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研究成果の概要： 
血管内皮細胞のカルシウム（Ca2+）チャネル活性化因子の探索とCa2+チャネル活性化機序の検討を行なった。Ca2+チ

ャネル活性化因子としてトロンビンに注目し、トロンビンによる内皮細胞のCa2+流入経路について解析した。トロンビ

ンは内皮細胞にCa2+流入を引き起こすことを明らかにし、Ca2+流入の細胞内情報伝達系とCa2+流入に関わるチャネルを明

らかにした。トロンビンによるCa2+流入経路は炎症時の内皮細胞収縮に重要である可能性が考えられた。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,900,000 0 1,900,000 

2008年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 360,000 3,460,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・薬理学一般 

キーワード：循環 生理活性物質 

 
１．研究開始当初の背景 

血管内皮細胞内のカルシウム上昇には細胞内のカル

シウムストアからカルシウムの遊離と細胞外からの

カルシウム流入があるが、内皮細胞の持続的な収縮に

は細胞外からのカルシウム流入が重要であることが

知られている。血管内皮細胞における細胞外

からのカルシウム流入は、血管張力調節と

炎症反応に深く関与していると考えられ

ており、内皮細胞の収縮機序の解明は炎症

の治療にも重要であると考えられる。この

ため新規の血管収縮因子を探すことは炎

症の治療にも大きく貢献できると考えら

れる。また、内皮細胞への細胞外からのカ

ルシウム流入が血管内皮細胞の収縮、ひい

ては炎症に重要であることが明らかであ

る一方、血管内皮細胞へのカルシウム流入

の詳細な機序は不明であった。そこで、本
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研究は、以下を目的とした。 

２．研究の目的 

（1）炎症や血管張力の調節に関与する因

子に注目し、内皮細胞のカルシウム流入を

引き起こす新たな因子の探索を行なう。

（2）内皮細胞での細胞外からのカルシウ

ム流入経路について詳細な解析を行い、そ

の経路を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（1）血管内皮細胞にカルシウム流入を引き起

こす生理活性物質の探索 

①内皮細胞の収縮を指標とした一次スクリ

ーニング 

ヒト臍帯静脈由来内皮細胞（HUVEC）を用い

て、HUVECの収縮およびストレスファイバー

の形成を指標に、これらを引き起こす生理活

性物質をスクリーニングした。細胞内カルシ

ウム上昇に関わるフォスフォリパーゼCを活

性化する炎症性メディエータのサイトカイ

ン（腫瘍壊死因子α）、ケモカイン（インタ

ーロイキン8）、アラキドン酸代謝物（プロ

スタグランジンE2）や、循環調節にも関与す

ることが示唆されている神経伝達物質で、細

胞内カルシウム上昇に関わるGq共役型受容

体を持つもの（カルシトニン遺伝子関連ペプ

チド）などについて検討した。HUVECを2万ce

ll/cm2で一週間培養し、血清除去を行った後、

生理活性物質を投与した。1時間後、細胞を

固定し、ストレスファイバーを蛍光標識した

phalloidinで染色し、蛍光顕微鏡で観察する

ことで、細胞収縮とストレスファイバー形成

を評価し、それらを引き起こす物質を選択し

た。 

 

