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Thesis

緒　言

　悪性高熱症 (malignant hyperthermia; MH) は，全
身麻酔時に使用する揮発性の吸入麻酔薬や脱分極性

1型リアノジン受容体を介したヒト樹状細胞応答の解析

悪性高熱症素因者診断のための可能性

Analysis of Human Dendritic Cell Responses Mediated by Type 1 Ryanodine Receptor
-A Possible Diagnostic Tool for Malignant Hyperthermia-
NARITA YAYOI (Department of Anesthesiology, Saitama Medical University, Moroyama, Iruma-gun, 
Saitama 350 -0495, Japan)

　悪性高熱症 (malignant hyperthermia; MH) は，Ca2+チャネルの一つである1型リアノジンレセプター 
(ryanodine receptor type 1; RyR1) の変異に起因して，全身麻酔時に筋小胞体のCa2+ 動態異常を示すこ
とにより発症する遺伝性筋疾患である．発症時には筋強直，発熱の他にも多様な症状を呈するため，
世界的に統一された臨床診断基準は今のところない．現在，生検により得られた筋細胞のCICR (Ca2+ 
induced Ca2+ release) を確定診断に用いているが，高度の侵襲性を有すること，検査時間が長いこと，
施設の制限等により普及していない．したがって，侵襲性の少ない一般採血による検査が可能になれ
ば，日常検査の一つとして広く応用することが出来る．
　樹状細胞 (dendritic cells; DCs) は末梢血中に存在する白血球の一つであり，種々の刺激に対して液
性因子産生や細胞遊走，形態学的変化等，多様な細胞応答を示し，免疫制御において重要な役割を演
じている．しかし，ヒトDCにおけるRyR 発現を確認した報告は現在のところ無い．我々はこのDCに
着目し，RyRサブタイプの発現およびRyRを介したCa2+ 応答性を解析した．その結果，DCはRyR1 遺
伝子を発現しており，そのRyRを特異的に刺激することで細胞内 Ca2+ストアに由来するCa2+ 上昇を示
した．また，このCa2+ 上昇はRyR 阻害剤により抑制された．従って，DCにはCa2+チャネルとして機能
するRyR1が存在し，これを介して特異的な細胞応答を示す可能性がある．DCはMH 素因者を同定
する新規診断法開発のために，RyR1 応答を指標として患者と健常人の相違点を探索するのに有用で
ある．
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筋弛緩薬の使用により発症する筋疾患である．臨床症
状は高熱，筋強直，呼吸性・代謝性アシドーシス，頻
脈，不整脈，高カリウム血症や高 CK 血症，ミオグロ
ビン尿等を呈する 1, 2)．この疾患は常染色体優性遺伝を
示すが，日常生活上は全く問題がなく，全身麻酔を受
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けた場合にのみ発症するため，患者は悪性高熱症素因
者 (malignant hyperthermia susceptible; MHS) と表現
される．発症した場合には重篤で，適切な治療が行な
われなかった場合には死に至ることもある 2)．疾患の
本態は骨格筋細胞内のカルシウムイオン (calcium ion; 
Ca2+) 動態異常に起因する代謝亢進であり，MHに特
異的な臨床症状はなく，世界的に統一された臨床診断
基準は今のところ存在しない．
　骨格筋細胞内のCa2+は，骨格筋の収縮及び解糖作用
やミトコンドリア機能を調節している．Ca2+はアク
チンフィラメント上にあるトロポニンCと結合する
ことで，トロポミオシンとアクチンの構造的変化を
起こし，ミオシンにあるATPaseを活性化することで
ATPが分解され，筋収縮がおこると考えられている．
また，骨格筋細胞内のCa2+が増加すると，細胞内のグ
リコーゲンからグルコースへ，さらにグルコースが
分解されエネルギーと乳酸を産生する．骨格筋小胞体 
(sarcoplasmic reticulum; SR) のCa2+が調節レベルを超
えて上昇すると，ミトコンドリア内にCa2+を取り込み
貯蔵する機能が作動する．ミトコンドリアではATPの
需要増加に対応して，好気的代謝が活性化されて酸素
を消費してATPを産生する．また，一過性のCa2+の増
加に対しては，ATPを消費して骨格筋小胞体へCa2+を
取り込み，骨格筋細胞内のCa2+を維持しようとする作
用もある．しかし，MHSに揮発性吸入麻酔薬やサクシ
ニルコリン (SCh) が投与されると，骨格筋のCa2+ 調節
機構が破綻してCa2+ 濃度が上昇する．その結果，筋収
縮やグリコーゲンの分解が活性化され，SRへのCa2+の
取り込みが増加する．これらにはATPが必要であるた
め，ミトコンドリアでは，Ca2+を取り込む作用以外に
もATP 産生のために好気的代謝が促進され，酸素を消
費してATPが産生される．骨格筋の収縮，ミトコンド
リア好気的代謝，解糖系，ATPの加水分解などにより
熱が産生される．MHではこのような一連の反応の結
果，O2とATPとグリコーゲンが枯渇して，CO2と乳酸
と熱が過剰に産生され，最終的には骨格筋細胞膜も障
害されると考えられている 3 -5)．つまり，MHの最初の
変化は骨格筋細胞内でのCa2+の上昇である．
　小胞体膜上のCa2+チャネルには，リアノジン受容
体 (ryanodine receptor; RyR)とイノシトール三リン酸
受容体 (inositol triphosphate receptor; IP3R) がある 6)．
IP3Rは，ホスホリパーゼCγの作用によりホスファチ
ジルイノシトール2リン酸がイノシトール三リン酸と
ジアシルグリセロールに分解されることにより産生さ
れる．IP3Rはイノシトール三リン酸が結合して活性化
され，これによってCa2+ 遊離が誘発される 7)．これに
対しRyRは植物アルカロイドであるリアノジンが特異
的に結合する受容体であり8, 9)，リアノジンの結合によ
り受容体は開口状態に固定される．この受容体は細胞
質内のCa2+ 濃度が上昇することにより細胞内ストアか

