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研究背景 

 

 小胞体からの Ca2+放出およびそれに伴う細胞内 Ca2+濃度上昇は、筋収縮をはじ

めとする多彩な生命現象に関与する。筋小胞体 (Sarcoplasmic Reticulum, SR)膜上に

存在する SR K+ チャネル群には Trimeric intracellular cation channel (TRIC-A, -B)と呼

ばれる 2つのサブタイプが存在する可能性が報告されてきた 1–3。TRIC チャネルは約

30 kDa程度の単量体からなる三量体構造を形成する。SR K+ チャネル群は、リアノ

ジン受容体 (RyR)またはイノシトール 1, 4, 5 トリスリン酸受容体 (IP3R)を介した SR 

Ca2+放出に対する電荷の補償機構、すなわちカウンターイオン電流の制御において重

要な役割を果たすことが想定されてきた 4–6。 

SR K+ チャネル群は人工平面脂質膜再構成法を用いた解析から一価のカチオン選

択的であることが報告されている 7–15。また、人工平面脂質膜に再構成された TRIC

チャネルは、ウサギ骨格筋由来 SR 小胞から発見された SR K+ チャネル群と類似した

チャネル性質を示す 1,2。しかし、生体内での SR K+ チャネル群の開口挙動について

は未知の部分が多い。その理由の一つは、SR K+ チャネル群が複雑なサブコンダクタ

ンス開口を示すことから、広範な電位における解析が行われていないためである 2,3。 

一方 TRIC チャネルの生理的機能については、主として遺伝子欠損 (KO)マウスを

用いた解析が行われてきた。Tric-a, Tric-b両欠損マウス (DKO)は心停止による胎生致

死を呈する 1ことから、両サブタイプが正常な心臓形成に必須であることが示唆され

ている。また、TRIC DKO マウスの心筋細胞では、SR の膨潤化および Ca2+の異常な

集積が観察される。さらに、対照群と比較して自発的な Ca2+放出が減少しているのに

対して、細胞内 Ca2+ストアからのカフェイン惹起性 Ca2+放出は増加していた 1。これ

らの知見から、TRIC DKO マウスの心筋細胞において SR Ca2+放出の障害と SR Ca2+

濃度の増大が示唆される。さらに、骨格筋 1,16、血管平滑筋 17,18、肺胞上皮細胞 19な
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ど他の細胞種においても、細胞内 Ca2+動態における TRIC チャネルの重要性が明らか

になってきた。TRIC-A は興奮性細胞において局所的に高発現しており、TRIC-Bは全

身の細胞に遍在的に発現している。TRIC-B の発現量は筋組織における TRIC-A と比

較して低いが、その機能はいくつかの組織にとっては必須である。例えば、Tric-b KO

マウスはⅡ型肺胞上皮細胞の肺サーファクタント分泌異常を原因とする肺の構造形

成不全により新生致死する 19。また、TRIC-B 遺伝子は遺伝性骨形成不全症 

(Osteogenesis Imperfecta)との関連が報告されており 20–24、これらの病態では IP3R を介

した SR Ca2+放出が障害されていることが示唆されている。一方、Tric-a KOマウス骨

格筋においては疲労刺激下で見られる異常収縮および、RyR を介した SR Ca2+放出障

害が報告されている 16。しかし、TRIC チャネルによる SR Ca2+放出の制御の分子機序

の実態は確認されていない。 

そこで、本研究においては、TRIC チャネルの生理的意義をイオンチャネル機能お

よび RyR の制御機構の両観点から解明するために、人工平面脂質膜再構成法を用い

て TRIC チャネルおよび RyR の単分子チャネル活性解析を行った。野生型 (WT)マウ

スの骨格筋において TRIC-A, -Bは共局在しており、両サブタイプを機能的に区別す

ることは困難である。そこで、成獣時点まで生存する Tric-a KOマウス骨格筋から SR

小胞を単離し、TRIC-B単分子チャネル活性の各電位における最大コンダクタンス状

態とサブコンダクタンス状態の開口挙動について解析した (第一章)。また、TRIC-A

の RyR活性制御機構を明らかにするため、WTマウスおよび Tric-a KOマウス由来 SR

小胞を用いて TRIC-A 非存在下での RyR チャネル活性について解析した (第二章)。 
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略語 
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第一章 TRIC-B におけるサブコンダクタンス開口と電位依存性 

要約 

 

 SR K+ チャネル群は一価カチオン選択性の電位依存性イオンチャネルである。

SR K+ チャネル群は電気生理学的特徴の一つとしてサブコンダクタンス開口状態

を示すが、その生理的膜電位における総電流への相対的寄与については不明であ

った。一方、SR K+ チャネル群に含まれるTRIC-AとTRIC-Bは筋組織において共局

在しており、電気生理学的機能により区別することは困難である。そこで、本研

究では、この技術的問題を解決しつつ生理的条件下におけるサブコンダクタンス

開口の意義を明らかにするために、Tric-a KOマウス由来SR小胞を用いて人工平面

脂質膜再構成法を行い、TRIC-Bのサブコンダクタンス開口と最大コンダクタンス

開口の関係および総電流への寄与について調べた。 

 Tric-a KOマウスのSR小胞由来のTRIC-Bは、最大コンダクタンス電流の約53 %の

サブコンダクタンス電流を示した。時間軸を拡大したところ、複数のサブコンダ

クタンスレベルの存在が確認された。次に、サブコンダクタンス開口および最大

コンダクタンス開口の電位依存性について調べるために、各電位における両状態

の開口確率 (Open probability, Po)を測定した。その結果、TRIC-Bは負電位 (以下、

小胞体内腔側を基準電位とする)において低Poを示し、サブコンダクタンスPoが最

大コンダクタンスPoに対して優位となることが示唆された。一方、最大コンダク

タンスPoは+10 ~ +20 mV間で急激に上昇することが示唆された。 

 さらに、総電流におけるサブコンダクタンス開口と最大コンダクタンス開口の

寄与を求めるために、各電位における両状態の平均電流を測定し、全電流に対す

る比を算出した。その結果、生理的膜電位の想定値である0 mVにおいて、サブコ

ンダクタンス開口による総電流への寄与が約75 %となり、最大コンダクタンス開
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口に対して優位であることが示唆された。以上の一連の結果から、SR膜電位が0 

mVであるとき、TRIC-Bのサブコンダクタンス開口が優位にK+電流を通過させるこ

とが示唆された。また、最大コンダクタンス開口の総電流への寄与は、小胞体内

腔の負電荷の増加に伴って増加することが示唆された。この性質は、SRからのCa2+

放出時にSR膜内外に生じる電荷の分布に対するSR K+ チャネルの補償容量の増加

に寄与すると考えられる。 
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序論 

 

