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研究成果の概要（和文）：本研究では、TRICチャネル両サブタイプとRyR、IP3Rのいずれもが発現している平滑筋を用
いて以下の3点について明らかにした。①TRIC-A過剰発現によりCa2+スパークの発生を発端とした過分極シグナルが亢
進し、恒常的な血管弛緩により低血圧を示すこと、②血管平滑筋におけるTRIC-Aの発現量が血圧を制御する可能性を示
唆、③血管平滑筋におけるTRIC-Aの発現量変化は小胞体内のCa2+分布、つまりRyRやIP3Rを有する小胞体内のCa2+貯蔵
量に影響を与える可能性を示唆。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was revealed the following three points using smooth muscle 
cells having both TRIC channel subtypes and Ca2+ release channels including ryanodine cereptor (RyR) and 
inositol-1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R). 1) Overexpression of TRIC-A enhanced hyperpolarization 
signaling which evoked by Ca2+ spark, and showed hypotension induced by constitutively vascular 
relaxation. 2) It was suggested that TRIC-A expression level in vascular smooth muscle cells controlled 
blood pressure. 3) It was suggested that TRIC-A expression level in vascular smooth muscle cells also 
affected the amount of Ca2+ contents in the endo/sarcoplasmic reticulum which distributed RyR and/or 
IP3R.

研究分野： 生理学・薬理学
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１．研究開始当初の背景 
申請者のグループは、小胞体及び核膜に局

在 す る 新 規 分 子 と し て TRIC （ trimeric 
intracellular cation）チャネルを 2007 年に同定し
た。TRIC チャネルは分子量約 33kDa で三量体
を形成する。また、電気生理学的解析から細胞
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。申請者のグループでは遺伝子欠損
マウスを用いた機能解析を精力的に行い、胎生
致 死 を 示 す 両 サ ブ タ イ プ 完 全 欠 損
（TRIC-DKO）マウス心筋細胞において RyR から
の Ca2+ 放出が減弱すること（Yazawa et al., 
Nature, 2007）、新生致死を示す TRIC-B 欠損マ
ウス II 型肺胞上皮細胞での IP3R からの Ca2+放
出が減弱すること（Yamazaki et al., Development, 
2009）、さらには TRIC-A 欠損マウス骨格筋にお
いて RyR を介した Ca2+放出（Ca2+スパーク）頻度
が減少すること（Zhao et al., J . Biol. Chem., 
2010）を明らかにした。以上より、TRIC チャネル
は小胞体からの 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
れた（図 1）。 

平滑筋では TRIC チャネル両サブタイプ、
Ca2+放出チャネルである RyR 及び IP3R のいず
れもが発現している。最近、高血圧・徐脈を示す
TRIC-A 欠損マウス血管平滑筋での解析におい
ても TRIC チャネルが小胞体からの Ca2+放出に
連動して機能するカウンターイオンチャネルであ
ることを強く支持する結果が得られた（Yamazaki 
et al., Cell Metab, 2011）。さらに、平滑筋細胞で
は TRIC-A 欠損により RyR を介した Ca2+スパー
ク頻度が減少するとともに、IP3R を介した Ca2+放
出が増大していることが明らかとなった。つまり
TRIC チャネル両サブタイプ及び 2 種類の Ca2+

放出チャネルが同時に発現する平滑筋細胞に
おいて、TRIC-A 欠損により RyR からの Ca2+放
出が減少する一方で、IP3R からの Ca2+放出が増
強するという興味深い現象が観察された。RyR と
TRIC-A（骨格筋、心筋などの興奮性組織・細
胞）、IP3R と TRIC-B（肺胞上皮細胞を代表とす

る非興奮性組織・細胞）の発現パターンが類似
していることを考慮すると、この現象は TRIC-A と
RyR 及び TRIC-B と IP3R が Ca2+放出機能にお
いて選択的に協調して機能している可能性を示
唆するものだと考えられる。さらに平滑筋特異的
TRIC-A トランスジェニック（TG）マウスを用いた
解析により TRIC-A の大量発現が小胞体内の
Ca2+貯蔵量、IP3R からの Ca2+放出及びカフェイ
ン に よ る Ca2+ 放 出 を 減 弱 さ せ た こ と か ら 、
TRIC-A が高発現することで Ca2+スパークを大き
く促進させる可能性が示唆された。このように
（1）TRIC チャネルと Ca2+放出チャネルの選択的
機能協調性及び（2）TRIC チャネルによる Ca2+

