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研究成果の概要：研究者代表者は Ca2+結合能を有する小胞体タンパク質 calumin をモデル分子
として、小胞体発シグナルの分子論的理解を目指した。樹立した calumin 欠損マウスの 75%は
胎児期に死亡した。背景に体液循環異常が示唆され、実際、同胎児の心血管系形成は未熟な段
階で停止していた。また、Ca2+依存性転写因子 NFAT の活性化が阻害されており、NFATc3/c4 二
重欠損マウスとの類似性（胎生致死、心血管異常）を鑑みると、caluminと NFATの機能共役が
小胞体発シグナルの分子基盤の一端を成すと考えられた。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

２００８年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 
キーワード：カルシウム 
 
１．研究開始当初の背景 
小胞体は蛋白質合成・修飾や脂質合成の場で

あるとともに、主要な Ca2+貯蔵庫としても機

能している。Ca2+ホメオスターシスが撹乱さ

れると、unfolded protein response(UPR)と

称されるストレス応答が小胞体から起動す

る。小胞体への負荷の程度に応じて、UPR は

細胞生存および細胞死のいずれにも働き得

る。しかしながら、優先する細胞運命を決定

する分子機構は大部分不明である。それに加

えて、小胞体の機能異常は神経疾患や発癌と

の関連が知られ、小胞体シグナルの分子的理

解とその人為的制御は急務であった。 

 
２．研究の目的 
研究代表者は小胞体による情報統合・シグナ

ル発信に関る分子実体を明らかにする目的

で小胞体局在分子を探索し、calumin を単離

した。本研究では caluminをモデル分子とし

て、細胞の運命決定にはたらく小胞体発シグ

ナルの分子レベルでの理解を目指した。 
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３．研究の方法 
(1)胎生 8.5～10.5 日を中心として、各時点で

のマウス胎児の遺伝子型を解析することに

よって、calumin 欠損マウスの死亡時期を検

討した。 
(2)併せて、胎児全身ならびに卵黄嚢の血管形

成の度合いを血管内皮細胞並びに血管平滑

筋細胞それぞれのマーカータンパク質に対

する抗体を用いた免疫組織染色によって評

価した。 
 
(3)マウス胎児線維芽細胞を用いた解析から

caluminはストア作動性カルシウム流入

（SOCE）に関与している事実を研究代表者は

明らかにした。。そこでSOCEによって制御さ

れる一連のシグナル分子の中でも、転写因子

NFATファミリーに着目した。NFATはカルシウ

ム依存性セリン/スレオニン脱リン酸化酵素

であるカルシニューリンによって活性化され、

核内に移行する。NFATファミリーの構成員で

あるNFATc3ならびにNFATc4の二重欠損マウス

は成熟血管網の構築および心クッションの形

成双方が障害されており、胎生中期に子宮内

で死亡することが報告されている。この二重

欠損マウスとcalumin欠損マウスに見られる

表現型の類似性から、研究代表者はcalumin

とNFATファミリーが同一のカルシウムバイオ

シグナル経路上で機能する可能性を予測した。

この仮説を検証するために、胎生9.5日の心臓

のNFATc1の局在を免疫蛍光染色にて解析した。

これと併行して、胎生9.5日における胎仔全体

の抽出物を対象とした免疫ブロットを施行し、

NFATc4の移動度から活性化の有無を評価した。 

 

４．研究成果 

１）胎生中期ならびに出生後の胎児の遺伝子

型を PCR にて判別し、メンデルの法則に基づ

く予測値に対する caluminノックアウトマウ

スの実際の生存率をグラフ化した。その結果、

calumin欠損マウスの大部分が胎生 10.5日前

後に死に至ることが示された。 

 

２）胎生 9.5 日の胎仔を主たる対象として、

胎生期の代謝・循環の中枢である卵黄嚢と共

に心血管系を重点的に解析した。血管内皮細

胞のマーカーであるPECAM(血小板内皮細胞

接着分子)の染色パターンから、胎生 9.5 日

目の野生型卵黄嚢には様々な口径を持つ血

管から成る複雑なネットワークが形成され

ているのが確認できた（図上段）。しかしな

がら、calumin欠損卵黄嚢に観察されたのは

専ら拡張した脈管を中心とする原始的血管

叢であった。したがって、脈管形成にcalumin

は要求されないが、原始血管叢が血管新生を

経て、成熟した血管網に移行する過程には同

分子の存在が不可欠であることが明らかと

なった。研究代表者は血管のもう一つの構成

細胞である血管壁細胞に関しても、そのマー

カーSMA（平滑筋アクチン）を染色すること

によって検討を加えた。calumin欠損卵黄嚢

ならびに胎仔の両者でSMA陽性細胞が確認さ

れ（図下段）、血管壁細胞の発生はcaluminに

非依存的であることが判明した。しかしなが

ら、calumin欠損胎仔内のSMA陽性細胞の数は

野生型内のそれと比較して少なく、また、背

側大動脈領域はSMAシグナルそのものを欠い

ていた（図下段、矢頭）。同領域における血



 

 

管壁細胞のアポトーシスの程度をTUNEL法で

検討したところ、野生型とcalumin欠損胎仔

間に顕著な差は認められなかった（データ未

掲載）。calumin欠損胎仔の体節が抗SMA抗体

で染まっている事実から血管壁細胞への分

化は進行していると考えられ、calumin欠損

胎仔の背側大動脈領域がSMA陰性になってい

るのは、血管壁細胞の細胞死の亢進よりもむ

しろ同細胞の移動もしくは増殖の阻害を反

映して可能性が高い。この場合、血管新生の

進行に要求される血管内皮細胞と血管壁細

胞の相互作用が制約され、それがcalumin欠

損胎仔における成熟血管網の欠如、ひいては

体液循環の障害として表出していることが

想定された。 

 

３）胎生 9.5日の心臓の NFATc1の局在を免

疫蛍光染色にて解析した（下図 A）。野生型胎

仔の心内膜では NFATc1の核内移行（黄色）

が確認されたが、calumin欠損胎仔の対応部

位では NFATc1は細胞質に留まっており（緑

色）、活性化されていないことが判明した。

これと併行して、研究代表者は胎生 9.5日に

おける胎仔全体の抽出物を対象として、

NFATc4の活性度を免疫ブロット法で評価し

た（下図 B）。抗 NFATc4抗体でブロットした

ところ、野生型胎仔中の当該分は calumin 欠

損胎児中のそれよりも高い移動度を示した。

これは NFATc4のリン酸化状態の差異を反映

していると考えられ、カルシニューリンによ

る NFATc4の脱リン酸化および活性化が

calumin欠損胎仔では阻害されていることを

示している。したがって、caluminはカルシ

ウムシグナル伝達系路のより下流に位置す

る NFATファミリーを活性化することによっ

て、心血管系の構築に寄与する可能性が強く

示唆された。 
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