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研究成果の概要（和文）： 

今回の研究では，日本人の悪性高熱症患者で新規に発見された 1型リアノジン受容体の遺伝子

変異のうち，2508 番目のアミノ酸であるアルギニンからシステインおよびヒスチジンへの変異

に加えて，4894 番目のアミノ酸であるアラニンからスレオニンへの変異が悪性高熱症を惹起す

ることが示唆された．一方，先天性筋疾患の患者で見られる 4894 番目のアラニンからプロリン

への変異では，リアノジン受容体のアゴニストに対する反応が減弱した． 

研究成果の概要（英文）： 
This research suggested that mutations of Arg2508Cys and Arg2508His in ryanodine receptor 

(RYR1) caused malignant hyperthermia (MH). The mutation of Ala4894Thr was also suggested 

to cause MH, while the mutation of Ala4894Pro which was found in the patients of congenital 

neuromuscular disease with uniform type 1 fiber was less sensitive to RYR1 agonist than 

wild type. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性高熱症素因者のRyanodine 

receptor1(RYR1)には、多くの場合、遺伝

子変異がみられることが知られている。

この遺伝子変異は，特に，3箇所の領域に

集中して存在することから，この領域の

遺伝子配列を検索することで，スクリー

ニングが可能になるのではないかと考え
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られるようになってきている．実際，ヨ

ーロッパおよび北米においては，それぞ

れのガイドラインを設けて，スクリーニ

ングを施行している．  

本邦においても，悪性高熱症素因者に対

してRYR1の全遺伝子配列の検索がなされ

た．その結果，多くの遺伝子変異が3箇所

の領域以外に存在することが確認された．

また，多くの遺伝子変異が今までに報告

されていない領域に存在するものであっ

た．これらの新たに発見された遺伝子変

異に関しては，この遺伝子変異が原因で

細胞のカルシウム動態に異常が生じてい

るという確証はない．このことを確認す

るためには，RYR1が発現していない細胞

に遺伝子変異がないRYR1と遺伝子変異が

あるRYR1をそれぞれ遺伝子導入し，この2

つの細胞でカルシウム動態に変化がみら

れるか否かを調べることが行われている．

ヨーロッパおよび北米のガイドラインで

使用されている遺伝子変異もすべてこの

ような機能的変化を起こしうることを確

認した遺伝子変異をスクリーニングに用

いている． 

 
２．研究の目的 

本研究では，本邦の悪性高熱症素因者か

ら新規に発見されたRYR1遺伝子変異が，

細胞に機能的な影響を及ぼしているかを

確認していき，これらのデータを蓄積す

ることで，日本人悪性高熱症素因者の遺

伝子診断の精度向上に寄与したいと考え

ている．日本人悪性高熱症素因者のRYR1

全遺伝子解析において，もっとも遺伝子

変異の頻度が高かったエクソン47に存在

する遺伝子変異の機能的解析から開始し、

それが終了した時点で，他の遺伝子変異

に関しても行っていく． 

 

３．研究の方法 

遺伝子変異のあるRYR1 発現ベクターの作成 

野生型のRYR1発現ベクターはトロント大学

のMaclennan先生から提供していただいた． 

この野生型のRYR1発現ベクターから遺伝子

変異を導入したい部位を前後1000bpの長さ

で切り出し，pBluescript II にライゲーシ

ョンし，このベクターに対して，遺伝子変

異を導入する．遺伝子変異の導入は，

QuickChange Site-Directed Mutagenesis 

Kit ( Stratagene )を使用しておこなう． 

遺伝子変異が導入された pBluescript II か

ら遺伝子変異を導入した部位を前後 1000bp

の長さで切り出し，再度発現ベクターにラ

イゲーションする．遺伝子変異の確認のた

め，遺伝子変異を導入した近辺のシークエ

ンスを行う． 

RYR1 発 現 ベ ク タ ー の Human Embryonic 

Kidney(HEK) 293 細胞への遺伝子導入 

HEK293はDMEMに10％FCSおよび抗生剤を添

加した培養液を使用し，37度，5%CO2下で培

養をおこなう．80％コンフルエントの

HEK293 細胞を回収し，35mm ガラスボトムデ

ィシュで継代，培養する．遺伝子導入には

Fugene HD を使用する．Fugene HD，発現ベ

クターおよび培養液を混合し，さらに 24 時

間培養する． 

細胞内カルシウム放出の測定 

HEK293 細 胞 を hepes-buffered salt 

solution (HBSS)で洗浄し、5μM の Fura-2

を導入する.1 時間静置した後，測定を開始

する．測定は 340nm と 380nm の光で励起さ

せて，510nm の蛍光を蛍光顕微鏡で測定する． 

カフェインは HBSS で様々な濃度に希釈し、

サンプルディッシュに一定の速度で灌流さ

せる．340/380nm 比はカルシウムイメージン

グシステムで計算する． 

データの分析 



 

