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研究成果の概要（和文）：酸素感受性膜電位依存性 K チャネル 1.5（Kv1.5）と直接又は間接的

に相互作用するタンパク質として、Kvb1.2, αactinin-2, SAP97、valosin containing protein, 

クラスリン, HSP60, ATP 合成酵素 F1 α, βサブユニット, α-アクチニン, プロヒビチン-1, 

-2 が検出された。これらは、Kv1.5 の細胞内輸送や制御に関わると推定される。動脈管や肺動

脈の収縮制御に重要な Ca2+を貯蔵する筋小胞体の主要構成成分の発現は、胎仔の発達に伴い大

きく変動し、血管ごとに違いが大きいことから、動脈管では特異的な筋小胞体が構成されてい

ると推定される。 
研究成果の概要（英文）：Direct or indirect interaction of oxygen-sensing voltage-gated 
potassium channel 1.5 (Kv1.5) with Kvb1.2, αactinin-2, SAP97, valosin containing 
protein, clathrin, HSP60, ATP synthase F1 α/βsubunits, α-actinin, prohibitin-1/-2 
was detected. These proteins might have roles in the cellular transportation and 
regulation of Kv1.5. Gene expression related to the storage of Ca2+ in the sarcoplasmic 
reticulum (SR) in ductus arteriosus (DA) and pulmonary artery (PA) varied depending on 
the vessels and fetal developmental stages. The SR activity in the DA might be specific 
depending on the developmental stage. 
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１．研究開始当初の背景 
 動脈管は胎生期の低酸素状態で開き、生後

酸素に反応して収縮する。一方、肺動脈は胎

生期低酸素状態で収縮しており、生後血中酸

素分圧が上昇すると拡張する。動脈管と肺動

脈の酸素に対する反応の違いの機序は不明で

ある。周産期の動脈管の収縮・拡張の機構を

調べることは、胎児循環生理の根本間題であ

るにもかかわらず、国内外での研究は尐ない。

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。 

 動脈管平滑筋細胞膜電位は主にカリウムイ

オン(K)チャネルによって調節されている。K
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チャネルが閉じ、脱分極すればカルシウムイ

オン（Ca）チャネルが開き、Ca2+の流入が増

え細胞内の Ca2+濃度が上昇し、平滑筋細胞は

収縮する。また細胞膜α受容体からイノシトー

ル３燐酸を含むシグナル伝達系の活性化によ

り、小胞体から Ca2+が放出され、細胞内 Ca2+

濃度が上昇する。また、血管平滑筋の収縮は、

細胞内Ca2+濃度増加とは別に、筋原線維のCa2+

に対する感受性の増加によっても制御される。  
(1) K チャネル：K チャネルには多くのファ
ミリーがあるが、膜電位依存性Kチャネル(Kv)
ファミリーには酸素感受性を示すメンバー
（Kv1.2、1.5、2.1/9.3、3.1b、4.2、4.3）
が報告されている。我々はブタ胎仔、新生仔
の動脈管、肺動脈では Kv1.5 及びそのアクセ
サリーサブユニットのKvβ1.2が顕著に発現
していることを報告した。新生仔の肺動脈で
は Kvβ1.2 の発現が低下、Kv1.5 の発現が増
大し、動脈管では Kvβ1.2 の発現が増大して
いた。Kvβ1.2 は Kv1.5 電流を抑制すること
から、新生仔動脈管では Kvβ1.2 によって
Kv1.5 電流が抑制され、肺動脈では抑制が尐
ない状態であることが推定された。動脈管で
は Kvの抑制に伴い Caチャネルが開き、細胞
内へ Ca2+が流入することから血管が収縮し、
一方肺動脈では逆に拡張すると推定された
(Hayama, Nakanishi. Ped. Res., 2006)。 
 K チャネルは、PDZ ドメインをもつ骨格タ
ンパク質の一つである InaD によって会合し
て一つのチャネロソームを形成する。Kv1.5
も PDZ 結合ドメインをもつ。Kv1.5 は MAGUK 
(membrane associated guanylate kinase）
タンパク質である SAP97（PDZ ドメインをも
つ）と結合しさらに SAP97 は Caveolin-3 と
結合する。動脈管と肺動脈におけるチャネロ
ソームについての研究はまだない。 
(2) Ca チャネル：細胞膜に発現する電位依存
性 L 型 Ca チャネル（Cav1.2）は細胞膜のＧ
蛋白によって開閉が制御されているが、動脈
管における Ca チャネルの酸素感受性はまだ
研究されていない。 
(3) 小胞体：平滑筋細胞では、細胞膜から流
入する Ca2+が小胞体に存在するリアノジン受
容体を刺激し Ca2+が放出される。またイノシ
トール３リン酸が筋小胞体よりの Ca2+放出を
うながすことにより、細胞内 Ca2+濃度が上昇
して平滑筋収縮が起こる。小胞体にはリアノ
ジン受容体、Ca2+-ATPase, カルセクエストレ
イン, ホスホランバンなどのCa2+ 結合タンパ
ク質が存在し、Ca2+と結合して小胞体からの 
Ca2+ 放出や Ca2+取り込みを制御している。動
脈管細胞では酸素で小胞体からの Ca2+放出が
増加する。肺動脈では逆に、低酸素で小胞体
からの Ca2+放出が増加する。この違いの機序
は不明である。 
 (4) 筋原線維の Ca2+感受性：血管平滑筋の収
縮は、細胞内 Ca2+濃度増加とは別に、筋原線