TRIC チャネルの生理的役割を分子レベルで理解するためには、イオンチャネルと

しての単分子的性質、およびチャネル活性化制御機構の解明が求められる。TRIC-A

と TRIC-B は多くの組織で共局在するので、組織由来の TRIC チャネルの各サブタイ

プについて単分子的性質を検討するのは困難である。したがって、TRIC-B チャネル

の活性化、電位依存性、サブコンダクタンス開口についての相互関係が、成獣が生存

する Tric-a KOマウスから単離し骨格筋 SR 小胞を電位固定下の人工脂質膜へ膜融合

させることにより検討されてきた 3。TRIC-B の開口挙動については、最大コンダクタ

ンス開口に加えて 4種のサブコンダクタンスレベルが存在し、両開口は小胞体内腔負

電荷に反応して活性化することが示唆されている 3。しかし、0 mV近傍と想定される

生理的膜電位における解析は行われておらず、生体内の開口挙動は未知であった。 

そこで、本研究では生理的膜電位における開口状態について明らかにするため、人

工平面脂質膜再構成法を用いてTRIC-Bの単分子チャネル活性について解析を行った。

各電位における最大コンダクタンス開口とサブコンダクタンス開口の Po を測定し、

続いて両開口の総電流への寄与について平均電流を算出して検討した。 
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結果 

 

 TRIC-Bのチャネル開口には以下に示すような顕著な特徴がある。1) 電位依存性開

口、2) 最大開口状態の前後に発生する連続したサブコンダクタンス開口、3) 最大コ

ンダクタンス開口を伴わないサブコンダクタンス開口である 3。強度のフィルタリン

グおよび圧縮処理を施した TRIC-Bの開口記録からは、最大コンダクタンスの約 53 %

の単一サブコンダクタンス開口が観察された (Fig. 1A)。しかし、トレースを時間軸

に沿って拡大したところ、TRIC-B が複数の独立したサブコンダクタンス開口状態に

留まることが観察された (Fig. 1B)。また、TRIC-Bは最大コンダクタンス開口を伴わ

ない長期サブコンダクタンス開口を示した (Figs. 1B (iii) and (v))。4 つの主要なサブ

コンダクタンスレベル (S1-S4)への開口は既に報告されている 3 が、複雑かつ連続し

たサブコンダクタンスを定量化することは困難である。したがって、本研究ではデー

タを理想化するために、サブコンダクタンスレベル (S1-S4)を単一の状態へと統合し

たマルコフモデルを用いて解析を行った。 

 まず、単一チャネル分子が脂質膜上に存在するときの各電位における Po の変化に

ついて調べた。およそ 11 %のチャネルの開口は電位に非依存的であり、これらのチ

ャネルは Po-電位プロットには含めなかった。上記モデルを用いて開口記録の理想化

を行い、最大コンダクタンス状態とサブコンダクタンス状態の Po について比較した 

(Fig. 2)。チャネルごとに Po は大きく分散したが、電位依存性 TRIC-B は負電位にお

いて非常に低い Po を示し、サブコンダクタンス状態へ優位に開口することが示唆さ

れた。また、最大コンダクタンス状態の Poは+10 ~ +20 mV において急激に上昇し、

それ以上の電位では停滞した。一方、サブコンダクタンス状態の活性化が顕著に生じ

る電位は最大コンダクタンス状態と同程度、もしくはわずかに低電位 (0 ~ +10 mV)

であることが観察された。しかし、<10 mV の電位において、サブコンダクタンス状
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態は低 Po かつ複雑な開口挙動および小さな電流量を示し解析が困難であるため、活

性化の臨界電位を正確に決定することは困難であった。 

次に、TRIC-B サブコンダクタンス開口の SR 膜を介した生理的 K+電流への寄与、

およびフルコンダクタンス開口と比較した場合の重要性について検討するため、サブ

コンダクタンス状態およびフルコンダクタンス状態への開口結果から平均電流を算

出した。この際に、単一チャネル分子の機能を評価し、かつサブコンダクタンス開口

の解析を正確にするため、単一チャネル分子のみが脂質膜上に存在するときのデータ

を用いた。Fig. 3には、各電位において最大コンダクタンス状態中に透過した平均電

流 (Fig. 3A)、およびサブコンダクタンス状態中に透過した平均電流 (Fig. 3B)を示す。

Fig. 3C には総電流へのサブコンダクタンス開口状態およびフルコンダクタンス開口

状態の寄与を示す。これらの結果より、生理的膜電位の想定値である 0 mVにおいて

TRIC-B のサブコンダクタンス開口は電流の大部分 (約 75 %)を担うことが推定され

た。 
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Figure 1 

 

 

 

  

Figure 1. TRIC-B の典型的単一チャネル開口 

(A) TRIC-B の単一チャネル分子活性測定において観察される代表的トレースを示す。小胞体内腔側を基準電位

として+ 30 mV, - 30 mV における閉口状態から最大コンダクタンス状態への開口を示す。(B) 時間軸を拡大し

た際に観察される典型的なサブコンダクタンス開口について示す。赤線は重なったサブコンダクタンス開口の

平均電流を示す。%で示したサブコンダクタンスレベルは既知のものと一致した。O, Cとしてそれぞれ開口状

態 (Open)、閉口状態 (Closed)を示す。 
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Figure 2 

 

 

  