 

カフェインの用量反応曲線を得るために、

10μM のカフェインで刺激したときのカル

シウム反応を最大反応としてのそれに対す

る比率をそれぞれの濃度に求める。

GraphPad Prism (Ver. 4) を用いて、用量

反応曲線および EC50 を計算する． 

 
４．研究成果 

悪性高熱症素因者リアノジン受容体(RY

R1)に存在する遺伝子変異の中で，日本

人にはC7522Tの遺伝子変異（アミノ酸で

はアルギニンからシステインへ変異）が最

も頻度が高いので，まず，この遺伝子変

異をもつプラスミドを以下のように作

成した．野生型RYR1がインサートされた

プラスミドから制限酵素(ESiWI, SpeI)

で約1600bpを切り出し，pBluescript I

Iにインサートした．このプラスミドを

用いて，遺伝子変異を作成した．遺伝子

変異の作成には，QuickChange Site-Dire

cted Mutagenesis Kitを使用した．その後，

C7522T変異の導入された断片を制限酵素

(ESiWI, SpeI)で切り出し，RYR1にイン

サートすることで，変異型RYR1がインサー

トされたプラスミドを作成した．当初，Ma

cLennan先生(トロント大学)から提供され

た野生型RYR1はpCDNAにインサートされた

ものであったが，RYR1は約15kbと非常に大

きいため細胞への導入効率が悪かった．そ

こで，より簡便にRYR1の導入された細胞を

確認するために，pTRE-Tght-pBI-AcGFPベク

ターを使用してGFPとRYR1を同時発現する

プラスミドを作成した．結果は，C7508T変

異RYR1および野生型のRYR1のカフェインに

対するEC50はそれぞれ2.62±0.23, 1.86±

0.23 mMであった．また，4-クロロ-M-クレ

ゾールに対するEC50はそれぞれ179.3±35.

2, 73.1±19.4 μMであった．これらの結

果からC7522Tの遺伝子変異は悪性高熱症を

起こしうる変異のひとつであることが確認

された．この結果はEuropean malignant h

yperthermia group (EMHG)にも報告した．

その後承認され，EMHGのホームページ上で

公開されているhttp://www.emhg.org/nc/g

enetics/mutations-in-ryr1/．2508番目の

アミノ酸に関しては3つの変異が報告され

ている．残り2つのアミノ変異であるアルギ

ニンからグリシン(R2508G)およびヒスチジ

ン(R2508H)への変異に関しても，プラスミ

ドを作成し実験を行なおうとしたが，R250

8Gの変異は作成できなかったのでR2508Hの

みの実験を行なった． RYR1（R2508H）の

カフェインに対する50％効果濃度（EC50）

は正常：2.72±0.28，R2508H：1.39±0.17

（mM）で，正常RYR1と比較してアルギニン

からヒスチジンへのアミノ酸変異でも反応

性が亢進していた．これにより2508番目の

アルギニンからヒスチジンへのアミノ酸変

異も，悪性高熱症の原因となりうることが

証明された． 

その後，C末端側である 4894 番目のアミノ酸

変異に着目し実験を行った．アラニンからス

レオニンの変異は，2508 番目の変異と同様に

カフェイン及び 4chloro-m-cresol (4CmC)へ

の反応が亢進しており，悪性高熱症の原因と

なることが証明された．一方，この部位のプ

ロリンへの変異が先天性筋疾患の一つであ

る congenital neuromuscular disease with 

uniform type 1 fiber (CNMDU1)の患者から

発見されている．この変異を我々の実験系で

再現したところカフェイン及び 4CmC に濃度

を上げても細胞内カルシウム濃度の上昇が

認められなかった．このような反応はセント

ラルコア病など他の先天性筋疾患で報告さ

れているアミノ酸変異でも報告されており， 

CNMDU1 が生じる原因がセントラルコア病の

発症原因と類似している可能性が示唆され



 

 

た．加えて，この部位において今まで報告さ

れていないアミノ酸変異を作成し実験した

ところ，セリンへの変異では悪性高熱症の患

者から発見されたスレオニンへの変異と同

様の反応亢進が確認されたが，グリシンへの

変異では逆に反応が減弱した．セリンおよび

スレオニンはともにヒドロキシル基をもっ

たアミノ酸である．C 末端側のアミノ酸変異

は先天性筋疾患の患者で報告されることが

多いが，4894 番目のアミノ酸変異の場合，ヒ

ドロキシル基を持ったアミノ酸への変異に

伴うリアノジン受容体の構造変化が悪性高

熱症を引き起こすことが示唆された．当初予

定していたアミノ酸変異のすべてについて

悪性高熱症を起こしうるか否かについて確

認することができなかった．リアノジン受容

体が巨大であるためにその発現ベクターを

作成するのに非常に多くの時間を費やさな

ければならなかったのが一番の原因であっ

た． 
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