維の Ca2+に対する感受性増加によっても制御
されている。即ち、GTP 結合蛋白（GTP-Rho A
や GTP-Rho B）は Rho キナーゼを活性化し、
Rhoキナーゼの活性化はミオシン軽鎖ホスファ
ターゼをリン酸化し、結果的にその活性を落
とすことで、ミオシン軽鎖はリン酸化され、
Ca2+に対する感受性が上がり、収縮が促され
る(Kajimoto, Nakanishi et al. Circulation 
2006)。動脈管ミオシンは酸素により Ca2+に対
する感受性が増加し、肺動脈では逆に低下す
る。その違いの機序は不明であり、Rho, Rho
キナーゼに関するシグナル伝達系の酸素によ
る修飾について解明が待たれる。 
 
２．研究の目的 
 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。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、プロテオミクス手法などを用
いて肺動脈などと比較する。 
 
３. 研究の方法 
 (1) 抗体の調製： グルタチオン-S-トラン
スフェラーゼ や 10 x ヒスチジンタグを含む
融合タンパク質を大腸菌に発現し、アフィニ
ティ精製した。精製したタンパク質をアジュ
バントと混和し、ウサギなどに投与した。複
数回投与後、抗血清又は血漿を得た。一部の
抗血清は、抗原ペプチドを結合させたアフィ
ニティカラムにより、抗体を精製した。 
(2) 複合体の抽出・分離： 
① 細胞試料：対象遺伝子のタンパク質コー
ド領域を哺乳類細胞発現ベクターに挿入した
もの（Kv1.5 の場合は、HAタグを付加したブ
タ Kv1.5 を pIRES に挿入）を HEK293 細胞に
導入し、安定発現する細胞株を樹立した。又、
pIRES-A-FLAG-Kvb1.2 を一過性導入も実施し
た。HEK293 細胞は、10% FBS-DMEM で継代培
養し、分析用細胞はトリプシンを使わずに回
収、PBS で複数回洗浄後、-80℃で保存した。 
② 組織試料：ブタ又は日本白色家兎（胎仔、
新生仔、母獣）の心臓、肺、大血管（動脈管、
肺動脈、大動脈）を、安楽死後可及的速やか
に採取し、実体顕微鏡下氷冷生理食塩液中で
血液成分などをできる限り除去し、急速凍結
後、-80℃に保存した。動脈管、肺動脈の一部
は、窒素（95% N2-5% CO2）又は酸素（95% O2-5% 
CO2）飽和Krebs-Henseleit緩衝液中37℃で培
養し、液体窒素急速凍結後-80℃で保存した。 
③ 抽出液：界面活性剤の1%トライトンX-100、
又は0.5% n-ドデシル-β-マルトシド + 0.25% 
digitonin（又は界面活性剤を含まない）50 mM 
BisTris, 50 mM NaCl, 10% (w/v) Glycerol, 
0.001% Ponceau S, pH 7.2 緩衝液。プロテアー
ゼ阻害剤 1x コンプリート（ロシュ）と脱リ