放出制御という 2 つの機構を解明することで小
胞体 Ca2+放出メカニズムに新たな視点を提示す
ることが可能になると考えた。 
  
２．研究の目的 
申請者のグループにて見出された小胞体

TRIC チャネルサブタイプは、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。本研究では、（1）TRIC チャネルと
Ca2+放出チャネルであるリアノジン受容体
及び IP3受容体が選択的に連動して機能する
（選択的機能協調性を有する）こと、及び（2）
TRIC チャネルの能動的 Ca2+放出制御という
まったく新しい 2つの機構について解明を目
指す。具体的には、TRIC チャネル両サブタ
イプとリアノジン受容体（RyR）、イノシト
ール 3 リン酸受容体（IP3R）のいずれもが発
現している平滑筋を実験材料とし、細胞内
Ca2+動態を詳細に解析し、またそれに付随し
た細胞・組織機能を評価することで 2 つの機
構を解明する。 
 
３．研究の方法 
①平滑筋特異的 TRIC トランスジェニックマ
ウスの作製 
平 滑 筋 特 異 的 α-smooth muscle actin 

(α-SMA)プロモーターの下流に Tric-a あるい
は Tric-b 遺伝子を挿入し、そのベクターを受
精卵にインジェクションした。得られた新生
仔の遺伝子型を遺伝子型判定用プライマー
にて判断した。各個体から組織を摘出し、
RNA を抽出後、cDNA に逆転写した。これら
を鋳型として内因性（EG）の Tric-a あるいは
Tric-b が検出可能なプライマー、外因性（TG）
の Tric-a あるいは Tric-b が検出可能なプライ
マー及び両方（EG/TG）を検出可能なプライ
マーを用いて RT-PCR を行った。さらに大動
脈、腸間膜動脈、心臓、骨格筋サンプルを用
いて TRIC-A についてウェスタンブロットを
行い、タンパクレベルでの平滑筋特異的な過
剰発現を確認した。 
②血圧測定 
正常マウス及び遺伝子改変マウスの血圧

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

 
図 1 小胞体における TRIC チャネル 



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。 
③組織学的観察 
腸間膜動脈を腸管ごとマウスから切り離

し、氷上で腸間膜動脈を腸から切り離した。
第三分枝の 1 本の両端を切断し、冷却した固
定液（2.5%グルタルアルデヒド）中で一定時
間固定し、1% OsO4存在下にて後固定した。
薄切切片（1 µm）をトルイジンブルー染色し、
光学顕微鏡により観察するとともに血管径
や表面積などのパラメーターについて解析
した。また、80 nm の超薄切切片は電子顕微
鏡観察に供した。 
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にて行った。また、腸
間膜動脈第一分枝を摘出し脂肪除去後、血管
を開いて内腔側を上にしてピンで固定した。
Krebs 溶液に 95% O2、5% CO2混合ガスを通
気し、37ºC で灌流した。3 M KCl を満たした
30-50 MΩのガラス電極を用いて血管平滑筋
細胞の静止膜電位を微小電極法にて測定し
た。 
⑧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．研究成果 

（1）TRIC チャネルと Ca2+放出チャネルで
あるリアノジン受容体及び IP3受容体が選択
的に連動して機能する（選択的機能協調性を
有する）こと、及び（2）TRIC チャネルの能
動的 Ca2+放出制御というまったく新しい 2
つの機構について解明を目指すことを目的
として、平滑筋特異的 TRIC-A トランスジェ
ニックマウスの解析を行った。 

Tric-a 欠損マウスはテレメトリー法及びテ
ールカフ法において昼間の時間帯では高血
圧を示した（Yamazaki et al., 2011）。2 系列の
平滑筋特異的 Tric-a 過剰発現マウスにおける
TRIC-A の過剰発現が血圧に与える影響を検
討するため、テレメトリー法にて血圧を測定
した。その結果、昼間及び夜間のいずれの時
間帯においても顕著な低血圧を示した（図 2）。
Tric-a 欠損マウスは血管平滑筋における過分
極シグナル障害により高血圧を示したこと
から、平滑筋特異的 Tric-a 過剰発現マウスで
は過分極シグナルが亢進した結果、低血圧を
示したと予想された。 

