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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞に発現している ATP作動性チャネル P2X4は、血流ずり応

力変化依存的な Ca2+流入に働き血流センサーとして機能する。その反応には細胞外 ATP を必要と

することから P2X4 分子は細胞膜上に局在すると考えられたが、定常状態ではそのほとんどが細胞内

小胞に存在していた。さらに、リガンド刺激やずり応力刺激を受けた際、多くの P2X4 分子は細胞膜上

へ移行した。P2X4による血量感知におおける正のフィードバック調節機構の存在が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：P2X4 receptor, a non-selective ATP-operated cation channel, in 

vascular endothelial cells (ECs) mediates flow-induced Ca2+ influx and subsequent NO 

production to regulate vascular tone. Although P2X4 is thought to be activated by the ATP 

released into the extracellular space from ECs by shear stress, our fluorescence microscopic 

observation in ECs without shear stress showed that majority of P2X4 molecules is 

localized on the intracellular vesicles. In this study we found that the expression level of 

cell surface P2X4 of ECs is up-regulated by shear stress, leading to an apparent increase in 

the sensitivity to external ATP. 
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１．研究開始当初の背景 

血流による shear stress（ずり応力）は、
血管系の恒常性維持に大きな役割を果たし
ており、血管の再構築・心臓の発生・動脈硬
化発症などとの関連が知られている。血管内
皮細胞は、血流の shear stress を感知し、血
管平滑筋を介し血圧・血流の調節を行うが、
その感知の仕組みは完全には理解されてい
ない。Shear stress は一種の機械刺激であり、

強度・方向といったベクトル情報を含む。従
って、内皮細胞はその刺激の感知とともに、
ベクトル情報を保持しながら細胞内でシグ
ナル伝達し応答反応を行うと考えられる。実
際、shear stress に誘起される細胞内 Ca2+流
入に関しても、細胞膜の微小陥入構造物であ
るカベオラが濃縮している部分や細胞の辺
縁部が開始点になることが報告されており、
空間情報を内包したものになっている。 
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近年、血管内皮細胞に発現した P2X4 が、
shear stress変化に応じて誘起される Ca2+流
入に中心的な役割を果たすこと、すなわち、
血流センサーとして機能していることが明
らかにされた。さらに、P2X4 欠損マウスの
解析により、P2X4 が、個体レベルでも血流
増加による血管拡張反応や血流変化により
誘導される血管のリモデリングに働いてい
ることが確認されている。P2X4 は膜 2 回貫
通分子で、膜上で ATP 作動性の 3 量体のカ
チオンチャネルを形成するが、細胞レベルで
の血流センサー制御の詳細は不明である。 

 

２．研究の目的 

内皮細胞の shear stress変化依存的なCa2+

流入には細胞外 ATP が必要とされることから、
当初、P2X4 は細胞膜上に局在すると考えられ
た。しかし、予備的な解析では、定常状態では、
ほとんどの P2X4 は細胞内の小胞に存在し、細
胞膜上の発現量は極微尐で通常の顕微鏡観察
法では検出できなかった（図１）。従って、P2X4 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．血管内皮細胞は主に細胞内小胞上に局
在している。（A）抗P2X4抗体による蛍光染色し
た細胞の共焦点観察象。（B）コントロール画像。
バーは、10 m。 

 

は、定常状態では細胞内プールに存在し、血流
センサーとして機能する際に細胞内小胞より細
胞膜へ移行する、と考えられた。本研究の目的
は、（１） 実際に、この P2X4 の膜移行の亢進が
shear stressに対する応答反応時に起きている
のか？イメージング法や生化学的な手法を用い
て多角的に検証すること。また、（２） 1 分子計
測法を用い、これまで捉えられていなかった細
胞膜上のP2X4分子を可視化し、その動態調節
の解明を試みること。さらに、（３） 血流刺激のベ
クトル情報の感知・増幅･保持に対する P2X4の
ダイナミクスの寄与を検討し、細胞膜上でのチャ
ネルの局在化を解析することを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１） 生化学的手法では、先ず、細胞膜を透過
しないビオチン化試薬により、氷上で細胞膜上
に存在する P2X4分子をビオチン化し、細胞を
可溶化・P2X4分子を免疫沈降した後に
SDS-PAGE、Western immunoblotting法に
より P2X4分子（全体）とビオチン化した分子を
分離・定量し、膜表面上の P2X4分子量を測定
した。イメージング法では、細胞にGFP融合

P2X4 分子を発現させ、全反射蛍光顕微鏡を用
いることにより P2X4分子の膜移行、P2X4分子
を含む細胞内小胞の細胞膜への融合を可視化
した。さらに、電気生理学的な手法としてパッチ
クランプ・ホールセル記録法を用いた。（２）にお
いては、同じく、細胞に発現させた GFP融合
P2X4分子を全反射蛍光顕微鏡と画像増強装
置＋高感度カメラを用いて 1分子レベルで可視
化した。そして、その画像から。P2X4分子の運
動、蛍光強度分布（会合の程度）を解析した。
（３）においては、カベオラ・マーカーとともに、
Halo-tagを融合した P2X4分子を細胞に発現
し、Halo-tagを蛍光標識したのち、1分子レベ
ルで同時観察し、それらの局在を検討した。 

