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研究成果の概要（和文）：筋小胞体のカルシウム遊離チャネルであるリアノジン受容体(RyR)の動作原理を理解
するため、分子内に多数存在する疾患変異の表現型解析と原子レベルに迫る高分解能構造モデルを組み合わせて
動作の予測と検証を行った。Ca2+感受性を増大させる薬物であるカフェインの動作機構を明らかにした。さら
に、Ca2+結合がチャネルを開口させるために必要な、細胞質領域から膜貫通領域に至る一連の相互作用部位を同
定し、チャネルの動作機構を提唱した。

研究成果の概要（英文）：To understand the gating mechanism of ryanodine receptor (RyR), a 
calcium-release channel of sarcoplasmic reticulum, we combined functional analysis of RyR carrying 
disease-associated mutations with its structural model at near atomic resolution. We have elucidated
 for the first time the molecular mechanism of action of caffeine, which has long been known as a 
drug that increases Ca2+ sensitivity. In addition, we identified a series of interaction sites from 
the cytoplasmic region to the transmembrane region that require channel opening by Ca2+ binding.

研究分野： 薬理学

キーワード： リアノジン受容体　カルシウムイオン　イオンチャネル　動作原理　骨格筋　心筋

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では変異体の機能解析と高分解能構造モデルを組み合わせることで、RyRの動作原理の本質に原子レベル
で迫ることができた。特にカフェインによるCa2+感受性増大機構の解明は世界初であり、RyR制御機構における
重要な成果である。本研究成果はリガンド作動性チャネルの動作原理として、イオンチャネル研究における大き
な一歩である。また、本手法はRyRに特徴的な巨大な細胞質領域にも応用が可能である。細胞質領域には疾患変
異が集中しているため、今後の研究により疾患変異の分子機構や薬物開発が大きく加速することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 リアノジン受容体（RyR）は筋小胞体の Ca2+遊離チャネルで、骨格筋および心筋の興奮収縮連
関に中心的な役割を果たしている。RyR は総分子量が 2 MDa を超える巨大 4 量体膜蛋白質で N
末が活性制御を担う細胞質ドメインを、C 末が 6 回膜貫通型チャネルを形成している（図 1）。
骨格筋には RyR1、心筋には RyR2 という異なるサブタイプが発現しており、RyR1 の遺伝子変異
は悪性高熱症（MH）やセントラルコア病（CCD）といった筋疾患を、RyR2 の変異はカテコラミ
ン誘発性多型性心室頻拍（CPVT）や催不整脈源性右室心筋症（ARVC）等の不整脈性心疾患を引
き起こす。 
 RyR は Ca2+によって開口する Ca2+誘発性 Ca2+遊離（CICR）活性を示すが、Ca2+がチャネルを
開口する分子機構については全く分かっていなかった。また、遺伝子変異が疾患を引き起こすメ
カニズムについても不明であった。2015 年からクライオ電子顕微鏡法による RyR1 チャネルの
原子レベルに迫る高分解能構造モデルが相次いで発表され、各ドメインの構造とチャネル開閉
での構造変化が明らかになってきた（図 1）。このような背景から、RyR1 および RyR2 変異体の
機能解析を網羅的に行って、その結果を構造モデルと照合することにより、チャネル開口に重要
な相互作用部位の同定やチャネル動作機構を原子レベルで明らかに出来るのではないか、とい
う着想を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、⑴疾患変異を導入した RyR の CICR 活性を評価して、⑵その結果を高分解能構
造モデル（Yan ら、3.8Å）と照合してチャネル作動機構を予測し、⑶予測に基づいた新たな変異
体の機能評価による検証を行なうことで、RyR チャネルの作動機構を原子レベルで解明するこ
ととした。RyR は巨大な細胞質ドメインによっても制御を受けているが、本研究では最初の一歩
としてチャネルドメインを対象として実験を行う。具体的には、①チャネルドメインの相互作用
（ヘリックス間およびヘリックス-細胞質ドメイン間）の役割を明らかにする、②各ヘリックス
および S4-S5 リンカーの動きの順番を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
 
 RyR チャネルの作動機構を解明するため、以下の方法で行った。 
1. 野生型および変異型 RyR チャネルを培養 HEK 細胞に安定発現させる。 
2. CICR 活性を定量的[3H]リアノジン結合および小胞体内腔 Ca2+測定により評価する。 
3. 結果を高分解能構造モデルと照合して、当該アミノ酸の役割を予測する。 
4. 予測に基づいた人工変異を導入して検証を行う。これを多くの疾患変異部位で行うことで

最終的に全体の作動機構モデルを構築する。 
 
４．研究成果 
 
4-1.カフェインによる Ca2+感受性制御機構 
 
 本研究を開始した直後、RyR1 においてチャネル活性を制御する 3 種類のリガンド（Ca2+、ATP、
カフェイン）の結合部位がクライオ電子顕微鏡法で報告された（des Georges et al., Cell, 2016）。
これらの結合部位近傍の疾患変異を探索したところ、RyR2 のカフェイン結合部位に CPVT 変異
（W4645R）が報告されていた。そこで、マウス RyR2 に相当する変異（W4644R）を導入して

図 1．RyR の構造．A. ドメイン構
造。15 のドメインからなり、N 末が
細胞質領域を、C 末がチャネルを
形成する。B, C. クライオ電子顕
微鏡法によって得られた高分解能
構造。B. 細胞質側から見た図。
C. 小胞体膜と平行に見た図。
Ogawa, 2020より引用。 



