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研究成果の概要（和文）：Ca2+は、細胞増殖や分化、細胞死など様々な生体現象に関与する。Ca2+チャネルとそ
の下流分子はCa2+マイクロドメインを形成することで、刺激特異的な情報伝達を形成する。血管平滑筋細胞
（VSMC）は血管中膜の構成細胞であり、血管径を変化させて血流を制御する。VSMCにおけるCa2+マイクロドメイ
ンの実体およびその意義については不明な点が多い。本研究では、caveolin-1やjunctophilin-2, mitofusin-2
などの足場タンパク質がシグナル分子を集積させてCa2+マイクロドメインを形成し、血管張力や細胞増殖、リモ
デリング発生などに関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ca2+ is involved in various biological processes such as cell proliferation,
 differentiation, and cell death. Ca2+ channels and their downstream molecules form Ca2+ 
microdomains to form stimulus-specific signaling. Vascular smooth muscle cells (VSMCs) form the 
tunica media of blood vessels and regulate blood flow by changing the diameter of blood vessels. The
 identity and significance of Ca2+ microdomains in VSMCs remain largely unknown. In this study, we 
clarified that scaffolding proteins such as caveolin-1, junctophilin-2, and mitofusin-2 accumulate 
signal molecules to form Ca2+ microdomains, and are involved in vascular tension, cell 
proliferation, and remodeling. 

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
VSMCはCa2+シグナルを介した収縮・弛緩により血管径を制御し、全身の血流を適切に維持する。一方、VSMCの異
常は高血圧や動脈硬化などの血管リモデリング疾患につながる。我々は、①caveolin-1やjunctophilin-2がCa2+
濃度や収縮性を制御する機構、②mitofusin-2がCa2+シグナルを介したATP産生と細胞増殖を引き起こす機構、③
caveolin-1がCa2+シグナルを炎症性の遺伝子に変換して血管リモデリングを誘発する機構を発見した。本研究成
果は、VSMCによる血流制御機構の理解と血管リモデリング疾患の発症機序の解明およびその治療法の創出に結び
つくと期待される。

※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 

Ca2+は Ca2+結合モチーフを持
つ Ca2+感受性分子（CaSM）を活性
化して、細胞増殖や分化、代謝、細胞
死など様々な生体現象を引き起こ
す。それ故、細胞質内 Ca2+濃度
（[Ca2+]cyt）は 100 nMと定常的に低
く保たれている。それに対して、
CaSMの十分な活性化には、一般的
に数M 以上の[Ca2+]cyt が必要であ
る。そこで、Ca2+チャネルは CaSM
と複合体を形成することで、標的の
CaSM に対して選択的に高濃度の
Ca2+（[Ca2+]cyt >10 M）を供給し、
刺激特異的な情報伝達を形成する。
この反応の足場となる細胞内微小領
域は、「Ca2+マイクロドメイン」と呼
ばれる（Parekh, J Physiol, 2008、
図 1A）。 
（１）血管平滑筋細胞における PM-SR間 Ca2+マイクロドメインの形成 
血管平滑筋細胞（VSMC）では、筋小胞体（SR）膜上のリアノジン受容体（RyR）からの自
発的な Ca2+遊離（Ca2+ sparks）が、細胞膜（PM）上の大コンダクタンス Ca2+活性化 K+（BK）
チャネルを活性化して自発一過性外向き電流（STOCs）を誘導することで、血管張力が安定化
することが知られている（Ca2+ sparks-STOCs連関、Ohi, J Physiol, 2001）。しかし、局所的か
つ一過性の Ca2+ sparks が空間的に離れた BK チャネルを選択的に活性化する機構は不明であ
った。我々は、全反射蛍光（TIRF）顕微鏡を用いた蛍光イメージング技術（Yamamura, J 
Pharmacol Sci, 2015、図 1B）により、カベオラ構成分子 caveolin (cav)-1が、BKチャネルを
カベオラに集積させて①Ca2+ sparks-STOCs連関を促進すること、②電位依存性 Ca2+チャネル
（Cav1.2）と BKチャネル分子複合体を形成すること、を明らかにした（Suzuki, J Biol Chem, 
2013）。しかし、具体的にどのようなメカニズムで PM と SR が近接化するかは不明であった。
本研究では、心筋細胞において T管と SRの架橋分子として知られる junctophilin (JP)-2が、
VSMCにおける PM-SR間の Ca2+マイクロドメイン形成に関与すると仮定した。 
（２）血管平滑筋細胞におけるミトコンドリア－SR間の Ca2+ネットワークの形成 

