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論 文 内 容 要 旨

骨格筋 お よび心筋 の興 奮 一収縮連 関においては,細 胞膜表面 の活動 電位 の伝 播に よ り,細 胞内小器官

であ る筋小胞体(SR)か らCa2+が 遊離 され るこ とに よ り筋収縮が引 き起 こされ る。SRか らのCa2+遊 離 は,

Ca2+自 身に よ り誘発 され るこ とか ら,Ca2+一 三nducedCa2+releaseと 呼ばれ,ryanodine受 容体(RyR)を 介 し

て生 じるが,そ の分子制御機構 は十 分に解 明 され ていない。SRか らCa2+を 遊離 させ る代表 的な薬物 と

して はcaffeineが 知 られ てお り,Ca2÷ 遊離機 構 を研 究す るた めのツール として用 い られて きた。RyRに

お けるcaf繭ne作 用部 位 の解 明 は多 くの研 究者 に よ り試 み られ て きた が,caffeineのRyRに 対す る親和

性 が非 常に低 く,フ ォズ フォジエ ステ ラーゼ(PDE)阻 害作用 な ど非特異的 な作用 を有 してい るた め,

そ の詳 細 は明 らか にな ってい ない。 一方で,こ れ ま でryanodineを は じめ,RyRに 作用 す る物質 の作 用

部位 に関す る研 究 とともに,RyR活 性制 御の分子機序 に関す る情報 が蓄積 されて きた。 しか しなが ら,

RyRに おい てcafreineと 同 じ結 合部位 を 占有 し,同 一 の薬理 学的特性 を有す る高活性化合物 は全 く発 見

され てい ない。Caκeineの 作用 部位 を解 明す る こ とは,こ れ までca脆ineを 用い て研 究 され て きたRyR

の機 能 を分子 レベル で明 らかにす る上で大 きな意 義があ る。従 って,RyRに 対す る特異性 と活性 の高い

caf旧eine様 リガ ン ドを新規 に創 出す るこ とは極 めて重要 であ る。海洋天然 物 由来 の化合 物お よび その誘

導体 の生 理活性 につ いて精 査 した結果,カ リブ海産 ホヤ 翫4'∫∫o配αo伽αc甜配 か ら単離 され たeudistomin

Dの 誘 導体7-bromoeudistominDに 強力 なCa2+遊 離促進作用が見 出され,そ の作用 がcaffeineと 類似 して

いた こ とか ら,eudistominDの 誘導体の 中か らcaffeineと 作用部位が同 じで しか もそれ よ りも強力 なCa2+

遊離 薬 を創 出できる可能性 が示 された。そ こで,本 研究はRyRの 分子機構 を明 らか にす るた めの,強 力

かつ特 異性 の高いcafreine様 リガ ン ドを創製す るこ とを 目的 として行 った。

まず,eudistominDの 基本骨格で あ る6-hydroxy一 β一carbolineか ら6種 類 の誘導体(7-bromoeudistomin

D,5,7-dichloroeudistominD,5,7-diiodoeudistominD,9-methyl-7-bromoeudistominD,9-methyl-5,7-

