
カルモジュリンとATPによるCav1.2カルシウム
チャネルの制御機構

蓑部悦子1，韓　冬雲1，アスマラ ハディムリャ1，
封　　瑞1,2，徐　建軍1，亀山正樹1（1鹿児島大学大
学院医歯学総合研究科神経筋生理学，2中国医科大
学薬学院薬物毒理学）

電位依存性カルシウムチャネル（Cav1.2）は，
興奮収縮連関や遺伝子発現調節において重要な働
きをする．その活動は，チャネルの副サブユニッ
トや調節因子によって修飾される．細胞内 Ca2+ 濃
度の変動は，Ca2+ 依存性の促通作用（CDF）と抑
制作用（CDI）として，チャネルの活性を制御す
る．カルモジュリン（CaM）に Ca2+ が結合し，
CaM とチャネルの結合様式が変化し，チャネルの
活性が調節されると考えられており，様々なモデ
ルが提唱されているが，一致した見解は得られて
いない．

我々は，パッチクランプ法を用いて Cav1.2 チャ
ネルの活性を記録し，その調節機構を検討した． 
チャネルの活性は inside-out パッチ移行により低
下，消失する（run-down 現象）が，CaM と ATP
を付加することによりその活性を維持することが
可能である ［1］．そのため，CaM によるチャネル
の活性調節に加え，ATP の役割について検討し
た．Cell-attached での開確率を基準とし，inside-
out での活性を解析した．モルモットの単離心筋
細胞の Cav1.2 チャネルの Ca2+ 濃度依存性を調べ
た結果，1 μM CaM と 3 mM ATP 存在下で，低
濃度 Ca2+ （＜200 nM）では活性化傾向を示し，高
濃度 Ca2+ （＞200 nM）では抑制傾向を示した ［2］． 
この 2 相性の応答は，CaM 濃度依存性においても
観察された．80 nM Ca2+ と 3 mM ATP 存在下で，
CaM 濃度とチャネル活性との関係は 2 μM で最大
効果を示すベル型となった ［2，4］．ATP の作用
としては，80 nM Ca2+ と 1 μM CaM 存在下で，濃
度に依存したチャネルの活性化傾向のみが観察さ
れた （＜9 mM）．これらの濃度依存性は，生理的
範囲内である．これらの関係は，Cav1.2 （α1 サブ
ユニット），β サブユニット，α2δ を発現させた
HEK293 細胞からの電流記録においても観察され
た．チャネル C 末端遠位部を除いた変異体におい
ても同様に観察された．よって，チャネル活性の
2 相性については，その他の調節因子や，チャネ
ルC末端配列による自己抑制の関与は低いといえ
る．

CaM と ATP の結合部位を検討するために，
Cav1.2 チャネルの細胞内ドメインペプチドを作
成し，pull-down 実験を行った．CaM と ATP は，
複数のペプチドに Ca2+ 濃度依存的に結合した

［3―5］．また，チャネルの C 末端近位部では CaM
と ATP の結合は競合することが示唆された［5］．

これらの結果から，CaM と ATP が直接的に
チャネルに結合し，Ca2+ 濃度依存的にチャネルの
活性を制御すること，CaM と ATP の濃度バラン
スがチャネルの活性に影響することが示唆され
た．しかし，分子機構については更なる検討が必
要である．
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小胞体にはタンパク質・脂質合成，Ca2+ 貯蔵，
Ca2+ 放出などの機能が備わっている．中でも各刺
激に応じた Ca2+ 放出は，筋収縮や神経伝達物質の
放出など様々な生理機能を制御する．小胞体には
リアノジン受容体（RyR）及びイノシトール三リ
ン酸受容体（IP3R）という 2 つの Ca2+ 放出チャネ
ルが存在する．これらを介して細胞質中へ Ca2+ が
放出されると小胞体内腔に負電荷が発生する．効
率的な Ca2+ 放出が持続するには，この負電荷を中
和する機構が必要であり，その機構としてカウン
ターイオンチャネルの存在が示唆されてきた．そ
の実体は長らく不明であったが，2007 年に当研究
室にてカウンターイオンチャネル機能の一端を担
う TRIC（trimeric intracellular cation）チャネル
が同定された［1］．TRIC チャネルサブタイプに
は A 及び B の 2 つが存在し，TRIC-A は脳や心
臓，骨格筋などの興奮性組織に高発現する．一方
で，TRIC-B は普遍的な組織分布を示す．TRIC-A
及び -B の両方を欠損した Tric-DKO マウスは胎生
10.5 日ほどで心筋細胞小胞体内の Ca2+ オーバー
ロードにより死亡する［1］．Tric-b 欠損マウスは，
II 型肺胞上皮細胞におけるサーファクタント合
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成・分泌不全による肺胞形成不全の結果，出生直
後に呼吸困難で死亡する［2］．一方で，Tric-a 欠
損マウスは正常に生育・繁殖するが，骨格筋にお
けるCa2+ ハンドリング異常によりalternan収縮が
観察されることがすでに報告されている［3］．

