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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺胞形成不全により呼吸困難で出生直後に死亡してしまうコンベンショ
ナルTRIC-B欠損マウスに代わり、各種細胞特異的（コンディショナル）TRIC-B欠損マウスを作製し、TRIC-Bの機
能的役割の解明を目指した。特に心臓でのTRIC-Bの機能解明を目指して心臓特異的TRIC-B欠損マウスの作製を行
った。また、マウスTric-b欠損ES細胞を作製してニューロスフェア法による中枢神経系細胞系譜への分化誘導を
行った。タモキシフェン処置による心臓特異的TRIC-Bの発現低下が観察された。また、TRIC-B欠損が中枢神経系
細胞系譜への分化過程に寄与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the TRIC-B function in various cells and tissues, we 
generated conditional TRIC-B deficient mice instead of conventional TRIC-B knockout mice which died 
immediately after birth due to impairement of pulmonary alveolous. First, we generated 
heart-specific TRIC-B deficient mice. Second, we generated mTRIC-B deficient ES cells and 
differntiated to the central nervous system cell lineage using with the neurosphere method. In 
heart-specific TRIC-B deficient mice, treatment of tamoxifen decreased gene expression of Tric-b in 
the heart. In addition, it was suggested that lack of TRIC-B  may contribute to the differentiation 
process to the central nervous system cell lineage.

研究分野： 薬理学、生理学

キーワード： TRICチャネル　小胞体　カウンターイオン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、心臓特異的TRIC-B欠損マウスを作製し、機能解析を目指した。残念ながら機能解析は行えなかった
が、今後、心臓におけるTRIC-Bの機能が明らかになってくると期待される。また、中枢神経系を始めとした他の
組織・細胞においてもTRIC-Bは多くの生理的役割を担っていることが推測されることから、TRIC-Bの生物学的意
義の解明にとどまらず、TRIC-Bが原因となる疾患の発症機序解明や治療薬開発など臨床的な応用も期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）上昇は小胞体からの Ca2+放出と細胞外からの Ca2+流入により構成さ

れ、筋収縮、神経伝達物質の放出、膜電位調節など様々な細胞機能を制御する。細胞内小器官
の 1 つである小胞体はタンパク質及び脂質合成・修飾の場であるとともに、主要な Ca2+ストア
として機能している。小胞体 Ca2+放出を担う分子には、[Ca2+]i上昇により活性化するリアノジ
ン受容体（RyR）と、リン脂質代謝の亢進で生成されるイノシトール三リン酸（IP3）により活
性化する IP3R（受容体）が知られている。微小閉鎖空間である小胞体から RyR や IP3R を介して
Ca2+が放出されると、小胞体内腔に負電荷が発生し、その後の Ca2+放出が阻害されることが推測
される。効率的な Ca2+放出が持続するための機構として、発生した負電荷を中和するためのカ
ウンターイオンを透過するカウンターイオンチャネルが必要であると推測されてきた。しかし
ながら、カウンターイオンチャネルの実体については最近まで不明であった。 
京都大学の竹島浩教授のグループは、小胞体及び核膜に局在する新規分子として TRIC

（trimeric intracellular cation）チャネルを 2007 年に同定した（Yazawa et al., Nature, 
2007）。動物組織には TRIC-A（TMEM38A）及び-B（TMEM38B）の 2 種類のサブタイプが独自パタ
ーンで分布しており、多くの細胞系で両者の共発現が観察される。TRIC チャネルは分子量約
33kDa でホモ三量体を形成する。また、電気生理学的解析から細胞内膜系において主に K+透過
性チャネルとして機能することが示された。竹島浩教授のグループはこれまでに遺伝子欠損マ
ウスを用いた機能解析を精力的に行い、胎生致死を示す両サブタイプ完全欠損（TRIC-DKO）マ
ウス心筋細胞において RyR からの Ca2+放出が減弱することで心筋小胞体において Ca2+オーバー
ロードが生じること（①Yazawa et al., Nature, 2007）、TRIC-B 欠損マウス II 型肺胞上皮細
胞での IP3R からの Ca2+放出が減弱することで、最終的にサーファクタントの合成・分泌が障害
され呼吸不全により新生致死を示す
こと（②Yamazaki et al., Development, 
2009）、さらには TRIC-A 欠損マウス骨
格筋において RyR を介した Ca2+放出
（Ca2+スパーク頻度）が減少すること
で異常な筋収縮が観察されること（③
Zhao et al., J. Biol. Chem., 2010）
などを明らかにした。以上より、TRIC
チャネルは小胞体からのCa2+放出と連
動して機能するカウンターイオンチ
ャネルであることが強く示唆さてい
る（図 1）。 
 
