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  心臓は生まれてから死ぬまでたゆまず収縮・弛緩を続ける臓器である。心筋の収縮弛緩は生体

内情報伝達物質であるCaz゙ の周期的動員除去によっている。このCa2゙ の動員では形質膜の脱

分極が起こってから細胞内Ca2゙ ストア筋小胞体からCaz゙ が放出されるまでの間が主要な経路

である。この過程で重要な役割を果たしている分子が形質膜の電位依存性Caチャンネルと筋小

胞体のCa誘発性Ca放出チャンネルである。

  本研究において筆者は，Ca2゙ 動員に主要なニっの分子にっいて心筋のものに焦点をあて，そ

の 分 子 構 造 や 機 能 構 造 部 位 に っ い て 調 べ た 。 そ の 概 要 を 以 下 に 示 す 。

  まず心筋電位依存性Caチャンネルのサブュニット構成を調ベ，その分子性状を明らかにした。

心筋電位依存性Caチャンネルを構成するサブュニッ卜コンポーネントは基本的には骨格筋チャ

ンネルと同様，ば1，a2，ロ，ア，6の5種類のサブュニットから構成されるが，骨格筋に比

べかなルヘテロナょ複合体を形成していた。これらどのサブュニットもプ口テインチナーゼA

（PKA）によってりン酸化されなかったことから，心筋細胞にPKAを注入したとき観察され

るL型Ca電流の顕著な増大は，PKAによるチャンネルタンパクの直接リン酸化を介さないで

起こっている可能性が示唆された。

  第2に代表的Ca拮抗薬1，4一ジヒド口ピリジン（DHP）の結合部位を光アフアニティー

ラベル法にてCaチャンネルalサブュニット上20所の部分を心筋では初めて同定した。それ

らは骨格筋チャンネル上のDHP結合部位と対応するりピ―トmのS5一S6リンカ一部とり

ピート1VのS6を含む領域であった。したがって両チャンネルのDHP結合親和性の違いは結合

部 位 構 造 中 の 所 々 に み ら れ る ア ミ ノ 酸 置 換 に よ る も の と 考 え ら れ た 。

  第3に精製したりアノジン受容体をりポソームに組み込んだ再構成実験系を確立し，これを用

いてりン酸化による機能変化を調べた。その結果，PKA，カルモジュリンキナーゼ（CaMK）

によって受容体がりン酸化され，このときCa放出チャンネルの開口確立が増大することを明ら
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かにした。PKAによる活性化は電気生理学的実験からも確認できた。CaMKのみならずPKA

によってもCa2゙ 放出能が変化することを見いだした。

  さらに，それぞれの蛋白質リン酸化酵素でルン酸化される部位をりアノジン重要の一次構造上

で明らかにした。PKAはSer2031を，CaMKはSer2809をりン酸化していた。このりン酸化部

位にはE-Fハンド，カルモジュリン結合部位など活性調節部位が存在することから，ルン酸化

部位近傍はりアノジン受容体の機能調節上，重要な領域を構成していることが示唆された。また

両リン酸化部位は一次構造上700残基以上もはなれているが，抗ペプチド抗体による解析から高

次構造上で接近していると考えられた。

  本研究においてポリアクリルアミドゲル電気泳動後の［．｜H］標識ベプチドフラグメントを

polyvinylidene difluorideに転写した後，imaging plateを用いるラジオルミノク゛ラフィに

よって検出する手法を開発した。従来のフルオ口グラフアに比ベ高感度かつ短時間でオートラジ

オグラフアが達成できた。

  形質膜および筋小胞体Caチャンネルタンパク質の構造と機能にっいて，上記のようないくつ

かの新しい知見を得ることができた。この結果を指標に今後さらにチャンネル機能と構造相関に

っいてsiteーdirected mutageneslsなどの遺伝子工学的研究により詳細な解析が行われるもの

と期待される。
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  刺激を受けた筋細胞が最終的に細胞応答としての収縮ヘ到達する過程，いわゆる興奮一収縮連

関では生体内情報伝達物質Caa゙ が深く関与しており，その詳細な分子構造の解明が重要な課題

となっている。この細胞内Ca"゙ 動員において重要な役割を担う分子が，形質膜の電位依存性

Caチャンネルと筋小胞体のCa誘発性Ca放出チャンネル（二二リアノジン受容体）である。本

研究は，同じ筋細胞ながら骨格筋に比べて研究が遅れている心筋の上記2っのCaチャンネル分
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子をとりあげ，分子構造と機能部位，および機能調節機構にっいて主に生化学的手法によって検

