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研究成果の概要（和文）： 

本研究では TRIC-A 欠損マウスにて観察された高血圧及びイソプロテレノールによる心肥大な

どの循環機能異常の発症メカニズムの解明を目指した。高血圧は血管平滑筋におけるトーヌス

調節の異常であることが判明した。一方で、イソプロテレノールによる心臓への影響は心肥大

に比べて線維化が顕著であることが明らかとなった。残念ながら研究期間内では線維化メカニ

ズムの解明には至らなかったが、他の研究種目にて引き続き実施予定である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this project is to examine the pathogenic mechanism of abnormal circulatory 
function such as hypertension and isoproterenol (Iso) induced hypertrophy in 
TRIC-A-knockout mice. It was found that hypertension was caused by abnormality of vascular 
tonus regulation in TRIC-A-knockout vascular smooth muscle cells. On the other hand, 
cardiac fibrosis but not hypertrophy was significantly induced by Iso infusion using 
osmotic pump in TRIC-A-knockout mice. Unfortunately, it was unclear the mechanism of 
cardiac fibrosis during research period. We will try to examine this project in another 
one. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者のグループは、小胞体及び核膜

に分布する新規小胞体分子として TRIC 
(trimeric intracellular cation)チャネル
を数年前に同定した。TRIC チャネルは分子
量約 33kDa で三量体を形成する。また、電気

生理学的実験から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。動物組織には TRIC-A 及び-B の 2 種類
のサブタイプが独自パターンで分布してお
り、多くの細胞系で両者の共発現が観察され
る。両サブタイプの完全同時欠損(TRIC-DKO)
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マウスは胎生心不全で死亡し、その心筋細胞
においてはRyR を介する小胞体Ca2+放出の減
弱により生じた異常が観察された(Yazawa et 
al., Nature 2007)。一方、新生致死を示す
TRIC-B 単独欠損マウスは呼吸不全により死
亡する。その肺組織を詳細に解析した結果、
TRIC-B 欠損により II 型肺胞上皮細胞の IP3R 
を介した小胞体 Ca2+放出が減弱し、ガス交換
機構に必要不可欠なサーファクタント合成
及び分泌が極度に障害されていることが判
明 し た (Yamazaki  et al., Development 
2009)。従って、TRIC チャネルは小胞体 Ca2+

放出と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が強く示唆される。 

 
２．研究の目的 

致死性を示す TRIC-DKO、TRIC-B 欠損マウ
スとは異なり、正常に成育・繁殖する TRIC-A
欠損マウスでは、高血圧、βアドレナリン受
容体刺激による心肥大といった循環器系異
常が観察されており、本研究ではそれら病態
の発症メカニズムの解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
（１）TRIC-A 欠損マウスにおける高血圧発症
機序の解明 
①血圧測定 

正常マウス及び TRIC-A 欠損マウスの血圧
測定は、圧センサーを麻酔下で頸動脈から挿
入し、24 時間連続的に血圧を測定する血圧テ
レメトリーと、マウスを保温カフに入れ安静
後、尻尾で血圧を測定するテールカフ法を行
った。血圧テレメトリーは 5 分置きに 10 秒
間データ取得し、2 時間の平均値として算出
した。またテールカフ法では薬物投与前後の
血圧を測定し、その差を算出した。 
②血管径モニタリング 

腸間膜動脈の最遠位血管を 1－2 mm（受動
的な血管径が 120－150 µm）摘出し、脂肪を
除去した。両端からガラスピペットを挿入し、
CCD カメラによる血管モニタリングを行った。 
③細胞内 Ca2+濃度測定 

腸間膜動脈第一分枝を摘出し、脂肪を除去
した。血管を開き、ガーゼで内皮を除去後、
5 µM Fura-PE3 AM を室温にて 3時間負荷した。
色素負荷後、ガラスボトムディッシュ上のピ
ンに張り付け、一定時間細胞外液を灌流した
後に、Ca2+イメージング装置にて測定した。 
④血管平滑筋細胞の単離 

腸間膜動脈を腸管ごと摘出し、腸管から腸
間膜動脈を切り離した。切り離した腸間膜動
脈から脂肪を除去し、1 mm 程度の長さに切っ
た。それをCa2+, Mg2+-free Hank’s 液で37℃、
30 分間インキュベートし、次いでコラゲナー
ゼを含んだ Ca2+, Mg2+-free Hank’s 液中で
37℃、40 分インキュベートした。その後、組
織片を Kraft-Bruhe solution に移し替え、