Figure 2. Po-電位相関 

各実験における最大コンダクタンス開口の Po (A)とサブコンダクタンス開口の Po (B)を示す。(C) 最大コンダ

クタンス開口 (三角)、サブコンダクタンス開口 (四角)における Poの平均値を示す。時間軸を拡大した際に観

察される典型的なサブコンダクタンス開口について示す。最大コンダクタンス開口については以下の式に従

ってボルツマンフィッティングを行い曲線として示す。データを平均値±S.E.M.として示す。各電位において

それぞれ-40 mV (3), -30 mV (8), -20 mV (2), 10 mV (7), 20 mV(12), 30 mV (17), 40 mV (10), 50 mV (8)のチャネル

記録数を用いた。 
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Figure 3 

 

 

 

  

Figure 3. 最大コンダクタンス状態とサブコンダクタンス状態の総電流への寄与 

最大コンダクタンス開口 (A)とサブコンダクタンス開口 (B)について、それぞれ平均電流と電位の相関を示す。

(C) 最大コンダクタンス開口 (三角)、サブコンダクタンス開口 (四角)における Po の平均値を示す。各チャネ

ルの平均電流を円として示す。データを平均値±S.E.M.として示す。各電位においてそれぞれ-30 mV (8), 10 mV 

(7), 20 mV(12), 30 mV (17), 40 mV (10), 50 mV (4)のチャネル記録数を用いた。 
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考察 

 

 本研究において、TRIC-Bのサブコンダクタンス活性は 0 ~ +10 mV の間で電位依存

性があることが示唆された。ただし、<10 mV では振幅が小さいために、サブコンダ

クタンス開口を明確に識別することは困難であった。一方、TRIC-B の最大コンダク

タンス状態の Poは+10 ~ +20 mV 間において顕著な電位依存性を示した。+10 mV に

おいて、チャネルの開口状態がサブコンダクタンスレベルに滞留する時間は最大コン

ダクタンス開口と比較して長く、+20 mV においては両者の関係が逆転した。この結

果は、最大コンダクタンス状態の優位な開口には膜を介した大規模な電荷の移動が必

要であり、サブコンダクタンス状態への開口に必要な電荷よりも大きいことを示唆し

ている。さらに、各チャネルが透過した K+電流の平均値から、≦+10 mV におけるチ

ャネル電流の大部分 (約 75 %)はサブコンダクタンス開口中に透過するのに対して、

≧+20 mV においては電流の約 75 %が最大コンダクタンス開口中に透過することが

示唆された。 

サブコンダクタンス開口であっても、多数のチャネルが開口すれば、SR を介する

一価カチオンの平衡化 18、および SR からの Ca2+放出に対する電流を補償するための

電荷移動に寄与することが可能と考えられる。本研究では電位依存性を示したチャネ

ル群について解析したが、その他約 11 %のチャネル群は電位非依存性を示した。電

位非依存性チャネル群は今回の検討した電位内でも高 Po を示した 3。これらのチャ

ネル群は今回解析対象とした電位依存性チャネル群とともに生理的条件下では機能

的なチャネル分子群を構成し、0 mVにおいて開口する可能性がある。 

 実際の SR 膜組成は今回用いた中性の脂質膜よりも複雑であり、膜脂質中の負電荷

が SR K+ チャネル群の機能に影響することが示唆されている 10,25,26。したがって、今

後は、負電荷を有するホスファチジルセリンの存在下でサブコンダクタンス開口およ
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び最大コンダクタンス開口が変化するのかどうかを検討する必要がある。また、温度、

pH、二価カチオンを含む諸要因についてもチャネル機能に重要である可能性がある

7,27,28。例えば、サイトゾルおよび小胞体内腔側の Ca2+濃度は、心筋・骨格筋において

興奮収縮連関中に急速かつ大規模に変化することから、チャネル開口に影響する可能

性がある。しかし、SR K+ チャネル群に関するサイトゾルおよび小胞体内腔側 Ca2+

濃度の影響について、これまでのところ統一された結果は報告されていない 27,29,30。

この理由の一つとして、分解能が低い測定条件ではサブコンダクタンス開口と Ca2+

に対する阻害効果の識別が困難であることがある。したがって、今後は高分解能かつ

単一チャネル分子の存在下で SR K+ チャネル群の挙動を検討する必要がある。 

結論として、本研究では対称なイオン組成かつ 0 mV下におけるチャネル開口を直

接測定することは不可能であったが、電位とサブコンダクタンス Po の関係から、

TRIC-B は 0 mV 付近において通常はサブコンダクタンス状態へと開口しており、最

大コンダクタンス開口は低頻度に留まると推定された。細胞においては、定常状態に

おける SR 膜の電位は小さいことが想定されるので、TRIC-Bは SR 内腔側のサイトゾ

ルに対する負電荷が増大しない限り、低 Po かつ優先的にサブコンダクタンス状態へ

開口することが示唆された。一方、TRIC-B はサイトゾル側負電荷の増大によって優

先的に最大コンダクタンス状態へと開口し、総 Po および透過する電流が顕著に増加

することが示唆された。この性質は、SR Ca2+放出に対する電荷補償に寄与し、カウ

ンターイオンチャネルとしての機能を裏付けるものである。  
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実験方法 

 

SR 小胞の単離および単分子チャネル活性測定 

Light SR (LSR)膜小胞は、以前述べた通りに Tric-a KOマウス骨格筋から単離した

3,31。LSR 小胞が人工平面脂質膜再構成法に結合したことを確認してから、210 mM 

KPIPES, 10 µM 遊離 Ca2+, pH 7.2の対称溶液での TRIC-B電流を電位固定条件で記録

した。本研究では、チャネルの開口と透過性 (コンダクタンス)に影響を与える可能

性のある膜表面の電荷発生を最小限にするために、中性脂質であるホスファチジルエ

タノールアミンを膜成分として用いた。また、ホスファチジルセリンに代表される荷

電性脂質の使用を避けることで、脂質膜への膜融合頻度を減らし、チャネル単分子の

みが脂質膜に結合する機会を増やすことが可能である。Trans 槽は接地し、cis 槽は各

電位に固定した。SR小胞を cis 槽に加えたとき、SR 小胞は常にサイトゾル側が cis

槽に、小胞体内腔側が trans 槽に相当する配向性で脂質膜に融合することが知られて

いる 27,28。 

 TRIC-B の Po, 平均電流についてもこの条件で測定した。正電位を小時間高く保

ちチャネルを活性化させることで、チャネル単分子のみが脂質膜上で開口してい

ることを確かめた。本実験は室温 (22±2 °C)で行った。 

 

