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研究成果の概要（和文）：発生初期からABCC9/KCNJ8の発現に伴いK-ATPチャネルが機能し、その阻害は細胞内
Ca2+上昇へと変換される一方、定常時にはK-ATPチャネルの一過的な活性化ではCa2+変化をほとんど引き起こさ
ないことが分かった。構築した実験モデルを利用し、ペリサイト内Ca2+変動と心疾患の連関を解析することで、
Kcnj8遺伝子変異性心疾患の分子基盤を紐解く基盤を形成出来た。一方、発生初期のマウス心臓ではKcnj8は心外
膜細胞にも発現することを見出し、当初予想していた周皮細胞異常が心疾患を惹起するという仮説以外の新たな
機序の可能性を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the K-ATP channel functions with the onset of 
ABCC9/KCNJ8 expression in the pericytes from the early developmental stage. While inhibition of 
K-ATP channel was converted to the elevation of intracellular Ca2 +, transient activation of the 
K-ATP channel in the resting condition unexpectedly caused little Ca2 + changes. Using the 
experimental model developed in this study, we are now able to analyze Ca2 + kinetics and gene 
expression changes in the Kcnj8 or Abcc9 mutants, and analyze the association between pericyte 
intracellular Ca2 + fluctuations and heart disease. On the other hand, we found the change in Kcnj8 
gene expression along the development in the mouse heart.  In the early developmental mouse heart, 
Kcnj8 was also expressed in epicardial cells, implying the possibility of a new mechanism other than
 the hypothesis that pericyte abnormalities that were initially predicted cause heart disease.

研究分野：血管生物学

キーワード： ペリサイト　Kcnj8　Abcc9

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心疾患は死因の主要な原因であることから、心臓におけるペリサイト機能解析は学術的側面に加え、臨床面でも
重要な課題の一つであると言える。ペリサイト特異的ATP依存性カリウムチャネル異常が心疾患を誘発するメカ
ニズムは十分には分かっておらず、本研究によりKcnj8遺伝子の発現変化とペリサイトにおけるK-ATPチャネルと
細胞内Ca2+濃度の連関を明らかに出来たことは、今後の詳細なK-ATPチャネルの役割およびその異常により誘発
される心疾患の発症機構の理解に貢献するものと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
毛細血管の内皮細胞を被覆するペリサイトは血液脳関門や脳血液循環を制御し、ペリサイト
の脱落は脳血管障害や認知症を始めとした様々な脳血管性疾患の発症・進展に寄与することが
示されてきた。そこで、申請者らはマウス脳血管を用いた単一細胞 RNA シークエンスにより、
遺伝子発現パターンによるぺリサイトの再定義を行うとともに、Kcnj8 および Abcc9 がマウス
脳組織においてペリサイト特異的に発現することを見出した 1。 
 KCNJ8 (Kir6.1)および ABCC9 (Sur2)は複合体を形成することで、ATP依存性カリウムチャ
ネルとして機能し (図 1)、KCNJ8または ABCC9のどちらか一方でも欠損するとチャネルとし
ての機能が失われるとされる。中枢におけるペリサイトの重要性と相関するように、ヒトのエキ
ソーム解析から ABCC9 や KCNJ8 の遺伝子変異または SNPs が、脳血管構造異常や神経疾患
の発症に寄与することが示唆された。また、中枢に加え KCNJ8の遺伝子変異が心機能異常に寄
与する可能性が示唆された 2。更に、Kcnj8遺伝子欠損マウスは心電図の ST部の延長を伴う冠
攣縮性狭心症様の心機能異常を呈し死亡することから 3、この ATP 依存性カリウムチャネルが
心機能に必須な役割を持つと考えられる。これまで心臓における KCNJ8は血管平滑筋細胞また
は心筋細胞に発現するとされてきたことから、これらの細胞機能異常が心疾患へと発展すると
考えられてきた。しかし、正確な KCNJ8発現細胞の同定はなされておらず、我々の予備検討や
マウスの単一細胞トランスクリプトームデータベース(Tabula Muris)で Kcnj8 の発現を確認す
ると、中枢と同様に成獣マウス心臓においても Kcnj8 はペリサイト選択的に発現することが分
かった。加えて、共役する Abcc9 もペリサイトに選択的に発現することから、心機能異常がペ
リサイト機能異常に起因する可能性が強く示唆された。一方、ペリサイトは冠血管形成に必須で
あることが報告されているものの、心臓におけるペリサイトの機能はほとんど解析されておら
ず、心臓における本遺伝子機能を明らかにすることで心臓におけるペリサイトの役割を紐解く
ブレークスルーになる可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
ペリサイト特異的 ATP依存性カリウムチャネル異常が心疾患を誘発するという仮説を検証し、
ペリサイトによる心機能調節機構の分子基盤を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Kcnj8-CreERT2, R26-mTmGレポーターマウスおよび Sur2B抗体を用いた免疫組織化学染
色を基盤とし Kcnj8および Abcc9(Sur2B)の組織発現を解析した。 
 
