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研究成果の概要（和文）：本研究では心臓特異的なTRIC-B-KO（cKO）マウスを作製し、心臓におけるTRIC-Bの機
能を検討した。cKOマウスは生後30～60週で死亡することがわかった。12～40週齢で種々の解析を実施したとこ
ろ、12週齢以上で血中トロポニン濃度が有意に高く、また20週齢以上で著しい心筋線維化を示し、30週齢以上で
心重量が増加した。さらに、40週齢で体重の減少、心筋細胞の変性、心房血栓を示した。心収縮機能を心エコー
計測で調べたところ、30週齢以降で心機能の低下が観察された。以上の結果は、12週齢の段階ですでにcKO心筋
細胞において何らかの異常が生じているものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：We generated cardiac-specific TRIC-B-KO (cKO) mice and investigated the 
function of TRIC-B in the heart. We found that cKO mice die 30-60 weeks of age. To confirm changes 
over time in the heart, we performed histopathological analysis at 12-40 weeks of age. We found that
 cKO mice had significantly higher blood troponin levels than wild-type mice > 12 weeks of age. cKO 
mice also showed marked cardiac fibrosis > 20 weeks of age and increased heart and lung weight > 30 
weeks of age. Moreover, cKO mice showed decreased body weight, cardiomyocyte degeneration, and 
atrial thrombus at 40 weeks of age. Since these findings indicated heart failure-like pathology, 
echocardiographic examination of cardiac contractile function revealed a decrease in cardiac 
function after 30 weeks of age. These results suggest that at 12 weeks of age, there is already some
 abnormality in cKO cardiomyocytes.

研究分野： 生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、小胞体カウンターイオンチャネルである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。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

細胞内 Ca2+濃度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て

おり、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している。細胞

内小器官の 1 つである小胞体には、リアノジン受容体（RyR）とイノシトール三リン酸受容体

（IP3R）の 2 つの Ca2+放出チャネルの存在が知られている。IP3R はリン脂質代謝の亢進で生成

される IP3 により活性化する。一方で、RyR はサブタイプによって電位変化や細胞内 Ca2+濃度

上昇、NO などによって活性化することが知られており、臓器によって異なる制御機構が存在

する。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

に負電荷が発生する（Coronado & Miller, Nature, 1980）。負電荷の存在下では、陽イオンであ

る Ca2+の放出が阻害されることが推測される。そのため持続的な Ca2+放出が効率良く機能す

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（Meissner et al., Mol Cell Biochem., 1983; Kourie et al., 
Biophys. J., 1996）。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。 
2007 年、小胞体及び核膜に局在し主に K+透過性チャネルとして機能するカウンターイオン

チャネルである TRIC（trimeric intracellular cation）チャネルが同定された（Yazawa et al., Nature, 
2007）。動物組織には TRIC-A 及び-B の 2 種類のサブタイプが分布しており、骨格筋、心筋、

神経細胞、平滑筋細胞などで両者の共発現が観察される。また、上述の通り、電気生理学的

解析により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。研究

代表者はこれまで TRIC チャネルの遺伝子改変マウスを用いた機能解析を精力的に行ってき

ており、TRIC チャネルが小胞体からの Ca2+放出に連動して機能するカウンターイオンチャネ

ルであることを複数の細胞・臓器で示してきた（表 1）。しかしながら、TRIC チャネルに A と B
の 2 つのサブタイプが存在する理由や、サブタイプ間の機能的差異の有無、また心筋細胞や

神経細胞などにおける働きなど不明な点が多く残されている。そこで本研究では、TRIC チャ

ネルに焦点を当てた小胞体 Ca2+シグナリングメカニズムの解明により上記の問題解決を目指

した。 
 
表 1 申請者が報告した TRIC チャネル欠損マウスにおける表現型と原因臓器・細胞 

欠損マウス 表現型 
原因臓器 
・細胞 

参考文献 

TRIC-B 
新生致死 

（肺胞形成不全） 
肺 Yamazaki et al., Development, 2009 

TRIC-A 異常収縮 骨格筋 Zhao et al., J Biol Chem, 2010 

TRIC-A 高血圧 
血管 
平滑筋 

Yamazaki et al., Cell Metab, 2011 
Tao et al., J Biol Chem, 2013 

TRIC-B 骨形成不全症 骨 Zhao et al., Sci Signal, 2016 
TRIC-Bflox Myh6Cre ??? 心臓 本研究により解明を目指す 

