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研究成果の概要： 
 平滑筋細胞の収縮はCaチャネルから流れ込むCa2+量に依存し、収縮に必要なCa流入に関与

するL型とL型の制御を行うT型に分けられる。平滑筋細胞にはα1G及びα1Hの 2 種のT型Ca
チャネルが存在し、妊娠経過や病態によって発現量が変化する。両T型Caチャネルは近似した

チャネル特性を持つが、クモ毒であるProTx-Iはα1Gに特異的な抑制を示す。このことから、

両T型Caチャネルが共存することで、毒物等の侵入による機能不全を回避するシステムを構成

していると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
：平滑筋細胞に T 型電位依存性 Ca チャネル
が存在しているが、平滑筋細胞は T 型 Ca チ
ャネルの活性化には適していない環境下に
あると信じられてきたため、その存在意義に
ついては疑問視されてきた。T 型 Ca チャネ
ルのうちα1H は消化管や心筋などの末梢組
織に多く分布することが知られており、α1G
やα1I とは組織分布に大きな違いがある。特

定の平滑筋組織において特定のサブタイプ
が発現するという事実は、平滑筋組織におけ
る T 型 Ca チャネルの役割を十分推測させる
ものである。α1H の電気生理学的な性質も
静止膜電位の浅い平滑筋細胞で機能しやす
い特徴を持っており、何らかの役割を持つと
思われる。 
 子宮筋を用いた私たちのこれまでの研究
でも妊娠時期によってT型チャネル亜型の発



現パターンが異なることがわかり、細胞のラ
イフサイクルに何らかの役割を果たすこと
を強く示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
興奮性の強い消化管及び内臓平滑筋細胞を

用いて、RNA干渉およびアンチセンスによる

T型Caチャネル発現阻害効果及びチャネル

クローニングによる平滑筋細胞特異的T型

チャネルの同定とその機能を測定し、平滑

筋細胞におけるT型Caチャネルの役割を明

らかにし、その生理学的意義を検討する。 

 
 
３．研究の方法 
1. RNAi(RNA interference; RNA干渉)によ

るT型Caチャネル発現阻害効果 

 RNAiは、配列のわかっている遺伝子を破

壊することができる為、遺伝子機能の解析

に有効であり、また、細胞への導入量が少

量の割に比較的長時間効果が持続する特

徴を持つため、今回の研究遂行の手段とし

て最適と考えた。まず、ラットα1H 及び

α1G T型Caチャネルの遺伝子配列データベ

ース（Genbank）よりダウンロードし、を

それぞれのサブタイプ特異的なsiRNAオリ

ゴヌクレオチド配列の分子設計をTuschl

らの方法に従って行う。その配列と相補的

な配列と合わせて二本鎖DNAを作り、これ

をBD Knockout RNAi System (Clontech社)

を用いて、pSIRENベクターにライゲーショ

ンする。構築したベクターを大腸菌に導入

して陽性プラスミドクローンを取得し精

製する。その後、アデノウィルスの発現シ

ステムを用いて（同社）この配列をAdeno-X 

Expresssion ベクターに移す。組み換え

アデノウィルスDNA精製後、PacIで消化し

た後、HEK293細胞に導入しウィルス産生後

回収して、siRNAオリゴヌクレオチド配列

をもつ組み換えアデノウィルスを作製す

る。 

 