dichloroeudistominDお よびg-methyl-5,7-diiodoeudistominD)を 合 成 し,骨 格 筋ヘ ビーSRフ ラ クシ

ョン(HSR)お よび スキ ン ドフ ァイバ ーSRに お けるCa2+遊 離 の構造活性 相関 につ いて検討 を行 った。

その結果,6-hydroxy一 β一carbollne自 体 にはCa2+遊 離作 用が認 め られ ないの に対 し,こ れ らの誘導体 は

caf6eineと 比較 して,数 十～数百倍強力 な活1生を示 した。HSRに おいて,45Ca2+を 用いCa2+遊 離作用につ

いて検討 を行 った ところ,β 一carboline骨 格 のG5位 とC-7位 に臭 素また は塩素 が置換 した化合物 は同

等 の活性 を有 したが,ヨ ウ素 を置換 した ものは これ らよ り10倍 強 い活性 を示 し,最 も強力な化合物 で

あった。C-5位 とC-7位 に臭素 または塩 素が置換 した化合物 のN-9位 ヘ メチル基 を導入す る と活性は ど

ち らの場合 も3倍 上昇 したが,ヨ ウ素が置換 した化合 物では反対 に活性 が大幅 に低 下 した。スキ ン ドフ

ァイバー にお いて,6種 の誘 導体 の全 て が 自発 収縮 の収縮頻 度 を増加 させ,そ の作用 がprocaineに よ り

抑制 され た こ とか ら,こ れ らの誘導体 がRyRか らのCa2+遊 離 を介 してス キン ドフ ァイバー の収縮 を促

進 した こ とが推 測 され た。Ca2+遊 離 の定量的な解析 を行 った ところ,C-5位 とC-7位 に臭素,塩 素また

は ヨウ素が置換 した誘 導体 の活性 は同等 であった。臭素置換 体のN-9位 ヘ メチル基 を導入す る と2倍 程
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度活性 が上昇 したが,塩 素 または ヨウ素の置換体 の場 合に は活性 が大幅 に低 下 した。以上の こ とか ら,

HSRと ス キン ドフ ァイバ ーSRで は6-hydroxy一 β一caroline誘 導体 の活性 強度の関係 は異 なるが,ど ち ら

にお いて もC-5位 とC-7位 へのハ ロゲ ン付加 がCa2+遊 離活 性 の発現 に必須 な こと,お よび その活性 が

C-5位 とC-7位 の置換 ハ ロゲ ン種 とN-9位 への メチル基置換 に依存 し変化す るこ とが明 らか となった。

以上 の 検討 にお い てHSRお よび スキ ン ドフ ァイ バー の両方 にお いて 同等 に活 性 を発現 し,約2FMの

EC50値 を示 した9-methyl-7-bromoeudistominD(MBED)は,SRのRyRのCa2+一inducedCa2+releaseの 分

子機構 を詳細 に研 究す る上 で最 も有用 な薬 理学的 ツールにな り得 る と考 え られた。そ こで次に,MBED

のRyRに 対す る作用 プ ロフ ァイル を明 らかにす るため,MBEDのCa2+遊 離作用 お よびRyRに 対す る各

種 モデ ュ レー ター の作用 につ いて,cafPelneと 比較検 討 した。HSRに お ける45Ca2+「を用い た検 討で は,

MBEDのCa2+遊 離 作用 のEC5。 は約2μMでcaffeineよ り500倍 強い活 性 を示 し,cafFeineと 同様 にCa2+

遊 離反応 のCa2+濃 度 一反応 曲線 を低Ca2+濃 度側 にシ フ トさせ た。Ca2+電 極 に よ り検討 したCa2+ポ ンプ

が活性 化状態 のHSRに お いては,MBEDは 一過性 のCa2+遊 離 を引き起 こ し,さ らにスキ ン ドフ ァイバ

ー のSRに お いて もCa2+遊 離 を促進 した。 各評価 系 にお けるMBEDのCa2+遊 離作用 はrutheniumred,

procaineお よびMg2+に よ り阻害 され,非 加水 分解性 アデ ニンヌ クレオチ ドアナ ログのAMP-PCPの 共存

下で さ らに促進 され た。 これ らの こ とか ら,MBEDはRyR1を 介 してCa2+遊 離 作用 を発現 し, .その機

序 はcaffeineと 同 じで ある こ とが示 され た。結 合 実験 にお いてMBEDはcaf6eine同 様,SRへ の[3H]