我々は，興奮性組織に高発現する TRIC-A を欠
損した Tric-a 欠損マウスが若年性高血圧を示すこ
とをすでに報告した［4］．その発症機序は血管平
滑筋細胞における過分極シグナル障害である．発
端となるのが細胞膜直下に局在する筋小胞体膜上
RyR からの自発的かつ一過的な Ca2+ 放出，いわゆ
る Ca2+ スパーク頻度の減少である．Ca2+ スパーク
頻度の減少は細胞膜上の大コンダクタンス Ca2+

活性化 K+ チャネル開口による自発的一過性外向
き電流（STOCs）頻度を減少させ，静止膜電位を
脱分極させる．脱分極により電位依存性 Ca2+ チャ
ネルを介した Ca2+ 流入が増大し，定常状態の Ca2+

レベルが上昇することで血管が恒常的に収縮し，
高血圧に至ることを明らかにした．Tric-a 欠損に
より血管平滑筋細胞において Ca2+ スパーク頻度
が減少することから TRIC-A と RyR が機能的に
共役している可能性が示唆された．これを確かめ
るため我々は平滑筋特異的 Tric-a 過剰発現（Tric-a 
Tg）マウスを作製し，TRIC-A の血圧調節への寄
与ならびに RyR との機能的共役について検討し
た．Tric-a Tg マウスは Tric-a 欠損マウスとは逆に
低血圧を示した［5］．単離血管平滑筋におけるCa2+

スパーク頻度は顕著に上昇し，それに伴いSTOCs
頻度も上昇していた．さらに静止膜電位の過分極
シフト及び定常状態 Ca2+ レベルの低下が観察さ
れたことから，過分極シグナルの全ての過程で
Tric-a 欠損マウスとは正反対の現象が観察される
ことが明らかとなった［5］．Tric-a 欠損により RyR
を介した Ca2+ スパーク頻度が減少し，Tric-a 過剰
発現により Ca2+ スパーク頻度が増加したことか
ら，TRIC-A と RyR が機能的に共役していると考
えられ，また血管平滑筋における TRIC-A の発現
量・密度が血圧制御に寄与することが示唆された．

愛媛大グループが中心となり構築した日本人集
団の高血圧ケース―コントロール試験において一
塩基多型（SNPs）を検討した結果，TRIC-A 遺伝
子を中心とする約100 kbに分布する連鎖SNPsが
本態性高血圧リスクを上昇させることが明らかと
なった．TRIC-A エキソン領域の上流に位置する
高血圧リスク SNP 部位 rs17796739 には，日本人
ゲノム集団において C（シトシン）74％，T（チ
ミン）26％の頻度で分布する．この部位での低頻
度 T 型ホモ接合体は 14 人に 1 人の確率で存在し，
統 計 上 有 意 に 高 血 圧 を 発 症 す る と と も に

（p=0.018），約 18％発症リスクが上昇するものと
算 出 さ れ た． ま た，rs17796739 と 連 鎖 す る
rs901792 においても，低頻度 C 型ホモ接合体で有
意に高血圧を発症するとともに（p=0.048），約14％
発症リスクが上昇すると算出された．また，国立
循環器病研究センターが中核となり，汎用される
降圧薬であるサイアザイド利尿薬，アンジオテン
シン II 受容体拮抗薬と Ca2+ チャネル阻害薬を高
血圧患者約 130 名に処方し，それぞれの降圧効果
を検討するとともに，血液試料から遺伝子多型を
検査する臨床試験（GEANE (gene evaluation for 
antihypertensive effects of drugs) study）が行われた．
この臨床試験において TRIC-A 遺伝子多型に注目
したところ，TRIC-A 高血圧リスク多型が降圧薬
の感受性を規定することが示された．例えば，
rs901792 に注目すると，高血圧リスク C 型（シト
シン）のホモ接合体は上記 3 剤の降圧作用に対し
て抵抗性を示す．また，rs901792 と連鎖する
rs10403969 においても，低頻度ホモ接合体におい
て降圧薬への抵抗性が確認された．以上より，
TRIC-A 遺伝子多型検査が高血圧予防，降圧薬の
選択や用量決定などの個別化医療に貢献すること
が期待される．
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心筋細胞における核内および細胞質内Ca2+ 制御
とその生理的意義：NCS-1 の役割について
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環器病研究センター分子生理）