 
２．研究の目的 

本研究では、心筋細胞におけるTRIC-Bの機能的役割の解明を目的とする。心筋細胞には

TRIC-B のみならず TRIC-A も発現していることから、心筋細胞における TRIC-A と TRIC-B の

機能的差異についても明らかにできると考える。TRIC-B は TRIC-A に比べると組織発現は全

身で普遍的であり、多くの組織・細胞において重大な機能を担っている可能性が高い。しかし

ながら、TRIC-B 欠損マウスが II 型肺胞上皮細胞での Ca2+放出減弱により、サーファクタント

の合成・分泌が障害され呼吸不全から新生致死に至ること（Yamazaki et al., Development, 
2009）から、成獣での解析は現状では困難である。この問題を解決するにはコンディショナル

TRIC-B 欠損（TRIC-B floxed）マウスの作製が不可避であり、研究代表者はその作製を進めて

きた。心臓特異的に Cre を発現する Myh6-Cre マウスとの交配によりタモキシフェン誘導型（タ

モキシフェン投与により Cre が発現）の心臓特異的 TRIC-B 欠損マウスの作製も同時に進めて

おり、作製が完了したところである。本研究では、この心臓特異的な TRIC-B 欠損マウスを用

いて心筋細胞における TRIC-B の機能的役割の解明を目指す。 



 
３．研究の方法 
マウス 

図 1 の よ う な Original 
EUCOMM 配列を有するマウス

Tmem38b の Conditional 
potential を有する ES 細胞を

EUCOMM より複数株購入し

た。ES 細胞を 1 x 107細胞程度

に増殖させた後にマウス受精卵

（胚盤胞）にマイクロインジェクシ

ョンを行い、偽妊娠レシピエント

マウスへ移植した。EUCOMM
配列はエクソン 3 とエクソン 4 の

間に loxP配列を有するため、図

1 の黒矢印で示すプライマーの

PCR によって、生まれてきたマ

ウス（F0）が野生型（+/+）かキメ

ラマウス（+/KO）かを判定可能である（図 1A）。その後、F0 のキメラマウスのみを用いてホモマ

ウス（KO/KO）作出した。EUCOMM 配列には、ES 細胞の薬剤セレクションのために NeoR 遺

伝子を組み込んでいる。しかし、NeoR 遺伝子発現による影響等を考慮すると余分な遺伝子は

除外することが望ましい。そのため、Flp リコンビナーゼ酵素を発現する CAG-Flp トランスジェ

ニックマウスとホモマウス（KO/KO）を交配し、Flp リコンビナーゼ酵素により、2 つの FRT 配列

で組換が起こり、間に挟まれた NeoR 遺伝子を離脱させた（図 1、Conditional allele）。遺伝子

型判定では、野生型（+/+）と Flp ヘテロ（+/Flp）、ホモ Flp（Flp/Flp）を水色の矢印部分のプライ

マーにて判定可能である（図 1B）。さらに、EUCOMM 配列中の lacZ 配列を認識するため、

Conditional allele がヘテロ（KO/Flp）の場合にはバンドが検出され、ホモ（Flp/Flp）の場合には

バンドが検出されないようにプライマーを設計した（図 1C）。 
Conditional allele をホモで有するマウスの作出後、心臓特異的に loxP 配列で挟まれた

Tmem38b のエクソン 3 を脱落させるため、心筋細胞特異的に発現する Myh6 プロモーター制

御下で Cre リコンビナーゼを発現する Myh6-Cre トランスジェニックマウス（Jackson laboratory、
B6.FVB-Tg(Myh6-cre)2182Mds/J）を交配し、Flp/Flp, Myh6-Cre（cKO）マウスを作出した。この

マウスの遺伝子型判定には、5’末端を水色矢印部分のプライマー、3’末端を黒色矢印部分の

プライマーで遺伝子を増幅することで、野生型（917 bp）、Conditional allele（1124 bp）、Myh6-
Cre リコンビナーゼ発現（241 bp）の判定が可能である（図 1D 上段）。なお、出生時の遺伝子