VSMC は収縮型（C-VSMC）から増殖型（P-VSMC）へ転換・増殖することで、動脈硬化
症や肺高血圧症、慢性閉塞性肺疾患など平滑筋リモデリングを基礎とする疾患を起こす。従って
P-VSMC の増殖機構の解明は、これらの有効な治療戦略となるが、詳細な解明には至っていな
い。興味深いことに P-VSMCでは、Cav1.2チャネルの発現が消失するのに対して、電位非依存
性 Ca2+チャネル（たとえば Ca2+遊離活性化 Ca2+（CRAC）チャネルや TRPチャネルなど）が
増加し、これらを介した Ca2+流入が細胞増殖を起こす（Houseら Pfluger Arch. 2008）。[Ca2+]cyt

上昇は下流の Ca2+感受性キナーゼやホスファターゼを活性化させて細胞周期の回転を起こし、
細胞増殖を促進すると考えられる（Houseら、Am J Physiol Cell Physiol, 2007）。また、細胞
増殖に重要な ATPの産生や関連遺伝子の発現には、ミトコンドリアや核質内 Ca2+濃度上昇が必
要となる。細胞増殖は数時間～数日に及ぶ細胞活動であるため、細胞質へ流入した“Ca2+”は様々
な過程を経て、細胞増殖を促進すると予想されるが、Ca2+マイクロドメインがどのように関与す
るかは不明である。我々は、PMだけでなく、ミトコンドリアや SR、核などの複数のオルガネ
ラの Ca2+マイクロドメインが Ca2+シグナルの機能的ネットワーク（Ca2+ネットワーク）を構築
することで、代謝や転写因子の活性化、細胞周期の回転等を起こすのではないかと考えた。本研
究では、ミトコンドリアと SRの物理的連結に重要とされるmitofusin2（Mfn2）が、ミトコン
ドリア－SR間の Ca2+ネットワークおよび平滑筋増殖に関与すると仮定した。 
（３）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 
  本研究では前項の３つの項目に対応して以下の３点の解明を目的とした。 

 
図 1. Ca2+マイクロドメインとその研究手法 
(A) Ca2+チャネルは複合体を形成した CaSM に選択的に Ca2+

を供給し、刺激特異的な情報伝達を形成する。 
(B) 共焦点蛍光顕微鏡によるマルチカラーイメージング法
と、TIRF顕微鏡による細胞膜近傍の 1分子イメージングによ
り、分子複合体形成や細胞内局所 Ca2+シグナリングを可視化
解析した。 



1). Junctophin-2の PM-SR間 Ca2+マイクロドメインの形成に対する役割 
2). Mitofusin-2のミトコンドリア－SR間 Ca2+ネットワークの形成に対する役割 
3). 血管平滑筋におけるカベオラ内 Ca2+マイクロドメインと E-T couplingの関連 

 
３．研究の方法 
【細胞】 
実験には、C57BL/6マウス（野生型、cav1-KOマウス）およびWistar/STラットを用いた。 
急性単離 VSMCは、マウス大動脈、腸間膜動脈から酵素処理により単離した。初代培養 VSMC
は、マウスあるいはラット大動脈から VSMC を単離して 10% ウシ胎児血清（FBS）と抗生物
質（ペニシリンとストレプトマイシン）を含む DMEM培地にて培養して用いた。遺伝子導入に
は Lipofectamione 2000、アデノウイルスベクター、バキュロウイルスベクターを用いた。siRNA
の導入には、Lipofectamine RNAiMAX を用いた。腸間膜動脈に siRNA を導入する際には
reversible permeabilization法を用いた。その後、M199培地中で器官培養した。 
【機能解析】 
 Ca2+濃度測定：細胞質内の Ca2+濃度変化([Ca2+]cyt)の測定には、fluo4-AM を用いた。ミト
コンドリアの Ca2+濃度([Ca2+]mito)変化の測定には rhod-2 を用いた。SR 内の Ca2+濃度
([Ca2+]SR)変化には R-CEPIA1er を用いた。標的タンパク質近傍の Ca2+濃度測定には
GGECO1.1を用いた。蛍光シグナルの測定には共焦点レーザー顕微鏡（Nikon A1R）ある
いは TIRF顕微鏡を用いて観察した。 