先端を切ったチップを用いて激しくピペッ
ティングした。最後に組織塊をフィルターに
て取り除き、実験に用いた。 
⑤Ca2+スパーク測定 

単離血管平滑筋細胞に 5 µM Fluo-4 AM を
室温にて 10 分間負荷し、全反射顕微鏡にて
細胞表面で生じる Ca2+スパークを計測した。 
⑥STOCs 測定 
単離血管平滑筋細胞に抵抗値 2-5MΩの電

極を刺し、ホールセルパッチクランプ法にて
STOCs を測定した。 
⑦膜電位測定 
単離血管平滑筋をガラスボトムディッシ

ュに撒き、200 nM OxonolVI を含んだ細胞外
液で室温にて 20 分間灌流した。実験中は常
に OxonolVI を細胞外液に添加した。測定は
共焦点レーザー顕微鏡（FV1000, Olympus 社）
にて行った。 
⑧Case-control 試験 

愛媛大学が中核となり、インフォームドコ
ンセントを得られた健常人及び高血圧患者
（それぞれおよそ 1,100 人）の血液サンプル
に対して TRIC-A 遺伝子の SNPs 解析を行った。 
⑨GEANE 試験 
国立循環器病センターが中核となり、汎用

される降圧薬であるサイアザイド利尿薬
（TZD, indapamide, 2 mg/day）、アンジオテ
ンシン II 受容体拮抗薬（ARB, valsartan, 80 
mg/day ）と Ca2+ チャネル阻害薬（ CCB, 
amlodipine, 5 mg/day）を高血圧患者約 130
名に処方して、それぞれの降圧効果を検討す
るとともに、血液試料から遺伝子を抽出する
臨床試験（GEANE 試験)が既に行われている。
この GEANE 試験において TRIC-A 遺伝子にお
ける高血圧リスク SNPs 解析を行った。 
 

（２）TRIC-A 欠損におけるイソプロテレノー
ル誘発性心肥大の発症機序に関する研究 
①浸透圧ポンプによる薬物負荷 
 各 種 薬 物 （ 60 mg/kg/day Iso, 467 
ng/kg/day AngII, 75 mg/kg/day PE）を必要
量はかり取り生理食塩水に溶解後、浸透圧ポ
ンプへ注入した。その後吸入麻酔下のマウス
の皮下（背中）へポンプを挿入しクリップで
留めた。2 週間後に体重、心重量、肝重量、
肺重量を測定するとともに心臓については
ホルマリン固定し、パラフィン包埋・薄切後
HE 染色あるいはマッソン・トリクローム染色
を行い、細胞断面積及び線維化について評価
した。 
②心エコー・心カテーテル 

薬物処置後 2週間のマウスに対して適用し、
心臓機能評価を行った。 
③マイクロアレイ及びリアルタイム PCR 
 正常マウスと TRIC-A 欠損マウスに対して
Iso の溶媒である生理食塩水を負荷したコン
トロール群及び Iso 投与群、計 4群を作製し



 

 

2 週間後に心臓を回収し RNA 抽出を行った。
一部はマイクロアレイに用いた。残りは逆転
写を行い、リアルタイム PCR を各種心肥大マ
ーカーや線維化マーカー、イオンチャネル、
受容体、シグナル伝達系について mRNA 発現
量を比較した。 
④ウェスタンブロット 
 Ca2+ハンドリングに関わる分子についてそ
のタンパク発現量及びリン酸化を検討する
ためウェスタンブロットを行った。薬物処置
したマウスより心臓を回収し、ホモジナイ
ズ・遠心後、一定のタンパク濃度の試料をア
クリルアミドゲルにて電気永動しメンブレ
ンに転写後、各分子の特異的抗体にて免疫反
応させ、2次抗体で検出した。 
⑤新生児心筋細胞の単離及び心肥大実験 
 P0 あるいは P1 の新生児より心臓を摘出し
心耳部分を顕微鏡下で除去した。1 mm 片程度
に細かくし、コラゲナーゼ／トリプシンによ
り心筋細胞を単離した。混在する線維芽細胞
をシャーレ上で 37℃、1時間インキュベート
することで取り除き純度の高い心筋細胞を
得た。これを心肥大の実験に用いた。心肥大
の実験は培養上清中に各種薬物を添加し、
F-actinマーカーであるphalloidinと心筋細
胞マーカーであるα-actinin により免疫染
色し、両者が陽性である細胞の面積を解析・
比較した。 
 