図 2 テレメトリーによる血圧測定 
 
平滑筋特異的 Tric-a 過剰発現マウスにおけ

る低血圧が過分極シグナルの亢進によるも
のと予想されたことから、まず過分極シグナ
ルの発端であるCa2+スパークについて検討し
た。Ca2+スパーク頻度は Tric-a 過剰発現平滑
筋細胞にて顕著に増加した。一方で振幅の大
きさには変化がなかった。また、Ca2+スパー
ク発生部位（スパークスポット）も Tric-a 過
剰発現平滑筋細胞において顕著な増加が観
察された。平滑筋における Ca2+スパークの発
生は細胞膜上に発現する大コンダクタンス
Ca2+活性化 K+チャネル（BK チャネル）を活
性化し、STOCs の発生を促進させることから
次に STOCs についてホールセルパッチクラ
ンプ法を用いて検討した。膜電位を-60 mV か
ら-30 mV まで固定し、その間に発生する
STOCs について野生型、TgA#3 及び TgA#20
について振幅の大きさと頻度について解析
した結果、静止膜電位付近の-60 mV の固定電
位ですでに野生型に比べて TgA#3 及び
TgA#20 のいずれもが振幅の大きさ、頻度と
もに顕著に増大していた。これは Ca2+スパー
ク頻度の増大及びスパークスポットの増加
と矛盾のない結果であり、Tric-a 欠損血管平
滑筋細胞と正反対の結果であった。さらに、
STOCs により平滑筋細胞の静止膜電位が調



節されることから膜電位感受性色素及び微
小電極法の 2 種類の方法により静止膜電位に
ついて検討した。膜電位感受性色素を用いた
結果から、Tric-a 過剰発現血管平滑筋細胞の
静止膜電位は野生型平滑筋細胞に比べて顕
著に過分極側にシフトしていることが示さ
れた。また、微小電極法により野生型、Tric-a
欠損及び Tric-a 過剰発現血管平滑筋細胞の静
止膜電位を直接測定した結果、野生型では過
去の報告にあるように-59.6±0.4 mV と-60 
mV 前後の静止膜電位であったのに対して
Tric-a 欠損平滑筋では-53.7±0.7 mV で約 6 
mV 脱分極し、Tric-a 過剰発現平滑筋では-64.8
±1.0 mV と約 5 mV 過分極していた。血管平
滑筋における Tric-a 欠損細胞での静止膜電位
の脱分極は過分極シグナルの破綻、Tric-a 過
剰発現細胞での静止膜電位の過分極は過分
極シグナルの亢進を意味する。以上の結果か
ら、Tric-a 過剰発現血管平滑筋では TRIC-A
の過剰発現によりCa2+スパーク頻度が上昇し
STOCs 活性が亢進することに伴い静止膜電
位が過分極にシフトすることが明らかとな
った。 
次に静止膜電位の過分極シフトは細胞膜

上の電位依存性 L 型 Ca2+チャネル（VDCC）
の活性を抑制することが予想されるため、血
管平滑筋細胞における細胞内Ca2+濃度測定を
行った。Tric-a 過剰発現平滑筋細胞における
定常状態Ca2+濃度は野生型に比べて顕著に低
下していた。細胞外 Ca2+除去溶液の灌流によ
り Tric-a 過剰発現平滑筋細胞の細胞内 Ca2+濃
度は野生型と同程度まで低下したことから、
Tric-a 過剰発現平滑筋細胞における定常状態
Ca2+レベルの低下は細胞外からの Ca2+流入の
減少によることが示唆された。さらに、VDCC
阻害薬であるベラパミルの添加及び活性化
薬である BayK8644 の添加によって Tric-a 過
剰発現平滑筋細胞の定常状態Ca2+レベルは野
生型と同程度に変化したことから Tric-a 過剰
発現平滑筋細胞における定常状態Ca2+レベル
の低下は、VDCC を介した Ca2+流入が減少し
たことによるものと示唆された。 
上述したように筋細胞のうち平滑筋細胞