 
４．研究成果 
（１） 先ず、血管内皮細胞における内在性
P2X4と遺伝子導入により発現を誘導した P2X4

と GFP 融合 P2X4(P2X4-GFP)の発現を
Western immunoblotting法により確認した 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．血管内皮細胞おける内在性 P2X4 と遺伝
子導入により発現誘導したP2X4-GFPの発現。 

 
（図２）。その結果、P2X4-GFP の発現は、内在
性 P2X4分子の~2倍の量であった。 

次に、生化学的に、リガンド刺激前後の細胞
膜上に存在する P2X4の量を調べた。その結果、
1μM 以上の ATPで、刺激直後よりビオチン化
された P2X4 分子、すなわち、細胞膜上の
P2X4分子量が 1.5~2倍に増加した（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．生化学的に調べた ATP 刺激により誘導さ
れた細胞膜上の P2X4 の増加。（A）濃度依存
性。（B）経時変化。 

 

細胞に shear stress（ずり応力）を負荷した際も、



 

 

同様な結果が得られた（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．生化学的に調べた shear stress により誘
導された細胞膜上の P2X4の増加。 

 

次に、全反射蛍光顕微鏡を用い P2X4 分子の
細胞膜への移行を観察し解析した。定常状態の
細胞においても、細胞膜に近い P2X4-GFP 分
子を含む小胞が細胞膜に近づき（輝点の蛍光
強度が明るくなり）、その後、細胞膜に融合する
様子が観察された（図５）。この小胞の細胞膜へ 

 

 

 

 

 

図５．全反射蛍光顕微鏡により観察された
P2X4-GFP を含む小胞と細胞膜との融合の様
子（2 秒間隔）。内皮細胞の細胞膜においてリガ
ンド刺激や shear stressにより著しく誘導された。
Barは、1 μm。 

 

の融合の頻度は、ATP刺激や shear stressに
より処理直後より亢進した。同時に、細胞膜上の
蛍光強度も上昇した。これらの観察から、細胞内
小胞上の P2X4 分子が刺激依存的に膜移行す
ることにより、細胞膜上の P2X4 が増加すること
が示唆された。 

次に、実際にその膜移行した P2X4分子がチ
ャネルとして機能を発現しているか、電気生理
学的に調べた。その結果、細胞膜上の P2X4機 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．ホールセル・パッチクランプ法で得られた
ATP刺激依存的なP2X4チャネルの応答。２回
目の刺激で優位な電流変化の亢進が確認され
た。また、P2X4 を発現していない細胞ではこの
電流変化は認められなかった。 

 

能レベルでも刺激依存的な亢進が確認された
（図６）。 

Shear stressに誘導されるP2X4を含む小胞
の細胞膜への融合や細胞膜上の P2X4 量の増
加は、細胞外 ATPを枯渇させることにより抑えら
れた。一方、ATP以外のUTPによっても、細胞
膜上の P2X4 の量は増加した（図７）。従って、
P2X4の膜移行は、細胞外のATPが必要であり、
その ATP は血管内皮細胞に発現している
P2X4、あるいは P2Y 受容体を介して誘導され
ることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７．Shear stressによる P2X4分子の膜移行
へのシグナル伝達経路。（左）UTP 刺激による
膜移行の促進。（右）模式図。 

 

（２） 細胞膜上の P2X4 分子の動態を解析する
ために、P2X4 分子を 1 分子レベルで可視化し
た。定常状態において細胞膜直下にも P2X4を
含む小胞が見られた。加えて、細胞膜上には蛍
光強度から判断して 3量体の P2X4チャネルが
観察された。ほとんどのチャネルは、早い単純拡
散運動を示していた（図８）。細胞をリガンド刺激 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８．細胞膜上の P2X4分子の運動。（左）定常
状態における細胞膜上の 1 秒間の軌跡。バー
は、1μm。（右）平均二乗変位と拡散係数の分
布。細胞膜上の P2X4分子のほとんどは早い拡
散運動を行っていた。 

 

した場合やShear stressを負荷した場合、細胞
膜上の P2X4 分子の運動に変化は見られなか
った。また、3 量体より大きい会合体の形成も認
められなかった。 

 

（３） 細胞膜の微小陥入構造物であるカベオラ
との相互作用を解析するために、カベオラ・マー
カーと P2X4 分子の同時観察を行ったが、
P2X4 分子のカベオラとの共局在は見られなか
った（図９）。この結果は、電子顕微鏡を用いた
解析によっても裏付けられた。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９．細胞膜上の P2X4 分子（白い軌跡）とカベ
オラ（緑）。P2X4 分子のカベオラとの特異的な
共局在は見られなかった。 
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