討し，以下のような新しい知見を得たものである。

  （1）心筋Caチャンネルとサブュニット構成の分子性状：骨格筋のL型Caチャンネルは十分に

精製され，サブュニット構成も判明しているが，心筋の同チャンネルの構成にっいては，cDNA

の塩基配列から一次構造が解析されたalサブュニット以外にはよくわかっていなかった。申請

者はブ夕心筋Caチャンネル複合体を認識するが特異性が異なる2種類の抗体を用いて解析し，

そのサブュニット構成を明らかにした。その結果，基本的には骨格筋のものと同様，al，a2，

ロ，ア，6の5種類のサブュニットで構築されるが，2種類の口と3種類のァが存在する。さら

にロ1には分子両のコンポーネントがジスルフアド結合した成分が15→20％存在するといったよ

うに，骨格筋に比べかなルヘテ口な分子構築であることが判明した。さらにこの解析法を応用し

て従来判然としなかった問題，心筋Caチャンネルが直接PKAでりン酸化されるか否かを検討

し，その可能性は極めて低いことも示した。

  （2）心筋Caチャンネルの結合部位：降圧薬，抗不整脈薬として臨床的にも汎用される代表的な

Ca拮抗薬DHP誘導体は，心筋Caチャンネルをーっの主要夕―ゲットとしているが，Caチャ

ンネル一次構造上どこに結合するのかは不明であった。申請者は［′IH］diazipineを用いた光

アフィニテイラベル法によってブ夕心筋Caチャンネルのalサブュニ．yトを特異的にラベル

し，切断特異性の高いプロテアーゼ消化した後，ラベルペプチド断片をチャンネルタンパクの上

の特定の一次構造を特異的に認識する種々の抗ペプチド抗体で探索した。その結果，主要ラベル

部位はりピ―トmのS5一S6ルンカー部分とりピ―トIS6を含む部分の2箇所であると特定

でき，心筋Caチャンネル上のDHP結合部位を初めて同定した。その2箇所tま，既に同定され

ている骨格筋チャンネルと対応する部位であったことから，両者の比較により，結合部位を構成

するアミノ酸の多少の違いが両チャンネルのDHPに対する結合親和性の違いをもたらすとの考

察ができた。

  （3）リアノジン受容体のりン酸化による活性調節：ブ夕心筋から精製したりアノジン受容体をり

ポソームに埋め込む再構成系を確立した。この経緯において受容体を2種のプ口テインキナーゼ

でりン酸化した時の効果を＾。 Ca2゙ インフラックスアッセイと［”H］リアノジン結合で調べた。

PKA，CaMKでも各々30％の活性上昇がみられ，両酵素で処理すると相加的な活性上昇が認め

られた。平面膜法による単一チャンネル記録によりこの活性上昇はチャンネル開口確率の増大に

よることが明らかになった。
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  （4）リアノジン受容体リン酸化部位の同定：上記活性上昇をもたらすりン酸化部位を，リン酸化

部位指向性抗体および単離した［°2P］標識ペプチドのアミノ酸配列分折によって解析した結果，

PKAはSer―2031を，CaMKはSer―2809をそれぞれりン酸化していることを明らかにした。

これらの部位近傍にはCa2゙ 結合サイトとみなされているEーFハンド構造やカルモジュリン結

合部位が認められ，さらに上記抗体を用いた実験から，2っのりン酸化部位は高次構造上で近接

して存在することもわかった。したがって，同定したりン酸化部位近傍は本受容体機能に深く係

る構造体が局在していることが示された。

  以上のように，本研究は筋細胞の興奮―収縮関連機序の中でもCa動員に主要な役割を果たし

ているニっの分子，電位依存性CaチャンネルとCa放出チャンネルをとりあげ，前者ではその

サブュニット組成とDPH結合部位を初めて同定し，また後者ではりン酸化によってチャンネル

機能が上昇すること並びにそのりン酸化部位を明らかにする，といった成果を挙げた。ここで得

られた新知見はこの分野の研究に資するものであり，博士（薬学）の学位を授与するに足る内容

をもっものと認定した。
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