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研究成果の概要（和文）：培養血管内皮細胞において、Stim1は細胞内 Ca2+ストアの枯渇に

応じて細胞内分布がダイナミックに変化し、その発現量は細胞外からの Ca2+流入サイズ調

節を介して eNOS活性化・NO産生とリンクする。さらに、血管内皮特異的 Stim1ノック
アウトマウスにおいて、フェニレフリンによる収縮反応の増強、アセチルコリンによる内

皮依存性血管弛緩反応の低下、血圧上昇が認められた。以上より、Stim1は eNOS/NO系
を介して血管内皮機能を制御し、血圧調節に関与している事が証明された。 
 
研究成果の概要（英文）：Intracellular Stim1 localization dynamically changes in response 
to Ca2+ store depletion and its expression level is linked to eNOS activation and NO 
production via regulation of Ca2+ influx level in cultured endothelial cells. We further 
analyzed endothelium specific Stim1 null mice and confirmed enhanced vascular 
contraction by phenylephrine, diminished endothelium-dependent vascular relaxation 
by acetylcholine, and elevation of blood pressure. Thus, Stim1 play a role in blood 
pressure regulation via eNOS/NO system and endothelial function. 
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１．研究開始当初の背景 
カルシウムイオン（Ca2+）は多岐にわたる生

命現象を制御するセカンドメッセンジャー

であり、時・空間構成調節により細胞機能の

多様性を発揮する。我々は、内皮細胞膜カベ
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オラがストア依存性Ca2+流入部位でありNO産

生とリンクする事(Isshiki et al. J Biol  
Chem, 2002)、カベオラ局在がERからのCa2+

放出部位を制御する事（Isshiki et al. Proc  
Natl Acad Sci USA, 1998）(Isshiki and  
Anderson Cell Calcium, 1999)、カベオラは外
界の状況に応じてCa2+シグナル調節分子を伴

って細胞内を移動しCa2+シグナル開始点を変

化させる事	
 (Isshiki et al. J Cell Sci, 2002)
などを明らかにしてきた（図１・２・３）。	
 

	
 

これら一連の研究成果からカベオラが Ca2+

シグナル調節分子複合体であると同時に
Ca2+それ自体のコンテナとして働くものと
考えられる。我々は、このカベオラがカルシ
ウム（Ca2+）トランスポートソームとして機
能し、カベオラの細胞膜との融合・離脱によ
り Ca2+流入が調節される secretion coupling 
model を提唱している(Isshiki and Anderson, 
Traffic, 2003)（図４）。このモデルは、量子的
流入調節・流入部位の制御に都合がよい。実
際、Ca2+ 流入チャネル候補である TRPサブ
タイプ TRPC1 がカベオラに同定された事
は我々の仮説を支持する。また、ずり応力に
よってカベオラから開始する ATP 依存性
Ca2+ 反応と P2x 受容体との関連を共同研究
で解析し(Yamamoto et al. Nat Med, 2006)、カ
ベオラに複数の Ca2+調節因子が存在する可
能性を示した。最近 2005 年以降、ストア依
存性 Ca2+ 流入に関わる Stim1 と Orai1 と
いう分子が同定され、その機能の重要性につ
いて特に注目されている。STIM1は ER膜上
に存在して細胞内 Ca2+ センサーとして働き、
それに応じて膜上のOrai1とダイナミックに
共局在して Ca2+ 流入チャネルを形成すると
いう。しかしながら、血管内皮細胞における
それら分子による局所 Ca2+制御システム存
在の有無、カベオラや TRP チャンネルとの
空間的および機能的な関連、心血管病などの
病態に関する情報は極めて乏しく、我々の一
連の研究の延長線上にこれら未解決の問題
への糸口があると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

【secretion  coupling model】（図４）  
膜カベオラ（＝Ca2+トランスポートソーム）
は必要に応じて細胞膜と融合・解離し、膜上
のチャネルの外部への露出を介して量子的
細胞内 Ca2+流入をその局在により制御する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、内皮細胞におけるStim1,	
 Orai1,

	
 TRPC1の空間的制御と内皮機能・病態との関

連の解明を目的として、以下（１）~（６）

について細胞分子生物学的手法、FRETイメー

ジングなどを駆使して検討する。	
 
	
 

（１）	
 血管内皮細胞内Ca2+ストア依存性Sti

m1,Orai1,TRPC1の局在・動態・分子

間相互作用とカベオラとの関連。	
 

	
 

（２）	
 内皮細胞ストア依存性Ca2+流入に寄

与するコンポーネントの機能評価。	
 

	
 

（３）	
 Ca2+トランスポートソームの構成分

子・調節分子の同定・機能解析。	
 

	
 

（４）	
 Stim1,	
 Orai1,	
 TRPC1の量・空間的制

御を介した局所Ca2+の変化と内皮機

能	
 (NO産生・透過性・増殖・アポト

ーシス)に及ぼす影響。	
 

	
 

