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研究成果の概要（和文）：免疫細胞や組織細胞での細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）上昇は炎症慢性化の初期シグ
ナル伝達となる。本研究では以下を解明した。①炎症性腸疾患（IBD）寛解期のTreg細胞においてKCa3.1がIL-10
産生に関与する。②肝星細胞においてTREK1とCa2+感受性受容体（CaSR）が [Ca2+]cytを調節する。③骨芽細胞
においてビタミンD受容体（VDR）シグナルがKCa3.1発現低下を介して増殖を抑制する。④軟骨細胞においてKv1.
6発現減少が変形性関節症時（OA）の[Ca2+]cyt上昇に関与する。ClC3が低浸透圧刺激応答に関わる。⑤平滑筋が
興奮転写連関を介して慢性炎症を誘発する。

研究成果の概要（英文）：An increase in intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]cyt) in immune cells 
and tissue cells is important as an early signal transduction for chronic inflammation. In this 
study, we clarified the following points. (1) KCa3.1 is involved in IL-10 production in Treg cells 
during remission of inflammatory bowel disease. (2) TREK1 and Ca2+-sensitive receptors regulate [Ca2
+]cyt in hepatic stellate cells. (3) In osteoblasts, vitamin D receptor signaling suppresses 
proliferation through downregulation of KCa3.1 expression. (4) A decrease in Kv1.6 expression in 
chondrocytes is involved in [Ca2+]cyt elevation during osteoarthritis. ClC3 is involved in the 
hypotonic stimulus response. ⑤Chronic inflammation and medial hypertrophy in vascular smooth muscle
 are induced through excitation-transcription coupling.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
①KCa3.1阻害によるTreg細胞からのIL-10産生の促進は、IBDのような慢性炎症性疾患のTreg移入療法の効率化に
寄与することが期待される。② TREK1およびCaSR の抑制が、肝星細胞の増殖、分化、基質産生などの減弱によ
り、肝線維化の新たな治療法として応用できる可能性がある。③VDRシグナルおよびKCa3.1は骨代謝疾患治療の
新たな治療標的として有望である。④Kv1.6や下流のCa2+チャネルがOAの発症や進行を抑制するための新たな治
療標的として有望である。⑤本研究で解明された血管リモデリング形成機構は、血管リモデリングを基礎とする
種々の疾患の新たな治療法の開発につながり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

慢性炎症や自然炎症での炎症慢性化における免疫担当細胞群のサイトカインやプロスタグラ

ンジン産生制御機構や組織細胞側の受容体や制御因子の発現調節機構が急速に解明されつつあ

る。炎症慢性化をもたらす一般的な初期シグナル伝達系として、免疫担当細胞や組織細胞での持

続性あるいは振動性の細胞内 Ca2+濃度上昇が重要とされている。 

１）炎症性腸疾患に対する新規治療標的イオンチャネルの探索・同定 

我々は、これまでに急性アレルギー性皮膚炎（Delayed Type Hypersensitivity, DTH）や急性炎症性

腸疾患（Inflammatory Bowel Disease, IBD）モデルマウスの CD4+T 細胞において Ca2+活性化 K+チ

ャネル KCa3.1 阻害剤投与により炎症性サイトカイン発現が減少し、DTH 及び IBD 症状が改善す

ることを見出した。慢性 IBD モデルマウスに KCa3.1 阻害薬を投与したところ、IBD 症状の改善

に加えて、制御性 T 細胞（CD4+CD25+、Treg）における抗炎症性サイトカイン IL-10 の顕著な増

加が観察された。一方で急性 IBD モデルマウスから単離した制御性 T 細胞では、KCa3.1 阻害に

よる IL-10 発現亢進は認められなかった。IL-10 転写調節には、転写因子 E4BP4 やシグナル伝達

分子 SMAD2/3 が関与しており、炎症性疾患に対する IL-10 補充療法を目指した IL-10 産生促進

法の確立が注目されている。 

２）肝星細胞における Ca2+シグナルの制御機構と肝線維化への関与の解明 

肝線維化（肝リモデリング）とは、ウイルスや肥満などによる慢性的な炎症に起因し、細胞外基

質の異常な産生と蓄積による瘢痕化を特徴とする病態である。肝線維化の進展度が肝疾患患者

の生命予後を最も強く規定することから肝線維化に対する治療薬が期待されている。肝星細胞

は肝障害時に活性化し、筋線維芽細胞へと形質転換する。活性化型肝星細胞はコラーゲンなどの

細胞外基質の主要な産生源となり、肝線維化の進展に中心的な役割を果たす。肝星細胞の活性化、

増殖、細胞外基質産生には、共通して細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）の上昇が関与することが報告

