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研究成果の概要（和文）：ATP産生部位であるミトコンドリアは、細胞質Ca2+の貯蔵場所としても働く。これま
でに、ミトコンドリアNa+/Ca2+交換体（NCLX）遺伝子欠損マウスを開発し、低濃度アゴニストによる血管収縮反
応が特徴的に抑制されることを見出した。本研究では、遺伝子改変マウスおよびCa2+センサーの作製により、血
管機能調節におけるミトコンドリアCa2+輸送体の分子制御機構の解明を試みた。MCU欠損マウスの血管収縮反応
は野生型マウスと同程度であり、Ca2+汲み出しが重要であることが示された。さらに、これら遺伝子改変マウス
を用いた各種血管病モデルの作製により、その病態機序にNCLXが関わる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria, the crucial organelle in ATP production, can act as a Ca2+ 
sink. Ca2+ enters mitochondria mainly via MCU, a mitochondrial Ca2+ uniporter, and is extruded by 
mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger (NCLX). We created NCLX knockout mice and organelle-specific Ca2+ 
sensor to study the role of NCLX in vascular function and vascular diseases. Phenylephrine-induced 
vasoconstriction were suppressed in NCLX knockout mice compared with wild-type and MCU knockout 
mice. In this study, we also found that mitochondrial Ca2+ efflux via NCLX contribute to 
pathophysiology in vascular diseases.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアはATPを産生する重要なオルガネラであるとともに、アポトーシスの誘導、活性酸素種（ROS）の
生成など、細胞の生死に関わる多彩な機能を担っている。ミトコンドリアの形態や機能の変化と細胞機能や病態
への関与など多くの研究がなされているが、ミトコンドリアCa2+動態とその機能的役割についてはこれまで明ら
かになっていない。本研究により、ミトコンドリアから細胞質へのCa2+放出が平滑筋収縮に機能的に働くことが
示された。また、NCLXを介したCa2+放出が血管病に関与することが分かり、血管病の治療標的として期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血管平滑筋細胞において、細胞内 Ca2+動態は、筋収縮、細胞の分化や増殖などの細胞機能に重要
な役割をしており、細胞膜やオルガネラに発現する Ca2+チャネルや輸送体により精密に制御されている。
平滑筋細胞にアゴニストなどの刺激が入ると、電位依存性 Ca2+チャネルや受容体作動性 Ca2+チャネル
を介して細胞内に Ca2+が流入し、それによって筋小胞体からの Ca2+遊離が惹起される。その後、増加し
た Ca2+は細胞膜の Na+/Ca2+交換輸送体（NCX）や Ca2+ポンプによって細胞外に汲み出されたり、筋小
胞体の Ca2+ポンプによって筋小胞体に取り込まれたりして、増加した細胞質 Ca2+濃度が元のレベルに
戻り、筋収縮などの反応が終結する。 
ミトコンドリアは ATP を産生する重要なオルガネラであるとともに、アポトーシスの誘導、活性酸素種
（ROS）の生成など、細胞の生死に関わる多彩な機能を担っている。また、ミトコンドリアは細胞内 Ca2+上
昇を緩衝するために高濃度 Ca2+を貯蔵できることが報告されている。ミトコンドリア内の Ca2+濃度が増大
すると、ATP 産生やアポトーシスが促進することが知られているが、細胞質 Ca2+のミトコンドリアへの取り
込みや、ミトコンドリアから細胞質への Ca2+放出が、細胞の生理機能や病態にどのように関与しているの
かはよく理解されていない。ミトコンドリア内のCa2+濃度は、Ca2+流入系とCa2+排出系のミトコンドリアCa2+

輸送体の輸送バランスによって制御されているが、近年、ミトコンドリア Ca2+輸送に関わる構成分子が相
次いで同定された。ミトコンドリアへの Ca2+流入は、主にミトコンドリア Ca2+ユニポーター（MCU）が関与し
ていること（Nature 476:336-340, 2011）、また、ミトコンドリアからの Ca2+排出には、ミトコンドリア Na+/Ca2+

交換体（NCLX）が重要な役割を果たすことが報告された（PNAS 107:436-441, 2010）。最近、MCU欠損
マウスの特性が報告されたが、心血管機能はほぼ正常であり、心筋虚血/再灌流障害に対して保護的
であることが示された（Nat Cell Biol 15:1464-1472, 2013; Cell Reports 12:15-22, 2015）。一方、NCLX欠
損マウスの血管系における表現型については未だ報告がない状況であり、ミトコンドリア Ca2+輸送体
（MCU, NCLX）の生理学的・病態学的役割についてはまだ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 血管平滑筋の収縮や血管平滑筋細胞の分化・増殖において、細胞内 Ca2+シグナルが重要であ
ることは以前よりよく知られているが、近年では、Ca2+シグナルが時間的および空間的に巧みに
制御されており、生理機能の発現・制御や病態形成に重要な役割をしていると考えられている。
ミトコンドリアは ATP産生の場としてだけではなく、Ca2+貯蔵庫としての役割もしており、細
胞の生死を司る重要なオルガネラとして注目されている。特に、血管系での ATP産生や細胞内
Ca2+濃度調節は平滑筋収縮機能の維持に必須である。ミトコンドリアの Ca2+制御機構の解明は
血管系の機能維持や病態生理を理解する上で重要であり、血管病の創薬標的としても非常に興
味深い。本研究では、ミトコンドリア Ca2+輸送体（MCLX、MCU）の遺伝子改変マウスおよび
ミトコンドリア Ca2+蛍光プローブを作製し、血管平滑筋細胞におけるミトコンドリア Ca2+動態
が血管機能や血管病にどのように関与するのかを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）NCLX遺伝子欠損マウスの作製 
 NCLXの野生型ゲノム断片をクローニングし、その exon1および exon2にネオマイシン耐性遺
伝子（neo）を挟んだ配列を挿入した相同組換え用のターゲティングベクターを構築した。ES細
胞にターゲティングベクターを導入し、相同組換えを起こした ES細胞を選択して、常法に従い
マウス初期胚に導入し、キメラマウスを得た。キメラマウスと C57BL/6Jマウスとの交配により
NCLXヘテロマウスを得た。さらにヘテロマウス同士の交配により、NCLXホモノックアウトマ
ウスを得た。遺伝子欠損の確認は、尻尾より抽出したゲノム DNAを用い、PCR法により解析し
た。さらに、野生型およびホモノックアウトマウスの胸部大動脈を摘出し、定量的リアルタイム
PCRを行い、ホモノックアウトマウスの血管において NCLX 遺伝子発現がほぼ完全に抑制され
ていることを確認した。また、平滑筋α-アクチンプロモーターを用いることにより、血管平滑
筋特異的 NCLX高発現マウスを作製した。 
 
