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研究成果の概要（和文）：本研究では、全反射蛍光顕微鏡を用いて、カルシウムマイクロドメイ
ンに集積する分子群を可視化解析し、このような複合体を安定化させる足場構造の同定を目指
した。その結果、大コンダクタンスカルシウム活性化カリウムチャネルの分子動態は、細胞骨
格やラフト構造によって抑制的に制御されていることが示された。本研究成果は、血管平滑筋
の興奮性を規定するカルシウムマイクロドメインの生理的意義の解明につながると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： To clarify the molecular dynamics of large conductance 
calcium-activated potassium channels in the functional calcium microdomain, we examined 
the single-molecule imaging using total internal reflection fluorescence microscopy. 
These results indicate that the molecular dynamics are strongly restricted by 
cytoskeleton and direct interaction with caveolin in vascular smooth muscle cells. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内 Ca2+動態は、時間的・空間的に多様

な挙動を示し、発生機序や生理機能から Ca2+

スパーク、Ca2+ホットスポット、Ca2+ウェーブ
などと呼ばれている（今泉ら, 2008; Cheng & 
Lederer, 2008）。心筋で最初に発見された
Ca2+スパーク（半値幅 50 ms で最大径 1 m 程
度の一過性の局所 Ca2+濃度上昇）は、心筋興
奮収縮連関時の Ca2+誘発性 Ca2+遊離（CICR）
を反映している（Cheng et al, 1993; Lederer 
et al, 2004）。一方、平滑筋でも細胞膜直下
に位置する特定の筋小胞体（SR）上のリアノ
ジン受容体（RyR）を介して周期的に生じる
Ca2+スパークが観察された（Nelson et al, 
1995; Ohi et al, 2001）が、心筋とは異な
り、Ca2+スパークが近傍細胞膜上の大コンダ

クタンス Ca2+活性化 K+チャネル（BK）チャネ
ルを活性化することにより、自発一過性外向
き電流（STOCs）を発生させて、静止膜電位
を保持することに寄与している（Imaizumi et 
al, 1999; Jaggar et al, 2000; Imaizumi et 
al, 2003）。多くの血管平滑筋は、生理的条
件下で自発性緊張を有し、それは静止膜電位
に強く依存することが知られている。BK チャ
ネル遺伝子欠損マウスでは、高血圧や膀胱過
緊張の様な平滑筋収縮異常が生じること
（Brenner et al, 2000; Meredith et al, 
2004）から、Ca2+スパークと BK チャネル活性
の機能協関は、静止膜電位を維持する重要な
因子として考えられている。これまでの平滑
筋 Ca2+スパークの研究結果（Ohi et al, 2001）
から、非常に興味深いことに、Ca2+スパーク
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発生領域は、組織によって若干の差異がある
ものの、細胞内の特定の数ヶ所から数十ヶ所
程度であることが分かっている。それは細胞
膜と SR が近接した特定の微細構造に由来す
ると推測されているが、生細胞でそのような
Ca2+マイクロドメインを構成する機能タンパ
クを単一分子レベルで可視化した例は無い。 
本研究では、局所 Ca2+シグナルやチャネル

活性と同時に機能分子を全反射蛍光（TIRF）
顕微鏡下で 1分子可視化することで、それら
の生理的意義を直接的に証明できると考え
た。さらに、これらの分子が Ca2+マイクロド
メイン内で機能的に共役するためには、構造
的な分子基盤（足場構造）が存在している可
能性が高い。そこで、TIRF 画像解析技術を応
用して、足場構造を構成する新規分子の同定
および機能解析を行った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、血管平滑筋細胞において、

Ca2+スパーク発生の場である Ca2+マイクロド
メインに集積するタンパクの 1分子可視化と
そこで機能協関する分子群の安定化に必要
であると推測される足場構造の解析を TIRF
顕微鏡下で行った。蛍光標識した化合物（標
的分子に特異的に結合する Alexa 蛍光複合
体）やチャネルタンパク（標的分子の
CFP/YFP/RFP 蛍光融合体）を作製して、Ca2+