型判定には指を用いており、Cre リコンビナーゼの発現はないため 241 bp のバンドは出現しな

い。また、Cre（350 bp）についても同時に遺伝子判定することで、マウスの遺伝子型を確定させ

た（図 1D 下段）。 
 
免疫組織染色 

野生型（Flp/Flp, +/+）マウスあるいは cKO マウスに三種混合麻酔（ドミトール、ミダゾラム、ベ

トルファール）を腹腔内投与し、不動化した。マウスを仰臥位で配置し、腹部を切開後に横隔

膜から胸部を切開し、心尖部から左心室にペリスタポンプを用いて一定の流速で PBS を流し

た後に 4%パラホルムアルデヒドを流して心臓を固定した。固定した心臓は心室の短軸断面と

なるよう凍結切片を作製した。凍結切片に対して、小麦胚芽凝集素（WGA: Wheat germ 
agglutinin）を反応させ、コンフォーカル顕微鏡で 1 枚の切片につき 7～10 か所の蛍光画像を

取得し、心筋細胞の大きさを定量した。 
 
組織学的解析 

野生型マウスあるいは cKO マウスに吸入麻酔を導入し、不動化後に腹部を切開した。腹部

大静脈から採血した後、血漿を用いて心筋トロポニン T 濃度の測定を行った（SRL に委託）。

心臓、肺、肝臓を採取し重量を測定後、ホルマリン固定してパラフィン包埋後に切片を作製し

た。切片は HE 染色あるいはシリウスレッド染色を施し、病理解析および線維化の定量解析を

行った。 

図 1 



 
心エコー計測 

野生型マウスあるいは cKO マウスに吸入麻酔を導入し、不動化後に胸部を除毛した。吸入

麻酔を維持した状態で M モード法にて心エコー計測を行い、心拍数（HR）、心室中隔厚

（IVST）、左室拡張末期径（LVEDD）、左室収縮末期径（LVESD）、左室後壁厚（LVPWT）の
パラメーターについて取得し、各パラメーターから駆出率（EF）と左室内径短縮率（FS）が算出

された。 
 
４．研究成果 
心臓特異的 TRIC-B 欠損マウスは 30 週齢を超えると死亡する 

cKOマウスは 30週齢以前には交配・繁殖

が可能であり、体重増加も野生型との違い

はほとんどない（図示せず）。しかしながら、

30 週齢を超えると雌雄ともに一定の割合で

死亡する個体が出現した（図 2）。そこで、12
週、20 週、30 週、40 週以降の 4 つのタイム

ポイントにて心重量を測定したところ、cKO
マウスでは野生型マウスに比べて顕著に心

重量／体重比が増大していることを見出した

（図 3A）。特に、40 週齢以降では心耳部分

に血栓が蓄積している様子が観察されたた

め、重量を測定したところ、顕著に増大して

いることが明らかとなった（図 3B）。
また、40 週齢以降では 30 週齢より

も心重量／体重比の増大が大き

く、心肥大の可能性が考えられた

ため、組織切片を用いて心筋細胞

の断面積を定量化したところ、有意

に心筋細胞断面積の増大が観察

された（図 3C）。 
 
心エコー計測 

40 週齢以降の cKO において心

房血栓が観察されたことから、心臓

におけるポンプ機能が減弱してい

る可能性が考えられたため、心エコー計測によって心機能の測定を行った。収縮機能の指標

である、駆出率（EF）と左室内径短縮率（FS）が 30 週齢以降の cKO マウスにおいて有意に低

下していることを見出した。40 週齢における心エコー画像を見ると、LVESD と LVEDD の差が

ほとんど見られず収縮していない状況がうかがえる（図 4 および表 2）。 

 

図 2 

図 3 

表 2 



 
心線維化 

次に心臓切片に対してシリウ

スレッド染色を施し、線維化の定

量解析を行った。その結果、20
週齢から野生型に比べて cKOで

は有意に線維化が亢進している

ことを見出した（図 5）。40 週齢で

の線維化は平均して 20%を超え

ており、図 3C の細胞断面積の蛍

光強度が cKO マウスにおいて強

く観察されていることと相関し

ていると考えられる。また、線

維化の原因としては、心筋細

胞死が前もって起こることが

考えられるため、心筋細胞死

のマーカーである血中の心

筋トロポニン T 濃度について

週齢ごとに定量した。驚いた

ことに、血中心筋トロポニン濃

度は 12 週齢の段階ですでに

野生型に比べて cKO で有意

に上昇しており、経時的に上昇していくことが明らかと

なった（図 6）。このことから cKO マウスでは 12 週齢の

段階ですでに心筋細胞レベルで何らかの異常が生じ

ている可能性が考えられた。 
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