チャネルの単分子解析 

 単分子チャネル活性測定の結果は 100 kHz でデジタル化し、WinEDR 3.05 ソフト

ウェア (John Dempster, Strath- clyde University, Glasgow, UK)を用いてコンピュータ

のハードディスク上に記録した。理想化前に、遮断周波数を 1 kHz に設定したガ

ウシアンフィルターによってデジタルフィルタリングし、10 kHz において再サン

プリングした。得られた単分子チャネル電流は QuB ソフトウェア (State University 
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of New York, Buffalo, NY)内蔵の segmental k-means algorithm32を用いて理想化した。

理想化は既知の 4つのサブコンダクタンス状態 3を単一のコンダクタンス状態とし

て統合したマルコフモデルモデル M2 を用いて行った。M2 におけるサブコンダク

タンス状態の振幅は、最大コンダクタンスと閉口状態の中間に設定した。Po は 1-3

分間の開口記録から M2 を用いて算出した。Po の定義は理想化に用いた記録の全

時間において各状態が占める割合である。平均電流については、各トレースを M2

によって理想化し、QuB ソフトウェアを用いて直接算出した。 
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第二章 Tric-a KO マウス由来骨格筋における RyRの活性低下 

要約 

 

 TRIC-Aは心筋・骨格筋のSR膜・核膜に局在し、SR終末槽においてリアノジン受

容体 (RyR)と共局在している。Tric-a KOマウスの骨格筋において、RyRを介した

SRからのCa2+放出の障害、およびその結果と考えられる過剰なCa2+貯留およびSR

の膨潤化が確認されているが、RyR制御Ca2+放出障害についての単分子的解析は行

われていなかった。そこで、本研究では人工平面脂質膜再構成法および[3H]リアノ

ジン結合アッセイを用いて、Tric-a KOマウス由来SR小胞中のRyRの電気生理学的

性質の解明を試みた。 

 Tric-a KOマウス由来RyR (以下KO RyR)は、人工脂質膜においてATPおよび小胞

体内腔側Ca2+に対して正常な感受性を示した。次に、生体膜におけるKO RyRの制

御リガンドに対する応答性を調べるため、[3H] リアノジン結合アッセイを行った。

その結果、KO RyRはWTマウス由来RyR (以下WT RyR)と同等のCa2+応答性の活性

化を示した一方で、高濃度のCa2+による阻害感受性が高いことが観察された。また、

カフェイン, アデニンに対しても正常な感受性を示したが、Mg2+に対してはWT 

RyRと比較して顕著に高い阻害感受性を示した。そこで、単分子レベルで、上記の

Mg2+によるRyR制御の変化を調べるために、人工平面脂質膜再構成法を用いた。サ

イトゾル側Ca2+単体によるRyR活性化状態においては、RyRのPoは極めて低く分子

ごとに多様な値を示す。この問題を解決するために、WTおよびKO RyR間で感受

性に差がないATPの存在下でPoを上昇させ、Mg2+による阻害感受性について調べ

た。その結果、KO RyRは、Mg2+/ATP存在下においてWT RyRと比較して低いPoを

示した。RyRのリン酸化は、Mg2+による阻害感受性に影響を与えることが知られて

いる。そこで、KO RyRにおいてリン酸化状態が亢進していた可能性について検討
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するために、ホスホプロテインホスファターゼ1 (PP1)のPoに対する影響を調べた。

その結果、Mg2+/ATP非存在下においてPP1処理による顕著なPoの変化は観察されな

かった。また、Mg2+/ATP添加後にPP1処理を行っても、処理前後で顕著なPoの差は

見られなかった。したがって、Mg2+/ATP添加前後において、PP1によって脱リン酸

化されるRyRのリン酸化部位のうちでは、リン酸化状態に顕著な亢進はないことが

示唆された。以上の一連の結果から、TRIC-Aが二価陽イオン存在下で、RyRのチ

ャネル活性に影響を与えることが示唆された。また、この制御機構には、従来想

定されていた一価カチオン電流によるSR膜内外の電荷分布の補償以外の機序が含

まれる可能性が示された。 
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序論 

 

SR K+ チャネル群の生理的意義については、RyR を介する SR Ca2+放出により発生

する電荷分布の偏りに対して、一価カチオンを流入させることで補償し持続的な SR 

Ca2+放出を補助するという一連の機序が想定されてきた 4–6。一方、近年 RyR がカウ

ンターイオン電流の大部分あるいは全てを自ら透過させる可能性が指摘されている

33,34。しかし、遺伝子欠損マウスを用いた解析から、TRIC チャネルは SR Ca2+放出に

重要であることが示唆されている。例えば、Tric-a, Tric-b両欠損マウス (DKO)は心不

全によって胎生致死であり 1、Tric-b KOマウスは呼吸不全によって新生致死となる 19。

また、Tric-a KOマウスの骨格筋では SR への過剰な Ca2+貯留と Ca2+ スパーク頻度の

低下、さらには疲労刺激下において alternan 様収縮が観察されている 16。しかし、

TRIC-A非存在下でのRyR単分子チャネル活性についての解析は行われていないので、

Tric-a KOマウスの病態について分子レベルの機序は分かっていない。 

以上の報告で示された TRIC チャネルの各組織における重要性から、TRIC チャネ

ルは SR を介した一価カチオン電流の透過に加えて、それ以外の機能を併せ持つ可能

性が考えられる。組織における TRIC と RyR の化学量論の解析から、心筋や骨格筋な

どの興奮性組織において、SR 膜には RyR、および RyR と同等数の TRIC-B、そして

それらよりも多数の TRIC-A が存在することが示唆されている 2,16。これまでの生化

学研究において、共精製した RyR と TRIC チャネルが用いられることはなかった 1。

しかし、SR 膜において高密度に存在するチャネル同士の可変的タンパク質間相互作

用は、RyR 活性および SR Ca2+放出の制御に重要な役割を果たす可能性がある。タン

パク質間相互作用の存在を示唆する報告として、後になって TRIC-A と同一のタンパ

ク質であることが発見された SPR-27はRyR巨大分子複合体の一部を形成することが

ある 35。 



19 

 

