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研究成果の概要（和文）： 

L 型 Ca チャネルとその変異体の活性を inside-out パッチ法を用いて比較し、カルモジュリ

ン（CaM）による調節について検討した。野生型チャネルは、CaM＋ATP または CaM＋オカダ酸で

同程度の活性を示した。変異体チャネルでは、ATP がチャネルの slow な不活性化を抑制し、活

性を維持するのに対し、オカダ酸による効果は認められなかった。このことから ATP の作用は

リン酸化に関連するものではないこと、オカダ酸は、変異体にはないチャネル C末端遠位部に

よる作用を抑制することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Properties of the L-type Ca2+ channel and its mutants were explored using inside-out 
patch-clamp technique. Activity of these channels was induced by calmodulin plus ATP. A 
protein phosphatase inhibitor okadaic acid could substitute for ATP in wild-type channels, 
but it not in the mutant channels. It was suggested that the effects of ATP and okadaic acid, 
although apparently similar, were mediated by different mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 
 L 型 Ca チャネルは、細胞内の Ca イオンに

より制御されており、それらの調節機構には

カルモジュリンの働きが必須である。カルモ

ジュリンは４つの Ca2+結合部位（EF-hand モ

チーフ）をもち、細胞内 Ca2+濃度の変化を受

けてチャネル活性を調節する。しかし、それ

らの分子機序の全体像は明らかになってい

ない。 

 Mori et al.（2004）は、チャネル C 末端

部アミノ酸 1671 番以降を除いた変異体

（C-term deletion channel）と、さらにカ

ルモジュリンを結合した変異体（CaM linked 

C-term deletion channel）を作成し、電気

生理学的手技の一つであるWhole-cell clamp

法により解析した。これらのチャネルを用い
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て、我々はカルモジュリンによる L 型 Ca2+チ

ャネルの活性制御機構を検討した。その結果、

チャネルの活性化にはカルモジュリンの結

合が必須であること、野生型ではカルモジュ

リンに加え ATP が必要であるのに対し、変異

体ではカルモジュリンのみで活性を示すこ

と、活性の長期安定化には ATP が有効である

ことが示唆された [Minobe et al., 2011: 学

会発表⑪]。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、電気生理学的手法を用いてカ

ルモジュリンによるチャネルの調節機構を

解明することを目的とした。野生型チャネル

と変異体チャネルの活性を比較することに

より、カルモジュリンの作用機序、それを修

飾する因子について検討した。 

 

３．研究の方法 

 L 型 Ca チャネル（Cav1.2）のα、β2a、α

2δサブユニットを HEK293細胞に共発現させ、

パッチクランプ法を用いてチャネル活性を

解析した。Cell-attached mode でチャネルの

コントロール活性を測定し、inside-out mode

でテスト溶液をチャネルに付加し、その効果

を相対比で求めた。αサブユニットは、野生

型、1671 番アミノ酸以降を除いた変異体

(C-term deletion channel: Cav1.2 Δ )、

Cav1.2Δに 8残基のグリシンを介してカルモ

ジュリンを繋いだ変異体（CaM-linked C-term 

deletion channel: Cav1.2ΔCaM）を使用し

た。各チャネルサブユニットのプラスミドは

Mori et al.により作成された [Mori et al. 

(2004) Science]。チャネルの発現効率は、

プラスミドに組み込まれた蛍光タンパク GFP

により確認した。 

カルモジュリンは HEK293 細胞からクロー

ニングした DNA をもとに、大腸菌 BL21 で合

成した後、疎水性カラムを用いてゲル濾過精

製した。 

これまでの研究結果から、基準となる活性

は 1 μM カルモジュリン、3 mM ATP、80 nM Ca2+

に調整したテスト溶液を inside-out で付加

することにより測定した。 

 以下の観察を行った。 

(1) ATP とオカダ酸によるチャネル活性に与

える影響の比較： 

カルモジュリンと共に、3 mM ATP または 1 μ

M オカダ酸を付加し、チャネル活性を比較し

た。さらに ATP とオカダ酸を同時に加え、チ

ャネル活性を解析した。 

(2) 不活性化状態（run-down）からの回復と

有効因子について： 

cell-attached の 状 態 か ら cell-free

（inside-out）にすると、チャネルの活性は

1-3 分のうちに消失する（run-down）。そこで、

inside-outから5分後にテスト溶液を付加し、

チャネルの不活性化状態からの回復を調べ

た。 

 

４．研究成果 

(1) 野生型チャネルは、カルモジュリン＋

ATP、カルモジュリン＋オカダ酸ともに同程

度の活性を示した。ATP とオカダ酸の相乗効

果はなかった。変異体チャネル（Cav1.2Δと

Cav1.2ΔCaM）は、オカダ酸では、ATP で観察

されるような活性維持効果が見られなかっ

た。 

野生型チャネルと変異体チャネルの差は、

C末端領域の作用にあると考えられるため、C

末端領域にある自己抑制ドメインの活性阻

害作用を ATPまたはオカダ酸によって維持さ

れているリン酸化が抑えていることが示唆

される。Ca チャネルにはフォスファターゼや

ATP の直接結合 [Feng et al., 2012, 2013: 

学会発表②, ③]、複数のリン酸化部位

[Minobe et al., 2012: 学会発表⑦]がある

と考えられる。これらによる調節の詳細につ

いては、今後の検討が必要である。 

(2) 野生型チャネルは inside-out の後、1-3

分で不活性化し、5分後に CaM＋ATP を付加し

ても回復しなかった。変異体チャネル Cav1.2

Δは inside-out の 5 分後に付加した CaM＋

ATP により活性を回復した。カルモジュリン

単独での回復効果は見られなかった。 

カルモジュリン、ATP、（またはオカダ酸）

のいずれかの存在下で不活性化した野生型

チャネルは、カルモジュリンと共に ATP（ま

たはオカダ酸）を付加することにより、活性

が回復した。変異体チャネルでは、不活性化

からの回復には ATPが必要であることが判明

した。ATP の作用機序については、これまで

にも報告がなく、今後の検討が必要である。 

モルモット心室筋細胞を用いた電気生理

学的解析において、チャネルのリン酸化とカ

ルモジュリンの作用との関連が示唆される

結果が得られている [Xu et al., 2013, 

2011: 学会発表①, ⑱、Yu et al., 2012: 学



会発表④]。これらは、本研究からも示唆さ

れた。 
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