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研究成果の概要（和文）：近年、光感受性分子を細胞に導入・刺激し、細胞や生体での生理活性を引き出す光遺
伝学的手法が開発された。実際、神経細胞や実験動物の脳に導入し、光刺激によりその神経活動を修飾すること
により脳機能や脳梗塞等でおこる脳障害を改善することが報告されているが、非神経系への適応はまだほとんど
ない。本研究課題では、光遺伝学ツールを血管系の細胞に導入し、光刺激により血管径や血管機能を調節するこ
とを目指す。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in optogenetic tools using light-sensitive molecules shed 
light on exclusive regulation of physiological activities. Especially, the achievement on 
neuroscience is prominent; modulation of neuronal activity by introducing them into neuronal cells 
in animals, resulting in the improvement of brain function and neuronal disorder caused by stroke, 
etc. However, little is known how optogenetics contributes to non-neuronal system. This research 
employs optogenetics for vascular system and tries to regulate vascular function. 

研究分野：細胞生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、光感受性分子を細胞に導入・刺激し、細胞や生体での生理活性を引き出す光遺伝学的手法が開発された。
実際、神経細胞や実験動物の脳に導入し、光刺激によりその神経活動を修飾することにより脳機能や脳梗塞等で
おこる脳障害を改善することが報告されているが、非神経系への適応はまだほとんどない。本研究課題では、光
遺伝学ツールを血管系の細胞に導入し、光刺激により血管径や血管機能を調節することを目指した。光刺激によ
り血管内皮細胞でのカルシウム上昇が認められたので、今後は、生体における血管機能の修飾ができれば血流の
調節などに利用できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
血管内皮細胞(vascular endothelial cells, EC)は血管の裏打ちをする一層の細胞層を形成
し、抗凝固作用を持ち閉塞を防ぐなど、全身の血液循環に貢献している。また、血液循環
のサポートをするだけにとどまらず、それ自身多くの生理活性分子を放出し、血管の収縮・
拡張を調節する。そのための多くの生理活性物質を放出するが、そのうちの一つに一酸化
窒素(Nitric oxide, NO)がある。NOはガス状小分子で、EC内で生産された後拡散し細胞
膜を透過する。そして、周囲の細胞に影響を与える。特に、血管平滑筋におけるグアニル
酸シクラーゼの活性化は cGMP の上昇をもたらす。そして、平滑筋細胞内で Ca2+流入減
少によるアクチン-ミオシン鎖の弛緩を促進し、血管機能の維持に貢献している。 
ECでは通常NOは endothelial NO synthase (eNOS)により産生される。eNOSは ECに
構成的に発現しており、その活性は細胞内の Ca2+-カルモデュリンにより調節されている。
すなわち、ECが何らかの刺激を受け、EC内のカベオラへの Ca2+流入が起こると、Ca2+-
カルモデュリン複合体が結合して eNOSが活性化し、NOの産生が向上する。また、Ca2+-
カルモデュリンとは別にリン酸化によっても eNOSは活性化する。このように eNOSの活
性化は NOの産生に重要であるが、刺激により eNOSの蛋白レベルの発現上昇を起こし、
NOの産生が増加することもある。 
虚血性心疾患の発症の初期等には EC の機能不全が起こり、NO の産生が不十分となる。
狭心症発作などではニトログリセリンの舌下投与による NO産生を促し、血管拡張効果を
期待している。また、心臓カテーテルにおける冠動脈の収縮誘発試験ではアセチルコリン
(Ach)投与によりECによるNO産生より血管平滑筋による収縮が優位となり血管が拡張す
るが、機能不全の EC では Achによる NO産生が十分ではなく、逆に Achによる血管平
滑筋の刺激が優位となり、血管が収縮する。このように、EC の機能不全による NO 産生
の減少は血管拡張能を減少させ、結果として動脈の硬化や、さらには易血栓傾向を作り出
し、脳梗塞や心筋梗塞、末梢動脈閉塞等の疾患を発症する礎となりうる。 
 
２．研究の目的 
申請者らは eNOSの発現を調節できる標的分子を探索しており、それらの活性をコントロ
ールできればNO産生を調節でき、最終的に血管緊張の調節に至ると考えている。しかし
ながら、内在性の分子に依存する標的のターゲティングは、標的分子の同定・検証からス
タートし、薬剤ライブラリーからのスクリーニング等からその分子に特異的に作用する分
子の発見、という長い道のりを超えていかなければならない。実際、そのような過程を踏
まえて実用化に至った治療薬はほとんど存在しない。そのため、同様の効果を得るために、
外来性の分子を ECに導入し、その機能活性を能動的に調節するという手法が考えられる。 
本申請課題では、血管組織レベルで外部からの光刺激により細胞内カルシウムレベルを上
昇し、NO産生を促進し、血管機能をコントロールすることをめざす。 
 
３．研究の方法 
まず、内在性に eNOSを発現してない HEK293細胞に hBACCS2を強制発現し、適切な
光刺激により hBACCS2を活性化し、細胞内 Ca2+の上昇を蛍光カルシウムイメージング法
を用い検出する。続いて、内在性に eNOS を持つ bEnd3 細胞等の血管内皮系細胞に
hBACCS2 を強制発現し、細胞内 Ca2+を上昇させる。さらに、Ca2+に引き続いて起こる
NO産生を検出する。 
 
４．研究成果 
細胞内の Ca2+濃度を恣意的に上昇するために、Ca2+チャネルOrai1を活性化し細胞内 Ca2+

上昇を導く小蛋白分子 hBACCS2を赤色蛍光蛋白 mCherryと共に発現するプラスミドを入
手した。このプラスミドを HEK293細胞に導入し、蛍光 Ca2+指示薬 Fluo-8 を用いて Ca2+

イメージングを行った。蛍光顕微鏡において mCherry の蛍光を確認することで hBACCS2
陽性細胞を同定した。これらの細胞に青色光(波長 480 nm)を当てたところ、Fluo-8の子度
が上昇し、細胞内 Ca2+の上昇が検出できた。その後、マウス血管内皮細胞株である bEnd.3
細胞を使い、電気選考法を用い遺伝子導入を行い、同様の Ca2+イメージングを行ったとこ
ろ、HEK293 細胞の場合と同様青色光照射による細胞内 Ca2+の上昇が認めら連絡た。
mCherryだけを導入したコントロールでは HEK293細胞、bEnd.3細胞ともに光刺激による
Ca2+の上昇が認められなかった。これらのことから、外来性の光感受性分子の導入により
血管内皮細胞株での細胞内 Ca2+の制御ができることが示された。 
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