(2) Ca2+変動を検出可能な蛍光バイオセンサー(GCaMP7)がペリサイトに発現する遺伝子改
変ゼブラフィッシュを用いて、共焦点蛍光顕微鏡下でペリサイトにおける K-ATP チャネル
の基本特性を in vivoにおいて検討した。 
 
(3) 血管壁細胞選択的な Pdgfrb-CreERT2 または Actb-CreERT2 マウスを交配して得られる
Kcnj8 のコンディショナルノックアウトマウスを用いてペリサイト特異的な遺伝子欠損が
心臓形態と機能に与える影響を検討することを目指した。 
 
４．研究成果 
(1) Kcnj8および Abcc9(Sur2B)の局在解析.  
タモキシフェン依存的に Kcnj8 陽性細胞を可視化できるレポーターマウス(Kcnj8-CreERT2, 

Rosa26-mTmG)を用いて (図 2A)、心臓壁細胞の発生初期 (E11.5-E14.5および P0-2)の時点におけ
る Kcnj8の発現解析を実施した。その結果、成獣マウスではペリサイト選択的 (図 2B)になる一
方、発生初期 (E11.5-E14.5および P0-2)の時点ではペリサイトに加え Kcnj8が心外膜細胞に発現
することが分かった (図 2C)。Kcnj8の発現解析に加え、共役する Abcc9 (Sur2Bアイソフォーム)
の発現解析を実施するため、マウス Sur2Bに対する抗体作成を行い、組織染色に利用可能な抗体
を得た。心臓に加え、脳や網膜組織を用いた染色を実施するとペリサイト発現遺伝子である血小
板由来増殖因子(PDGFRβ: Platelet-Derived Growth factor beta)によって染色される毛細血管周囲の
ペリサイトにおいて Sur2B が発現する一方で、SMA 陽性となる血管平滑筋細胞では Sur2B の
発現が認めらなかった (図 3A,B)。さらに血管分岐パターンとそれに伴う壁細胞の階層性が観察
しやすい網膜血管を対象とし解析を進めると、Kcnj8と Sur2Bの発現パターンに強い相関が認め
られ aSMA 陰性となる細動脈から分岐後の毛細血管にて Kcnj8 および Sur2B の発現が開始され
ることが明確に示された (図 3B)。一方、Abcc9 (Sur2B)も Kcnj8と同様に発生初期において心外
膜細胞に発現するかなど、今後は異なる発生時期における組織発現を明らかにしていく必要が
ある。 



 
図 2. 胎生期および成獣マウス心臓における Kcnj8陽性細胞の同定 
A. Kcnj8陽性細胞を可視化できるレポーターマウス(Kcnj8-CreERT2, Rosa26-mTmG)の模式図 
B. 成獣心臓における Kcnj8 陽性細胞(GFP: 緑)は毛細血管(CD31; 青 )周囲のペリサイト

(PDGFRβ:橙)に限局し、動脈(アスタリスク)周囲の血管平滑筋細胞やその他の細胞では認め
られない。 

C. 胎生期(E11.5, 13.5)の心臓ではペリサイトに加え、心臓表面の心外膜細胞に Kcnj8 の発現が
認められる。右図: 左側黄色線での断面図。 

 
(2) カルシウムバイオセンサーを用いたペリサイトにおける K-ATPチャネルの基本特性解析.  

K-ATP チャネルの開口、閉口は細胞内→外へのカリウムイオン排出制御を介した細胞膜電位
変化を促し、膜電位依存性カルシウムチャネルによるカルシウムイオンの流入促進、抑制へと変
換される。K-ATPチャネルによる細胞内 Ca2 +の調節は、さまざまな生理学的プロセス、例えば
グルコースレベルに応答したインスリン分泌や、代謝センサーとしての役割、血管収縮調節に関
与することが膵 β細胞や血管平滑筋細胞で良く知られている。しかし、ペリサイトにおいてKcnj8 
(Kir6.1)/Abcc9 (Sur2B)から構成される K-ATP チャネルが細胞内 Ca2+制御に関わるのかは十分に
は明らかではなかった。そこで、カルシウムイオン変化を指標としてペリサイトにおける K-ATP
チャネルの基本特性を明らかにする為、ペリサイトでカルシウムバイオセンサー(GCaMP7)を発
現する遺伝子改変ゼブラフィッシュを樹立し (図 3A)、検討を行った。その結果、K-ATPチャネ
ル遮断薬である Glibenclamideは、abcc9/kcnj8陽性のペリサイトにおいて Ca2+オシレーション頻
度を増加させること、またこの Ca2+

