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研究成果の概要（和文）： 

 血管新生プロセスでは血管内皮細胞内のカルシウム動態が重要な意義を有していると考えら

れているが、血管内皮細胞へのカルシウム動員機構については不明な点が多い。本研究では、

免疫細胞等でストア作動性カルシウム流入（SCOCE）に重要であると提唱されている Stim1 と

Orai1 が、血管内皮細胞においても SCOC の制御に重要であることを明らかにした。また、VEGF

刺激時に血管内皮細胞からの von willebrand factor の放出が SOCE 活性依存的に制御されてい

ることを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

We showed that Stim1 and Orai1 contribute to store operated calcium entry (SOC) 

activity in vascular endothelial cells. We also found that von willebrand factor release 

from vascular endothelial cells is regulated by continuous calcium influx by SOC 

mechanism after VEGF stimulation. 
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１．研究開始当初の背景 

 

血管新生は正常な生体で生理的に、あるい

は特定の疾患の際に見られるプロセスであ

り、既に存在している血管からの新しいキャ

ピラリーの発達として定義される。血管内に

は血管内皮増殖因子(VEGF)や塩基性線維芽

細胞増殖因子（bFGF）等の可溶性の栄養が循

環しており、それぞれからさまざまな要因に

よって生じるシグナルが血管新生のプロセ

スの誘因となることが知られている。 

 生体内の白血球や神経細胞などいくつか

の細胞では細胞の遊走には細胞内のカルシ

ウム上昇が必要とされている。特に神経細胞

のように極性や方向性を持った遊走を行う

際には細胞内のカルシウムの空間的な分布

がその運命を決定するのに重要な役割を担

っていることが明らかになっている。内皮細

胞が遊走しチューブを形成する際にも方向

性を持った遊走が必要であるので、VEGF 等の

栄養因子によって惹起される血管新生の一

連のプロセスにも細胞内外から動員される

カルシウムシグナリングが重要な役割を担

っていると考えられる。しかしながら、この

過程での血管内皮細胞内でのカルシウム動

員機構、特に細胞外からのカルシウム流入機

構については、分子的基盤を含め、不明な点

が多い。 

 

２．研究の目的 

 

血管新生のプロセスで重要な役割を担う

と考えられる血管内皮細胞内のカルシウム

動態の時空間パターンを作り出す分子機構

を明らかにする。血管内皮細胞のカルシウム

動態を制御するのに寄与していると考えら

れる分子群について詳細に検証する。特に細

胞外からのカルシウム流入機構を司る Stim1

と Orai1 に着目して解析を行う。また、血管

新生の際にシグナル分子として機能すると

考えられる VEGF が血管内皮細胞に生じさせ

る機能変化について検証を行うことを目的

とする。 

 

３．研究の方法 

 

１）血管内皮細胞での細胞外からのカルシウ

ム流入の分子基盤の解明 

 血管内皮細胞での細胞外からのカルシウ

ム流入の重要な様式であるストア作動性カ

ルシウム流入（SOC）機構における分子基盤

の解明を行った。免疫細胞等で SOC 機構への

関与が示されている Stim 1 と Orai 1 につい

て、血管内皮細胞での SOC 機構への寄与を検

証した。臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）の

Stim 1 遺伝子とOrai 1遺伝子の発現をshRNA

によって抑制を行った。遺伝子発現の抑制効

果はリアルタイム PCR によって評価した。

Stim 1 遺伝子と Orai 1 遺伝子の発現をノッ

クダウンさせた HUVEC の SOC 活性はカルシウ

ムイメージングによって評価した。 

 

２）VEGF によって惹起される SOC の活性評価 

 HUVECでVEGF刺激によって惹起されるカル

シウム動態変化をカルシウムイメージング

によって解析した。コントロール条件、Stim1、

Orai1 いずれかのノックダウン条件でタプシ

ガルジン処理によってカルシウムストア内

のカルシウムを枯渇させた後に、calcium 

add-backプロトコールによってSOC活性を評

価した。 

 