申請者はこれまで、TRIC チャネルサブタイプ欠損マウスを用いて TRIC チャネルの詳細な機

能解析を行ってきた。TRIC-B は全身に普遍的に発現しており、その欠損マウスが致死性を有す
るのに対し、脳や心臓、骨格筋に豊富に発現している TRIC-A を欠損したマウスが致死性を示さ
ないことから推測できるように、各組織・細胞において TRIC-A に比べて TRIC-B の方がより重
要な役割を担っている可能性が高いことが考えられる。また TRIC-A 欠損マウスを用いた機能解
析は骨格筋（③Zhao et al., J. Biol. Chem., 2010）、平滑筋（④Yamazaki et al., Cell Metab., 
2011）及び心筋（⑤Zhou et al., Circ. Res., 2014）など進展しているのに対して、TRIC-B
欠損マウスの解析は、上述したように II 型肺胞上皮細胞における IP3R からの Ca2+放出障害に
よりサーファクタントの合成・分泌が抑制され肺胞形成不全の結果、呼吸困難で出生直後に死
亡してしまう（②Yamazaki et al., Development, 2009）ため、成獣での解析が困難な状況で
ある。これを解決するためには、各種細胞特異的なコンディショナル TRIC-B 欠損マウスの作製
が不可避である。 
 
２．研究の目的 
申請者のグループにて見出された小胞体 TRIC チャネルサブタイプ（A及び B）は、RyR や IP3R

からの Ca2+放出と連動して機能するカウンターイオンチャネルである。興奮性組織に豊富に発
現する TRIC-A とは異なり組織普遍的に発現している TRIC-B は小胞体 Ca2+放出を多種多様な細
胞において支え、様々な生命現象の基礎を成しているがことが推測される。本研究では、肺胞
形成不全により呼吸困難で出生直後に死亡してしまうコンベンショナル TRIC-B 欠損マウスに
代わり、各種細胞特異的（コンディショナル）TRIC-B 欠損マウスを作製し、心臓機能における
TRIC-B の機能的役割の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）コンディショナル Tmem38b 欠損マウスの作製 
EuMMCR（European Mouse Mutant Cell Repository）より Tmem38b 遺伝子のコンディショナル

ポテンシャルを有する（図 2 上から 2段目）ES 細胞を購入し、実験動物中央研究所にて受精卵
へのインジェクションおよび胚移植を行い、キメラマウスを得た。その後、ターゲッティング
ベクター上の FRT 配列に挟まれた LacZ および Neo 遺伝子を除去する目的でフリッパーゼ（Flp）
のインジェクションを行い、flox マウスを得た（図 2 上から 3 段目）。各種遺伝子型は図 2 に

図 1 小胞体における TRIC チャネル 
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図 3 Tmem38b flox/flox-Myh6 Cre+/-マウスの遺伝子型判定 

ある矢印の部分にて作成した。また PCR 産物の長さは図 2の A～Cの通りである。 

 
 
（2）心臓特異的 Tmem38b 欠損マウスの作製 
ジャクソンラボよりタモキシフェン

の投与により心臓特異的にCreを発現さ
せることのできる雄マウス（Myh-Cre/+）
を購入した。雄マウスより精子を採取し、
Tmem38b flox/+マウスの雌マウスより採
取した卵と人工授精し、胚移植を行った。
出生したマウスの遺伝子型をゲノム DNA
の PCR に よ っ て 調 べ 、 Tmem38b 
flox/+-Myh Cre/+の個体を得た。その後、
Tmem38b flox/+-Myh Cre/+と Tmem38b 
flox/+のマウスを交配させて、Tmem38b 
flox/flox-Myh Cre/+のマウスを得た（図 3、1,2,5 の個体）。 
 
