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研究成果の概要（和文）：電位依存性Cav1.2型Caチャネル（以下Caチャネル）は、種々の調節機構を持っている
が、その1つであるカルモジュリン（CaM）による活動調節は、Ca2+依存性活性化（CDF）や不活性化（CDI）を始
め多岐に亘る。本研究は、その調節の分子機構を解明しようと計画された。研究の結果、Ca2+-free CaM
（apoCaM）は、チャネルC末部とのみ結合すること、Ca2+/CaMは、チャネルの近位C末部およびN末部、I-IIリン
カーと結合することが確認され、また、N、C両末部が、Ca2+/CaMにより架橋されることが確認された。さらにC
末部に2分子のCaMが結合して起こすCDIも確認された。

研究成果の概要（英文）：Voltage-dependent Cav1.2 channel (Ca2+ channel) has a number of regulatory 
systems. Among them, calmodulin (CaM)-mediated regulatory systems are important, but their molecular
 mechanisms are largely unknown. This study was aimed to investigate the molecular mechanisms 
underlying regulations of Ca2+ channels by CaM. We have confirmed that Ca2+-free CaM (apoCaM) binds 
only to the proximal C-terminal tail (CT) of Ca2+ channel with a high affinity, while Ca2+/CaM binds
 to the N-terminal tail (NT), the I-II loop and CT. We have also confirmed that NT and CT are 
bridged by Ca2+/CaM. Furthermore, it is found that 2 molecules of CaM bind to CT and produce CDI, 
suggesting the existence of two conformations of CDI.

研究分野： 生理学
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クランプ　プルダウン法　蛋白質構造シミュレーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、Cav1.2チャネルのCa2+依存性不活性化は、チャネルのN末端とC末端がCa2+結合カルモジュリン(Ca2+/CaM)
によって架橋され、それによりチャネルが構造変化を起こしてCDIになるという説と2分子のCa2+/CaMがチャネル
のC末端と結合した結果、チャネルが構造変化を起こしてCDIになるという説とが対立して論争している状態であ
る。本研究は、両説共に存在し、並行して起こりうることを示したものであり、学術的意義が大きいと考えられ
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
電位依存性 Cav1.2 型 Ca チャネル（以下 Ca チャネル）は、神経系においてはシナプス後膜の

