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研究成果の概要（和文）：3年間でCPVT、圧負荷心肥大などにおける不整脈発生の根本がRyR2からのCaリークであり、
そのリークを起こすメカニズムとしてRyR2内のチャネル制御ドメインのunzipping、そしてその下流にあるcalmodulin
結合ドメインの２つが重要な役割を果たしていることがわかった。さらにチャネル制御ドメインをzipさせるdantrolen
eや高親和性calmodulinなどの治療法も開発した。

研究成果の概要（英文）：In this three years, we revealed that basic mechanism of arrhythmogenesity in CPVT
 and pressure overload HF is Ca leak from SR. The underlying mechanism of Ca leak is unzipping of channel 
reguratory domains and CaM binding domain. We also investigate the dantrolene, zipper of the channel regur
atory domains and high affinity CaM as a therapeutic agents.
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、（１）心不全では RyR2 の構造
変化による異常な Ca2+漏出が認められ、β
遮 断 薬 お よ び 1,4-benzothiazepine 
derivative の K201 (JTV519)はいずれも、作
用点はそれぞれ異なるものの、RyR2 内の構
造変化の是正という共通の機序を介して心
不全時の Ca2+漏出を防ぎ、細胞内 Ca2+過負
荷 を 改 善 す る こ と (Circulation 2002, 
Circulation 2003, Circulation 2004)、さらに
（２）この RyR2 内の構造変化を詳細に検討
し た 結 果 、 Arrhythmogenic right 
ventricular cardiomyopathy (ARVC) や
Catecholaminergic polymorphic 
ventricular tachycardia(CPVT)にみられる
RyR2 点突然変異集合領域 {N-terminal 
domain (1-600) 、 Central domain 
(2000-2500):正常では互いに連関し(domain 
zipping)チャネルを安定化｝が、不全心筋や
CPVT 型 RyR2 knock-in マウス (RyR2 
R2474S/+)の心筋では、各々FKBP12.6 の解
離や点突然変異により domain 連関障害
(zipping→unzipping)を生じていること、
（３） K201 (JTV519)、ならびに骨格筋型
RyR(RyR1)の点突然変異病である悪性高熱
圧症（MH）の特効薬のダントロレンが
domain 連 関 を 是 正 す る こ と に よ り
(unzipping→zipping)、Ca2+漏出を抑制する
ことを見出した (Circulation 2005, J Am 
Coll Cardiol 2009, Circ Res 2010)。 
 
２．研究の目的 
RyR2 内の構造連関の安定化により拡張期の
局所的 Ca2+濃度上昇を抑制することによる
新たな心不全・心肥大・致死的不整脈の包括
的治療法を確立すること。 
 
３．研究の方法 
現有の CPVT 型突然変異 RyR S2246L/+ 
knock-in (KI)マウス、TroponinT Glu160 欠
損 HCM型トランスジェニックマウスにおける
心機能、Ca2+放出動態および催不整脈性の解
析：  
申 請 者らは 、 すでに 犬 心不全 モ デ ル
（Cardiovasc Res 2010）、R2474S マウス
(Circ Res 2010, BBRC 2010)において、RyR2
内構造連関（D→T→G）の異常、すなわち N-C 
domain unzipping→CaM 解離→Ca2+漏出が生
じていることを明らかにしてきた。本研究で
はさらに、（１） RyR2 S2246L KI マウスを用
いて、点変異部位が異なっても、同様の RyR2
内構造連関異常が存在するか、また、（２） 
HCM 型マウスにおいても同様の連関異常が存
在するかを検討する。具体的には、① 各モ
デルの baseline の心機能、催不整脈性を in 
vivo で評価し、②心筋細胞を単離後、Fluo3
により RyR2 からの局所的 Ca2+ 放出である
Ca2+ spark の amplitude, frequency を測定
し、③domain 連関（zipping-unzipping 状態）
を 蛍 光 ラ ベ ル RyR2 に 対 す る

Quencher(QSA+BSA)の accessibility により
定量する (Circulation 2005;112:3633-43)。 
④さらに、Ca2+ transient, 遅延型後脱分極
(DaD)、cell shortening, に及ぼす効果を検
討する。 
 
４．研究成果 
（１）S2246L+KI マウスにおいてヒトと同様
の bidirectional VT の頻発を確認した（図
１）。 

図１ S2246L の bidirectional VT 
 
（２）S2246L においては RyRに対する DP2246
よりも DP2246mut の方が結合親和性が高く
S2246L の mutation が domain-domain 
interaction を強めていることが示唆された
（図２）。 

図２ RyR に対する DP2246, DP2246mut の結合 
 
（３）R2474S+KI マウスでは、CaM の RyR2 に
対する結合親和性を著しく高めたGSH-CaMは
isoで誘発した Ca spark 頻度を著明に抑制し 
た。 
（４）R2474S+KI マウスの心筋細胞では
GSH-CaM の導入で after transient や DAD の
出現を押さえることができた。 
（５）Tac モデルマウスにおいても CaM の親
和性の低下が示唆された。 



以上、CPVT のＣａハンドリング異常のメカニ
ズムとして、RyR2 内ドメイン連関障害→CaM
解離→Ca2+ 漏出が示唆され、さらに心不全
においても同様のメカニズムで不整脈を生
じることが強く示唆された。高親和性の
GSH-CaM で Ca2+ 漏出を防ぐことにより新た
な心不全・不整脈治療が可能となることが示
唆された。 
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