シグナル解析によって同定された Ca2+マイク
ロドメイン部位と蛍光標識分子との構造
的・空間的配置や機能連関を単一分子レベル
で機能解析した。次に、細胞膜ラフト構造（カ
ベオラ構造やカベオリン分子）や細胞骨格
（アクチン）なども可視化して、細胞構造上
の観点から、Ca2+マイクロドメインの支持基
盤（足場構造）を新たに同定した。 
以上により、血管平滑筋 Ca2+マイクロドメ

インを構造的・機能的に規定する分子群を可
視化解析して、血管平滑筋の静止膜電位調節
と血管緊張制御のより具体的かつ詳細な機
構解明を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1)標的分子の蛍光標識 
血管平滑筋型BKチャネルのサブユニット

（KCNMA1A）の N および C 末端に蛍光タンパ
ク（CFP/YFP/RFP）を融合させた cDNA は既に
作製したものを使用した。本研究では、新た
に Ca2+マイクロドメインを構造的に支持する
と推測されている細胞膜ラフト構造の一種
であるカベオラを構成するカベオリン（カベ
オリン 1）やアクチンなどの細胞骨格を Alexa
もしくは CFP/YFP/RFP で順次蛍光標識した。 
 
(2)Ca2+マイクロドメインとカベオラ構造 

ラット胸部大動脈から酵素処理により単
離した平滑筋細胞に蛍光標識した分子を遺
伝子導入（リポフェクション法）して 2 日間
培養する。その後、TIRF 顕微鏡（図 1）を用
いて、再構築した機能分子や足場構成分子の
1 分子レベルでの細胞膜表面または細胞膜直
下における局在をリアルタイムで可視化解
析した。同時にパッチクランプ法も適用して、
BK チャネル活性も測定した。 

 
(3)Ca2+マイクロドメイン形成に必須である
新たな足場構成分子の同定 
平滑筋 Ca2+動態を制御すると推測されてい

る細胞膜 Ca2+マイクロドメイン構成分子群か
ら、その足場構成に関与すると考えられる分
子に着目して、その構造的分子基盤となり得
るかを検討した。まず、蛍光標識したアクチ
ン（細胞骨格）を用いて、細胞構造上の観点
から、この分子が Ca2+マイクロドメインの支
持基盤であるかを機能解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)BK チャネルの分子動態 

TIRF イメージングによって、非常に興味深
いことにBK分子がダイナミックに細胞膜上
を移動する様子を可視化できた（図 2）。ヒト
胎児由来腎臓 293（HEK）細胞に発現させた
BK-YFPの拡散係数は6.7103 nm2/sだった。
HEK細胞にBK-YFPとBK1-CFPを共発現させ
た時、BKの分子動態は BK1 との複合体形成
で顕著に減少することから、 サブユニット
は機能的修飾だけでなく分子動態も制御す
ることが分かった。一方で、大動脈平滑筋細
胞の BK-YFP の拡散係数は 0.29103 nm2/s で
あり、HEK 細胞に共発現させた BK/BK1 の分
子動態よりもかなり制限されていた。 

 

図 1 TIRF 顕微鏡による一分子可視化法の原理 

TIRF 顕微鏡では、励起光を全反射させた際に発

生するエバネッセント光を利用して、カバーガ

ラスに近接した領域（～200 nm）におけるイオ

ンチャネルなどの膜タンパク 1 分子レベルでの

分布や挙動をナノスケールの分解能で検出する

ことが出来る。 



 

 

 
(2)BK チャネルの分子動態と細胞骨格 
細胞骨格の一種であるアクチンの重合阻

害薬であるサイトカラシン Dを平滑筋細胞に
前処置すると、BKの拡散係数が増加した。
一方、アクチンの重合促進薬であるジャスプ
ラキノリドを処理した後、サイトカラシン D
を添加しても、BKの挙動は影響を受けなか
った。 