されているが、その制御機構は未解明である。イオンチャネルは直接的および間接的に[Ca2+]cyt

を調節することで Ca2+シグナルを制御するため、細胞機能に重要である。しかし、肝星細胞に発

現するイオンチャネルの報告は非常に少ない。 

３）骨代謝疾患治療を指向したイオンチャネル創薬の開発 

骨リモデリングのうち骨形成を担う骨芽細胞は、間葉系幹細胞から前骨芽細胞を経て骨芽細胞

へと分化する。分化過程において細胞増殖性は損なわれるため、前骨芽細胞は細胞増殖能を有す

る一方で、非増殖性の骨芽細胞は骨基質を産生することで骨石灰化を担っている。即ち、正常な

骨形成には前骨芽細胞の細胞増殖と骨芽細胞への分化が重要な役割を果たすと考えられる。骨

関連細胞等の非興奮性細胞において K+チャネルの活性化による過分極は Ca2+透過の電気化学的

駆動力を増大させ、細胞内への Ca2+流入を促進させると考えられる。前骨芽細胞において機能発

現する K+チャネルサブタイプは解明されておらず、K+チャネルを介した細胞増殖・分化制御に

関する報告も充分には行われていない。 

４）軟骨細胞における Ca2+シグナルの制御機構と変形性関節症への関与の解明 

関節軟骨は関節のスムーズな動きを支える役割を担うが、関節への慢性的な負荷や炎症により

コラーゲン等の軟骨基質が消失すると、激痛や歩行困難を特徴とする変形性膝関節症（OA）を

発症する。現在、OA の薬物療法は対症療法しかないため、根治療法の開発が望まれている。こ

れまでに OA モデル動物由来軟骨細胞において[Ca2+]cyt 上昇と OA の進行が関連することが報告



されているが、[Ca2+]cyt上昇メカニズムは未だ不明である。また、OA 患者滑液の浸透圧が低下し

ていることも知られているがそれに関与するイオンチャネルは不明である。 

５）血管平滑筋と E-T coupling の関連 

Ca2+チャネルの活性化に伴う[Ca2+]cyt 上昇は転写を誘導する。この現象は、興奮転写連関

（Excitation-transcription coupling, E-T coupling）と呼ばれ、シナプスの可塑性や記憶の分子機構の

1 つに位置付けられる（Bading, Nat Rev Neurosci, 2013）。血管平滑筋でも E-T coupling の存在が知

られていたが、具体的な分子機構・誘導される遺伝子・生理的な意義については不明であった。

本研究では、カベオラ内に形成された Ca2+マイクロドメインが E-T coupling に関与すると仮定し

た。 

 