ン酸化阻害剤を含む。 
④ 抽出法：細胞試料：氷冷した界面活性化
剤を含む抽出液を試料重量のおよそ 20 倍量
を添加、vortex を用いて再懸濁し、氷上で
15分間インキュベートし、遠心分離により上
清（タンパク質抽出液）を得た。組織試料：
液体窒素冷却下、乳鉢を用いてパウダー化し、
上記抽出液を試料重量のおよそ 20 倍量（２
段階抽出の場合は、1）界面活性化剤を含ま
ない抽出液をおよそ 10 倍量、その後 2)界面
活性化剤を含む抽出液をおよそ 5倍量）と混
和、氷上でインキュベート後、遠心分離によ
り上清（タンパク質抽出液）を得た。 
この後、免疫沈降法によるタンパク質複合体
の抽出を実施、又は複合体を含むタンパク質
抽出液を分子量分画により濃縮して、そのま
まBlue-nativeポリアクリルアミド電気泳動
（BN-PAGE）引き続き二次元目として SDS-ポ
リアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）によ
る分離を実施した。 
⑤ 免疫沈降：血液成分の混入があるタンパ
ク質抽出液には、プロテインG抗体を添加し、
約 1時間インキュベートしてIgG 成分を除去
（プレクリーン）した。 
方法 A： Kv1.5（HA タグ）などを発現させた
HEK293 細胞抽出液に、タグ抗体結合アガロー
スを添加し、タグペプチドとの交換反応によ
り、複合体を温和な条件で溶離した。 
方法 B：抗体とビオチンを共有結合し、
Monocromeric avidin を結合したアガロース
ビーズとインキュベートすることにより免疫
沈降を行った。ビオチンを過剰量加えること
により、抗体と結合したタンパク質複合体を
溶離した。 
方法 C；タンパク質抽出液に目的タンパク質
に対する抗体を添加し、1 時間インキュベー
トした。続いて、プロテイン G結合磁性ビー
ズ(Dynabeads Protein G, Invitrogen)を添
加し、約 1時間インキュベートして、抽出液
を用いて洗浄後、結合タンパク質を SDS サン
プル緩衝液により溶出した。 
⑥ BN-PAGE：コンプレックス構造を維持した
ままのタンパク質をゲル電気泳動法により大
きさに従って分離する方法であり、巨大サイ
ズ（およそ 10 mega Da）のタンパク質複合体
も分離可能である。BN-PAGE を一次元目に用
い、二次元目に SDS アクリルアミド電気泳動
法（SDS-PAGE）を用いて二次元電気泳動法を
採用した。 
(3) リアルタイムPCRによる血管の収縮弛緩
に関する遺伝子の発現変動解析：採取した組
織試料から RNeasy mini（Qiagen）を用いて
total RNA を抽出し、DNaseI 処理後、逆転写
反応により cDNA 試料を調製した。これらの
cDNA を測定試料として、リアルタイム PCR 法
によりターゲット遺伝子の発現（mRNA）の定
量を行った。ターゲット遺伝子の一部を含む

プラスミドをスタンダードとして段階希釈し
標準曲線を作製して絶対定量を行った。内部
標準としてリボソーマル 18S を用いた。一部
については、ΔΔCt法により、標準試料に対
する相対値を求めた。 
(4) 蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気
泳動法（2D-DIGE）：組織試料から、8Mウレア、
4%CHAPS、10mM Tris, pH 8.0, 1x コンプリー
トを含む可溶化用緩衝液によりタンパク質を
抽出可溶化した。比較するタンパク質試料を
それぞれ Cy3,Cy5 (GE ヘルスケア)又は
IC-3-OSu, IC-5-OSu（同仁化学研究所）で標
識し、適宜非標識の抽出タンパク質試料を加
え、一括して同一ゲル上で等電点/SDS 二次元
電気泳動を行った。 
(5) 質量分析用試料の調製と測定 
 電気泳動法により分離されたタンパク質ス
ポットを切り出し、洗浄、ジチオスレイトー
ルによる還元処理、ヨードアセトアミドによ
るアルキル化処理後、ゲル内トリプシン消化
し、ZipTip（ミリポア）を用いて脱塩し濃縮
して、測定用試料とした。マトリックスには、
α-cyano-4-hydroxycinamic acid を用い、
ターゲットには、MTP AnchorChip 600/484 を
用いた。Autoflex II MALDI-TOF/TOF-MS（ブ
ルカー・ダルトニクス）により質量分析を行っ
た。検索ソフト（MASCOT）を用いたペプチド
フィンガープリンティング法及びMS/MSの結
果に基づいてタンパク質を同定した。 
 