４．研究成果 
（１）TRIC-A 欠損マウスにおける高血圧発症
機序の解明 
血圧テレメトリーの結果から TRIC-A 欠損

マウスは昼間の時間帯のみ高血圧を示すこ
とが明らかとなった。また、TRIC-A 欠損マウ
スにて Ca2+チャネル阻害薬により高血圧が改
善したことから、L 型 Ca2+チャネルが発現す
る血管平滑筋での異常が示唆された。次いで、
典型的な抵抗血管である腸間膜動脈を摘出
し、血管径及び細胞内 Ca2+濃度の測定を行っ
たところ、Ca2+チャネルを介した Ca2+流入が増
加し定常的な細胞内 Ca2+濃度が上昇した結果、
血管が恒常的に収縮していることが明らか
となった。これは Ca2+スパークの測定の結果
から、血管平滑筋において自発的なリアノジ
ン受容体(RyR)からの Ca2+放出、つまり Ca2+

スパーク頻度が減少したためであることが
判明した。さらに STOCs 及び膜電位測定の結
果から、Ca2+スパーク頻度の減少が細胞表層
膜 の Ca2+ 活 性 化 K+(BK) チ ャ ネ ル 活 性
(spontaneous transient outward currents, 
STOCs)頻度を低下させ、膜電位を脱分極させ
ることで血管平滑筋の恒常的収縮を引き起
こし、高血圧に至ったと結論した（図）。以
上の結果は、TRIC チャネルが血管トーヌス調
節に深く寄与することを示唆するものであ
る。さらに共同研究により、ヒト TRIC-A に

おける SNPsが本態性高血圧の発症に関係し、
TRIC-A SNPs を有する高血圧患者では降圧薬
感受性が有意に低いことを明らかにした。こ
のように、マウスにおける TRIC-A 欠損及び
ヒトにおける TRIC-A SNPs が高血圧を発症さ
せることから TRIC-A の有無あるいは活性の
差が血管トーヌスの調節に寄与しているこ
とが明らかとなった。TRIC チャネル自体は比
較的新規でありまだまだ研究途上な分子で
あることから、本研究を発端として本態性高
血圧の治療薬開発へと繋がることを期待す
る。 

 
（２）TRIC-A 欠損におけるイソプロテレノー
ル誘発性心肥大の発症機序に関する研究 
 
TRIC-A 欠損マウスに対して 60 mg/kg/day

のイソプロテレノール（Iso）を 2 週間持続
投与すると、野生型マウス（WT）に比べて顕
著な心重量／体重比の増加に加えて心筋細
胞断面積の増大も観察された。さらには心エ
コーでの左室壁肥厚も確認された。このよう
な現象は AngII や PE では観察されなかった。
そこで心肥大発症機序を詳細に検討するた
め、新生児心筋細胞を単離・培養して Iso に
よる心筋細胞肥大を検討した。しかし新生児
心筋細胞では顕著な肥大は観察できなかっ
た。これはウェスタンブロットの結果から成
獣と新生児マウス心臓においてリアノジン
受容体やホスホランバンなど Ca2+シグナリン
グに関わる分子のリン酸化レベルの差異が
原因であると推測された。次に成獣マウスに
おいて対照として生理食塩水を投与した正
常マウス、TRIC-A 欠損マウスを加えた 4群の
心臓から RNA を抽出し、マイクロアレイによ
る RNA 発現解析を行った。Iso 刺激により正

図 TRIC-A 欠損血管平滑筋細胞における Ca2+

シグナル異常 



 

 

常マウスと TRIC-A 欠損マウスの間で大きく
発現量が変化したものの中に心肥大に関わ
る因子はなかった。βMHC などの心肥大マー
カー発現量は TRIC-A 欠損マウス Iso 刺激群
で顕著に増加していなかった一方で、コラー
ゲンやペリオスチンなどの線維化マーカー
発現量が TRIC-A 欠損マウス Iso 刺激群で顕
著に増加していた。一方で、心重量／脛骨長
比では正常マウスと TRIC-A 欠損マウスでほ
とんど変化なしという結果を得た。従って、
Isoによる持続刺激はTRIC-A欠損マウス心臓
において、心肥大ではなく顕著な線維化を誘
発させることが明らかとなった。 
 TRIC-A欠損マウスにおけるIso刺激は心肥
大に比べて顕著な線維化を引き起こすこと
を明らかにした。線維化発症メカニズムの解
明には至らなかったが、顕著な線維化は心肥
大に比べて心臓のポンプ機能を低下させる
現象であり、この発症機序の解明は心筋梗塞
や虚血再灌流後の心臓線維化メカニズムに
も通じると期待される。今後、Iso 誘発性線
維化メカニズムについて詳細な検討を行っ
ていく予定である。 
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