（2）MCU遺伝子改変マウスの作製 

MCU の野生型ゲノム断片をクローニングし、その exon5 および exon6 にネオマイシン耐性遺
伝子（neo）を挟んだ配列を挿入した相同組換え用のターゲティングベクターを構築した。ES細
胞にターゲティングベクターを導入し、相同組換えを起こした ES細胞を選択して、常法に従い
マウス初期胚に導入し、キメラマウスを得た。キメラマウスと C57BL/6Jマウスとの交配により
MCUヘテロマウスを得た。さらに、ホモノックアウトマウスを得るためにヘテロマウス同士を
交配したが、MCUホモノックアウトマウスは胎生致死であった。したがって、実験にはMCUヘ
テロマウスを用いた。遺伝子欠損の確認は、尻尾より抽出したゲノム DNAを用い、PCR法によ
り解析した。 
 
４．研究成果 
（1）アゴニスト収縮反応におけるミトコンドリア Ca2+制御機構の関与 
 NCLXノックアウトマウスは成獣まで成長し、体重、無麻酔下での収縮期血圧および心拍数は
野生型マウスと比較してほとんど差がなかった。野生型およびホモノックアウトマウスの胸部
大動脈を摘出し、定量的リアルタイム PCR を行い、ホモノックアウトマウスの血管において



NCLX 遺伝子発現がほぼ完全に抑制されていることを確認した。また、MCU、SERCA2 および
RyR2の遺伝子発現についても解析したが、両マウス間で有意な差はみられなかった。NCLXノ
ックアウトマウスに麻酔下でα1受容体アゴニストを静脈内投与したときの血圧の上昇は、野生
型マウスに比べて有意に低下した。NCLX ノックアウトマウスの大動脈リング標本を用いてα1

受容体アゴニストによる血管収縮反応を比較したところ、その用量反応曲線は野生型マウスに
比べて右側にシフトしており、NCLXノックアウトマウスではα1受容体アゴニストに対する血
管収縮反応が低下することが分かった。一方、MCUノックアウトマウスを用いて同様の検討を
行った結果、MCU ノックアウトマウスではα1 受容体アゴニストによる血管収縮が野生型マウ
スと同程度であった。これらの結果より、NCLXがアゴニストによる血管収縮に関与しているこ
とが示された。また、α1受容体アゴニスト刺激時の血管平滑筋の細胞内 Ca2+濃度変化を測定し
たところ、Ca2+-free 条件下での細胞内 Ca2+上昇が NCLX ノックアウトマウスの大動脈で抑制さ
れた。また、カフェイン添加時の細胞内 Ca2+上昇も NCLX ノックアウトマウスで低下したこと
から、筋小胞体の Ca2+の低下がα1受容体アゴニスト収縮抑制の機序の一つであると考えられる。
また、NCLXノックアウトマウスを用いて幾つかの血管病モデルを作製したところ、野生型マウ
スの場合と比べて病態の進行に有意な差がみられたことから、現在詳細なメカニズムを解析中
である。 
 
（2）蛍光 Ca2+センサーを用いたオルガネラ Ca2+の測定 
オルガネラ蛍光 Ca2+センサー（CEPIA）の変異部位およびミトコンドリア・筋小胞体局在配列
（Nat Commun 5:4153, 2014）を高蛍光強度・高速の赤色 Ca2+センサーR-CaMP2（Nat Methods 12:64-
70, 2015）に導入・付加することにより、改良型 CEPIA（R2-CEPIAmt，R2-CEPIAer）を独自に作
製した。これら Ca2+センサーを血管平滑筋細胞 A7r5に導入し、細胞質（緑色 GCaMP6）－ミト
コンドリア（赤色 R2-CEPIAmt）間および細胞質（緑色 GCaMP6）－筋小胞体（赤色 R2-CEPIAer）
間の Ca2+シグナルの 2 色同時測定を行い、細胞質 Ca2+とオルガネラ Ca2+の同時測定が可能であ
ることを検証した。本研究期間中に R2-CEPIAmt、R2-CEPIAerおよび GCaMP6を血管平滑筋特
異的に発現導入した可視化マウスを作製した。 
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