らCa2+が放出されるという機能，つまりCa2+-induced 
Ca2+ release (CICR) を担っている6)．
　RyRには，主に骨格筋に存在する1 型，主に心筋に
存在する2 型，主に脳組織に存在する3 型の，3 種類の
サブタイプが存在する 10 -14)．これら3 種のサブタイプ
は別々の遺伝子にコードされ，それぞれ約5000アミノ
残基より構成されているが，65％以上のアミノ酸配列
の相同性があり，それぞれが類似の構造的特徴を有し
ている15)．悪性高熱症の原因遺伝子であるRyR1は，ヒ
トでは第 19 染色体に位置し，106エクソン遺伝子で，
5038アミノ酸から構成される大きなタンパク質をコー
ドすることが知られている 11, 12)．マウスでは第 7 染色
体に位置し，RyR1 欠損マウスは呼吸不全によると考
えられる新生致死の表現型を示し，その骨格筋組織は
顕著な退縮を示す16)．
　現在のMHの確定診断は，局所麻酔下に筋生検を
行い，骨格筋のCa2+ 動態異常を直接観察することによ
り行われている．しかしこの方法にはいくつかの問題
点がある．1. 素因者への侵襲性が高いこと，2. CICR
速度の測定を行っている施設が少ないこと，3. 筋肉採
取後，48 時間以内に検査を終了する必要があること，
4. 測定に時間がかかり，同時に何例も検査をすること
が不可能である等が挙げられる 2)．原因遺伝子 (RyR1) 
が判明していることから，遺伝子の変異点を検索する
方法も試みられたが，人種による変異点の差や，変
異点の不明な症例も多いことが明らかとなっており，
遺伝子変異の検索による診断は困難とされている 17) 
(表 1)．
　遺伝要因を有するヒトが，MHを発症する可能性が
あるかどうかを，侵襲性の高い筋肉の生検に頼らず
に，簡便で，より精度が高い方法で予測することがで
きれば，この疾患の解明，及び予防に貢献できる．採
血による検査法は簡便で，患者への侵襲性の低い診断
法といえる．
　リンパ球は抗原や種々の液性因子により刺激される
ことで多様なサイトカイン産生性を示す．MHでみ
られる臨床症状は筋強直や代謝性アシドーシス，頻
脈，体温上昇等多様であり，サイトカインによる作用
等，免疫システムを巻き込んだ結果生じる可能性も
ある 18)．近年，Bリンパ球にはCa2+ 放出チャネルとし
て機能するRyR1とIP3Rが存在し 19)，これらの相互作
用が多様な免疫応答に関与していることが示唆され
ている．
　最近，Ca2+チャネルとして機能するRyR1が，マウス
の樹状細胞 (dendritic cell; DC) に発現することが明ら
かにされた 20)．DCは生体内の至る所に存在し，常に
外界からの異物の侵入を監視し，生体内に侵入する異
物特有の構造パターンを認識することで，未成熟な状
態から免疫応答を惹起する成熟 DCへと分化する．さ
らに，認識した異物の構造の違いにより，異なる分化
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を経ることで免疫応答性 ( 特にヘルパー T (Th) 応答
性 )を制御している 21)．細菌由来のLPSを認識したDC
は，主に細胞性免疫応答 (Th1) を誘導し，寄生虫など
に由来する特殊な糖脂質の糖鎖構造を認識したDCは，
主に体液性免疫応答 (Th2) を誘導する 22 -26)．このよう
に高度に発達分化した免疫担当細胞は，種々の刺激に
対し多様な遺伝子を発現し，生体内の免疫恒常性を維
持するために重要な役割を演じている．さらに，DC
は種々の刺激により特殊な液性因子を産生するだけで
なく，細胞遊走，形態学的変化等多様な細胞応答を示
すことから，MHSと健常人との相違点を，これらを
ターゲットとして探索するのに有用である．
　本研究では，ヒトDCを用いた悪性高熱症診断法の
開発を目的として，ヒトDCにおけるRyRサブタイプ
の発現とRyRのCa2+チャネルとしての機能をRyRアゴ
ニストを用いて評価し，その有用性を明らかにした．