４．研究成果 
（1）膜電位依存性 Kチャネル 1.5（Kv1.5） 
 免疫沈降（方法 A）により HEK293 細胞にお
けるKv1.5複合体について検討した。 BN-PAGE
により分離された複合体は、Kv1.5 はおよそ
630 kDa、Kvβ1.2 はおよそ 530 kDa、Kv1.5/Kv
β1.2 はおよそ 800 kDa を示した。Kv1.5 が
糖鎖付加される可能性を考慮しても、Kv複合
体が 8量体を形成、又は本複合体に結合する
タンパク質の存在が示唆された。 
 Kv1.5 はスフィンゴ脂質とコレステロール
に富む脂質ラフトに会合していることが知ら
れている。HEK293 に発現させた Kv1.5 もコレ
ステロールに富む低比重画分に分画されるこ
とを確認した。脂質ラフトでは他の膜に比べ
て密に脂質が会合しており、シグナル伝達に
関わる蛋白質分子が会合しているとされる。
Kv1.5 複合体の抽出にはコレステロールを可
溶化する digitonin を添加した。BN-SDS 二次
元電気泳動により抽出タンパク質を分離し、
MALDI-TOF/MS により各蛋白質を推定し、抗体
を用いて確認した。下図に結果の総括を示し
た。 
 Kv1.5 と相互作用する可能性のあるタンパ
ク質として、既に報告のある Kvb1.2, α
actinin-2,  SAP97 が検出された。未報告の
ものでは、valosin containing protein (VCP), 



クラスリン, HSP60, ATP 合成酵素 F1 α, β
サブユニット, α-アクチニン, プロヒビチ
ン-1と-2 が検出された。VCP は、ATP-binding 

protein ファミリーのメンバーであり、小胞
輸送に関わるAAA ATPaseのメンバーである。
クラスリンや Hsc70 と結合し、膜への融合や
ユビキチン依存の蛋白質の分解に関係する。
活性酸素種によりその活性が損なわれ、平滑
筋における発現は比較的高い。クラスリンは、
エンドサイト−シスのピットを形成すること
がよく知られている。脂質ラフトの細胞内へ
のエンドサイトーシスにも加わっており、脂
質ラフトに会合しているKv1.5と直接又は間
接的に相互作用する可能性がある。ATP 合成
酵素 F1 はミトコンドリア内膜に局在すると
される。VCP と ATP 合成酵素 F1 は、Walker
型シャペロン ATPase スーパーファミリーに
属し、さらに同じ Second region of homology 
(SRH)配列をもつ AAA ATPase に分類される。
プロヒビチンは、核内やミトコンドリアの内
膜に主に局在し、B cell では細胞膜に局在す
る。血管に高発現し、活性酸素種の産生を抑
え、血管形成に関与する。プロヒビチン は、
コレステロール親和性があり、UV照射後に脂
質ラフトに集まり、アポトーシスを阻害する。
プ ロ ヒ ビチ ン ドメ イン と も呼 ば れる
stomatin/prohibitin/flotillin/HflK/C 
(SPFH) ドメインを持つタンパク質群は細胞
膜や細胞内小器官の膜につながれており、エ
ンドサイト−シスやイオンチャネルの制御に
関わるとされる。なお、プロヒビチン-1と-2
はヘテロオリゴマーを形成するため、どちら
も検出された。 
 免疫沈降（方法 B 及び C）により、心血管
における Kv1.5 複合体について検討した。ブ
タ大動脈、肺動脈（成獣・新生仔）及び右心
室試料から、Kv1.5 と SAP97 を検出すること
ができた。方法 Bは Cに比べて回収できるタ
ンパク質量が極めて尐なく、複合体の検出の
ためには試料量を相当必要とすることが明ら
かとなった。次に 1% digitonin を加えた抽
出液により、ブタ新生仔右心室試料から複合
体を含むタンパク質を抽出し分子量分画（100 
kDa）により濃縮して、BN-SDS 二次元電気泳
動により分離したところ、およそ 900, 700, 
600 kDa に Kv1.5 が含まれる複合体が存在す
ることがわかった。二次元目の泳動により、
ブタ Kv1.5 が、みかけ上 50〜60kDa に 3つの