だけは RyR 及び IP3R の 2 種類の Ca2+放出チ
ャネル、TRIC-A 及び-B の両サブタイプが同
程度発現している。従って、平滑筋細胞は小
胞体におけるCa2+放出チャネルの局在及びそ
れらを有する小胞体コンパートメント内Ca2+

動態の研究に最適な材料と言える。先行研究
では、モルモット肺動脈において RyR 及び
IP3R を有する小胞体と IP3R のみを有する小
胞体の割合が 1:1 であると示されている。動
物種や平滑筋の種類によって小胞体コンパ
ートメントの存在比やCa2+放出チャネル発現
量が変化することは言うまでもないが、小胞
体 Ca2+貯蔵量が TRIC チャネルの発現量によ
って変化するかを Tric-a 欠損平滑筋及び
Tric-a 過剰発現平滑筋を用いて検討した。小
胞体 Ca2+ポンプ阻害薬である CPA（シクロピ
アゾン酸）の Ca2+除去溶液中での適用は小胞

体 Ca2+貯蔵量の指標となる。Tric-a 欠損平滑
筋では CPA による Ca2+応答が野生型に比べ
て増大したのに対して、Tric-a 過剰発現平滑
筋では野生型と同程度の Ca2+応答であった。
また、α1 受容体アゴニストであるフェニレフ
リン（PE）は細胞内で IP3 を産生させ、IP3R
から Ca2+を放出させる。Tric-a 欠損平滑筋に
おける PE による Ca2+応答は野生型に比べて
顕著に増大した。一方で Tric-a 過剰発現平滑
筋での PE による Ca2+応答は野生型に比べて
著しく低下した。さらに Tric-a 欠損平滑筋で
のカフェインによるCa2+応答は野生型と同程
度であったのに対して、Tric-a 過剰発現平滑
筋では、顕著に増大した。以上より、Tric-a
欠損平滑筋では TRIC-A の欠損により小胞体
全体の Ca2+総量が増大し、これは IP3 感受性
Ca2+ストア内の Ca2+貯蔵量の増大に依存する。
一方で Tric-a 過剰発現平滑筋では TRIC-A が
過剰に発現することで小胞体全体のCa2+総量
は変化しないが IP3 感受性 Ca2+ストアから、
カフェイン感受性Ca2+ストアへとCa2+の移動
が起こったと示唆された（図 3）。 

図 3 平滑筋細胞におけるカルシウム制御 
 
上記をまとめると、以下の 3 つの結論が導

かれる。①平滑筋特異的 Tric-a 過剰発現マウ
スでは血管平滑筋における TRIC-A 過剰発現
によりCa2+スパークの発生を発端とした過分
極シグナルが亢進し、恒常的な血管弛緩によ
り低血圧を示した。②Tric-a 欠損マウスでの
過分極シグナル破綻による高血圧と本研究
結果を合わせて考察すると、血管平滑筋にお
ける TRIC-A の発現量が血圧を制御する可能
性が示唆された。③最後に、血管平滑筋にお
ける TRIC-A の発現量変化は小胞体内の Ca2+

分布、つまり RyR や IP3R を有する小胞体内



のCa2+貯蔵量に影響を与える可能性が示唆さ
れた（図 3）。 
血管平滑筋における TRIC-A の過剰発現に

より過分極シグナルが亢進し低血圧を示し
たことは、Tric-a 欠損マウスでの観察結果と
正反対のものであった。つまりCa2+スパーク、
STOCs、膜電位、定常状態 Ca2+レベル及び血
圧のいずれにおいても Tric-a 欠損血管平滑筋
細胞で観察された結果のミラーイメージで
あったことから、血管平滑筋における
TRIC-A の機能的役割は Ca2+スパーク頻度を
調節することで血管弛緩を促す過分極シグ
ナルを制御し血圧を正常に維持することで
あると結論づけられる。また、平滑筋におけ
る TRIC-A の発現量が小胞体内の Ca2+分布を
変化させることについては、TRIC-A が存在
しないことで IP3R から Ca2+が放出されやす
くなり、また TRIC-A が過剰発現することで
RyRからCa2+が放出されやすくなると考えら
れる。つまり小胞体内の各コンパートメント
において濃度勾配を生じ、Ca2+は小胞体内の
より放出されやすいCa2+ストアへ移動しやす
いのではないだろうか。 
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