心臓は，毎秒，収縮・弛緩を繰り返しているが，
それに必須の細胞内機構としてカルシウム（Ca2+）
レベルの増減（Ca2+ トランジエント）が起こって
いる．すなわち，活動電位により電位依存性 Ca2+

チャネルが開口し，これが引き金となって筋小胞
体 SR から大量の Ca2+ が放出され筋収縮が導かれ
る（EC カップリング）．細胞内 Ca2+ トランジエン
トとは，一般的にこのようなグローバルな細胞質
内 Ca 2+ レベルの増減として捉えられてきた．一方
これとは別に，核やミトコンドリアなど細胞内局
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所においても Ca2+ レベルの増減が起こり，遺伝子
発現や細胞死など様々な細胞機能に寄与すること
が近年報告されている．例えば，ホルモン刺激に
より，細胞質内 Ca2+ のみならず核内 Ca2+ レベル
の上昇が認められ，心肥大などに寄与することが
近年明らかにされつつある．しかし，拍動ごとに
細胞質内 Ca2+ 濃度が大きく変動する心筋細胞に
おいて，核内 Ca2+ 濃度がどのように個別に制御さ
れ，どんなタンパク質がそれに関与し，どのよう
な生理機能に寄与するのか，など詳細は明らかで
ない．これらを明らかにする目的で，同一心筋細
胞における核内および細胞質内 Ca2+ 濃度を同時
測定できる新規蛍光 Ca2+ プローブ GECO および
Fluo-4 を用いて，電気刺激または受容体刺激した
際の核内・細胞質内 Ca2+ トランジエントを比較し
た．その結果，興味深いことに電気刺激により細
胞質内のみならず収縮装置を持たない核内 Ca2+

濃度も同期して増減したが，そのキネティックス
は核内で遅延していた．詳細な解析から，電気刺
激によりまず細胞質内 Ca2+ レベルが上昇するが，
余分の Ca2+ は細胞質から核内へも（おそらく核膜
孔を通って）移動することを示唆する結果を得た．
すなわち EC カップリングの際は，SR のみならず
核も細胞質内 Ca2+ の buffer として機能している
のではないかと考えられた．一方，IGF-1 による
受容体刺激の場合，細胞質よりもむしろ核に優先
的に Ca2+ レベルの上昇が認められた．これは，
IGF-1受容体が存在するT-管と核が物理的に近接

しているためという最近の知見［1］に合致してい
る．阻害剤による実験から，これは細胞内 Ca2+ 放
出チャネルであるイノシトール三リン酸受容体

（IP3R）を介して，細胞内 Ca2+ ストアの一つであ
る核膜内から核内へ Ca2+ が流入することにより
生じる可能性が示された．すなわち，EC カップ
リングの際は細胞質で，また受容体刺激の際は核
内でより優先的に Ca2+ レベルが上昇し，それぞれ
筋収縮，遺伝子発現など異なる細胞機能に寄与し
ているのではないかと考えられた．

一方，私達は心臓において IP3R と相互作用する
因子として，Ca2+ 結合タンパク質である Neuronal 
Ca2+ sensor-1 （NCS-1）を以前見出していた［2］．
NCS-1 は，イオンチャネル制御［3］などを介して
様々な神経機能に重要な役割を担うが［4，5］，心
臓における役割は長らく不明であった．私達は，
Ncs1 欠損（KO）マウスを用いて NCS-1 が IP3R の
活性化を介して心肥大を調節することを報告した

［2］．そこで今回，NCS-1 が IP3R との相互作用を
介して心筋細胞の核内 Ca2+ 制御にも寄与するか
否かを検討した．その結果，NCS-1 は IP3R と心筋
細胞の核膜内および核周囲で共局在しており，受
容体刺激により両者の相互作用が増加することが
明らかとなった．また，IGF-1 刺激により誘発し
た核内 Ca2+ 濃度の増加は，WT と比べて KO で顕
著に小さかったことから，おそらく NCS-1 が IP3R
活性を増加させることによって核内 Ca2+ 濃度の
増加に寄与していることが示唆された．