分子量として検出された。 
 以上の結果から、細胞試料から Kv1.5 の細
胞内輸送や制御に関わるタンパク質との相互
作用を検出することができた。心血管試料か
らも複合体の存在が示されたので、今後質量
分析法による検出感度を高め、複合体の組成
を明らかにしていきたい。 
（2）血管収縮制御に関わる遺伝子の発現（Rho
パスウェイ、筋小胞体、Cav1.2、筋原線維） 
 動脈管は生後数時間で自然に閉鎖するが、
未熟児の場合は閉鎖せず開存したままのこと
がある。動脈管の酸素感受性は成熟胎仔・新
生仔で良好である。動脈管や肺動脈の収縮制
御に関わる遺伝子の発現を妊娠30日（満期）、
妊娠 27 日（早期）、妊娠 21 日（超早期）の
家兎胎仔および新生仔（生後2日）について、
リアルタイムPCRを用いて発現遺伝子の変動
解析を行った。 
 血管平滑筋の収縮に関わる Rho パスウェイ
と筋小胞体のカルシウムイオン（Ca2+）の貯
蔵・放出機構を下図に示した 

① Rho/Rho キナーゼパスウェイ（Ca2+濃度非
依存型の収縮制御） 
a. RhoA と RhoB：RhoA は幼若から成熟の胎仔
の動脈管（DA）、肺動脈（PA）、大動脈（Ao）
においてほぼ一定量発現していた。RhoB は
RhoA の 2〜３倍発現が高かった。DA は、PA
や Ao と比べてやや高い発現を示した。胎仔
の発達に伴う発現変動は、RhoA、RhoBとも 2
倍程度以内であった。 
b. Rho キナーゼ 1 と 2：Rho キナーゼ 1 は、
PA と Ao では胎仔が成熟するにつれて発現量
が増え、成獣で胎仔より高い発現を示した。
Rho キナーゼ 2 の発現量は、Rho キナーゼ 1
の1/1000倍程度であった。Rhoキナーゼ2は、
DAでは胎仔が成熟するにつれて発現量が増え
たが、PA と Ao では胎仔期の発現変動は尐な
く、成獣で胎仔より高い発現を示した。 
c. ミオシンフォスファターゼ-Rho 相互作用
タンパク質：DAで胎仔の発達に伴った発現量
の減尐が見られたが、PA と Ao では発現変動
は尐なく、成獣と比べても大差なかった。 
まとめ：胎児の肺動脈・動脈管・大動脈の
Rho/Rho キナーゼ経路を構成する Rho、Rho キ