HEK293 細胞に発現させて活性を測定したところ、小胞体内 Ca2+の著明な低下が見られチャネル
活性の増大が示唆された。リアノジン結合活性では Ca2+感受性が大きく増大しており、カフェイ
ンの作用は完全に消失していた（図 2）。同様な結果はアラニン置換変異体（W4644A）でも見ら
れた。この結果は、W4644 変異体はカフェインと同様の作用をしていることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この現象の分子基盤を理解するため、des Georges らの構造を詳細に検討した。W4644 は S2S3
領域に存在し、カフェインがない状態では C 末ドメイン（CTD）の I4925 と近接していた。カフ
ェイン結合状態では側鎖の向きが変わり、距離が離れていた（図 3）。興味深いことに、カフェ
イン存在下では Ca2+結合ポケットが小さくなっていた。このことから、W4644 と I4925 が相互
作用することで、CTD を引き下げて Ca2+結合ポケットを大きくして Ca2+に対する親和性を下げ
ており、カフェインはその相互作用を阻害することで、ポケットを小さくして親和性を上げるの
ではないか、という着想を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この仮説を検証するため、I4925 をアラニン置換して活性を評価した。I4925A も W4644A/R と
同様な表現型を示した。W4644 と I4925 の二重変異体（W4644A_I4925A）は単独変異体と変わ
らない活性を示したことから、両変異の作用点が同一であることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 W4644 と I4925 の相互作用が Ca2+感受性に重要な役割を果たしているとすると、この近傍の

図 2．a-c. 野生型および変異型 RyR2 を発現させた HEK293 細胞の細胞質および小胞体内 Ca2+濃度変化。W4644R、W4644A で
は小胞体内 Ca2+レベルが低下している。実験の最後にカフェインを投与した。野生型（a）はカフェインによる Ca2+遊離が見られたが、
変異体（b, c）はカフェインに応答しなかった。d. データのまとめ。e-g. Ca2+依存性[3H]リアノジン結合実験。野生型はベル型の Ca2＋依
存性を示した。カフェインは活性化 Ca2+感受性を増大した（e）。変異体は Ca2＋感受性が増大していて、カフェインには応答しなかった
（f, g）。h. Ca2+感受性のまとめ。Murayama, 2018より引用。 

図 3．a, b. カフェイン結合部位近傍の構造。a. カフェイン無しでは W4644 は I4925 と近接している。Ca2+結合ポケットは大きい
（点線）。b. カフェインはW4644の側鎖の向きを変えて入り込み、I4925との距離を遠ざける。Ca2+結合ポケットは小さくなる。c. カ
フェイン結合部位による Ca2+結合ポケットの制御モデル。W4644-I4925 相互作用は CTD を引き下げ、Ca2+結合ポケットを小さく
する。カフェイン結合により相互作用が阻害され、Ca2+結合ポケットは小さくなる。W4644R は相互作用が消失するため、カフェイン
と同様な表現型になる。Murayama, 2018を改変。 

図 4．検証変異体の[3H]リアノジン結合活性。a. 
I4925A では Ca2+感受性が増大している。b. 
W4644A_I4925A 二重変異体では Ca2+感受
性の増大は単独変異と同 じであった 。
Murayama, 2018を改変。 



アミノ酸変異はチャネル機能に影響を与える可能性がある。データベースで疾患変異を探索し
たところ、RyR2 に C4193W と A4607P という 2 つの CPVT 変異が見つかった。マウス RyR2 に
相同な変異（C4192W および A4606P）を導入して機能解析を行ったところ、両者ともに Ca2+感
受性が大きく増大することが分かった（図 5）。C4193 は I4925 が位置する CTD に直下のヘリッ
クスに、A4606 は W4644 が位置する S2S3 直下のヘリックスにそれぞれ存在することから、立
体障害により W4644-I4925 相互作用に干渉する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究で、RyR2 のカフェイン結合部位が Ca2+結合ポケットを制御している分子機構を明らか
にすることができた。この制御を破綻する変異は不整脈性心疾患の原因となることから、この制
御は生理的に非常に重要であることが示された。本成果は Communications Biology 誌に出版され
た。 
 
4-2.CICR の動作機構 
 
 CICR は RyR2 チャネルの生理的な Ca2+遊離機構である。Ca2+結合ポケットはチャネルゲート
を構成する S6 ヘリックスから 60Å 以上離れており、長距離の構造変化が必要となる。そこで、
閉状態と開状態のチャネルの高分解能構造を比較することで、動作に関わる部位の同定を試み
た。その結果、Ca2+結合ポケットの下部を構成する CTD が U-motif と相互作用し、U-motif の動
きが S2S3 ドメインに伝達されることが分かった。S2S3 の構造変化は膜貫通セグメントの S1-S4
を動かし、最終的に S4-S5 リンカーが外側に移動して S6 が倒れてゲートが開くという一連の動
作を確認することができた。 
 上記の動作機構に基づいて、各ドメイン間およびドメイン内の相互作用候補領域を同定した。
近傍に疾患変異があるかどうかをデータベース検索したところ、いくつもの疾患変異が見出さ
れた。変異体を作製して機能解析を行ったところ、チャネル活性が増大する変異体と低下する変
異体に分かれた。変異体の機能から動作原理を予測してチャネルの動作機構のモデル化を行う
ことに成功した。本成果については、現在、論文を執筆中である。 

図 5．疾患変異体の[3H]リアノジン結合活性。
C4192W (a)、A4606P (b)のいずれも Ca2+感
受性が増大していた。Murayama, 2018 を改
変。 
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