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研究成果の概要（和文）：我々はRyR2に対するCaMの結合を強める変異を見いだし、その変異RyR2を組み込んだ
ノックイン(KI)マウス(CaM HAマウス)を作成した。ダントロレン投与WTマウス、およびCaMHAマウスにおいて
は、RyR2からのCaMの解離が抑制された結果、RyR2からのCa leakが押さえられるばかりでなく、TAC後の心筋細
胞の肥大が有意に抑制されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We found a mutation that strengthened the binding of CaM to RyR2 and created
 a knock-in (KI) mouse (CaM HA mouse) incorporating the mutant RyR2. Suppression of dissociation of 
CaM from RyR2 in dantrolene administered WT mice and CaMHA mice suppressed the Ca leak from RyR2 as 
well as that the hypertrophy of cardiomyocytes after TAC was significantly suppressed.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
我々は、不全心筋では過剰な交感神経刺激や
酸化ストレスが慢性的に継続すると、RyR2 か
ら拡張期に異常な Ca2+leak が生じて拡張期
Ca2+濃度の上昇をきたすが(Circulation 
2000)、その発症の主因が RyR2 内でチャネル
開閉を調節する２か所(N-terminal:1-600, 
central:2000-2500)の重要なドメイン間の
連関障害;Unzipping にあることを見いだし
た(Circulation 2005)。その後、ダントロレ
ンや JTV519 はドメイン連関障害を改善させ
ることにより心不全の進行や致死性不整脈
を抑制することも報告した (Circulation 
2008,J Am Coll Cardiol 2009)。さらに、最
近ドメイン連関障害は RyR2 から CaM(本来
Ca2+放出に抑制的に働く)を解離させること
でチャネルを leaky にし、心不全・不整脈の
発症につながることを報告した(Cardiovasc 
Res 2012, BBRC 2014)。一方、他施設から RyR2
からの CaMの解離が心肥大を誘導する可能性
が示された。即ち、RyR2 内 CaM 結合部位を変
異し CaM が RyR2 に結合できなくしたマウス
では著明な心拡大と肥大、収縮能の低下を呈
し生後 3 週間以内に死亡した（Yamaguchi 
N,et al.J Clin Invest. 2007;117:1344）。
我々もマウス大動脈縮窄(TAC)心不全モデル
において、RyR2 に対する CaM の親和性低下、
核内 CaM の増加を認めた。さらに HCM 型 TnT
点変異 TGマウスでも RyR2 に対する CaMの親
和性が低かった。以上の知見を総合し、ドメ
イン連関障害に連動した RyR2 からの CaM の
解離は心肥大を誘導し心不全につながる重
要なステップであるという仮説を立てた。仮
説が正しければ RyR2 からの CaM 解離は様々
な原因で生じる心肥大に共通する新規治療
ターゲットになると考えられる。 
 
２．研究の目的 
心筋細胞内 Ca2+ホメオスタ－シスの破綻は、
収縮能の低下や致死的不整脈の発現を介し
て心不全の病態を著明に悪化させる。申請者
らを含めた最近の研究により、細胞内 Ca2+
調節の中心的器官である筋小胞体（SR)に存
在する心筋型 Ca2+放出チャネル（リアノジン
受容体：RyR2)の機能異常が心不全や致死的
不整脈の発症に深く関与することが判明し
た。本研究の目的は、RyR2 内の構造連関の安
定化により遅延型後脱分極(DaD)から致死的
不整脈につながる拡張期の局所的 Ca2+濃度
上昇を遺伝的、薬理的に抑制し、新たな心不
全・心肥大・致死的不整脈の包括的治療戦略
をたて臨床応用につなげていくことである。 
 
３．研究の方法 
我々を含めた最近の研究により、細胞内 Ca2+
調節の中心的器官である筋小胞体（SR)に存
在する心筋型 Ca2+放出チャネル（リアノジン
受容体：RyR2)の機能異常が心不全や致死的
不整脈のみならず、心肥大にも深く関与して
いることが明らかになってきた。我々は後述

する様々な知見をもとに心肥大のスイッチ
を入れるのは RyR2 の修飾蛋白の 1 つである
カルモジュリン(CaM)の RyR2からの解離であ
るという仮説を立てた。すなわち RyR2 から
CaM が解離しなければ肥大のスイッチは入ら
ないと考えた。本研究ではこの仮説を検証す
ると同時に、CaM の RyR2 に対する結合親和性
を高めることにより、異常な心肥大シグナリ
ングを抑制し、心肥大の退縮から予後の改善
を図るという全く新しい心不全治療法の開
発を目指す。 
 
４．研究成果 
TAC 手術後経時的に心筋細胞を単離培養し
CaM, HDAC, GRK5 が核、細胞質の分布の解析、
リン酸化 HDAC の割合の解析、肥大遺伝子の
発現の解析を行った。TAC モデルで CaM の核
への translocation を認めた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
我々は RyR2 に対する CaM の結合を強める変
異を見いだし、その変異 RyR2 を組み込んだ
ノックイン(KI)マウス(CaM HAマウス)を作成
した。CaM HA マウスでは、DPc10（CPVT にお
ける RyR2 内の変異部位：R2474S を含んだペ
プチドで、native domain と分子間競合して
ドメイン unzip を引き起こす）により CaM が
解離しない、すなわちドメイン連関障害→
CaM 解離が起きないことを確認している。こ
の CaM HA マウスに対して TAC を行い 8 週間
後に心筋細胞を単離し、形態、予後、肥大遺



伝子の発現を解析し、蛍光ラベルした
recombinant CaM(F-CaM)を導入し、RyR2 に対
する CaM の親和性を計測する。これらの解析
によりドメイン連関障害→CaM 解離を抑制す
るという介入が心肥大を抑止することがで
きるかを検討した。その結果 CaMHA マウスに
おいては、RyR2 からの CaM の解離が抑制され
た結果、Ca leak が押さえられるばかりでな
く、TAC 後の心筋細胞の肥大が有意に抑制さ
れていることがわかった。 
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