そこで、本研究では、Tric-a KO マウスの病態における RyR の寄与の実態および

TRIC-Aによる RyR 活性制御機構の解明を試みた。人工平面脂質膜再構成法を用いて

WTマウスと Tric-a KO マウス由来の SR 小胞における RyR 単分子チャネル活性につ

いて比較し、TRIC-A 非存在下での RyR チャネル活性を評価した。骨格筋には RyR

サブタイプのうちで RyR1 が優位に発現しており、RyR1 は生体内ではリガンドによ

る協奏的制御を受けるので 36、各リガンド存在下でのチャネル開口挙動について検討

した。 
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結果 

 

 Tric-a KO骨格筋において、小胞体内腔側のCa2+は通常よりも高濃度であることが示

唆されていることから16、RyR活性は増大することが想定される。しかし実際にはCa2+

放出が障害されていることから、Tric-a KO SRにおいてはRyRの小胞体内腔側Ca2+に対

する感受性が低下している可能性が考えられる。そこで、この仮説について検討する

ために、K+を透過イオンとして用いて、WTおよびTric-a KO SRを人工脂質膜に再構成

したときのRyR (WT RyR, KO RyR)について単分子チャネル活性を比較した (Fig. 4)。

この際に、WT RyRの測定はKO RyRよりも困難であった。その理由は、WT SRを用い

た場合には、しばしば多数のK+チャネルを含むSR小胞が脂質膜に融合し、それらの

チャネルを介して多量のK+電流が生じることによって、RyRが結合する前に脂質膜の

破壊が起こるためである。一方、Tric-a KO SRを用いた場合には、RyRはほぼ1, 2分子

のK+チャネルのみを伴って脂質膜上に再構成された。測定の結果、WT RyRとKO RyR

は小胞体内腔側およびサイトゾル側のCa2+濃度が10 µMのときに同程度のPoを示した。

サイトゾル側に1 mM ATPを加えたところ、WT RyRおよびKO RyRにおいて同程度の

Poの増加が観察されたことから、Tric-a KO SRにおいてRyRのATPに対する感受性は変

化しないことが示唆された。次に、サイトゾル側のCa2+濃度を100 µM, 1 mMへと上昇

させた場合には、KO RyRにおいてWT RyRと同程度のPoの増加が観察されたことから、

Tric-a KO SRにおいてRyRの小胞体内腔側Ca2+に対する感受性が障害されていないこ

とが示唆された。Poの平均値をFig. 4Cおよび Fig. 4Dに示す。 

 次に、生理的脂質膜上における RyR 分子群の他の活性制御リガンドに対する感受

性について検討するために[3H]リアノジン結合アッセイを行った。Ca2+濃度と活性化

の関係について調べたところ、WT RyR と KO RyR 間には Ca2+による活性化感受性に

ついて相違は見られなかったが、KO RyR は高濃度 Ca2+に対して高い阻害感受性を示
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した (Fig. 5A)。カフェインはサイトゾル側 Ca2+に対する RyR の感受性を増大させる

37,38。そこでカフェインに対する感受性について検討したところ、WT RyR と KO RyR

はカフェイン投与によって同程度の活性化を示した (Fig. 5B)。次に、アデニンヌク

レオチドに対する RyR の感受性をより詳細に調べるため、[3H]リアノジンの結合に対

する影響について検討した (Fig. 5C)。SR 小胞は ATP によって活性化される多量のリ

ン酸化酵素を含むため、ATP を用いた場合には、RyR のアデニンヌクレオチド結合部

位へ直接的に作用した効果と、RyR あるいは関連タンパク質に対するリン酸化効果を

判別することは不可能である。しかし、アデニンは RyR 上で ATP と同じ部位に結合

する 39–41がタンパク質のリン酸化を促進することはないため、アデニンヌクレオチド

の直接的な結合効果を評価することが可能である。アデニンはWT, KO RyR において

同程度の[3H]リアノジン結合を惹起したことから、Fig. 1の結果と併せて KO RyR と

ATP/アデニンヌクレオチドとの相互作用は WT RyR と比較して差異がないことが示

唆された。一方、Mg2+は KO RyR に対してWT RyR よりも強く[3H]リアノジン結合を

阻害する効果を持つことが示唆された (Fig. 5D)。 
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Figure 4 

 

  

Figure 4. K+ 透過時の、Tric-a KO マウス由来 RyR1に対するサイトゾル側 ATP、小胞体内腔側 Ca2+の影響 

WT (A)および Tric-a KO (B)由来 RyR1 の単分子チャネル活性について、対照条件(サイトゾル側、小胞体内腔

側 10 µM Ca2+)、サイトゾル側 1 mM ATP 添加時、小胞体内腔側 Ca2+ (100 µM, 1 mM)添加時のトレースを示す。

(C), (D) WTおよび Tric-a KO由来 RyR の Poについて、対照条件、ATP 存在下、小胞体内腔側添加時の平均値

を示す。データは平均値±S.E.M.として示す (n=6-10; * P<0.05, ** P<0.01)。電位は-30 mV に保持した。O, Cと

してそれぞれ開口状態 (Open)、閉口状態 (Closed)を示す。 
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Figure 5 

 

 

  

Figure 5. WTおよびTric-a KO 骨格筋小胞に対する[3H]リアノジン結合におけるCa2+, カフェイン, アデニン

および Mg2+の影響 

(A) Ca2+によって WTおよび Tric-a KO 骨格筋小胞への[3H]リアノジン結合刺激を行った。 各点におけるデー

タは平均値±S.E.M. (n=7-9; * P<0.05)として示した。カフェイン (10 mM; n=5-6) (B)およびアデニン (1 mM; n=8) 

(C)による[3H]リアノジン結合刺激は WT および Tric-a KO 骨格筋小胞において同程度の結果を示した (n=4; 

