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研究成果の概要（和文）：非興奮性細胞（血管内皮、リンパ球、軟骨、気道上皮等）において、Ca2+活性化K+（KCa）
チャネルやストア作動性Ca2+（SOC）チャネルが正帰還Ca2+制御機構の中心分子として機能し、各種刺激応答や病態形
成に関与することを明らかにした。脳血管内皮細胞や軟骨細胞において、CRACチャネルがSOCチャネルの分子実体であ
り、細胞増殖を制御することが判明した。炎症疾患モデル動物由来リンパ球においては、中コンダクタンスKCaチャネ
ルの発現変化と病態の関連を明らかにした。また、気道繊毛細胞では、ATP感受性K+チャネルが正帰還機構に関与し、
繊毛運動を増強させて気道クリアランスを亢進させることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that, in non-excitable cells such as endothelial cells,
 lymphocytes, chondrocytes and airway cilliated cell, Ca2+-activated K+ (KCa) channels and store-operated 
Ca2+ (SOC) channels play significant roles in the positive feedback mechanism for the regulation of intrac
ellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i). This [Ca2+]i elevation elicites cellular responses to various types 
of stimula under physiological conditions or is involved in pathological processes. In brain capillary end
othelial cells and chondrocytes, Ca2+-release activated Ca2+ channel is a major component of SOC channels 
and regulates cell proliferation. In T lymphocytes isolated from inflammatory disease model mice, the chan
ge in expression level of intermediate-conductance KCa channel is related to pathological processes. In ci
liated cells, ATP-sensitive K+ channel contribute to the positive feedback mechanism for [Ca2+]i, and faci
litate ciliary movement and consequently promote airway clearance.
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１．研究開始当初の背景 
細胞の種類にかわらず、[Ca2+]i上昇は刺
激応答の細胞内情報伝達において中心的な
初期事象であり、多様な細胞活性上昇の引き
金となっている。[Ca2+]i上昇で活性化される
Ca2+活性化 K+（KCa）チャネルは、コンダクタ
ンスの違いから 3 種類（BK, IK, SK チャネ
ル）に分類される。3 種類の KCa チャネルは
それぞれ異なった組織分布、性質、機能、薬
理学的特性を持ち、多様な細胞機能に寄与し
ているが、何れも細胞活性の高い状態におい
て機能し、[Ca2+]i調節因子としての性質を共
有している。 
神経・筋等の興奮性細胞において、KCa 
チャネル活性化は過分極を介して電位依存
性 Ca2+チャネル活性を抑制し、[Ca2+]iを低下
させるため、負帰還 Ca2+制御機構を担う重要
な分子と認識されてきた。実際、BK チャネ
ルβサブユニット欠損マウスは血管平滑筋
の緊張を介した高血圧を呈する（Brenner ら
Nature, 2000）。我々は 2 型リアノジン受容
体へテロ KO マウス膀胱平滑筋で、BK チャネ
ル活性化減弱による筋緊張上昇が頻尿をも
たらすことを見出した（Hotta ら, 2007, J 
Physiol）。 
しかし近年、多くの非興奮性細胞の細胞
膜上にもKCaチャネルが発現していることが
示された。我々は非興奮性細胞では KCa チャ
ネルが、興奮性細胞とは異なる役割を担うの
ではないかと仮定した。すなわち、刺激応答
で[Ca2+]iが上昇すると、KCa チャネル活性上
昇を介した膜電位の過分極により、非電位依
存性Ca2+透過チャネルのCa2+駆動力が増大し、
流入が促進されるため[Ca2+]i 上昇が持続す
ると予想される。これがさらに KCa チャネル
活性を上昇させるという正帰還[Ca2+]i 制御
機構が想定される。 
非興奮性細胞の Ca2+流入経路（Ca2+透過

チャネル）に関する研究は、近年著しく進歩
しつつある。重要な非選択性陽イオン（TRPC）
チャネルに加えて、細胞内貯蔵 Ca2+が枯渇し
た時に活性化される Store Operated Ca2+ 
Entry (SOCE)が重要である。その分子実体は、
細胞膜上でイオンチャネル部位を形成する
Orai1 と小胞体膜上で貯蔵 Ca2+量を感受する
Stim1 の複合体（Ca2+遊離活性化 Ca2+（CRAC）
チャネル）であること(Feske S, Nat Rev 
Immunol,2007)が解明された。しかし同じく
Orai/Stim と TRPC が分子複合体を形成して
いる可能性（Lio Y.ら PNAS, 2008）等も示唆
されている。非興奮性細胞における Ca2+透過
チャネルは、ごく一部の細胞種を除いて同定
されておらず、本研究での重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
多くの非興奮性細胞（血管内皮, 軟骨, T 
リンパ球, 気道上皮等の細胞）において、KCa
チャネルが刺激応答の初段階となる[Ca2+]i
上昇を正帰還的に制御する機構が普遍的に
存在することを証明する。また、これに関わ

る Ca2+透過チャネルの構成分子の同定も行う。
更に、KCa チャネルの発現変化や機能障害と
疾患に関連があるのか、また、KCa チャネル
の創薬標的としての可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
  パッチクランプ法により、イオンチャネ
ル電流あるいは膜電位変化を解析する。さら
に、カルシウムイメージングや蛍光ラベルに
よるイオンチャネルの一分子イメージング
を組み合わせることにより、チャネル機能と
その細胞内局在を同時に記録する。また、
siRNA による特異的ノックダウンを行い機能
的に発現するイオンチャネルの同定を行う。
免疫染色法や定量的 PCR 法、ウエスタンブロ
ッティング法など汎用されている生化学的
手法も用いる。更に、炎症性疾患モデルや前
立腺肥大モデル等の病態モデル動物を作製
すると同時に、名古屋市立大学医学部と連携
してヒトサンプルの供与を受けて、関連する
イオンチャネルと病態の関連を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
血管内皮細胞、T リンパ球、軟骨細胞、気道
上皮細胞など多くの非興奮性細胞において、
刺激応答の開始となる[Ca2+]i 上昇を正帰還
的に制御する機構が普遍的に存在し、KCaチャ
ネルやストア作動性 Ca2+（SOC）チャネルがそ
の正帰還 Ca2+制御機構の中心的役割を担う分
子として機能するスキームを実証すること
ができた。 