材料と方法

モノサイト由来DC (monocyte-derived dendritic cells; 
Mo-DCs)の誘導
　インフォームドコンセントの得られた健常人ボラン
ティアの末梢血からFicoll -Paqueを用いた密度勾配遠
心法により末梢血単核球 (peripheral blood mononuclear 
cells; PBMCs)を分離した．さらにこの PBMCより，
CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Germany)を用いてCD14 陽性細胞を分離した．分離
したCD14 陽性細胞を6 穴プレートに2×106/mlになる
ように調整し，50 ng/mlヒトリコンビナント(rh) IL-4，
および50 ng/ml rhGM-CSF (Primmune, Osaka, Japan) 
を加えた5％ヒト血清入りRPMI1640 (SIGMA, St Louis, 
MO) で5 日間培養したものをモノサイト由来樹状細胞
として用いた．DCに成熟刺激を加えないものを未熟
DC (immature DC; iDC) とし，iDCに成熟誘導因子で
あるプロスタグランジンE2 (PGE2) (10 µM)+TNFα(100 
ng/ml)，あるいはLPS (10 µg/ml)を加え，48 時間培養
して得られたものを成熟DCとして解析に用いた．

RT-PCRによるRYR発現の評価

　ヒト免疫担当細胞株 ; (human acute monocytic 
leukemia cell line) THP-1 (モノサイト ), Jurkat ( T 細
胞 )，CD14陽性モノサイト，モノサイト由来DC (iDC, 
PGE2 -DC, LPS -DC) より total RNAを抽出し (RNeasy 
Mini Kit, QIAGEN, Maryland, USA)，complementary 
DNA (以下 cDNA)を合成した (Omniscript RT  kit, 
QIAGEN, Maryland, USA)．内在性のコントロールと
してβ- actinを使用し，RyR1-3の陽性コントロール
としてヒト脳 cDNA (Origene, Rockville, MD, USA)
を使用した．以下に示すプライマーを用いて各 RyR
サブタイプの遺伝子発現をReverse Transcriptase Poly-
merase Chain Reaction (RT-PCR)法により評価した．
RyR1; 5’- GACATGGAAGGCTCAGCTGCT -3’,
 5’- CAGATGAAGCATTTGGTCTCCAT -3’,
RyR2; 5’- AAGGAGCTCCCCACGAGAAGT -3’,
 5’- CAGATGAAGCATTTGGTCTCCAT -3’,
RyR3; 5’- AAGAGGAAGAAGCGATGGT -3’,
 5’- CAGATGAAGCATTTGGTCTCCAT -3’,
β- actin; 5’- CCTCGCCTTTGCCGATCC -3’,
 5’- GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC -3’,
PCR 反応は95℃ 1 分，62℃ 1 分，72℃ 2 分，30サイク
ルで反応させた．