**** P<0.0001)。(A)、(C)におけるデータは 10 µM Ca2+存在下における各遺伝子型の対照実験に対する割合を%

で示す。(D) 100 µM Ca2+存在下における 1 mM Mg2+の阻害効果を示した。Mg2+は WT骨格筋と比較して Tric-a 

KO 骨格筋由来膜小胞において [3H]リアノジン結合を顕著に阻害した (n=7; ** P<0.01)。 
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 次に、Mg2+による KO RyR に対する阻害効果増強が単分子チャネル活性においても

存在するかどうかを調べた (Fig. 6)。サイトゾル側 Ca2+のみを活性化剤として用いた

場合には、RyR の Po は非常に低く、分散も大きいので、両群のチャネルについて

Mg2+に対する阻害感受性を比較することは難しい。そこで、ATP 存在下で Poが高い

状態においてMg2+の阻害効果を調べた。既に示したように (Figs. 4 and 5)、KO RyR

のアデニンヌクレオチドに対する感受性はWT RyR と比較して差がない。至適チャネ

ル活性を得るために、小胞体内腔側 Ca2+濃度を 50 mM に設定して透過イオンとして

用い、10 µM のサイトゾル側 Ca2+を唯一の活性化剤として加えた場合に、WT RyR と

KO RyR の Poは同程度であり、K+を透過イオンとして用いた場合と同等であった。

しかし、1 mM Mg2+/3 mM ATP 存在下において KO RyR の PoはWT RyR と比較して

顕著に低いことから、KO RyR におけるMg2+感受性増大が裏付けられた。また、サイ

トゾル側水槽からMg2+/ATP の洗浄除去を行ったところ、Poはそれぞれの対照群と同

程度に戻った。この結果から、ATP による Po の増大は内在性リン酸化酵素によるチ

ャネルのリン酸化によるものではないことが示唆された。 

 RyR1のMg2+阻害感受性は RyR1のリン酸化状態によって変化することが報告され

ている 42。そこで、KO RyR において Po に影響を与えるリン酸化が既に発生してい

たのかを検討するために、ホスホプロテインホスファターゼ 1 (PP1)による脱リン酸

化処理が KO RyR の開口に与える影響を調べた (Fig. 7)。PP1溶液に含まれる Mn2+も

RyR 活性に影響を与える可能性があるので、10 µM Ca2+存在下の脂質膜上にチャネル

が再構成された状態で、PP1 (5 units)をサイトゾル側に加えて 10分間インキュベート

した後、PP1を洗浄除去して対照条件へと戻した。その結果、WT, KO RyR のチャネ

ル開口に顕著な差異は見られなかった (Figs. 7A and B)。以上の結果から、Mg2+/ATP

存在下のKO RyR開口に対して既存のPP1感受性リン酸化が影響を及ぼす可能性は低

いと考えられる。 
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 さらに、Mg2+/ATP 投与後のリン酸化について検討するためにMg2+/ATP による RyR

の可逆的活性化に対して PP1が影響を与えるのかどうかを調べた。しかし、Mg2+/ATP

存在下でのRyR KOの低Poは、PP1処理によっても変化しなかった (Figs. 7C and D)。

本結果からも、既存の PP1感受性リン酸化がMg2+/ATP 存在下の KO RyR 開口に影響

を与える可能性は低いことが示された。 
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Figure 6 

 

 

  

Figure 6. Ca2+ 透過時の Tric-a KOマウス由来 RyR1チャネル開口に対する Mg2+/ATPの影響 

WT (A)および Tric-a KO (B)由来 RyR1 の単分子チャネル活性について、対照条件 (上図、サイトゾル側 10 µM 

Ca2+)、1 mM Mg2+/3 mM ATP/サイトゾル側 10 µM Ca2+ (中央図) およびMg2+/ATPの洗浄後、対照条件 (下

図)下において測定した。電位は 0 mVに保持した。対照条件 (サイトゾル側、小胞体内腔側 10 µM Ca2+)、サ

イトゾル側 1 mM ATP 添加時、小胞体内腔側 Ca2+ (100 µM, 1 mM)添加時のトレースを示す。O, Cとしてそれ

ぞれ開口状態 (Open)、閉口状態 (Closed)を示す。(C) WTおよび Tric-a KOマウス由来 RyR の Poについて、

対照条件、Mg2+/ATP 存在下、小胞体内腔側添加時の平均値を示す。データは平均値±S.E.M.として示す (n=14 

for WT, n=22 for KO; *p<0.05)。 
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Figure 7 

 

  

Figure 7. Ca2+ 透過時の、Tric-a KOマウス由来 RyR1チャネル開口に対する PP1処理の影響 

サイトゾル側 10 µM Ca2+ 存在下における WT (A)および Tric-a KO (B)骨格筋由来 RyR1 チャネル活性につい

て、PP1 5 unitsをサイトゾル側に加えた前後の Poについて示す。また、PP1を 1 mM Mg2+/3 mM ATP/サイト

ゾル側 10 µM Ca2+存在下においても加え、その前後および洗浄除去の後についても WT (C)および Tric-a KO 

(D)骨格筋由来 RyR1 チャネル活性について Poを示す。グラフ下の略記は、control (サイトゾル側 10 µM Ca2+)、

Mg2+/ATP (1 mM Mg2+/3 mM ATP/サイトゾル側 10 µM Ca2+)、Mg2+/ATP + PP1 (1 mM Mg2+/3 mM ATP/サイトゾル

側 10 µM Ca2+存在下において PP1を加えてから 10分間インキュベート後)、Washout (after PP1) (洗浄後、サイ

トゾル側 10 µM Ca2+) を示す。データは平均値±S.E.M.として示す (n=8-9)。電位は 0 mVに保持した。 
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考察 

 