 

 
（１）脳血管内皮細胞及び軟骨細胞において、
正帰還 Ca2+制御機構の主要な Ca2+流入経路と
して、SOC チャネルの 1つである CRAC チャネ
ルが重要であることを明らかにした。脳血管
内皮細胞において、CRAC チャネルの構成因子

図１、正及び負の[Ca2+]i制御機構 

神経や筋などの興奮性細胞において、KCaチャネルの活
性化が電位依存性チャネルの活性を低下させ、[Ca2+]i上
昇に対して負帰還機構として働くことが知られている。
本研究課題では、リンパ球や気道上皮細胞、血管内皮細
胞などの非興奮性細胞において、KCaチャネルの活性化
が SOCチャネルからの Ca2+流入を増加させて、[Ca2+]i

上昇に対して正帰還機構として働くことを明らかにし
た。 



である Orai1、Orai2、Stim1 をノックダウン
したところ細胞増殖が有意に抑制された。ま
た、Orai1 とは異なり、Orai2 の mRNA 発現量
は細胞周期依存的に変化した。また、軟骨細
胞においては、Orai1 のノックダウンにより
SOCE が抑制されたのに対し、Orai2 のノック
ダウンによって SOCE が増大した。更に一分
子イメージングの結果から Orai1 と Orai2 は
ヘテロ 4 量体を形成することが示唆された。
このように、Orai2 が Orai1 の機能を直接制
御することで SOCE を修飾し、細胞増殖や基
質分泌などの細胞機能に影響を及ぼすこと
が明らかになった。これらの知見は、脳血管
内皮細胞や軟骨細胞の生理機能に対する正
帰還 Ca2+制御機構の重要性を示すものである。
（現在 2報投稿準備中） 
 
（２） 
①アレルギー性接触性皮膚炎モデルマウス
を用いて、耳介 Tリンパ球における中コンダ
クタンス KCa（IK）チャネルの発現変化と、
IK チャネルのドミナントネガティブスプラ
イスバリアント体の正常 IK チャネルに対す
る割合の変化を明らかにした。さらにこの疾
患モデルにおいては、IK チャネル阻害薬
（TRAM34）の大きな治療効果を認めた。（論
文 8, 22） 
 
 
②潰瘍性大腸炎モデル動物であるデキスト
ラン硫酸ナトリウム誘発性炎症性腸疾患
（IBD）モデルマウスを用いて、腸間膜 T リ
ンパ球における IK チャネルの機能解析を行
った。その結果、IBD 由来の T リンパ球では
IK チャネルの発現が増大しており、TRAM34
を IBD に投与すると症状の緩和や IK チャネ
ル活性の減弱が観察された。（論文 2） 
③前立腺肥大症モデルマウス及び前立腺癌
摘出手術でのヒト肥大前立腺組織において
IK チャネルの発現増加、モデルマウスでは
TRAM34 が肥大抑制効果を示した。（論文 12, 
21） 
  このように、IK チャネル阻害薬は炎症性
疾患の新規治療薬となりうることが示唆さ
れた。また、前立腺肥大症や前立腺癌に対し
ても、IK チャネルは新規マーカーあるいは治
療ターゲットとして有望である。 
 
（３）気道から吸引した異物の排出（気道ク
リアランス）に関与する上皮系細胞（気道繊
毛細胞）において、K+チャネル活性が正帰還
Ca2+制御機構に関与するか調べた。その結果、
ATP 感受性 K+チャネル（KATP）が細胞膜を過分
極させることで、細胞膜上の Ca2+チャネルか
らの Ca2+流入を促進し、繊毛運動を増強させ
て気道クリアランスを亢進させることが判
明した。この結果は、KATP 開口薬が新規の去
痰薬として有用である可能性を示唆してい
る。（論文 6） 
 

（４）軟骨細胞から単離した新規の大コンダ
クタンス KCa（BK）チャネルのスプライスバ
リアント体の生理的意義を調べた。その結果、
野生型の BK チャネルとヘテロ 4 量体を形成
し、その細胞膜移行を抑制することで、BK チ
ャネル機能を抑制することが明らかになっ
た。また、このバリアント体は軟骨のみなら
ず全身に広く分布することも明らかにした。
今後、このスプライスバリアント体の生理的
意義をより広い範囲で解明する必要がある。
（現在 1報投稿準備中） 
 
（５）全反射蛍光顕微鏡と蛍光タンパクラベ
ルを用いた一分子可視化法は BK チャネルα
サブユニットの4量体形成を解析する過程で
確立させ、FRET 法とフォトブリーチング法の
応用にも成功した。また、1 分子の L 型 Ca2+

チャネルを介した Ca2+流入（Ca2+スパークレッ
ト）の可視化にも成功した。これらの手法を
応用して、イオンチャネルの細胞膜あるいは
細胞内での分布やタンパク間相互作用をよ
り詳細に解明することが可能となる。（論文
3, 4, 10, 11, 15） 
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