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研究成果の概要： 
本研究は、L 型 Ca チャネル活動に対する CaM や CaMKII の作用機序を Ca 依存性促通と不

活性化との関連で解明することを目的として実施された。CaM については、これ迄の研究で、

CaM が L 型 Ca チャネルα1 サブユニット（Cav1.2）の N 末部（NT）、リピート I-II 間の細

胞内ループ（LI-II）、C 末部の IQ モチーフ領域（IQ）および pre-IQ 領域（CB）を含む近位

部（CT1）に結合することが判明している。本研究では、Ca チャネルの NT、LI-II および CT1
領域への CaM 結合の Ca 依存性について pull-down 法で検討した。CaM の NT、LI-II および

CT1 への結合の親和性は Ca 濃度の高低両条件下で、CT1 > NT > LI-II であった。これより、

CaM 結合の親和性は Ca 濃度に関わらず CT1 が最も高く、この部位がチャネル活性の CaM に

よる調節に最も重要であることが示唆された。一方、モルモット単一心筋細胞を用いたパッチ

クランプ実験では、CaM および Ca 結合能を消失させた変異 CaM（CaM1234）が cell-free 状

態（inside-out パッチ）により rundown させた Ca チャネル活性を濃度依存的に回復させるこ

とが判明した。このチャネル活性化作用は野生型 CaM では Ca2+依存性を示したが、CaM12

（N-lobe の Ca 結合能を無くした変異体）、CaM34（C-lobe の Ca 結合能を無くした変異体）、

CaM1234では Ca2+非依存性であった。これより、CaM の Ca 依存性作用には、N-lobe と C-lobe
との両者が必要であると示唆された。さらに、Ca チャネルに対する CaMKII の作用について

も検討した。その結果、チャネル C 末部に CaMKII のリン酸化部位があること、同部位のリ

ン酸化により CaM の結合が増加することが判明した。 
これらの結果は、Ca イオン、CaM、CaMKII が複雑かつ協調的に作用して L 型 Ca チャネル

の活動を調節していることを示している。また、Ca 依存性促通には Ca2+/CaM の直接作用と

CaMKII によるリン酸化の両者が関与し、不活性化には主に Ca2+/CaM が関与するという仮説

を支持する。 
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１．研究開始当初の背景 
L 型 Ca チャネルは、神経、筋、分泌組織な
ど広範な組織に分布して、細胞機能に重要な
役割を果たしており、その調節機構を解明す
ることは、細胞機能制御の観点において非常
に重要である。Ca チャネルの調節は、細胞
内 Ca イオンによる facilitation（促通）及び
不活性化、A キナーゼなどによるリン酸化、
G蛋白質の直接作用（促進及び抑制）に加え、
細胞内 Mg、イノシトールリン脂質、カルモ
ジュリン（CaM）、細胞骨格蛋白などの関与
が報告されており、その機構は想像以上に複
雑多岐である。加えて、分子レベルでの調節
機構やそれらの相互作用については未解明
の部分が多い。 
 申請者らは、これまで Ca チャネル研究の
分野で実績を挙げてきたが、同分野の進展に
はチャネル活動が cell-free系で消失するとい
う rundown 現象の克服が必要であると考え
研究を行い、Ca チャネルの rundown が細胞
内蛋白因子と ATP の喪失に起因することを
発見した（Kameyama et al., Pflügers Arch 
'97; Yazawa et al., Pflügers Arch '97）。その
蛋白因子の一つがプロテアーゼ阻害蛋白で
あるカルパスタチンであることを見出し
（Kameyama et al., Pflügers Arch '98; Hao 
et al., J Physiol '99）、更に最近、もう一つの
蛋白因子が CaM であることを見出した（Xu 
et al., Am J Physiol Cell Physiol '04）。これ
らの知見に基づき、rundown 現象を克服した
Ca チャネルの実験系を開発した。そして、
この実験方法を用いて、CaM と中間レベル
の Ca 濃度（100-300 nM）により、cell-free
実験系でチャネルのCa依存性 facilitationを
再現することに成功した。その後の研究によ
り、CaM は、一方でチャネルの Ca 依存性不
活性化や facilitation に関与し、他方でチャ
ネルの活性を維持するという、二面的な作用
を持つことが示唆された。この背後には、
CaM とチャネル蛋白（αサブユニット）と
の相互作用が細胞内 Ca 濃度やチャネルのリ
ン酸化状態などによって複雑に変化するこ
とがあると推定されるが、詳細は不明である。
このように、CaM の Ca チャネル活動調節に
関わる分子機構の解明が大きな課題となっ
ている。 
 