（3）Tmem38b 欠損 ES 細胞の作製 
Tmem38b欠損ES細胞株の作製にあたり、まずCRISPR/Cas9システムを用いるためのguide RNA 

(gRNA)の候補配列を決定した。決定したデザインに基づき、gRNA-Cas9 発現ベクターを構築し、
HEK293T 細胞内でのターゲット配列切断活性評価を行った。次いで、ターゲット配列切断活性
評価を行った gRNA-Cas9 発現ベクターをエレクトロポレーション法により ES 細胞（C57BL/6N
由来 RENKA 株）に導入し、24 時間後から puromycin による薬剤選択培養（2日間）を行った後、
ES 細胞コロニーを Tmem38b 欠損 ES 細胞コロニーとして単離しダイレクトシークエンスにより
目的とする遺伝子変異が導入されているか検出した。遺伝子変異検出の結果、目的の遺伝子配
列が導入されているクローンを拡大培養した。 
 
（4）ES 細胞の中枢神経系細胞系譜への分化誘導 
マイトマイシン C を処理した STO 細胞をフィーダー細胞として使用し、フィーダー上に ES

細胞を播種し、LIFを添加した。セミコンフルエントになったらES細胞をトリプシンで剥離し、
低接着シャーレに継代した。レチノイン酸（0.01 µM）を添加して 4 日間培養することで、EB
（Embryoid body）が形成される。一度 EBを分散し、FGF-2 および 2% B27 存在下で 1週間浮遊
培養した。1週間後、形成されたニュ-ロスフェアをマトリゲルコートしたディッシュに播種し
て、接着培養を行い播種翌日に FGF-2 除去培地に交換することで、中枢神経系細胞系譜への分
化誘導を行った。 
 
４．研究成果 
（1）コンディショナル Tmem38b 欠損マウスの作製 
研究方法に記載したとおり、心臓特異的 Tmem38b 欠損マウスの作製を完了した。タモキシフ

ェンにより Cre が誘導するシステムのため、タモキシフェン（50 mg/kg/日、3日間、合計 150 

 
図 2 コンディショナル Tric-b 欠損マウスの作製方法 



mg/kg）を腹腔内投与し、投与 2週間および 4週間後に心臓特異的に TRIC-B の発現が低下した
か確認を行った。発現量が変化しないネガティブコントロールとしては TRIC-B 発現量の多い、
骨格筋を用いた。しかしながら、TRIC-B の発現低下は観察されなかった。タモキシフェンの効
果が十分でないと考え、投与量を変更（2 mg/マウス/日、5日間、合計 10 mg/マウス）して実
施した。その結果、タモキシフェン処置 5日後の心臓において遺伝子レベルが 1/10 程度に減少
していることを確認した。 
 

（2）Tmem38b 欠損 ES細胞を用いた中枢神経系細胞系譜への分化過程における TRIC-B の役割の
解明 
ニューロスフェアまでの分化過程において Tmem38b 欠損の影響がないかを検討するため、野

生型および Tmem38b 欠損 ES 細胞を Neural stem cell へ分化した。その結果、Tmem38b 欠損 ES
細胞においてニューロスフェア形成障害が示唆された。特にサイズの大きなニューロスフェア
の形成が障害されていることが明らかとなった。次いで、ニューロスフェアの継代を重ねてい
くことで、次第にグリア細胞へ分化する割合が多くなるニューロスフェア法により、それぞれ
マウス発生初期神経幹細胞、発生後期神経幹細胞、出生後神経幹細胞としての特徴を有してい
る一次、二次、三次ニューロスフェアを作製した。それらを、神経幹細胞マーカーである Nestin、
アウトロサイトマーカーである GFAP、神経細胞マーカーである tubulin、オリゴデンドロサイ
トマーカーである O4で免疫染色し、野生型と Tmem38b 欠損 ES 細胞における各マーカー陽性細
胞の割合を算出した。その結果、Tmem38b 欠損 ES細胞では、神経幹細胞の割合が高く、神経細
胞、アストロサイトおよびオリゴデンドロサイトの割合が低いことが明らかとなった。このこ
とは、Tmem38b の欠損により未分化状態が維持される、あるいは分化過程に異常をきたしてい
る可能性を示唆している。 
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