ナーゼ、ミオシンフォスファターゼ-Rho 相
互作用タンパク質の発現量は成獣のものと同
等のレベルであった。 
②筋小胞体（Ca2+濃度依存型の収縮制御） 
a. リアノジン受容体 1と 2：細胞膜から流入
した Ca2+が筋小胞体のリアノジン受容体を刺
激し、筋小胞体から細胞質へCa2+を放出する。
DA、PA、Ao におけるリアノジン受容体 1の発
現量は低く、胎仔の発達に伴う増減も見られ
なかった。DA、PA、Ao におけるリアノジン受
容体 2の発現量は、リアノジン受容体 1に比
べて高く、胎仔の発達に伴って 3血管とも増
加を示した。これらの結果から、リアノジン
受容体 2に対してマウス抗体を調製した。 
b. カルセクエストリン 1と 2：筋小胞体内で
Ca2+を貯蔵するカルセクエストリンの発現量
は、心筋型カルセクエストリン 2が骨格筋型
カルセクエストリン1より、全般に高かった。
未熟および新生仔の DA では、カルセクエス
トリン１の発現量が同時期の PAや Ao に比べ
て高かった。 
c. ホスホランバンは、Ca2+を筋小胞体に取り
込む ATP アーゼ（SERCA）活性を調節する。
DAにおける発現はわずかであったが、新生仔
でやや増加を示した。PA と Ao では胎仔の発
達に伴って顕著に増加し、成獣で高発現した。 
まとめ：筋小胞体を構成するリアノジン受容
体、カルセクエストリン、ホスホランバンの
胎仔の発達に伴う発現量の変動は大きく、成
獣の発現量に比べて尐ないものが多く、血管
による違いもまた大きかった。胎仔の肺動脈、
動脈管、大動脈の筋小胞体は、成獣のものに
比べて未熟であり、胎仔の発達段階や血管ご
とに異なる成分をもつ筋小胞体が構成されて
いる可能性がある。 
③ Cav1.2 
 胎仔の成熟に従いわずかに低下するが、DA
で PA や Ao より常に 2倍以上高い発現を示し
た。成獣の PA, Ao で最も高く、新生仔DAの
2倍程度を示した。 
④ 収縮タンパク質とそのリン酸化に寄与す
るタンパク質 
a. カルモジュリン 2：DA、PA、Ao では胎仔
の発達に伴って減尐傾向を示し、PA や Ao で
は成獣で最も高い発現を示した。カルモジュ
リン 2 の発現量は、Rho パスウェイや筋小胞
体の遺伝子群に比べて大変高かった。 
b. ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）の発現量
は、カルモジュリン 2 のおよそ 50 分の１で
あったが、その発現パターンは、カルモジュ
リン 2のそれと近ており、DA、PA、Ao で胎仔
の発達に伴って減尐する傾向を示した。 
c. 平滑筋アクチンの発現は、DAでは妊娠27
日齢をピークに増減し、生後 2日の新生仔で
極めて尐なくなった。PAでは胎仔の発達に伴
い減尐する傾向を示したが、Aoでは増加する
傾向を示し、成獣の Ao で最も高い発現を示

した。 
d. 平滑筋ミオシン重鎖：胎仔 DAではほぼ一
定、かつ PA や Ao よりやや高めであったが、
生後 2日の新生仔で急激に低下した。PAにお
ける発現は、胎仔の発達に伴い減尐する傾向
を示し、Aoでは増加する傾向を示したが、成
獣の PAと Ao で最も高い発現を示した。 
まとめ：胎児の肺動脈・動脈管・大動脈及び
臍帯動静脈の収縮性タンパク質の発現量の変
動は大きく、血管による違いも大きかった。 
（3）未熟及び成熟家兎胎仔の肺動脈、動脈
管タンパク質の蛍光標識二次元電気泳動法に
よる分析 
 動脈管の成熟に従って発現が増える 2つの
タンパク質を同定した。EFハンドドメインを
持つCa結合タンパク質のreticulocalbin 3、
筋収縮タンパク質のトロポミオシン２であっ
た。いずれも高浸潤性の癌細胞に高発現する
ことから、動脈管の平滑筋細胞の遊走能に関
与している可能性が考えられた。 
（4) 酸素感受性蛋白質の発現変動解析 
 蛍光標識二次元電気泳動法を用いて、高酸
素低酸素条件でインキュベートした肺動脈と
動脈管における蛋白質の発現変動解析を行っ
た。結果から、高酸素条件の両血管でアセチ
ル化トロポミオシンが増える可能性が示され
た。トロポミオシンがアセチル化するとアク
チンに結合しやすくなることから、筋収縮に
影響すると推定された。 
 活性酸素である過酸化水素を除去するペル
オキシレドキシンファミリーのペルオキシレ
ドキシン 4が高酸素条件の動脈管で増加した
ことから、本条件の動脈管では過酸化水素の
除去が活発であると推定された。ペルオキシ
レドキシン4は、Nf-kBの活性化を抑制する。
Nf-kB は酸化ストレスにより活性化され、
COX-2 や iNOS を誘導する。ペルオキシレドキ
シン 4が Nf-kB の活性化を抑えるならば、血
管拡張が抑えられ、動脈管の収縮の維持や閉
鎖に寄与する可能性がある。 
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