②電気生理学的方法を用いた二次スクリー

ニング 

HUVECを用い、ホールセルパッッチクランプ

法を行い、電位固定下でカルシウム電流を計

測し、カルシウムの流入を測定した。 

（2）カルシウム流入機序の解明 

ホールセルパッチクランプ法を用い、トロン

ビンによるカルシウムイオン流入情報伝達系

を明らかにした。情報伝達を担う分子の阻害

薬存在下、もしくはRNA干渉法により情報伝達

に関わる遺伝子発現を抑制した状態で、カル

シウム電流変化を観察し、電流に与える影響

を解析した。 

カルシウム流入に関与するチャネルの性質

を、イオン選択性の解析や、阻害薬等を用い

て同定した。また、RT-PCRを用いて、HUVEC

に発現しており、カルシウム流入に関与する

と考えられたチャネルの発現を確認した。 

 
４．研究成果 

（1）血管内皮細胞にカルシウム流入を引き起

こす生理活性物質の探索 

HUVEC、ラット大動脈からの急性単離内皮細

胞およびイヌ大動脈からの急性単離内皮細

胞を用いたスクリーニングでは新たに収縮

を引き起こす因子は確認されなかった。そこ

で、既知の血管収縮因子であるトロンビンが

内皮細胞にカルシウム流入を引き起こすか

どうか検討した。はじめに、HUVEC を FITC フ

ァロイジンで染色することで、トロンビンに

よる細胞の形態変化を観察した。トロンビン

は濃度依存的にHUVEC のストレスファイバー

を増加させ、それに伴い EC500.05 U/ml で収

縮を引き起こした。この収縮反応は、細胞内

のカルシウムイオンを除去する BAPTA-AM(10 

µM)の前処置で約半分に抑制された。また、

HUVEC をモノレイヤーの層になるように培養

し、細胞層の抵抗を経時的に測定した。トロ

ンビン投与により、抵抗はトロンビン濃度依

存的、時間依存的に減少を示した。以上から

トロンビンによりHUVEC の細胞間の接着は解

離し、細胞収縮が起こっていることを確認し

た。次に、細胞内のカルシウム上昇に細胞外



 

 

カルシウムが関与しているか検討した。パッ

チクランプ法のホールセルモードを用いた

ところ、トロンビンは、-60 mV の膜電位固定

下で濃度依存的に EC500.13 U/ml で内向き電

流を引き起こした。得られた電流の逆転電は

56±10 mV であり、この電流はカルシウム電

流であると考えられた。 

そこで細胞外カルシウム流入機序について

検討した。

 

図 1 トロンビンによるカルシウム電流 

上図： -60mV の膜電位固定下でのトロンビン

による内向き電流（ホールセルモード）。下

図左：トロンビンによる内向き電流の反転電

位は 56±10 mV であった。下図右：内向き電

流は濃度依存的に引き起こされた。 

 

（2）カルシウム流入機序の解明 

トロンビンによって引き起こされた電流は

細胞外のカルシウムの除去で完全に抑制さ

れた。またカルシウム流入はプロテインキナーゼ C

の阻害薬（1µM Bisindolmaleimide）で約半分に抑えら

れ、ホスホリパーゼ Cの阻害薬(1µM U73122)で完全

に抑制されたことから、カルシウム流入にはプロテイン

キナーゼ C、ホスホリパーゼ Cが関与することが分

かった。 

また、カルシウム流入は非選択的陽イオンチャネル

の阻害薬である、La3+やSKF96365で抑制されたことから、

非選択的陽イオンチャネルがカルシウム流入に関与し

ていることが明らかになった。非選択的陽イオンチャネ

ル候補としてtransient receptor potential（TRP）が

考えられたため、HUVECに発現しているTRPをRT-PCRを

用いて検討した。HUVEC に発現している TRP は

TRPC1,4,TRPV1,2,4,TRPM4,7 であった。そこでカルシウ

ム流入に関わるチャネルを薬理学的に解析したところ、

TRPV,TRPM の関与はないことが分かった。さらにTRPC1

のドミナントネガティブ変異体をHUVECに発現させたが、

カルシウム流入は確認された。一方、TRPC4 のドミナン

トネガティブ変異体の発現でカルシウム流入は抑制さ

れた。以上よりトロンビンによるカルシウム流入には

TRPC4 が関与しており、このカルシウム流入は炎症時の

内皮細胞収縮に重要である可能性が考えられた。これら

の結果は抗炎症薬の開発に貢献できる可能性がある。 

 
図 2 HUVECに発現していた TRP 

     
図 3 まとめ 

トロンビンはホスホリパーゼCおよびプロテ

インキナーゼ Cを介して TRP（TRPC4）を活性

化し、細胞外からカルシウムイオンを流入さ

せ、内意細胞収縮を引き起こしていると考え

られた。 
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