 
(3)BK チャネルの分子動態とラフト構造 
様々なイオン輸送体やシグナル分子が、脂

質ラフト構造の一種で細胞膜表面に Ω 状の
窪み構造（直径 50～100 nm）として存在する
カベオラに集積して、機能複合体（マイクロ
ドメイン）を形成することにより効率的に細
胞機能を制御していることが明らかになり
つつある。そこで、細胞膜ラフト構造の一種
であるカベオラとその構成成分であるカベ
オリン（Cav1）分子に注目した。BK-YFP と
Cav1-CFP を共発現させた HEK 細胞において、
その両者の共存率は 20%程度だったのに対し、
平滑筋細胞では約 70%だった。カベオラ構造
を破壊するメチル--シクロデキストリンを
平滑筋細胞に前処置すると、BKの拡散係数
が増加した。TIRF観察下でのFRET法により、
BKとCav1が相互作用していることが分かっ
た。さらに、その FRET 効率は、HEK 細胞より
も平滑筋細胞で有意に大きかった。 
 
(4)まとめ 
本研究成果により、大動脈平滑筋の細胞膜

上における BK サブユニットの分子動態は、
①修飾タンパクである サブユニットとの複
合体形成、②細胞骨格を構成するアクチンと
の分子間相互作用、③細胞膜表面のラフト
（カベオラ）構造に集積するカベオリン分子、
によって強く制限あるいは制御されること
を見出した。TIRF イメージングや FRET 解析
による BKCaチャネルの一分子レベル（ナノス
ケールの分解能）での可視化解析は、細胞膜
やその直下に位置し、機能的に連関した分子
複合体を形成する局所的なマイクロドメイ
ンに関する有益な生理的情報を提供すると
考えられる。 
 
(5)おわりに 
細胞の生理応答には、細胞内 Ca2+シグナル

が必須であることが多い。現在、Ca2+シグナ
ルやイオンチャネル分子の時間的・空間的多
様性を生み出す構造基盤として、Ca2+マイク
ロドメインが想定されている（図 3；今泉ら, 
2008）。このような部位では、特に膜電位や
局所 Ca2+濃度の変化が他のシグナルへ効率的
に変換されることが想定されている。TIRF 顕
微鏡によるイメージング技術は、Ca2+マイク
ロドメインの分子・構造基盤の同定と生理的
意義の解明に強力な手法になると考えられ
る。また、本手法がイオンチャネルやその他
の膜タンパクの局在と動態解析および機能
集積体としての性質の解明や、疾患での集積
分子の機能連関異常の解明に極めて有効で
あることが示された。 
 

 
 

 

図 2 BK チャネルの一分子動態 

HEK 細胞に発現させた BKサブユニットの細胞

膜上での分布と分子動態を TIRF 顕微鏡を用い

て画像解析した。（A）細胞膜上に BK-YFP の単

一チャネル分子もしくはその集合体（クラスタ

ー）が観察できた。（B）細胞膜上に点在する 4

個の単一 BK-YFP 分子（画像 A の粒子 a～d）

の 60 秒間の軌跡を示した。括弧内には、拡散

係数（D10s）の値を記した（103 nm2/s）。（C）

BK-YFP 分子（画像 A, B の粒子 b）の 5秒毎の

画像を示した。 

 
図 3 細胞膜マイクロドメインにおける

Ca2+動態とイオンチャネルの機能的連関 

細胞膜ラフト構造であるカベオラにイオン

チャネルなどの機能性タンパクが集積し、

近接する筋小胞体との間で局所 Ca2+動態を

形成することが示唆されている。BKCa、大コ

ンダクタンス Ca2+活性化 K+チャネル；VDCC、

電位依存性 Ca2+チャネル；RyR、リアノジン

受容体；IP3R、IP3 受容体；SERCA、筋小胞

体 Ca2+ポンプ；NCX、Na+/Ca2+交換体。 
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