2. アンチセンスオリゴヌクレオチドによ

るT型Caチャネル発現阻害効果 

 α1H 及びα1G T型Caチャネルのそれぞれ

のサブタイプ特異的なアンチセンスオリ

ゴヌクレオチド配列の分子設計を定法に

従って行う。ネガティブコントロールとし

て、センス配列、ミスマッチ配列を用いる。

合成オリゴヌクレオチドは、Fugene6トラ

ンスフェクション試薬を用いて、平滑筋組

織の初代培養細胞に導入し、電気生理学的

手法によって、T型Caチャネルの機能を検

討する。 

 
3. T型Caチャネル特異的チャネル遮断薬

による機能阻害効果 

 ジヒドロピリジン系Ca拮抗薬はL型Caチ

ャネル阻害薬としての特異性が高く、平滑

筋細胞における概略的にL型Caチャネルの

機能を評価する方法として、最も簡便な機

能評価法である。現在のところ、T型Caチ

ャネルに特異的な遮断薬は報告されてい

ないため、薬理学的な機能評価法を用いる

ことができない。そのため、今後の研究の

進展を考えると、T型Caチャネル特異的阻

害薬の開発が求められる。既存のT型Caチ

ャネルに高親和性を持つチャネル遮断薬

の特異性を検討し、T型Caチャネルの機能

評価を目的とした研究への有用性につい

て検討する。 

 T型Caチャネルの機能評価は電気的特性

を指標とするのが最も合理的である。また、

他のCaチャネルが大量に発現する平滑筋

等の興奮性細胞では測定誤差が発生し、T

型Caチャネルの機能評価が困難であるた

め、本研究ではXenopus Oocytesにα1Gお

よびα1H cRNAを注射し、十分なT型Caチャ

ネル電流が出現する状態を作成し、実験を

行った。また、α1G-α1Hキメラチャネル

を作成し、より詳細な検討を行った。 

 