細胞内カルシウム動態の測定

　calcium buffer (calcium buffer; 145 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 1 mM Na2HPO4, 1 mM MgCl2, 5 mM glucose, 1 mM 
CaCl2, and 10 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine -
N’-2 -ethanesulfonic acid; pH 7.5))およびCa指示薬Fura-
2-AM (5 µM)(Biotium, Haywaed, CA, USA)でDCを
4℃，30 分インキュベートした．1×106/mlに調整した
DCを，cell tak (BD Biosciences, CA, USA)を塗布した
ガラスベースディッシュ (Iwaki, Chiba, Japan)に固定
し，4℃にて30 分間静置した．この際にRyR1 阻害薬
として20 µM ダントロレン(Calbiochem, Darmstadt, 

表1. 現在の悪性高熱症診断法

検体 ( 採取法 ) 検索対象 問題点

スキンドファイバー

( 筋生検 )

CICR 速度の測定 侵襲性が高い

施設が少ない

採取後、48 時間以内の検査が必要

DNA( 採血 ) 遺伝子変異検索 変異点が多様

( 人種差、変異点不明例もあり )

B 細胞 ( 採血 ) IL-1β測定 産生される IL-1βは微量

筋細胞 ( 筋生検 ) IL-6 測定 侵襲性が高い

CICR; Ca2+ induced Ca2+ release
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Germany)，IP3R阻害薬として10 µM ゼストスポンギン
C (Wako, Osaka, Japan)，細胞外 Ca2+キレート剤とし
て5 mM EGTA (WAKO, Osaka, Japan)， 細 胞 内 Ca2+

キレート剤としてBAPTA-AM (nacalai tesque, Kyoto, 
Japan) 存在あるいは非存在下のものを用意した．こ
れを37℃に保ち，RyRアゴニストである細胞内 Ca2+

誘 導 性 試 薬 (4 -クロロ -m -クレゾール ; 4- chloro-m -
cresol; 4CmC，ならびにATP) を直接添加した．ニコン
TE2000 倒立顕微鏡 (Nikon ECLIPSE TE 2000)とAqua 
Cosmos 画像解析装置 ( 浜松ホトニクス ; Hamamatsu 
Photonics)を用いて5 秒毎の蛍光強度を2 波長励起 1 波
長蛍光計測 (340 nm，380 nm)した．結果は340/380 nm
蛍光強度比にて示した．

結　果

1. ヒトDCはRyR1を発現する
　主なヒト免疫担当細胞におけるRyRサブタイプの
遺伝子発現を評価した．THP-1 (モノサイト)，Jurkat 
(T 細胞 )，およびヒトCD14 陽性モノサイト，iDC，
PGE2-DC，LPS-DCを解析に用いた．ヒト脳細胞はす
べてのRyRサブタイプ(RyR1, 2および3)を発現する
為，これを陽性コントロールとした．また，β- actin
は内在性コントロールとした．図 1に示すように，
RyR1はTHP-1，CD14モ ノ サ イ ト，iDC，PGE2 -DC，
LPS -DCに発現が認められた．特に iDCは，PGE2-DC，
LPS -DC などの成熟 DCに比較してRyR1 遺伝子の高発
現を認めた．RyR2はTHP-1のみに発現が認められた
がCD14モノサイト，iDC，および分化誘導されたDC
には発現が認められなかった．RyR3を発現する免疫
担当細胞は認められなかった．