ryanodineの 結合 を阻害 しなかった。飽和結合実験 では,MBEDお よびcaffeineはBm、,値 に影 響 を与 える

こ とな く,KD値 を減少 させ る こ とに よ り[3H]ryanodineの 結合 を促進 した。 これ らの こ とか ら,MBED

お よびcaffeineがRyR1に おい てryanodineと は別 の部位 に結 合す るこ とに よ り,最 大結 合 を変化 させ

ず にryanodineのRyRIへ の親和 性 を上昇 させ る ことが示 され た。AMP-PCPと の相互 作用 につ いて検

討 した ところ,HSRに お いて最 大反 応 を示 す濃 度のMBED存 在 下 でAMP-PCPは45Ca2+遊 離 量 を さ ら

に増大 させ たが,caffeineは 全 く増大 させ なか った。 また,ス キン ドファイバ ー を用 いた実験 におい て

MBEDお よびcaf5eineの 最大反応 がAMP-PCPに よ りさ らに増 大 した。結合 実験 にお いて,MBEDお よ

びca価eineの[3H]ryanodine結 合促進作用 がAMP-PCPに よ りさらに増強 され た。 これ らの こ とか ら,

MBEDお よびcaffeineのRyRlに お ける結 合部位 は同一 であるが,ア デ ニ ンヌ ク レオチ ドとは異な って

い る と考 え られ た。MBEDは フォ スフォ ジエ ステ ラーゼ,SRのCa2㌔ATPase,myoHbri1ATPaseお よび

Na+,K+一ArPaseの 各酵 素活 性 に影響 を与 えず,筋 繊維 に対す る直接作用 やイオ ノフォア様 の作用 もなか

った。 以上 の様 に,骨 格 筋SRに お いてMBEDはCa2+遊 離 阻害剤 に対す る感受性,ア デ ニ ンヌ ク レオ

チ ドとの相互 作用 お よびSRへ の結合特 性 にお いて,caf勧neと 同一 であ るこ とが示 され た。MBEDは

caffeineよ り数 百倍強 いCa2+遊 離 活性 を示 し,特 異性 も高か った。 これ らの こ とか ら,MBEDは 高 い活

性 と特 異性 を有す るcaffeine様 リガン ドで あるこ とが明確 となった。

最後 に 心筋 のSRに 対す るMBEDの 作 用 につ いて 検討 した。骨 格筋 で はdihydropyridine受 容体 を介

した電位 変化 の伝播 に よ りRyRlか らCa2+が 遊 離す るの に対 し,心 筋で は細胞外 か ら流入 したCa2+が

RyR2に 作 用 して 生 じるCa2+一inducedCa2+releaseが 収 縮 反 応 の トリガ ー とな る。RyR2に お い て も,
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caffeineがCa2+一inducedCa2+releaseを 促 進 し,Ca2+,Mg2+お よび アデニ ンヌ ク レオチ ドな ど各種 のモデ