２．研究の目的 

１）炎症性腸疾患に対する新規治療標的イオンチャネルの探索・同定 

IBD 寛解期の Treg 細胞における KCa3.1 の役割とその新規 IBD 治療標的としての可能性を探索す

る。 

２）肝星細胞における Ca2+シグナルの制御機構と肝線維化への関与の解明 

肝星細胞の [Ca2+]cytを直接および間接的に調節するイオンチャネル・受容体の探索を行い、その

病態生理学的意義を明らかにする。 

３）骨代謝疾患治療を指向したイオンチャネル創薬の開発 

ビタミン D シグナルを介した骨芽細胞機能制御における K+チャネルの役割を解明することで、

骨代謝疾患治療を指向したイオンチャネル創薬戦略を考案する。 

４）軟骨細胞における Ca2+シグナルの制御機構と変形性関節症への関与の解明 

OA モデル動物由来軟骨細胞において[Ca2+]cyt 上昇メカニズムと低浸透圧刺激に関与するイオン

チャネルの解明を目指した。 

５）血管平滑筋と E-T coupling の関連 

カベオラ内に形成された Ca2+マイクロドメイン構成分子による E-T coupling の分子機構とその

意義の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

１）炎症性腸疾患に対する新規治療標的イオンチャネルの探索・同定 

2.5%デキストラン硫酸ナトリウムを雌性 C57BL/6 マウスに自由飲水させることで IBD 症状を誘

発し、その後 5 日間通常水を与えて症状を寛解させた（慢性 IBD モデル）。CD4+CD25+T 細胞は、

Dynabeads システムにより分離した。サイトカイン産生は、ELISA により測定した。遺伝子・タ

ンパク発現はリアルタイム PCR 及びウェスタンブロットにより解析した。 

２）肝星細胞における Ca2+シグナルの制御機構と肝線維化への関与の解明 

不死化ヒト肝星細胞株（LX-2）細胞を使用し、免疫細胞染色法やウェスタンブロット法により受

容体・イオンチャネルの発現解析を行った。Fluo-4/AM を用いて[Ca2+]cyt に与える影響を検討し

た。また、LX-2 細胞の増殖を BrdU および MTT アッセイで解析した。 

３）骨代謝疾患治療を指向したイオンチャネル創薬の開発 

マウス前骨芽細胞 MC3T3-E1 は、理研 BRC より入手した。遺伝子・タンパク発現はリアルタイ

ム PCR 及びウェスタンブロットにより解析した。Ca2+イメージングは Ca2+蛍光指示薬 Fura-2AM

を細胞に負荷して行った。細胞膜電流の測定はホールセルパッチクランプ法を用いた。 

４）軟骨細胞における Ca2+シグナルの制御機構と変形性関節症への関与の解明 



マウス初代培養軟骨細胞に IL-1β（5 ng/mL）を処置して OA 時の軟骨細胞を模倣した。また、OA

モデルマウスの軟骨組織、ヒト健常者及び OA 患者から単離した初代培養軟骨細胞、ヒト軟骨肉

腫由来細胞（OUMS-27）を実験に用いた。これらに対して、ホールセルパッチクランプ法、Ca2+

イメージング法、qPCR 法、免疫組織化学染色法、PLA 法、LDH アッセイおよびミトコンドリア

膜電位測定を適用した。 

５）血管平滑筋と E-T coupling の関連 

急性単離および初代培養血管平滑筋細胞（VSMC）を用いた。機能解析には、Ca2+濃度測定、膜

電位測定、細胞増殖測定、膜電流・膜電位測定を用いた。遺伝子発現解析には、定量的 PCR 法

と RNAseq 解析を行った。タンパク質発現解析には、免疫染色あるいは ELISA 法、ウェスタン

ブロッティングを用いた。 

 

４．研究成果 

１）炎症性腸疾患に対する新規治療標的イオンチャネルの探索・同定 

これまで、IBD モデルマウスの病態発症・悪化に two-pore 型 K+チャネル K2P5.1 の発現・機能

亢進による炎症性サイトカイン産生増加が関与することを明らかにしている。炎症に伴う低酸

素症は、IBD などの自己免疫疾患の発症に関与すると考えられている。我々は、脾臓 CD4+T 細

胞や胸腺由来細胞において炎症誘発性の低酸素刺激が K2P5.1 発現・活性を亢進させることを明

らかにした (Endo et al., 2020)。 

IBD は、慢性的な大腸及び小腸の炎症により下痢や血便などを生じる疾患であり、寛解期と再

燃期を繰り返す。寛解期においては、Treg細胞が炎症に対して保護的役割を果たしており、Treg細

胞において KCa3.1 は、T 細胞におけるサイトカイン発現を調節している。我々は、慢性 IBD モ

デルマウスにおいて、KCa3.1 阻害が JNK と c-Jun のリン酸化による E4BP4、KLF4、Blimp1 の誘

導を介して IL-10 を増加させることで IBD

症状を軽減することを明らかにした

（Ohya et al., 2021; Matsui et al., 2022）。 

KCa3.1 阻害による IL-10 高産生 Treg細胞

の作製法を確立することは、IBD のような

慢性炎症性疾患の Treg 移入療法の効率化

に寄与することが期待されることから、

KCa3.1-JNK/c-Jun-IL-10 シグナルの病態生

理学的な重要性について更なる検討が必

要だと考えられる。 

２）肝星細胞における Ca2+シグナルの制御機構と

肝線維化への関与の解明 

LX-2細胞においてTREK1チャネルが高発現す

ることを見出した。一連の解析から（図 1）、TREK1

チャネルは膜電位を過分極方向にシフトさせ、細

胞内への Ca2+流入を増大させることにより肝星

細胞の活性化と増殖促進に寄与していることが

示唆された。肝星細胞における Ca2+感受性受容体

（CaSR）の機能発現の同定を試みた。CaSR 拮抗

薬 NPS2143 を用いた一連の解析から（図 2）、活

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．TREK1 チャネルのノックダウンによる増殖抑制 
(A) MTT 法による LX-2 細胞の生存率解析 
(B) BrdU 法による LX-2 細胞の増殖解析  

