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研究成果の概要（和文）：非興奮性細胞（軟骨細胞や血管内皮細胞など）において、Ca2+活性化K+（KCa）チャ
ネルやストア作動性Ca2+（SOC）チャネルなどが正帰還Ca2+制御機構の中心的分子として機能し、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。軟骨細胞では大コンダクタンスCa2+活性化K+チャネルチャネルや
Ca2+遊離活性化Ca2+チャネル（Orai1、Orai2）、ClC-3、ClC-7の発現変動がOA病態の形成に関与しうることを明
らかにした。脳血管内皮細胞では低酸素刺激により、Kir2.1発現上昇→正帰還機構の亢進→細胞増殖の促進、と
いう反応が起こり血液脳関門の崩壊機構の一端を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that in non-excitable cells such as chondrocytes 
andendothelial cells, Ca2+-activated K+ (KCa) channels and store-operated Ca2+ (SOC) channels play 
significant roles in the positive feedback mechanism for the regulation of intracellular Ca2+ 
concentration ([Ca2+]i). This [Ca2+]i elevation forms cellular responses to various types of 
stimulations in physiological conditions or gets involved in pathological process. In chondrocytes, 
it is demonstrated that ion channels, such as large-conductance Ca2+-activated K+ (BK) channels, Ca2
+-release-activated Ca2+ (CRAC) channels, ClC-3 and ClC-7, are involved in progression of 
osteoarthritis. In brain capillary endothelial cells, hypoxic stress induces the up-regulation of 
Kir2.1, augment of positive-feedback mechanisms and promotion of cell proliferation. These events 
may play a role in disruption of blood-brain-barrier after cerebral hypoxia.

研究分野： 薬理学

キーワード： イオンチャネル　薬理学　薬学　カルシウムシグナル　創薬　蛍光イメージング　パッチクランプ　生
理学

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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
KCaは大きく 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（図１）、負帰還 Ca2+制御機構を担
う重要な分子と認識されてきた。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、逆に正帰
還[Ca2+]i制御機構を担い、刺激応答時の持続
的な[Ca2+]i 上昇に寄与する機構を発見した。
そして「KCaチャネルは細胞の興奮性に依存し
た[Ca2+]i調節因子として、正または負の帰還
制御機構に寄与する」という構図（図１）を
提唱してきた。 

図１のように非興奮性細胞では、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。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 制御機構が作動す
ることを、我々は脳血管内皮細胞、軟骨細胞、
前立腺間質細胞、Ｔリンパ球において証明し
てきた。 

一方、非興奮性細胞の Ca2+流入経路（透
過チャネル）に関して、非選択性陽イオン
（TRPC）チャネルや Orai1/Stim1 複合体の研
究が著しく進歩しつつある。しかし、正帰還
Ca2+制御機構における主な 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、本申請研究での重要な課題である。ま
た近年 Ca2+活性化 Cl-（ClCa）チャネルの分子
実体として同定された TMEM16A 等の Cl-チャ
ネルの上記 Ca2+制御機構における役割は、全
く不明であり、これも重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 

本研究では、種々の非興奮性細胞におい
て、正帰還 Ca2+制御機構の本体が KCaチャネル
を含む膜機能タンパク分子複合体であるこ
とを証明し、Ca2+透過チャネルを含む構成分
子の同定と細胞内局在を解明することを目
的にする。さらに、同機構の機能障害と疾患
との関連と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 

軟骨細胞、血管内皮細胞、T リンパ球、
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）軟骨細胞 

軟骨細胞において、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（論文 16）。 

OA 患者の滑液の浸透圧が健常者より低
いことに着目して、OUMS-27 を低浸透圧で培
養し、OA 病態の模擬を試みた。低浸透圧負荷
によるClC-7の発現低下が膜過分極を起こし、
これによる[Ca2+]i の上昇が OA 病態時に起こ
る軟骨細胞死に関与することが示唆された

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。 
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。 



（論文 17） 
低浸透圧刺激による細胞膨張後に起こ

る容積の減少（Regulatory volume decrease: 
RVD）において、ClC チャネルを介した細胞外
への Cl-輸送が重要な役割を担うことが知ら
れている。軟骨モデル細胞(OUMS-27)におい
て、ClC-3 が低浸透圧感受性電流主要な成分
の 1 つであることを明らかにした。ClC-3 は
RVD 時の細胞内 Ca2+濃度上昇、PGE2 産生に関
与することも明らかにした（論文準備中）。 

当研究室で OUMS-27 より発見した BK チ
ャネルの新規スプライスバリアント体
BKαΔe2 の機能を詳細に解析した。その結果、
BKαΔe2 自身は機能を持たないがストイキ
オメトリー依存的に BK チャネル機能を抑制
することを明らかにした。また、OUMS-27 に
対して BKαΔe2 の siRNA を処置したところ
ヒスタミンによって誘発される COX2 発現が
上昇した。BKαのうち exon2 に含まれるアル
ギニン残基が BK チャネルの正常な膜発現お
よび電位感受性に必要であることを明らか
にした（論文 14）。 
（２）脳血管内皮細胞 

脳血管内皮細胞において、CRAC チャネル
の構成因子である 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。
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、細胞増殖など
の細胞機能に影響を及ぼすことが明らかに
なった。（論文 15） 

ウシ脳血管内皮細胞株に低酸素ストレ
スを負荷すると Kir2.1 の発現が上昇し、静
止膜電位を過分極方向に維持することで、ス
トア作動性 Ca2+流入（SOC）を増強することを
明らかにしてきた（論文 13）。この Kir2.1 発
現上昇機構について詳細に調べた結果、低酸
素ストレスによりHIF-1αの発現が低下する
ことで dynamin-2 の発現が上昇し、これが
Kir2.1 の細胞膜への輸送を促進することを
明らかにした（論文 2）。 

ウシ脳血管内皮細胞株のホールセルパ
ッチクランプ法による解析の結果、Ca2+活性
化 Cl-（ClCa）チャネルの分子実体として知
られるTMEM16Aが機能的に発現していること
を明らかにした。TMEM16A 活性は静止膜電位
を脱分極側に維持する働きと、細胞増殖を促
進する働きがあることが判明した（論文準備
中）。 
（３）リンパ球 

炎症性腸疾患（IBD）モデルの腸間膜リ
ンパ節では、CD4+ T 細胞の IK チャネルの発
現・活性が増大し、CD4+ T 細胞の増殖や炎症
反応を亢進させて、症状を悪化させることを
明らかにした。IK チャネルの阻害薬である
TRAM-34 の投与により IBD 症状が有意に改善
した（論文 19, 24）。 
（４）松果体 

Ca2+シグナルに関わるイオンチャネル群

を明らかにして、メラトニン産生に関わるこ
とを明らかにした（論文 11, 20）。TMEM16A
と TMEM16B が機能的なヘテロ 2量体を形成し、
静止膜電位の制御やメラトニン産生に寄与
することを明らかにした（論文 4）。 
（５）平滑筋 

平滑筋組織の負帰還機構に関わる Ca2+関
連イオンチャネルの機能（論文 1, 6, 8, 9, 
21）や細胞膜とミトコンドリアの機能連関に
ついても研究を進めた（論文 3）。 
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