 
４．研究成果 

 平滑筋細胞に T 型電位依存性 Ca チャネル

が存在しているが、平滑筋細胞は T 型 Ca チ

ャネルの活性化には適していない環境下に

あると信じられてきたため、その存在意義に

ついては疑問視されてきた。T型 Ca チャネル

のうちα1H は消化管や心筋などの末梢組織

に多く分布することが知られており、α1G や

α1I とは組織分布に大きな違いがある。特定

の平滑筋組織において特定のサブタイプが

発現するという事実は、平滑筋組織における

T型Caチャネルの役割を十分推測させるもの

である。妊娠ラット子宮筋における Ca チャ

ネル発現の計時的変化を調べた研究(Ohkubo 

et al., Gynecol. Obstet. Invest., 

59:80-85,2005)でも、よく知られている L型

Caチャネルの妊娠末期の変化と連動してT型

Ca チャネルの変動も起こること、また、妊娠

中期では L 型 Ca チャネルとは独立に変動す

ることを見つけた。また、T型 Ca チャネルの

サブタイプについては、α1G、α1H、α1I の

3 種のうち、α1G、α1H の 2 種が発現し、α

1I の発現は無視できた。しかし、ラット妊娠



子宮縦走筋はα1G 及びα1H は平行して発現

量の変化が起こるのに対し、輪走筋ではα1G

の発現量のみが変化し、α1H 発現量は妊娠時

期に影響されないなど、両サブタイプは独立

した機能を持つよりは、むしろ統合的に働く

可能性が考えられた。 

 こうした発現サブタイプの変化は、高電位

依存性 Ca チャネル間でも確認することがで

き、機能変化に結びついていることを確認す

ることができる。本研究ではストレプトゾト

シンで知覚過敏症状を誘発した糖尿病ラッ

トを用いて、脊髄後根部のα1A，α1B サブタ

イプの発現変化を調べた。その結果、ラット

脊髄後根では α1A サブユニットの発現量

が有為に増加しているが、α1B の発現量には

統計的な有為さが見られないことがわかっ

た。また、脊髄細胞ではα1A 、α1B とも統

計的な発現量増加は認められなかった。また、

これらの変化は細胞の種類とも密接に関連

しており、脊髄後根細胞を大きさによって 3

群に分類して計測したところ、大細胞（25µm

以上）数は減少し、小細胞（15µm 以下）数が

増加することが判明した。(Umeda et al., 

Life Sci., 79: 1995-2000, 2006)。これら

の結果は、Caチャネルサブタイプの発現量変

化が機能異常と密接に関連していることを

示している。また、細胞種（大細胞、小細胞）

の変化を伴うことから、Caチャネル発現量の

変化は細胞の形質変化（形態変化及び機能変

化）に伴って誘導される可能性が示唆された。  

 そこで、T型 Ca チャネルサブタイプの発現

を RNA干渉およびアンチセンス法を用いて実

施することを企図したが、α1G とα1H チャ

ネルの電気生理学的特性が類似しているこ

とから、機能検出法の確立が必要と考え、ま

ず、両チャネルの特性の違いを薬理学的手法

を用いて検出することとした。mibefradil を

はじめとする従来の T 型 Ca チャネル遮断薬

は T 型チャネル抑制作用が他の Ca チャネル

抑制作用よりも強いことが報告されている

が、α1C を始めとする高電位依存性 Ca チャ

ネル特性作用も有しており、薬理学的検索に

は利用できなかった。また、T型 Ca チャネル

サブタイプであるα1G とα1H に対する親和

性は同等であり、T型 Ca チャネルサブタイプ

の機能を検討する本実験には利用できなか

ったが、T型 Ca チャネルに高い選択的抑制作

用を有するクモ毒（ProTx-I）が発見され、T

型 Ca チャネルサブタイプの機能評価を行え

る可能性が考えられたため、まず、ProTx-1

の両サブタイプ（α1G およびα1H）に対する

効果を検討した 

 cRNA を enopus Oocytes に注射して得られ

たα1G およびα1H チャネル電流はともに、

負の電位側で最大開口となり、典型的な電流

-電圧曲線を示す電流を惹起した（保持電位

-110mV）。α1G およびα1Hチャネル電流は類

似の電流特性を示し、得られた電流特性から

両者を区別することは困難であった。

ProTx-I は 10nM 以上の濃度でα1G 電流を濃

度依存性に抑制した。しかし、高濃度（1µM）

の ProTx-I を投与しても、急激なα1G電流抑

制作用は認められず、薬物除去を行っても、

電流量の回復は部分的であった。一方、α1H

電流は 1µM以上の濃度で抑制効果が認められ

た。α1G 電流抑制と比較し、効果の出現は迅

速であり、薬物除去後の回復は完全であった。

α1G およびα1H 電流に対する ProTx-I の相

対的抑制効果はα1Gに140倍高い親和性を示

した。 

 この親和性の違いは薬理学的な機能検索

が ProTx-Iを用いることによって可能となる

ことを示しており、RNA 干渉法やアンチセン

ス法と比較して、概略評価の方法として簡便

であり、確実な方法と思われた。低濃度の

ProTx-I（0.1µM 以下）ではα1G の機能を抑

制された変化の中に見つけることが可能で

あり、高濃度の ProTx-I（10µM）でα1G およ

びα1H を抑制した後、ProTx-I を除去するこ

とによってα1H の機能が評価できることが

示唆された。α1G およびα1H キメラチャネ

ルを作成して、更に検討したところ、ProTx-I

のα1G 選択的な抑制作用は Domain IV S3-S4 

linker 部を取り替えることによって消失す

ることから、ProTx-I のチャネル結合にはこ

の部位が不可欠であると思われた。 

 細胞は所属する組織に応じて、発現する Ca

チャネルのサブタイプを変化させている。し

かし、それらの Ca チャネルの一義的な役割

は細胞内への Ca 流入装置としてであり、電

流特性が類似するチャネルを複数種用意す

る意義は不明である。しかし、今回のクモ毒

である ProTx-Iを用いた研究から示唆される

ことは、α1G およびα1HT 型 Ca チャネルが

共存することで、毒物等の侵入による機能不

全を回避するシステムを構成しているので

はないかと考えられることである。 
 本研究は当初 RNA 干渉法やアンチセンス

法を用いて欠損実験を行い、期待される機能

消失の中から、チャネル機能を推定すること

を考えていたが、妊娠中期、後期に大量に産

生されるタンパク質の中にチャネル毒性を

持つものがあるかを検索し、生命機能を維持

するためのSafety netの構成という観点から、

T 型 Ca チャネルの生理学的意義を再度検討

していく。 
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