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研究成果の概要（和文）： 

各種臓器を形成する平滑筋にカルシウム過負荷が生じているような病態（高血圧・気管支喘

息・緊張性膀胱など）においては、その細胞内で局所的なカルシウム濃度の上昇、いわゆるカ

ルシウムスパークが頻発している。本研究によって、カルシウムスパークドメインを構成する

基盤分子群の空間的位置関係を全反射蛍光顕微鏡を活用して一分子可視化解析したことは、平

滑筋生理機構の解明に重要な知見を与えると考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Calcium sparks occur as spontaneous calcium release in subplasmalemmal regions under 

physiological and pathological conditions in smooth muscle cells. Spatiotemporal 

imaging of molecular assembly and calcium dynamics in functional calcium microdomain 

using a total internal reflection fluorescence microscope enables us to elucidate its 

physiological impact in the regulation of membrane excitability and myogenic tone in 

vascular smooth muscle cells. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内Ca2+動態は、時間的・空間的に多様

な挙動を示し、発生機序や生理機能からCa2+

スパーク、Ca2+ホットスポット、Ca2+ウェー
ブなどと呼ばれている（今泉ら, 2008; Cheng 
& Lederer, 2008）。心筋で最初に発見された
Ca2+スパーク（半値幅50 msで最大径1 m程度
の一過性の局所Ca2+濃度上昇）は、心筋興奮

収縮連関時のCICRを反映している（Cheng et 
al, 1993; Lederer et al, 2004）。一方、平滑筋で
も細胞膜直下に位置する特定の筋小胞体
（SR）上のリアノジン受容体（RyR）を介し
て周期的に生じるCa2+スパークが観察された
（Nelson et al, 1995; Ohi et al, 2001）が、心筋
とは異なり、Ca2+スパークが近傍細胞膜上の
大コンダクタンスCa2+活性化K+（BKCa）チャ
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ネルを活性化することにより、自発一過性外
向き電流（STOCs）を発生させて、静止膜電
位を保持することに寄与している（Imaizumi 
et al, 1999; Jaggar et al, 2000; Imaizumi et al., 
2003）。多くの血管平滑筋は、生理的条件下
で自発性緊張を有し、それは静止膜電位に強
く依存することが知られている。BKCaチャネ
ル遺伝子欠損マウスでは、高血圧や膀胱過緊
張の様な平滑筋収縮異常が生じること
（Brenner et al, 2000; Meredith et al, 2004）から、
Ca2+スパークとBKCaチャネル活性の機能協関
は、静止膜電位を維持する重要な因子として
考えられている。これまでの平滑筋Ca2+スパ
ークの研究結果（Ohi et al, 2001）から、非常
に興味深いことに、Ca2+スパーク発生領域は、
組織によって若干の差異があるものの、細胞
内の特定の数ヶ所から数十ヶ所程度である
ことが分かっている。それは細胞膜とSRが近
接した特定の微細構造に由来すると推測さ
れているが、生細胞でそのようなCa2+マイク
ロドメインを構成する機能タンパクを単一
分子レベルで可視化した例は無い。局所Ca2+

シグナルやチャネル活性と同時に機能分子
を全反射蛍光（TIRF）顕微鏡下で1分子可視
化することで、それらの生理的意義を直接的
に証明できると考えられる。 
 
２．研究の目的 

血管平滑筋の興奮性は、細胞内 Ca2+動態と
密接に関係している。活動電位発生や脱分極
時においては、細胞膜に発現する電位依存性
Ca2+チャネル（VDCC）による Ca2+流入とそ
れに続く SR 上の RyR を介した Ca2+誘発性
Ca2+遊離（CICR）によって、細胞内 Ca2+濃度
が上昇する。一方、静止時には、SR からの
自発性局所 Ca2+遊離である Ca2+スパークが、
近傍細胞膜の BKCa チャネルの活性化を介し
て、筋緊張度を低下させる。現在までに、共
焦点蛍光顕微鏡を用いたCa2+画像解析とパッ
チクランプ法による電気生理測定を同時に
行った結果、活動電位発生及び脱分極による
CICR 機構の可視化（Ca2+ホットスポットと名
付けた；Imaizumi et al, 1998; Morimura et al, 
2006）や静止膜電位付近における Ca2+スパー
クの画像解析（Ohi et al, 2001）、Ca2+シグナル
とチャネル活性の機能連関の証明（Yamamura 
et al, 2001, 2002; Hotta et al, 2007）に成功し、
そ れ ら の 生 理 的 意 義 を 解 明 し て き た
（Imaizumi et al, 1999, 2003; 今泉ら, 2008）。
本研究では、生理的環境下だけではなく、病
態時における血管張力調節にも大きく寄与
をしていることが明らかになりつつある血
管平滑筋 Ca2+スパークに着目する。Ca2+スパ
ークが細胞内の特定部位から頻発すること
から、この部位に構造的かつ機能的な Ca2+マ
イクロドメインが形成されていると推測さ
れる。そこで、ナノスケールの分解能で画像