興奮や細胞内 Ca2+ シグナリング（興奮-代謝連関や興奮-転写連関）に重要で、また、心臓にお

いてはペースメーカー細胞の自働能や作業筋における興奮収縮連関に必須である。更に、平滑筋

や分泌細胞においても、重要な役割を担っている。このため、Ca チャネルは、生体の様々な状

況に対応できるように種々の調節機構を持ち、その活動を調節している。この中で、蛋白リン酸

化、Ca 結合蛋白質カルモジュリン（CaM）、ATP、酸化・還元（redox）による調節は、特に重

要であると考える。CaM による活動調節には、チャネルの開口準備（repriming）、Ca2+依存性

活性化（CDF）や Ca2+依存性不活性化（CDI）、チャネル輸送（trafficking）など多岐にわたる

が、その分子機構については CaM の Ca チャネルへの結合様式やそれに伴う構造変化がどうな

っているかなど未解明の部分が多い。 

本研究ではそれら、CaM によるチャネルの調節機構に焦点を当て、蛋白質立体構造予測シミ

ュレーション法と分子・細胞生物学的技法およびパッチクランプ法を組み合わせた研究により、

以下の３点の解明を目指すとして計画された。特に、CaM の結合様式については、Ca チャネル

との結合を構造シミュレーション法と pull-down 法等の分子生物学的技法とを組み合わせた研

究により解明しようと計画された。 

(1) CaM と Ca チャネルとの結合様式（特に低 Ca2+状態時）を解明する。 

(2) CaM の結合による Ca チャネルの構造変化を解明する。 

(3) この調節機構の、虚血や Ca 過負荷などの病態における関与を解明する。 
 
２．研究の目的 
当初、上述の様に CaM によるチャネルの調節機構のチャネルの開口準備（repriming）、即ち CaM

の Ca2+-free 状態時（apoCaM）のチャネルへの結合を重点的に研究する予定であった。しかし、

2020 年に、我々が長年提唱している CDI のモデル（2CaM 仮説）、即ち、Ca チャネルの細胞内開

口部周辺の Ca2+濃度が上昇した時、2分子の Ca2+/CaM がチャネル CT（CT）に結合して CDI を起こ

すという仮説［1］、を否定する論文が Ben-Johny のグループから発表された［2］。それは、第 2

の Ca2+/CaM は、たとえチャネルに結合したとしても生理作用を発揮せず、１分子の Ca2+/CaM に

よるチャネルの N 末部（NT）と CT の架橋により CDI が起こるという趣旨の内容であった。そこ

で、これに対応した実験を行うことが重要であると考え、CDIの時のチャネル₋CaM 構造について

優先的に研究することにした。併せて、第 3の仮説、即ち、CaM によるチャネルの NT と CT の架

橋は、低 Ca2+濃度の時に起こり、Ca2+濃度の上昇によりその架橋は解離するというもの［3］、も

併せて検討することにした。 
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３．研究の方法 
(1) シミュレーション： CaM の Ca チャネルへの結合の構造シミュレーションを、 I-TASSER

や ClusPro を使用して行った。複数の CaM 結合モデルを作成し、また、CaM 結合に影響の出

るチャネルのアミノ酸残基を特定した。 

(2) Pull-down 実験： Ca チャネルの CaM 結合部位（CT の preIQ と IQ 領域や NT の NSCaTE

領域、I-II ループ、また対照として II-III、III-IV ループ）の GST 融合ペプチドと CaM との結

合を Ca2+—free および高 Ca2+条件下で行った。また、シミュレーションで結合に重要と予測さ

れたアミノ酸残基に変異を加えた GST 融合ペプチドと CaM との結合を調べた。 

(3) パッチクランプ実験： Ca チャネルの C 末端に Gly リンカーを介して CaM を融合させた変

異体を作成した。更に、その変異体から NT を削除した変異体も作成した。変異チャネルを、

HEK 細胞に発現させて inside-out パッチクランプ法により CaM による調節機構を検討した。 
 
４．研究成果 

(1) ApoCaM のチャネルへの結合 

チャネル細胞内分画と CaM の蛋白質立体構造予測シミュレーションでは、チャネル NT および

CT の preIQ、IQ 領域のそれぞれと apoCaM との結合で結合に重要と思われるアミノ酸残基が

特定された。しかし、pull-down 実験では、apoCaM は近位 CT のみと結合し他の分画とは結合

しないことが判明した。なお、シミュレーションで指摘された apoCaM との結合で重要と思わ

れるチャネル CT のアミノ酸残基に変異を加えたチャネル断片ペプチドとの結合実験は期間中

に終了せず、継続することとなった。 

(2) Ca2+/CaM のチャネルへの結合 

Pull-down 実験で、Ca2+/CaM が近位 CT および NT、I-II リンカーと結合することが確認され

た。I-II リンカ―との結合は比較的弱かった。そこで、CaM の C-lobe を N-lobe に置換したも

の（NN-CaM）と N-lobe を C-lobe に置換したもの（CC-CaM）を使って、Cav1.2 チャネル NT

および CT に対する N、C 各 lobe の結合親和性を Ca2+存在下で調べた。その結果、N-lobe はチ

ャネル NT に対して、また、C-lobe は CT に対して他の末端部より結合親和性が高かった。ま

た、Ca2+/NN-CaM と CT との結合の親和性は、他のどんな組み合わせよりも低かった。この結

果から、チャネルの N、C 両末端部が Ca2+/CaM により、CaM の N-lobe は NT と、および CaM

の C-lobe は CT との結合を介して架橋される可能性が示された。一方、NT-CT 間の直接の架橋

は起こらず、Ca2+/CaM を介して起こることが確認された。 

Patch clamp の実験では、野生型 CaM による Cav1.2 チャネルの完全な CDI と比較して、

NN-CaM が小さな CDI しか起こさなかったのに対し、CC-CaM はほぼ同等のＣＤＩを起こす

ことが判明した。また、チャネル C 末端に CaM をリンクさせた変異体や NT を欠損する変異体

を使って、CDI の２つの様式、即ち、1 分子の Ca2+/CaM による NT-CT 架橋によるものと CT

に 2 分子の Ca2+/CaM が結合するもの、を実験的に再現することができた。 

(3) その他の実験結果 

チャネル細胞内分画間（NT、I-II リンカー、II-III リンカー、III-IV リンカー、CT）で Ca2+お

よび CaM 依存的に相互作用する組み合わせを探索した結果、新たな組み合わせが発見された。

また、NT と I-II ループが直接結合することが明らかとなった。この直接結合の生理学的意義は

継続して検討する予定である。 
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