2. 4CmCはヒトDCにおける細胞内ストアからの細胞
内Ca2+上昇を誘導する
　先に示したように，ヒトDCはRyR1 遺伝子を発現
することが明らかである．そこで我々は，RyRアゴニ
ストである4CmCをDCに付加することによって，細
胞内Ca2+が上昇するかを検討した (図2)．
　その結果，細胞内外のCa2+を除去せずに4CmC (500 
µM) 刺激することによりヒトDCは，細胞内 Ca2+の持
続性の上昇を示した (図 2A)．さらに，EGTAを用いて
細胞外 Ca2+を除去して4CmC 刺激した場合において
は，細胞内 Ca2+の一過性の上昇を示した (図 2B)．一
方，BAPTA-AMを用いて細胞内 Ca2+を除去して4CmC
刺激した場合では細胞内 Ca2+ 上昇は認められなかった 
(図2C)．また，EGTAとBAPTA-AMの両方を存在させ，
細胞内外のCa2+をキレートした状態で4CmC 刺激した
場合においても細胞内 Ca2+ 上昇は認められなかった 
(図2D)．
　以上の結果より，ヒト iDCは4CmC 刺激することに
より細胞内 Ca2+ 上昇を示すが，この細胞内 Ca2+ 上昇は
細胞内Ca2+ストアに由来することが明らかとなった．

3. ヒト iDCは4CmC刺激とATP刺激に対し，RyRを
介した細胞内Ca2+上昇を示す
　4CmC 刺激した際に認められる細胞内 Ca2+ 上昇が，

図1. ヒトDCにおけるRyRサブタイプの遺伝子発現．THP-1，
Jurkat，およびヒト CD14モノサイト，iDC，PGE 2-DC，
LPS -DCにおけるRyRサブタイプの発現をRT-PCR 法で解析
した結果を示す．脳 cDNAは各 RyRサブタイプの陽性コン
トロールとして，β- actinは内在性コントロールとして使用
した．

図 2.  4CmCに対するヒト DC の Ca 2+応答性．A; EGTA 
(5 mM) 非存在下，BAPTA-AM(50 µM) 非存在下でヒトDCを
4CmC (500 µM) 刺激した際のCa2+ 応答を示す．B; EGTA 存
在下，4CmC 刺激したヒトDCにおけるCa2+ 応答を示す．C; 
BAPTA-AM 存在下で4CmC 刺激したヒトDCにおけるCa2+

応 答 を 示 す．D; EGTA存在下，BAPTA-AM存在下 で4CmC
刺激したヒトDCにおけるCa2+ 応答を示す．横軸は時間，縦
軸は2 波長励起 1 波長蛍光計測によって得られた蛍光比，
fluorescence ratio (340/380 nm) を示す．
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RyR 特異的な応答であるかを評価するために，RyR 阻
害薬であるダントロレン，あるいはIP3R 阻害薬である
ゼストスポンギンCを作用させ，それぞれの受容体機
能を阻止した状態で，4CmC (RyR 刺激薬 )，あるいは
ATPで刺激した．ATPは細胞表面上のP2Y 受容体に結
合し，シグナルを伝達することによって IP3Rを活性化
し，細胞内 Ca2+ 上昇を促進する．また，ATPはRyRに
対してアゴニストとして作用し，細胞内 Ca2+ 上昇に促
進的に作用することが知られている．
　細胞外のCa2+をキレートし，各受容体の阻害薬の
ない状態で，DCを4CmC 刺激した場合には細胞内
Ca2+の上昇を示した (図 3A)．ダントロレン存在下，
4CmC 刺激した場合では，DCにおける細胞内 Ca2+ 上
昇の抑制が認められた (図 3B)．一方，ゼストスポン
ギンC 存在下，DCを4CmC 刺激した場合では，細胞
内Ca2+ 上昇に抑制は認められなかった (図3C)．以上よ
り，4CmC 刺激により誘導される細胞内 Ca2+ 上昇は，
RyRを介したものであり，IP3Rを介さない応答である
ことが示唆された．
　細胞外のCa2+をキレートせずに，また各受容体の
阻害薬のない状態で，DCをATP 刺激した場合では細
胞内 Ca2+の上昇が認められた (図 4A)．一方，ダント
ロレン存在下 ATP 刺激した場合では，DCにおける細
胞内 Ca2+ 上昇の抑制が認められた (図 4B)．以上より，
ATP 刺激により誘導されるDCの細胞内 Ca2+ 上昇には
RyRを介した応答が関与することが示唆された．