 膜電位測定：ミトコンドリアの膜電位測定には tetramethylrhodamine ethyl ester（TMRE）
を用いた。 

 ATP測定： FRET型 ATPプローブであるmitATeamを用いた。 
 細胞増殖測定：ハイコンテンツイメージアナライザー（Operetta）を使用して、Hoechstに
て核染色した細胞の数を測定した。 

 膜電流・膜電位測定：ホールセルパッチクランプ法による電位固定法あるいは電流固定法に
より、それぞれ膜電流と膜電位を計測した。 

 血管径測定：pressure myograph法により 60 mmHgを加えた際の血管径を計測した。 
【発現解析】 
 遺伝子発現解析：AGPC 法により total RNA を抽出し、逆転写後に定量的 PCR 法により
解析した。また、RNAseq解析により網羅的に変動した遺伝子を解析した。 

 タンパク質発現解析：E-T couplingの評価は、転写因子 CREBのリン酸化レベルを免疫染
色あるいは ELISA法で解析した。各種タンパク質の発現量をウェスタンブロッティングに
より定量解析した。タンパク質間相互作用の解析には、共免疫沈降法を用いた。 

【イメージングによる細胞内局在やオルガネラ形態の解析】 
細胞内の分子局在の解析には免疫染色法あるいは蛍光タンパク質による目的タンパク質の標識
法を用いた。蛍光は共焦点顕微鏡や TIRF顕微鏡により観察した。また、40nm以内の近接化を
検出するため、proximity ligation assay (PLA)法を用いた。ミトコンドリアの形態および SRと
の距離の計測には電子顕微鏡解析を用いた。 
【疾患モデル】 
マウスの腸間膜動脈を結紮することで任意の腸間膜動脈に圧負荷をかけるモデルを作製した。
その血管を用いて、免疫染色と HE染色により、リン酸化 CREB量、マクロファージの浸潤、
中膜肥厚を定量解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Junctophin-2の PM-SR間 Ca2+マイクロドメインの形成に対する役割 
共免疫沈降法、免疫染色法、PLA、カルシウムイメージング法により、JP-2 が cav1 と結
合することで、SR上の RyR（Ca2+ spark sites）とカベオラ内の BKチャネルを近接化させて
ることを明らかにした。さらにパッチクランプ法により STOCsを測定したところ、JP2をノッ
クダウンした VSMC において、STOCs の減弱が観察された。また、BK チャネルの STOC 活
性による血管弛緩作用も JP2ノックダウンにより減少した（Saeki, Suzuki, J Biol Chem, 2019、
図 2）。 
以上より、cav1や JP2が足場となり、細胞膜内・細胞膜‐SR膜間で Ca2+マイクロドメイ
ンを形成することで、Ca2+ sparks が過分極に変換されて VSMC を弛緩させるというユニーク
な概念を提唱した（図 2）。 
（２）Mitofusin-2のミトコンドリア－SR間 Ca2+ネットワークの形成に対する役割 
ラット大動脈平滑筋細胞に対して、siMfn2を導入しMfn2をノックダウンした結果、ミト
コンドリアの断片化およびミトコンドリア-SR間の相互作用の減少が観察された。さらに、Mfn2
のノックダウンにより、バソプレシン刺激時の IP3R 受容体（IP3R）を介した[Ca2+]cyt上昇の減
衰速度の低下とミトコンドリアへの Ca2+取り込み量の減少が生じた。また、Mfn2をノックダウ
ンした平滑筋細胞において電位勾配（m）が減少し、ATP濃度も低下していた。細胞増殖速



度を測定したところ、Mfn2 ノックダウン群において有意に低下していた。また、Mfn2 ノック
ダウン細胞に human Mfn2を過剰発現させたところ、mや細胞増殖が回復した。 
ミトコンドリアへの Ca2+取り込みを担うmitochondrial calcium uniporter (MCU)は Ca2+

感受性が低い（Kd = 10-20 M）ため、SR上の IP3Rのごく近傍に局在する必要がある。本研
究で得られた結果から、Mfn-2が VSMCにおいて SR-ミトコンドリア近接構造を形成して、そ
こに IP3R と MCU を含む Ca2+マイクロドメインを生み出すと考えられる。Mfn2 は Ca2+ネッ
トワークの構築と ATP産生を介して血管平滑筋細胞増殖に関与し、循環器疾患発症メカニズム
の一端を担う可能性がある。（Inagaki, Suzuki, Am J Physiol Cell Physiol, 2022、図 3）。 

（３）血管平滑筋におけるカベオラ内 Ca2+マイクロドメインと 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, PNAS, 
2022、図 4A, B）。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, BPB, 2022、図 5）。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）が観察された（図 4C~E）。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