（５）	
 カベオラの膜融合によるCa2+流入調

節機構の評価。	
 

	
 

（６）	
 心血管病・代謝疾患内皮機能におけ

るStim1,	
 Orai1,	
 TRPC1,	
 caveolin1

の役割	
 

 
３．研究の方法 
 
（１）	
 血管内皮細胞内Ca2+ストア依存性

Stim1,Orai1,TRPC1の局在、動態、
分子間相互作用とカベオラとの関連

を, 蛍光蛋白タグ融合, ウエスタンブ
ロッティング, 免疫蛍光染色, 共焦点
レーザー顕微鏡によって確認する。 
 



 

 

（２）	
 内皮細胞ストア依存性Ca2+流入に寄

与するコンポーネントをsiRNAを用
いて培養細胞系で評価する。 

 
（３）	
 Stim1の量・空間的制御を介した局所

Ca2+の変化と内皮機能 (NO産生)に
及ぼす影響を蛍光NOセンサーDAF2
を用いて評価する。 

	
 

４．研究成果 
（１）培養内皮細胞において共焦点顕微鏡や
ウエスタンブロッティングにより以下の結
果を得た。 
 
①	
 内皮細胞において Stim1、Orai1 が内因
性に発現する 
 

② GFP-Orai1および Stim1-TagRFPを発現
させた細胞は、非刺激時にはそれぞれ細胞膜
及び小胞体上に比較的びまん性に存在し、細
胞内 Ca2+ストア枯渇刺激に応じて Orai1 と
Stim1はよりシャープな斑状の分布へとダイ
ナミックに移行し、両者が膜直下において共
局在するように変化した。 
 
③ Stim1の過剰発現、ノックダウンはSOCE
およびそれに伴う NO 産生をそれぞれ増大、
減弱した。一方、Stim1 の発現量は ATP 刺
激による細胞内ストアからの放出には影響
を与えなかった。また、Stim1 を siRNA を
用いてノックダウンした細胞では Ca2+流入
刺激により誘導される eNOS の S1179 リン
酸化、T497 脱リン酸化のいずれも抑制され
た。 
 
以上より細胞内 Ca2+ストアに応じて内皮細
胞におけるStim1とOrai1はその局在をダイ
ナミックに変化させ、両者の時・空間的な相
互作用を介して SOCE に関与する。特に、
Stim1 は細胞外からの Ca2+流入量を調節し、
eNOSリン酸化にリンクして内皮機能制御に
関与する可能性がある。 
 
（２）また、生体内における Stim1の血管
内皮制御を解明するため、血管内皮特異的
Stim1ノックアウトマウス（cKO）を作出
し、血管内皮機能および血圧への影響を解
析し、以下の結果を得た。 
 
① Stim1 cKOマウスから単離培養した大
動脈内皮細胞における Stim1 の発現は定
量的 RT-PCR 法およびウェスタンブロッ
ティング法により発現が著しく低下してい
ることが確認された。 
 
②Stim1 cKO マウスから単離培養した大

動脈内皮細胞において、SOCE刺激に対す
る Ca2+ 流入および eNOSの活性化抑制が
認められた。 
 
③10 週令の cKO マウス由来大動脈ではフ
ェニレフリンによる収縮が有意に増強し、
アセチルコリンによる内皮依存性血管弛緩
反応は低下していた。さらに、10 週令の
cKO マウスにおいて明期収縮期血圧の有
意な上昇を認めた。 
 
以上よりStim1は eNOS/NO系を介して血
管内皮機能を制御し、血圧調節に関与して
いる事が培養細胞および個体レベルで証明
された。 
 
（３）膜直下カベオラ小胞内 Ca2+動態を評
価するために、GFP 変異体キメラである
Ca2+センサー蛋白カメレオンの変異体 D1
をカベオラ内に発現させるために、1 回膜
貫通型蛋白である LOX-1 の細胞外領域で
ある C端に D1を融合した蛋白をコードす
るコンストラクトを作成し、LOXD1 とし
て以下の結果を得た。 
 
①	
 LOXD1 は主に細胞外膜表面にほぼ一
様に発現し、細胞辺縁ではカベオラマ
ーカーである caveolin-1 の分布と共局
在した。 
 

②細胞膜直下 LOXD1 は、細胞外 Ca2+ の
有無にかかわらず ATP 刺激により一過性
に Ca2+レベルが減少する事を検出した。 
 
③ATP 刺激でカベオラ内 Ca2+が有意に減
少することがピロアンチモン酸法でも確認
された。 
 
以上より内皮細胞膜直下ではカベオラ小胞
が IP3産生に応じてCa2+放出可能なストア
として働く事が示された。これは ERスト
レスを惹起しうる小胞体 Ca2+ストアから
の放出を回避し、局所に効率よく Ca2+を供
給する内皮機能制御システムの存在を意味
する。 
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