考　察

　MHは，全身麻酔時に使用する揮発性の吸入麻酔薬
や脱分極性筋弛緩薬の使用により発症するが，1. 臨床
症状が多様であること 1, 2)，2. EtCO2の上昇，体温上昇
など不適切な麻酔によっても同様の症状が見られる
こと，3. 甲状腺疾患等，合併症依存性を示すこと等の
理由により，疾患自体の鑑別が難しいとされている．
近年，Bリンパ球およびEBウイルス形質転換 B 細胞
を4CmC 刺激することにより，RyR1を介して細胞内
Ca2+が上昇することが報告された 19, 27)．すでに4CmC
刺激によりEBウイルス形質転換 B 細胞が産生する
IL-1β18)，あるいは筋細胞が産生するIL-628)を指標に
MHSを同定しようとする試みがある．前者は，4CmC
刺激に対してEBウイルス形質転換 B 細胞が産生する
IL-1βは微量であるため，その検出が困難であること
が問題点である．一方，後者は生検時の生体への侵襲
性が高いことが問題点である．従ってこれらを応用し
てMHSと健常人との差を日常検査に用いるのは困難
である．また，これらの液性因子を短時間で大量に産
生させるのに必要な4CmC 濃度は極めて細胞毒性が高
く，生理的細胞応答とは大きく異なっている等の点
から，診断への有用性および普遍性に乏しい．一方，
RyR1の遺伝子変異を解析することによりMHSを診断
する方法が報告されているが，MHSにおけるRyR1 遺
伝子の変異が複数箇所にわたって存在すること，さら
にこれらの変異部位が人種により異なる等の理由から
正確な診断を行うことが困難とされている29)．
　DCは生体内の至る所に存在し，異なる分化を経る
ことで免疫応答性 ( 特にヘルパー T(Th) 応答性 )を制

図 3. ヒトDCにおける4CmCによるRyRを介したCa2+ 応答
性．A; EGTA 存在下，ヒトDCを4CmC 刺激した際のCa2+ 応
答を示す．B; EGTA 存在下，ダントロレン存在下，ヒトDC
を4CmC刺激した際のCa2+ 応答を示す．C; EGTA存在下ゼス
トスポンギンC 存在下，ヒトDCを4CmC 刺激した際のCa2+

応答を示す．横軸は時間，縦軸は2 波長励起 1 波長蛍光計測
によって得られた蛍光比，fluorescence ratio (340/380 nm) 
を示す．

図 4. ATP 刺激におけるCa2+ 上昇にはRyRが関与する．A; 
EGTA 非存在下，ヒトDCをATP 刺激した際のCa2+ 応答を
示す．B; EGTA 非存在 下ダントロレ ン存在下，ヒ トDC
をATP 刺激した際のCa2+ 応答を示す．横軸は時間，縦軸
は2 波長励起 1 波長蛍光計測によって得られた蛍光比，
fluorescence ratio (340/380 nm) を示す．
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御する高度に発達分化した免疫担当細胞である．特
に，DCから産生される種々の内因性発熱物質は，悪
性高熱症で認められる多様な症状を構成する可能性が
あり，RyR1アゴニストに対するDC 応答性を評価する
ことで，MHの病態への関与も明らかとなるかもしれ
ない．
　マウスDCのRyR 発現を確認した報告はすでに存
在する 20)．しかし，ヒトのDCのRyR 発現を確認した
報告は現在のところない．本研究で我々はヒトのDC
におけるRyRの発現をRT-PCR 法を用いて確認した．
RyR1は健常人のCD14モノサイト，iDC，PGE2-DC，
LPS-DCに発現していた．また， iDC は PGE2-DC，
LPS-DC などの成熟 DCに比較してRyR1 遺伝子を高発
現していることが明らかになった．LPS-DCやPGE2-DC
は，成熟刺激により誘導されるサイトカイン，ケモカ
イン，細胞表面分子等の遺伝子発現が選択的に上昇
することが知られている．したがって，RyR1 遺伝子発
現量が相対的に減少して見えているのかもしれない．
RyR1 蛋白発現量の解析，および成熟 DCにおけるRyR
を介したCa2+ 応答の評価が必要である．RT-PCRによる
解析結果では，成熟 DCより iDCの方がRyR1 遺伝子の
発現が高かったために，RyRアゴニストに対するCa2+