ュ レー ター が作用 す るこ とが知 られ ている。近年の研究 に よ り,種 々の心疾患 においてRyR2に お ける

caffeine結 合部位 の異 常が病態 の発 症お よび進展 に深 く関 わってい るこ とが推察 され てお り,MBEDが

RyR2に おいて もcaffeine様 リガ ン ドで あるこ とが示 されれば,疾 患 の分子機序 の解明 に有用 な薬理学的

ツール にな る と考 え られ る。心筋 フラグメン トSRを 用 い,MBEDのCa2+遊 離作用 について検討 した結果,

MBEDは45Ca2+の 遊 離 を促進 し,そ のEC5。 値 は約0.3μMで あった。Ca2+電 極 を用 いた実験 においては

caffeineと 同様 にそのCa2+遊 離作用 がRyRの 阻害剤 で あるrutheniumredお よびMg2+に よ り阻害 され た。

さ らに[3H]MBEDを 合成 しSRへ の結合 実験 を行 った結果,高 親和性(KD=150nM)の 単一の結合部

位が存在 す るこ とが明 らか とな った。 これ らのこ とか ら,MBEDは 心筋SRに おいてRyR2に 作用 す る

ことに よ りCa2+遊 離 を惹起 し,骨 格 筋だけでな く心筋 において もRyRのCa2+一inducedCa2+release機 構 を

分子 レベル で探 るた めの有用 な薬理学的 ツール であるこ とが明 らか とな った。

以上の よ うに筆者 は,強 力 かつ特異 的なRyR活 性化薬 と してMBEDを 創製 し,そ の薬理学的特性 お よ

び結 合部位 がcaf繭neと 同一で あるこ とを明 らか に した。 さ らに,MBEDは 放射 ラベル化 が可能であ り,

骨格 筋 のみな らず心筋 において もCa2+一inducedCa2+release機 構 の分子機構 を解 明す るた めの強力な薬理

学的ツール であ ることを示 した。MBEDの 発見に よ り,Ca2+一inducedCa2+release機 構を解明す るた めの

分子 生物学 的なアプ ローチ が一気 に可能 にな り,RyRの 異常 に基づ く疾患 の原 因についての分子 レベル

での解明や 治療薬の開発 にMBEDが 寄与で きる可能性が期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨

本 研究 は,筋 小胞体(SR)のryanodine受 容体(RyR)を 介 したCa2+一inducedCa2+release機 構 にお ける

caffeine作 用部位 の役割 を分子 レベル で明 らか にす るため,特 異性 と活 性の高いcafGeine様 リガ ン ドを新

規 に創 出す る ことを目的に行 った。カ リブ海産ホヤ 翫4∫∫∫o〃7αo伽αc印〃2由来物質の7-bromoeudistominD

の骨格 である6-hydroxy一 β一carbolineか ら6種 類の誘導体 を合成 し,骨格 筋SRヘ ビー フラクシ ョン(HSR)

お よびス キ ン ドフ ァイバーSRに お けるCa2+遊 離活 性に関す る構造活性 相関 について検討 を行 った。そ

の 結果,強 力 なCa2+遊 離 活性 を示す9-methyl-7-bromoeudistominD(MBED)を 見 出 した。MBEDの 骨

格筋SRに 対す る作 用プ ロフ ァイ ル をcaffeineと 比較検討 した ところ,MBEDのCa2+遊 離作用 のEC5。 値

は2μMで あ り,そ の活性 はcaffeineよ り500倍 強か った。 このMBEDの 作用 はcaffeineと 同様のCa2依

存性 を示 し,RyRの 阻害剤 であ るrutheniumred,procaineお よびMg2+に よ り阻害 され,ア デニ ンヌ ク レ

オチ ドアナ ログのAMP-PCPの 共存 下で促進 され た。 さ らに,MBEDお よびcaf6eineは 骨格 筋HSRに 対

す るryanodineの 結合親和性 を上昇 させた。 これ らの ことか ら,MBEDは 骨格筋SRに おいてRyR1を 介

してCa2+遊 離作用 を発現 し,そ の作用部位 はcaf5eineと 同一で ある ことが示 され た。 さらに,心 筋 のSR

に対す るMBEDの 作 用について検討 した結果,MBEDはCa2+遊 離作用 を示 し,そ のEC5,,値 は0。3μMで

あった。このCa2+遊 離作用 は,caffeineと 同様 にrutheniumredお よびMg2+に よ り阻害 された。さ らに,[3H]

MBEDを 合成 しSRへ の結合 実験 を行 った結果,高 親和 性(KD=150nM)の 単一 の結合 部位 が存在す る

こ とが明 らか とな った。 これ らのこ とか ら,MBEDは 心筋SRに おいて もcaffeineと 同様にRyR2に 作用

す る こ とに よ り・Ca2+遊離 を惹起 す るこ とが明 らか とな った。 以上 の結果 か ら,MBEDのRyRに お ける

薬理学的特性 が明確 に され,そ の結合部位 がcaffeineの それ と同一 であるこ とが明 らか とな った。従 って,

この砥究成果 に よ り,Ca2+一inducedCa2+release機 構 にお け るcaffeine作 用 部位 の役割 を分子 レベ ルで 明

らか にす る ことが可能 とな った。

よって,本 論 文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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