 
２．研究の目的 

これまでの研究成果から、CaM は、一方で
チャネルの Ca 依存性不活性化や facilitation
に関与し、他方でチャネルの活性を維持する
という、二面的な作用を持つことが示唆され
ている。この背後には、CaM とチャネル蛋
白（αサブユニット）との相互作用が細胞内
Ca 濃度やチャネルのリン酸化状態などによ
って複雑に変化することがあると推定され
るが、詳細は不明である。そこで、この新た
な疑問を明らかにすべく、本計画では下記の
３点を研究目的とした。 
① L 型 Ca チャネルに対する CaM の活性維
持作用について、その作用部位を同定し、そ
の作用の分子機構を解明する。 
② L型 Caチャネルの Ca依存性 facilitation
と不活性化について、CaM の作用部位を同
定し、その作用の分子機構を解明する。 
③ Ca チャネルと CaM 間の相互作用に対す
る細胞内 Ca やチャネルリン酸化による修飾
作用を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
ａ．チャネル断片の作成と CaM との結合： 
当研究室でクローニングされたモルモット
α1 サブユニットを用いて、遺伝子組換え法
により N 末部、LI-II、C 末近位部、中間部、
遠位部の GST 融合ペプチドを作成し、それ
らのペプチドと CaM との結合を pull-down
法で検討した。 
 
ｂ．CaM 変異体の作成： 
CaM の 4 つの Ca 結合領域（N-lobe に 2 コ、
C-lobe に 2 コ）に着目して、それらの Ca 結
合能を消失させた種々の変異 CaM を作成す
る。 
 
c．チャネル断片と CaM との結合に対するチ
ャネルリン酸化の影響： 
L 型 Ca チャネルの CaM 結合部位の GST 融
合ペプチドを CaMKII またはフォスファタ
ーゼ（アルカリフォスファターゼ）で処理し
た後、CaM との結合の変化を pull-down 法
で検討した。 
 
d．電気生理学的実験： 
モルモット単一心筋細胞をコラゲナーゼ分
散法により調製し、パッチクランプ法により
Ca チャネルの活動を記録する。Ca チャネル



活動を cell-free 状態（inside-out パッチ）で
rundown させた後、野生型 CaM および変異
CaM を作用させて「チャネルの活性維持」、
facilitation、不活性化の CaM 濃度依存性、
Ca 濃度依存性を解析した。また、CaMKII
の作用については、cell-attach 条件下で細胞
内 Ca 濃度を上昇させ、その時の Ca チャネ
ル活動に対する CaMKII 阻害薬の作用を見
ることにより検討した。さらに、inside-out
パッチにおいて、チャネルに活性化 CaMKII
を直接作用させ、その効果を検討した。 
 
 
４．研究成果 
１．Ca チャネルの NT、LI-II および CT1 領
域への CaM 結合の Ca 依存性について
pull-down 法で検討した。CaM の NT、LI-II
およびCT1への結合の親和性は低Ca濃度条
件で、CT1 > NT > LI-II であった。高 Ca 濃
度条件では、各ペプチドへの親和性が増大す
るが、順序は同じであった。これより、CaM
結合の親和性はCa濃度に関わらずCT1が最
も高く、この部位がチャネル活性の CaM に
よる調節に最も重要であることが示唆され
た。 
２．モルモット単一心筋細胞を用いたパッチ
クランプ実験では、CaM および Ca 結合能を
消失させた変異 CaM（CaM1234）が cell-free
状態（inside-out パッチ）により rundown
させた Ca チャネル活性を濃度依存的に回復
させることが判明した。このチャネル活性化
作用は野生型 CaM では Ca2+依存性を示した
が、CaM12（N-lobe の Ca 結合能を無くした
変異体）、CaM34（C-lobe の Ca 結合能を無く
した変異体）、CaM1234 では Ca2+非依存性で
あった。これより、CaM の Ca 依存性作用に
は、N-lobe と C-lobe との両者が必要である
と示唆された。 
３．Ca チャネルに対する CaMKII の作用に
ついても検討した。その結果、チャネル C 末
部に CaMKII のリン酸化部位があること、同
部位のリン酸化により CaM の結合が増加す
ることが判明した。 
これらの結果は、Ca イオン、CaM、CaMKII
が複雑かつ協調的に作用して L 型 Ca チャネ
ルの活動を調節していることを示している。
また、Ca 依存性促通には Ca2+/CaM の直接
作用と CaMKII によるリン酸化の両者が関
与し、不活性化には主に Ca2+/CaM が関与す
るという仮説を支持する。 
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