応答性は iDCが最も高いことが予想された．従って，
Ca2+ 応答性の評価にiDCを用いた．
　iDCをRyRアゴニストにより刺激した場合に，Ca2+

上昇が認められ，さらに細胞外のCa2+をキレートした
場合でも一過性のCa2+ 上昇が見られた．これに対し，
細胞内 Ca2+をキレートすると，Ca2+ 上昇は認められ
なかった (図 2)．従ってRyR 刺激によるCa2+ 上昇は細
胞内 Ca2+ストアに由来することが明らかとなった．
また，iDCをRyR刺激した際に認められるCa2+ 上昇は，
RyR 阻害薬であるダントロレンによって抑制されたこ
とから，この反応はRyRを介したものと考えられる．
DCにはRyR1 遺伝子のみしか発現しない為 (図 1)，
4CmCによって誘導されるCa2+ 上昇はRyR1を介した
ものと考えられる．さらにIP3Rの特異的阻害薬である
ゼストスポンギンCは，4CmC 刺激時のCa2+ 上昇を阻
害しないことから4CmCにより誘導されるCa2+ 上昇は
IP3Rを介さない応答と考えられる (図 3)．ATPはRyR
に対してアゴニストとして作用し，細胞内 Ca2+ 上昇に
促進的に作用することが知られている．これに一致し
て，RyR 阻害薬存在下でATP 刺激した場合では，DC
のCa2+ 上昇は認められなかった (図 4)．従って，ATP
刺激によるDCのCa2+ 上昇過程にはRyRを介したCa2+

移動が関与するものと考えられる．
　以上より，ヒトDCにはCa2+チャネルとして機能
するRyR1が発現していることが明らかとなった．
また，RyRアゴニスト刺激におけるDCのCa2+ 応答に
はRyRを介したCa2+の移動が関与していることが示唆
された．従って，ヒトDCは，MHSと健常人との相違

点をRyR1を介したDC 応答性をターゲットとして探
索するのに有用である．Ca2+ 測定は日常検査に用いる
のは困難である．しかしRyRアゴニスト刺激により特
異的に産生されるDCの液性因子等を検出することが
できれば広く日常検査として応用が可能となる．また
MHSと健常人のDC 応答性の相違点とCICRの相関，
遺伝子変異との関連を明らかにすることにより，より
正確な診断法を確立できるものと考えられる (図5)．
　最近，RyR1ノックアウトマウスのDCには機能不全
が認められないことが報告された 30)．ヒトDCは微生
物由来の特殊な構造を認識して多様な応答を示すが，
これらの応答性にRyR1の関与はないだろうか．筋細
胞では，T 管構造が存在するために，電位依存性 Ca2+

チャネルであるジヒドロピリジンレセプターがRyRと
近接して存在し，電位刺激をRyRに伝える膜電位セン
サーとして機能している．筋細胞に特有に認められる
T管構造はDCには存在しないため，ジヒドロピリジン
レセプターとRyRの関係およびCa2+ 応答性は，筋細胞
と異なっている可能性がある．これら筋細胞とDCの
RyR 機能の相違点，および免疫応答性へのRyR 機能関
与について，今後も継続して探索していきたいと考え
ている．

結　論

　我々は，ヒトDCにおいて3つのRyRサブタイプの
中でRyR1のみが発現することを初めて明らかにした．
さらに，RyR1にアゴニスト活性を示す4CmCやATP
刺激に対し細胞内 Ca2+ 上昇を示すことを初めて示
した．ヒトDCは，MH素因者と健常人との相違点を探
索するのに有用なターゲット細胞である．

図 5. ヒトDCを用いたMHの新規診断法の開発．手術麻酔
前の採血により得られたDCを刺激し，産生されるサイトカ
イン，ケモカインの測定を行うことでMHSの診断を行うこ
とができるかもしれない．
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