上昇は T 型 Ca2+チャネル阻害剤
ML218 によってキャンセルされる
ことが分かった (図 3B,C)。一方、
abcc9 レポーターの発現が認められ
ないゼブラフィッシュ大動脈を被
覆する壁細胞では、Glibenclamideに
よる細胞内Ca2+上昇は認められなか
った (図 3D)。これらの結果から、
ABCC9/KCNJ8 から構成される K-
ATP チャネルがペリサイトで機能
し、膜電位依存性カルシウムチャネ
ルを介して細胞内Ca2+ダイナミクス
を調節し得ることが示唆された。し
かし、興味深いことに K-ATPチャネ
ルの活性化剤である Pinacidilは予想
に反して、細胞内 Ca2+オシレーショ
ン頻度を抑制することはなかった。 



 
図 3. ペリサイトにおける K-ATPによる細胞内 Ca2+調節 
A. ペリサイト内 Ca2+変動を解析可能な遺伝子改変ゼブラフィッシュシステムの模式図 
B. 受精後 4 日目のゼブラフィッシュ脳血管のペリサイトは abcc9/kcnj8 陽性であり、

Glibenclamideにより細胞内 Ca2+オシレーション頻度が増加する。 
C. B で認められる Glibenclamide による細胞内 Ca2+オシレーション頻度上昇は、T 型 Ca2+チャ
ネル阻害剤ML218によってキャンセルされる。 

D. 受精後 4 日目のゼブラフィッシュ大動脈腹側の壁細胞は abcc9 陰性であることと一致して、
Glibenclamideは細胞内 Ca2+オシレーション頻度に影響しなかった。 

 
(3) Kcnj8 のコンディショナルノックアウトマウスを用いたペリサイト特異的な遺伝子欠損が心
臓形態と機能に与える影響の検討  
本研究課題の最も重要な解析であり、壁細胞選択的 Pdgfrb-CreERT2 により Kcnj8 欠損を試み
たが、導入した Pdgfrb-CreERT2が上手く機能せず再度 Pdgfrb-CreERT2を用いた実験系の構築を
試みた。また全身性の actb-CreERT2 を用意したが、心臓のペリサイトでは組換え効率が低いこ
とが分かり、ペリサイトの臓器特異的遺伝子発現差異が示唆されるとともに、臓器特異性を考慮
した遺伝子機能制御モデルを確立する必要性が示された。 
 
まとめ・考察 
本研究では、発生初期から ABCC9/KCNJ8 の発現に伴い K-ATP チャネルが機能し、その阻害は
細胞内 Ca2+上昇へと変換される一方、定常時には K-ATPチャネルの一過的な活性化では予想し
たような Ca2+変化をほとんど引き起こさないことが分かった。今後詳細な解析が更に必要だが、
心疾患を模倣する変異を組み込んだ改変個体で同様の Ca2+動態および遺伝子発現変化を解析し、
ペリサイト内 Ca2+変動と心疾患の連関を解析することで、Kcnj8遺伝子変異性心疾患の分子基盤
を紐解くヒントになると考えている。仮にこれまでに知られている K-ATP チャネル活性の細胞
応答として知られている Ca2+変動と心疾患の関連が認められない場合は、ペリサイト内 Ca2+異
常がトリガーではなく、例えばペリサイト膜近傍の K+の恒常性異常が原因となる可能性などが
予想される。また、本研究において発生に伴う Kcnj8遺伝子の発現変化を明らかにした。発生初
期では Kcnj8は心外膜細胞にも発現することを見出し、当初予想していたペリサイト異常が心疾
患を惹起するという仮説以外の新たな機序の可能性が浮上した。これまでに、心外膜細胞はペリ
サイトだけではなく線維芽細胞や心筋細胞など、異なる細胞種へと分化する可能性が示唆され
ていることから、Kcnj8遺伝子変異性心疾患がペリサイト以外の細胞腫に起因する可能性が新た
に浮上した。今後 Kcnj8遺伝子変異性心疾患の分子メカニズムを明らかにするためには成獣マウ
スにおいてペリサイト選択的な遺伝子欠損により心機能に与える影響を検討することや、変異
マウスにおいて Kcnj8由来細胞の遺伝子発現などを解析することが重要であると考えられる。実
際に本期間での重要課題として設定していたが、予定していた CreERT2 ラインに問題があり成
獣において Kcnj8欠損の心機能への影響を検討することはできなかった。今後、新たに実験系を
整備し検証することで、ATP 依存性カリウムチャネルの機能異常が心疾患を誘発するメカニズ
ムの全容解明を目指す。 
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