３）血管内皮細胞からの VEGF 依存的な von 

willebrand factor (vWF)放出における容量

性カルシウム流入機構の寄与 

VEGF刺激時にHUVECから放出されるvWF量

を ELISA 法にて測定した。Stim 1 遺伝子も

しくは Orai 1 遺伝子を shRNA で抑制した

HUVEC で vWF 量を定量し、コントロール条件

での vWF 放出量と比較した。 

 

４．研究成果 

 

１）血管内皮細胞での細胞外からのカルシウ

ム流入の分子基盤の解明 

 shRNA をレンチウイルスを用いて HUVEC 導

入し、Stim1 遺伝子と Orai1 遺伝子の発現の

抑制を試みた。これらの細胞での遺伝子抑制

効果をリアルタイムPCRで定量したところ、

Stim1 遺伝子については、78%、Orai1 につ

いては 97%と非常に高い遺伝子抑制効果が

確認された。これらの細胞について、SOC 活

性の評価を行った。タプシガルジン処理によ

って細胞内カルシウムストアを枯渇させて、

その際に惹起されるSOCの活性を評価した。

Stim1、Orai1 をいずれの遺伝子をノックダ

ウンした HUVEC では、顕著な SOC 活性の

低下が確認された（図１）。 



 

 

以上結果より、血管内皮細胞での SOC 活

性の発言にはStim1とOrai1のいずれも必須

であることが明らかになった。 

 

図１．HUVEC での Stim1、Orai1 の細胞外からのスト

ア作動性カルシウム流入への寄与の評価 

a. Stim1 をノックダウンした HUVEC での SOC 活性の

評価。 b. Orai1 をノックダウンした HUVEC での SOC

活性の評価。 

 

 

２）VEGF によって惹起される SOC の活性評価 

 HUVECでVEGFによって惹起されるカルシウ

ム動態変化を解析した。コントロール条件で

は、持続したカルシウム上昇が見られたのに

対し、Stim1、Orai1 いずれのノックダウン細

胞では一過性のカルシウム上昇が見られた。

この結果は、VEGF2 依存的な持続したカルシ

ウム上昇は Stim1、Orai1 を介したものであ

ることを示している。また、VEGF 刺激後には、

細胞内のカルシウムストアが枯渇し、SOC が

誘導されることが Ca2+ add-back プロトコー

ルとカルシウムイメージングによって明ら

かになった（図２）。 
 

 

図２．Ca2+ add-back プロトコールによる VEGF 刺激依

存的な SOC 活性の評価 

a. Stim1 をノックダウンした HUVEC での結果。b. Orai1

をノックダウンした HUVEC での結果。 

 

 

３）血管内皮細胞からの VEGF 依存的な von 

willebrand factor (vWF)放出における容量

性カルシウム流入機構の寄与 

 血管新生に重要なシグナル分子である

VEGF によって惹起される vWF 放出が Stim1、

Orai1 を介した SOC 機構によるものなのかど

うかをそれぞれの遺伝子をノックダウンし

た HUVEC を用いて評価を行った。ELISA 法を

用いて、VEGF 刺激後に培地中に HUVEC から放

出された vWF 量を定量した結果、stim1 をノ

ックダウンした場合は、13%にまで SOC 活性

が低下した。また、Orai1 をノックダウンし

た場合でも16%にまでSOC活性が低下した（図

２）。これらの結果は、Stim1、Orai1 を介し

た SOC 機構によって惹起される持続的なカル

シウム濃度上昇が VEGF 依存的な vWF 放出に

寄与していることを示すものである。 

 以上の結果をまとめた論文を投稿準備中

である。 

 
図３.Stim1、Orai1 の VEGF 依存性の vWF 放出活性への寄

与の評価。 

a. Stim1 をノックダウンした HUVEC での VEGF 依存

性 vWF 放出活性の評価。 b. Orai1 をノックダウンした

HUVEC での VEGF 依存性 vWF 放出活性の評価。 
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