図　Distinctive mechanisms for nuclear calcium regulation in cardiomyocytes
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以上の結果は，未だ詳細なメカニズムが完全に
はわかっていない核内 Ca2+ 制御の新たな調節機
構のみならず，心肥大を導く遺伝子発現の新規経
路を示すものと考えられる．
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ミトコンドリアNa+-Ca2+ 交換体NCLXを介した
心筋ミトコンドリア―筋小胞体Ca2+ クロストー
クと自動能制御

竹内綾子，松岡　達（福井大学医学部統合生理
学）

ミトコンドリアは，主な ATP 合成部位である
とともに，細胞内 Ca2+ の貯蔵庫としての役割を果
たす．ミトコンドリアの Ca2+ 動態は，Ca2+ ユニ
ポータを介した取り込みと，Na+-Ca2+ 交換輸送体，
H+-Ca2+ 交換輸送体を介した排出のバランスで決
定される．近年，これらのミトコンドリア Ca2+ 輸
送担体の分子実体が相次いで同定され，ミトコン
ドリア Ca2+ 動態や細胞の生理機能における寄与
が明らかになりつつある［1―4］．我々は，ミトコ
ンドリアからの Ca2+ 排出を担うミトコンドリア
Na+-Ca2+ 交換輸送体 NCLX が，筋小胞体に効率的
に Ca2+ を供給することによって筋小胞体からの
Ca2+ リークを調節し，心房筋由来培養細胞HL-1の
拍動リズムを制御することを報告した［5］．すな
わち，NCLX はミトコンドリア―筋小胞体 Ca2+ ク
ロストークを介して HL-1 細胞の自動能制御に関
与する．しかし，実心臓のペースメーカーである
洞房結節細胞の自動能発生機序はいまだ結論を得
ておらず，ミトコンドリア Ca2+ 輸送担体の寄与に
ついても不明の点が多い．

洞房結節細胞の自動能は膜電位の自発的な興奮
に起因すると考えられてきた［6，7］．しかし近
年，筋小胞体からの自発的な Ca2+ 放出に依存した
細胞膜 Na+-Ca2+ 交換電流の増加が発火頻度を決定
するという「Ca2+ クロック」仮説が提唱され［8］，
これまでの学説は「膜クロック」仮説と呼ばれる

ようになった．我々は膜クロックモデルとして
Himeno model［6］を，Ca2+ クロックモデルとし
て Maltsev and Lakatta model［8］を選択し，
我々の開発したミトコンドリア Ca2+ 動態コン
ポーネント（ミトコンドリア Ca2+ ユニポータ，ミ
トコンドリア Na+-Ca2+ 交換 NCLX，ミトコンドリ
ア Ca2+ 緩衝）を新たに導入した．これらの数理モ
デルを用いて，洞房結節細胞の自動能発生におけ
る NCLX の役割について解析を行った．NCLX の
機能分子数に相当するパラメータを減少させ，
NCLX ノックダウンシミュレーションを行ったと
ころ，Ca2+ クロックモデルでは活動電位発生間隔
が延長したのに対し，膜クロックモデルでは短縮
した．膜クロックモデルでは細胞内 Na+ 濃度の減
少に伴う内向き陽イオン電流（Ist）の活性化が活
動電位発生間隔の短縮をもたらすが，Ca2+ クロッ
クモデルではその効果は小さいものであった．す
なわち，洞房結節細胞の拍動リズムにおける
NCLX の寄与は，細胞膜チャネルと筋小胞体 Ca2+

動態のバランスで異なることが明らかとなった．
一方，いずれのモデルでも，NCLX の発現量減少
により筋小胞体 Ca2+ 含量が減少した．これは，
HL-1 細胞と同様に洞房結節細胞においても，筋小
胞体への Ca2+ 取り込みのかなりの部分に NCLX
を介するミトコンドリアからの Ca2+ フラックス
が関与することを示唆する．さらに，マウスより
単離した洞房結節細胞では，心房筋細胞や心室筋
細胞と同様にミトコンドリアと筋小胞体が入り組
んで局在していた．以上の結果から，心筋細胞機
能の制御因子として提唱されてきたミトコンドリ
アと筋小胞体を介した Ca2+ クロストークが，洞房
結節細胞機能においても重要な役割を果たすこと
が示唆された．
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