 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．ヒト肝星細胞における CaSRの機能発現 
細胞外 Ca2+濃度の増加による[Ca2+]cyt上昇は、
CaSR拮抗薬である 10 µM NPS2143 により抑
制された。 



性化型肝星細胞において CaSR が機能発現し、細胞増殖に寄与していることが示唆された。 

３）骨代謝疾患治療を指向したイオンチャネル創薬の開発 

ビタミン D 受容体（VDR）アゴニスト

calciriol を用いた一連の解析から、VDR 刺

激が MC3T3-E1 において、AP-１複合体の

一種リン酸化 Fra-1 を減少させることで

KCa3.1 チャネルの発現を低下させ、細胞増

殖を部分的に抑制することが明らかにな

った。また、KCa3.1 チャネルの発現制御に

ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）が関

与する。本研究により、calcitriol が、HDAC2

発現を減少させて KCa3.1 チャネルの発現

抑制に関与することを明らかにした。 

本研究は、骨芽細胞において KCa3.1 チャ

ネルが VDR シグナルの下流で発現調節さ

れることを明らかにした最初の報告であ

る。前骨芽細胞における VDR シグナルを

介した KCa3.1 チャネル発現抑制の分子機構は完全には解明されていないものの、AP-1 による

KCa3.1 転写調節やエピジェネティック修飾が有力な候補と考えられる（図 3）。 

４）軟骨細胞における Ca2+シグナルの制御機構と変形性関節症への関与の解明 

IL-1β 処置した軟骨細胞における、①静止時の[Ca2+]cyt 上昇、②電位依存性 K+チャネル Kv1.6

チャネルの発現量および膜電流の減少に伴う膜電位の脱分極が明らかとなった。OA モデルマウ

スや OA 患者の軟骨細胞においても Kv1.6 チャネル発現量減少が検出された。また L 型電位依

存性 Ca2+チャネル Cav1.2 チャネルの発現量が上昇し、[Ca2+]cyt上昇に寄与することが明らかとな

った。そして IL-1β誘発性の細胞死は、Cav1.2 チャネル阻害または Kv1.6 チャネル過剰発現によ

り抑制された。以上の結果より、OA 時に観察される[Ca2+]cyt上昇は、Kv1.6 チャネルの活性減弱

による脱分極と、それによる Cav1.2 チャネルを介した Ca2+流入によって生じると考えられる。  

OUMS-27 における低浸透圧刺激に対して、Cl-トランスポーター/チャネル ClC3 が regulatory 

volume decrease (RVD)応答とその後の PGE2遊離に関与することを見出した（Yamada, Suzuki et 

al, BBRC, 2021）。 

５）血管平滑筋と E-T coupling の関連 

我々は各種蛍光イメージング解析により、カベオラ内に Cav1.2‐Ca2+/CaM-dependent kinase 

kinase (CaMKK)-2‐CaMK1分子複合体が形成されることを発見した（Suzuki et al, PNAS, 2022）。

カベオラ内に形成された Ca2+マイクロドメイン内では、①Cav1.2 から流入した Ca2+が CaMKK2

と CaMK1を活性化し、さらに②CaMK1は CaMKK2 により直接活性化された（Suzuki et al, 

BPB, 2022）。核に移行した CaMK1は CREB をリン酸化して、ケモカインや白血球接着分子な

ど免疫細胞の遊走・浸潤を引き起こす遺伝子群を誘導した。in vivo で動脈に E-T coupling を誘導

すると血管壁へのマクロファージ集積と血管リモデリング（中膜肥厚）が観察され。これまでに、

アテローム性動脈硬化症をはじめとした血管リモデリング形成には、マクロファージの遊走が

必要であるという「炎症説」が提唱されている（Ross, N Eng J Med, 1999）。従来の炎症説では、

免疫細胞の遊走を引き起こす具体的な機構は不明であったが、鈴木講師の研究により血管障害

後のマクロファージ集積機構の１つが明らかになった。 

 

図 3．Putative model for the signaling pathways involved in 
calcitriol-induced suppression of KCa3.1 activity and cell 
proliferation in MC3T3-E1 cells. 
The expression levels of Fra-1 and HDAC2, KCa3.1 transcriptional 
modulators, were downregulated in calcitriol-treated MC3T3-E1 cells. 
The downregulation of KCa3.1 activity induced by the treatment with 
calcitriol was involved in the suppression of cell proliferation rate. 
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