 本研究結果より、Tric-a KOマウス骨格筋由来 RyR は特異的な開口異常を示すこと

が示唆された。Mg2+非存在下では、KO RyR はサイトゾル側活性化リガンドとして

Ca2+, ATP, アデニン, カフェインを用いた場合には顕著な開口異常を示さなかった。

また、小胞体内腔側 Ca2+に対しても感受性の変化はなかった。しかし、[3H]リアノジ

ン結合および単分子チャネル活性の両方に関して、Mg2+は KO RyR に対して WT RyR

と比較して顕著な阻害効果を示した。また、[3H]リアノジン結合に関して、低濃度

Ca2+では RyR KOの活性化感受性に変化が見られないのに対して、高濃度 Ca2+に対す

る阻害感受性は増加していた。このことから、低親和性二価カチオン結合部位におけ

る阻害効果が増加している可能性が示された。さらに、Mg2+/ATP 両存在下および非

存在下において、PP1による脱リン酸化処理は KO RyR の Poに対して効果を示さな

かった。この結果は、KO RyR における Mg2+阻害感受性に影響する PP1 感受性リン

酸化がないことを示している。しかし、リン酸化酵素および脱リン酸化酵素の標的と

なるリン酸化部位は多様であり 42、PP1 処理の結果からはリン酸化・脱リン酸化に対

する反応性の変化がないと一概に結論付けることは難しい。したがって、今後は PKA

など他のリン酸化状態関連酵素に対する反応性についても検討する必要がある。 

 本研究によって示された KO RyR チャネル機能の変化からは、Tric-a KOマウス骨

格筋の機能異常 16について新たに解釈を加えることが可能である。Tric-a KOマウス

において SR内のCa2+貯留による電子密度増加および高頻度の空胞が観察されること

から、SR 内 Ca2+濃度が増大していることが示唆される 16。さらに、Tric-a KOマウス

から単離された短趾屈筋においてカフェイン惹起性 Ca2+トランジェントが増大して

いることからも、SR 内 Ca2+が高濃度になっていることが示唆されている。本研究に

よって示唆された RyR KO のチャネル活性低下は、SR 内 Ca2+濃度の上昇を惹起する
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可能性がある。また、RyR チャネル活性低下の観点から、Tric-a KO マウスにおける

Ca2+ スパーク頻度低下 16についても説明が可能である。哺乳類骨格筋において Mg2+

濃度上昇は Ca2+ スパーク頻度を低下させることが報告されており 43、したがって、

本研究によって観察された KO RyR における Mg2+阻害感受性の増大は、Ca2+ スパー

ク頻度の低下に寄与すると考えられる。Mg2+存在下で ATP を用いてチャネルを活性

化した場合に、WT RyR の平均閉口時間 (=7.72±3.38 ms; n=14)は、KO RyR の平均閉

口時間 (=90.22±30.46; n=10)に対して顕著に短かった (P<0.01)。この結果から、KO 

RyR の開口頻度は、本来 Ca2+ スパーク数を増加させる ATP によって効果的に増加し

ないことが示された。以上に加えて、SR 内 Ca2+濃度が過剰に高くとも RyR の小胞体

内腔側 Ca2+感受性は低下しているため、既に報告されている Ca2+ スパーク頻度低下

16が惹起されると考えられる。また、小胞体内腔側 Ca2+が十分に高い場合には、RyR 

Poに対する小胞体内腔側 Ca2+の活性化効果はMg2+による阻害効果を上回る可能性が

ある。このことと併せて、Ca2+ スパーク頻度低下により SR/サイトゾル間の Ca2+濃

度勾配が通常と比較して大きい場合には、RyR を介した Ca2+ トランジェント中の

Ca2+流出量が増加すると考えられ、alternan 様収縮を惹起すると考えられる。この説

を間接的に支持するものとして、Tric-a KOマウスにおける RyR活性の低下と SR Ca2+

貯蔵量の増加とは対照的な病態が、悪性高熱症を呈する RyR1 変異体 Y522S において

報告されている 44。この変異体においてはWT と比較して RyR1 から Ca2+が漏洩しや

すく、休息状態の SR Ca2+貯蔵量が顕著に低い。 

 骨格筋において Ca2+放出の間に急速に失われる Ca2+に対して、SR K+ チャネル群

が十分な電荷補償のために必須であることが広く提唱されてきた 4–6。しかし、近年

になって、RyR の数学モデル解析から、Ca2+放出の間に生じる電荷の移動に対して補

償するために十分な K+電流を RyR 自身が透過する可能性が示唆されている 33。した

がって、SR K+ チャネル群は Ca2+放出間において電荷補償に寄与することなく、SR
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膜内外での一価カチオン濃度の調節を行う可能性がある。本研究では、SR K+ チャネ

ル群のカウンターイオン電流への寄与については焦点を当てなかったが、その一方で

SR Ca2+放出に影響する他の機構の存在が示唆された。TRIC-Bは多くの細胞種に低発

現しているのに対して、TRIC-A は骨格筋や心筋において高発現している 1。また、

骨格筋の結合膜構造においては、1分子の RyR に対して 5分子の TRIC-Aおよび 1分

子の TRIC-B が存在すると想定されている 2,16。このように RyR および大量の TRIC

チャネルが高密度に存在する状況においては、仮に可逆的に RyR 開口を制御するよ

うな直接の物理的相互作用が存在するとすれば、その発生頻度は高いと考えられる。

TRIC-Aと TRIC-Bのそれぞれの機能の分担あるいは補償について、Tric-a KOマウス

骨格筋において TRIC-B の発現量が補償的に増加していない 3ことから、少なくとも

TRIC-B の発現量調節によって TRIC-A 機能の欠損を補償する機構は存在しないと考

えられる。一方、血管平滑筋および RyR2 過剰発現 HEK293細胞では、TRIC-Aが RyR

制御性 Ca2+放出を、TRIC-Bが IP3R 制御性 Ca2+放出を優先的に制御する可能性が示唆

されている 17,45。この結果は Tric-a KOマウスにおいて RyR制御性Ca2+放出障害 16,17、

および Tric-b KOマウスにおいて IP3R制御性Ca2+放出障害 19,20が報告されていること

からも支持される。 

 Tric-a KO マウスにおいて、RyR が相互作用する可能性がある TRIC チャネルは

TRIC-B のみであるが、TRIC-B は RyR 機能に影響を及ぼさないか、あるいはもしも

相互作用があるとしても Ca2+放出機能には影響しないと考えられる 45。Fig. 1の実験

では K+を透過イオンとして用いたが、この条件においては多数の K+チャネルが脂質

膜上に再構成された結果、大量の K+電流を透過して脂質膜を破壊する場合があり、

RyR 活性の測定は困難であった。そのため、SR K+ チャネル群の電流が同時に存在し

ない条件下で RyR 活性を観察する機会は乏しかった。一方 Ca2+を透過イオンとして

用いた場合に K+電流を検出することは不可能であるが、先述の理由から実際には多
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数の K+チャネルが脂質膜に存在して RyR 活性に影響を与えた可能性がある。しかし、