 
図 3. Mfn2により形成される SR-ミトコンドリア間 Ca2+マイクロドメインの機能解明 
(A) 電子顕微鏡により SR-ミトコンドリア間の距離を計測した。Mfn2は SR-ミトコンドリア間の近接化
を促進した。(B) Rhod2によりMito内 Ca2+濃度を計測した。Mfn2はバソプレシン（AVP）刺激後のMito
への Ca2+取り込みを促進した。(C) Mito局在型 ATPプローブ（mitoATeam）により ATP濃度を測定した。
Mfn2 は ATP 産生を促進した。(D) Mfn2 による SR-ミトコンドリア間の近接化と Ca2+マイクロドメイン
形成は、ATP産生と細胞増殖を促進して、VSMCのターンオーバーに寄与する（Inagaki, Suzuki, Am J Physiol 
Cell Physiol, 2022）。 

 

 
図 2. cav1-JP2複合体により形成されるカベオラ－SR間 Ca2+マイクロドメインの機能解明 
(A) TIRF顕微鏡により、cav1-JP2複合体を検出した。 
(B) mCherry-cav1を発現した VSMCsに Fluo4-AMを負荷し、TIRF顕微鏡によりカベオラ近傍で生じる Ca2+ 
sparksを可視化した。cav1と RyRが JP2を介して近接化することで、カベオラ直下で Ca2+ sparksが発
生することを発見した（白矢頭）。(C) VSMCsの JP2をノックダウンし、ホールセルパッチクランプ法に
より STOCsを測定した。JP2 のノックダウンにより STOCs は有意に減少した。(D) 腸間膜動脈に BKチ
ャネル阻害薬 Paxilline (Pax)を処置すると、STOCs の消失による膜脱分極と Cav1.2 からの Ca2+流入によ
る筋収縮（血管径の減少）が生じた。JP2をノックダウンした腸間膜動脈では Paxによる血管収縮は減
弱した（Saeki, Suzuki, J Biol Chem, 2019）。(E) cav1は JP2を介して SRおよび RyRをカベオラに近接化さ
せる。さらに BK チャネルや Cav1.2 をカベオラ内に集積させ、Ca2+ マイクロドメインを形成すること
で、Ca2+シグナルを過分極信号に変換して筋張力を制御する。 

 



（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 4F）。 

 

 
以上の蛍光イメージング技術を駆使した本研究から、cav1などの足場タンパク質によって
形成される Ca2+チャネル分子複合体は、Ca2+マイクロドメインを作り出し、多様な VSMC機能
の分子基盤となることが証明された。 

 
図 4. カベオラ内 Ca2+マイクロドメインを基盤とした E-T coupling による血管リモデリング形成機構の解
明 
(A) CaMKK2に GGECO1.1を、cav1に mCherryを融合させ、VSMCのカベオラ内で Cav1.2から流入した Ca2+

が CaMKK2を直接活性化するか検証した。(B) Proximity ligation assay (PLA)により、CaMK1は cav1、CaMKK2、
Cav1.2と分子複合体を形成することが明らかになった。(C) RNAseqにより、脱分極刺激によりマウス腸
間膜動脈で誘導される遺伝子を調べた結果、ケモカインや白血球接着分子などが検出された。多くの遺
伝子は CREB結合領域（CRE）を有していた。(D & E) in vivoで腸間膜動脈に E-T couplingを誘導したとこ
ろ、マクロファージ（M）の集積と中膜肥厚が検出された。一方、cav1-KOマウスではこれらの変化は
減少した。(F) カベオラ内の Cav1.2-CaMKK2-CaMK1複合体は E-T coupling により Ca2+シグナルを転写に
変換して血管リモデリングを誘導する（Suzuki, PNAS, 2022）。 

 

 
図 5. Cav1.2、CaMKK2、カベオラ依存的な CaMK1核移行メカニズムの解明 
(A) マウス VSMCに GFP-CaMK1を発現させ、脱分極刺激後の細胞内（細胞質と核）局在をリアルタイム
で解析した。 
(B) 脱分極刺激後の GFP-CaMK1の経時変化画像。 
(C) GFP-CaMK1の核移行は Cav1.2阻害薬 nifedipineや CaMKK2阻害薬 STO609により抑制された。また、
cav1-KO由来の VSMCでは GFP-CaMK1の核移行は生じなかったが、cav1遺伝子のノックインにより回復
した（Suzuki, BPB, 2022）。 
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