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１．研究計画の概要 

 本研究の目的は、動脈管が酸素を感受して
収縮する機構のシグナル伝達系を解明する
ことである。酸素は動脈管平滑筋細胞の酸化
還元状態や活性酸素濃度を変えて、１）細胞
膜表面のカリウム(K)イオンチャンネルを閉
じ、脱分極を起こし、カルシウム（Ca）チャ
ンネルを開き、細胞内Ca濃度を増加させる、
２）細胞内小胞体からの Ca イオンの放出を
増加させる、３）Rho kinase 活性化を介し筋
原線維の Ca 感受性を増加させる、ことによ
り動脈管を収縮させる。動脈管におけるこれ
ら３つの酸素の作用は、いずれも、肺動脈に
おける作用とは反対である。本研究では、動
脈管における１）Ｋチャネル、２）小胞体、
３）筋原線維の Ca 感受性、を制御するシグ
ナル伝達系の構成タンパク質群を質量分析
計 TOF/MS を含めたプロテオミクス手法を用
いて解明し、肺動脈と比較する。動脈管の酸
素感受機構が明らかになれば、胎児、新生児
の動脈管に関わる疾患に対する新しい治療
法につながる。 

２．研究の進捗状況 

（１） シグナル伝達を担う構成タンパク質

群（複合体）を免疫沈降法により心血管組織

から捕捉するために K チャネル（Kv1.5）と

Ca チャネル（Cav1.2）抗体をすでに調製し、

現在 RhoB 抗体を作成中である。 

（２）複合体の免疫沈降法を改善したことによ
り、非特異的吸着が減少し所用時間も格段に短
縮した。 

（３） Kv1.5 複合体の抽出条件を検討した

結果、好適な界面活性化剤の種類や濃度が

判明した。心血管試料も膜画分調製後、同

界面活性化剤を含む緩衝液により良好な

結果を得られることがわかった。 

（４） Blue-native/SDS PAGE および等電

点・SDS 型２次元電気泳動法を複合体構成

タンパク質の分離に併用したことにより、

大動脈・肺動脈から Kv1.5 複合体、心組織

から Kv1.5 および Cav1.2 複合体構成タン

パク質候補を複数見つけた。 

（５） 一連の TOF/MS 試料の調製と測定、

mascot による検索法に習熟した。 

（６） ヒト Cav1.2（アミノ酸残基数 2222）

のクローニングに成功した。培養細胞に

Cav1.2 発現させ作製した Cav1.2 抗体を用

いて検出できた。これにより培養細胞を用

いても Cav1.2 複合体の研究が可能になっ

た。 

（７）小胞体や筋原線維の Ca 感受性を制
御するシグナル伝達系メンバーは多数あ
り、ターゲットを絞り込む必要がある。未
熟動脈管は収縮能が弱いことから、収縮弛
緩制御機構の mRNA 発現量を家兎未熟成熟
胎仔を用いて検討した。Rho パスウェイは
胎仔の発達に伴う変動は少ないが、RhoB、
Rho kinase 1 が主要な担い手であることが
わかった。筋小胞体は、発達段階に伴って
血管により発現に大きな違いがあること
が判明した。例えばリアノジン受容体 2は
発達に伴い発現が増加するが、カルセクエ
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ストリンの発現はほとんど変化せず、動脈管
ではホスホランバンは低いがカルモジュリ
ンが肺動脈に比べて高い、などの特徴が判明
した。 

３．現在までの達成度 

②おおむね順調に進展している。 

（理由） 

 これまでに本研究の特徴である複合体の
免疫沈降に必要な Kv1.5、Cav1.2 抗体が多量
に調製できた。培養細胞および心血管組織か
らチャネル複合体の抽出・分離に関する手法
が確立でき、非特異的吸着についても改善が
進 ん だ 。デ ス チオ ビオ チ ン標 識 法、
Blue-native/SDS PAGE および等電点/SDS 二
次元電気泳動法、質量分析法など主要な手法
にも習熟し、順次成果も得られている。加え
て、今後計画している小胞体や筋原線維の研
究のための予備検討を実施したため、動脈管
や肺動脈の収縮弛緩制御機構の発現の特徴
を把握でき、RhoB や Rho kinase 1 やカルモ
ジュリンなどのターゲットの選定が進んだ
ことも理由に挙げられる。 

４．今後の研究の推進方策 

 主に家兎心血管試料を用いて、研究計画書
に沿った研究を Kv1.5、Cav1.2、筋小胞体、
筋原線維収縮制御について鋭意進める。シグ
ナル伝達系の構成タンパク質群を質量分析
計 TOF/MS を含めたプロテオミクスにより、
比較・同定していく手法を主に用いる。動脈
管と肺動脈の比較や、未熟・成熟の違いなど
を探究することにより、動脈管が酸素を感受
して収縮する機構のシグナル伝達系の解明
を目指す。 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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