この条件下では SR K+ チャネル群を介する電流は実際に観察されておらず、また脂

質二重膜は電位固定下にあり電位が維持されているために、カウンターイオン電流の

意義は失われる。したがって、本研究において TRIC-Bを透過した K+電流は、少なく

とも RyR のチャネル活性に影響を与える要因とはなり得ないと考えられる。 

結論として、TRIC-A は RyR 活性を制御することが単分子レベルで示された。

TRIC-Aによる RyR制御は、小胞体内腔側およびサイトゾル側 Ca2+, ATP/アデニン, カ

フェインに対する活性化感受性には影響しないが、Mg2+および高濃度のサイトゾル側

Ca2+に対する阻害感受性に寄与することが示された。したがって、Tric-a KO マウス

における病態モデルとして、TRIC-A非存在下でのMg2+とサイトゾル側 Ca2+に対する

RyR 活性の阻害効果が増加することによって Ca2+ スパーク頻度が低下した結果、SR 

Ca2+貯蔵量の増加によって Ca2+トランジェント中の Ca2+放出量が増加し、alternan 様

収縮を惹起するという機序が考えられる。さらに、SR 膜を介する一価カチオン電流

の透過以外の機構によって RyR の開口挙動に影響を与える可能性が示唆された。  
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実験方法 

 

SR 小胞の単離 

SR 小胞については、以前述べた方法 3に変更を加えて、WT および Tric-a KOマ

ウスから単離した。まずマウス骨格筋を採取し、液体窒素を用いて急速冷凍した。冷

凍組織を破砕した後、300 mM ショ糖, 20 mM PIPES (pH 7.4)および protease inhibitors 

cocktail (Sigma-Aldrich), 1 mM PMSF, 2.5 mM DTT を含む緩衝液内でホモジナイズし

た。ホモジネートは 4 °C, 6,000 xg の条件で 20 分間遠心した。得られた沈殿を 400 

mM ショ糖, 5 mM HEPES (pH 7.2), 2.5 mM DTT を含む緩衝液に再懸濁し膜画分と

した。膜画分は分注し、液体窒素を用いて急速冷凍したものを-80 °C に保存した。

膜画分は単分子チャネル活性測定および[3H]リアノジン結合アッセイに用いた。 

 

単分子チャネル活性測定 

 WTおよびTric-a KO骨格筋から採取したRyRの活性測定については以前述べた 31。

RyR のチャネル電流は、透過イオンとして K+もしくは Ca2+を用いて電位固定条件

下で記録した。単離 SR 小胞の配向性および基準電位に関しては、第一章で述べた

通りである。Ca2+を透過イオンとして用いた場合、cis槽には 250 mM HEPES, 80 mM 

Tris, 10 µM 遊離 Ca2+, pH 7.2, trans 槽には 250 mM グルタミン酸, 10 mM HEPES に

加え、Ca(OH)2 (およそ 50 mM 遊離 Ca2+)を用いて pH 7.2 に調整した溶液をそれぞ

れ使用した。K+を透過イオンとして用いた場合には、210 mM KPIPES, pH 7.2 の対

称溶液条件下で測定し、実験上の必要に応じて小胞体内腔側、サイトゾル側に Ca2+

を加えた。PP1 (New England Biolabs)処理は 5 units を加え、Mn2+存在下で 10 分間

行った。PP1 処理後、cis 槽は洗浄し対照条件に戻した。本実験は室温 (22±2 °C)

において行った。 
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チャネルの単分子解析 

 単分子チャネル活性測定結果は 20 kHz でデジタル化し、pClamp ソフトウェア

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)を用いてコンピュータのハードディスク上

に記録した。理想化前に、Ca2+を透過イオンとして用いた場合には 800 Hz、K+を

透過イオンとして用いた場合には 4 kHz でデジタルフィルタリングした。開口状

態および閉口状態はマニュアル操作にて選択した。Po は 3 分間以上連続した開口

記録から 50 % threshold method を用いて算出した 46。 

 

[3H]リアノジン結合アッセイ 

 [3H]リアノジン (PerkinElmer Inc.)の SR 小胞への結合は 200 μg protein/ml, 5 nM 

[3H]リアノジン, 250 mM KCl, and 25 mM PIPES, 200 µM AEBSF, pH 7.2 を含む緩

衝液中において 37 °C, 90 分間の条件で測定した。RyR 制御因子である Ca2+, Mg2+, 

カフェインおよびアデニンを必要に応じて加え、その場合各図の説明に記した。

遊離 Ca2+濃度 は Maxchelator software (http://maxchelator.stanford.edu/)による計算の

元、EGTA と CaCl2溶液を用いて調整した。非特異的結合は 1000 倍過剰の非標識

リアノジン存在下において評価した。結合リアノジンと遊離リアノジンは

Whatman GF/B ガラス繊維フィルターを用いた急速フィルタリングによって分離

した。フィルター上に残留した[3H]リアノジンは液体シンチレーション分光測定器

によって定量した。測定は triplicateで行い、各実験には少なくとも 3 例の骨格筋膜画

分を使用した。  
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総括 

 

 本研究成果の概要を以下に示した。 

 

第一章 

TRIC-B の単分子チャネル活性について、生理的膜電位を含む各電位における最大

コンダクタンス、サブコンダクタンス開口挙動を示した。 

 

第二章 

単分子解析を用いて TRIC-A非存在下における RyR チャネル活性低下を示した。 

 

 結論として、本研究では電気生理学的解析を用いて生理的条件下における TRIC-B

の開口挙動を示し、さらにカウンターイオンチャネルとしての機能実態の一端を示し

た。また、TRIC-Aの RyR 制御効果を示すとともに、カウンターイオン電流の透過以

外の機能の存在について可能性を示した。本研究結果については、カウンターイオ

ンチャネルとしての機能を含めた、小胞体 Ca2+放出制御における TRIC チャネル生

理機能の全容解明に役立つことが期待される。 
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