解析可能な TIRF 顕微鏡下で、Ca2+スパーク
発生部位に集積する分子群（BKCaチャネルや
RyR など）を直接 1 分子可視化する。以上よ
り、血管平滑筋の興奮性を規定する Ca2+マイ
クロドメインの分子基盤とそれらの機能協
関を明らかにし、その生理機能解明の新たな
る展開を目指した。 
 
３．研究の方法 

TIRF顕微鏡システムを利用した1分子可視
化技術を導入して、血管（興奮性が非常に高
く自発的に活動電位を発生する門脈と興奮性
が低い胸部大動脈）から単離した平滑筋細胞
で発生するCa2+スパークとそれを構造上・機
能上構成する分子群（BKCaチャネル、RyR、
VDCC）を同時に可視化して、相互の構造的・
空間的配置と機能協関を1分子レベルで画像
解析した。パッチクランプ法も同時に適用し
て、イオンチャネル活性（特にBKCaチャネル
活性を反映するSTOCsや過分極）も記録した。
機能分子群の可視化に必要な蛍光融合タンパ
ク（標的分子のCFP/YFP融合体）は作製した。
次に、細胞膜上及びその直下にCa2+マイクロ
ドメインを形成する因子であると推測されて
いる細胞膜ラフト構造（カベオラ構造やカベ
オリン分子）や細胞骨格（アクチンや微小管）
を可視化して、細胞構造上の観点から血管平
滑筋Ca2+スパークの支持基盤を新たに同定し
た。以上により、血管平滑筋Ca2+スパークを
構造上・機能上規定する分子群を直接可視化
して、その静止膜電位調節と血管緊張制御の
より具体的かつ詳細な機構解明を行った。 
 
４．研究成果 
（１）TIRF 顕微鏡下における Ca2+スパーク
とイオンチャネル活性の同時測定 
ウサギ門脈平滑筋から酵素処理によって

単離平滑筋細胞を得た。その単一細胞にホー
ルセルパッチクランプ法を適用し、細胞膜電

図1 全反射蛍光顕微鏡による1分子可視化の原理 
全反射蛍光（TIRF）顕微鏡では、励起光を全反射さ

せた際に発生するエバネッセント光を利用して、カバー
ガラスに近接した領域（~200 nm）におけるCa2+

シグナ
ルや蛍光標識したタンパク1分子レベルでの分布をナノ
スケールの分解能で検出することが出来る。 



流や膜電位を測定した。[Ca2+]i を同時測定す
るため、Ca2+蛍光指示薬である 100 M fluo-4
をパッチ電極より負荷した。血管平滑筋の静
止膜電位付近である-40 mV に保持電位を固
定下、自発的かつ局所的な[Ca2+]i 上昇、いわ
ゆる Ca2+スパークが TIRF 領域（ガラス接着
面より 200 nm 以内、すなわち細胞膜とその
直下の領域；図 1）で観察された。また、同
時記録した膜電流を解析した結果、Ca2+スパ
ークだけが BKCa チャネル活性を反映する
STOCs（図 2）と同期した。その Ca2+スパー
クの強度と STOCs の強度はよく相関した。さ
らに、電流固定下では、Ca2+スパークと一過
性過分極の同期も観察された。 

以上より、血管平滑筋細胞の局所部位で発
生するCa2+スパークのより詳細な解析とその
近傍に存在する BKCa チャネルの生理的意義
の解明に、TIRF 顕微鏡を用いた可視化画像解
析が有用であることが分かった。 

 
（２）Ca2+スパークと RyR の分布解析 
初代培養した血管平滑筋細胞で、細胞外液

に 40 mM K+溶液を灌流して Ca2+スパークを
観察した。その後、同一細胞に 100 nM 
BODIPY FL-X ryanodine を添加し、RyR の分
布解析を行った。その結果、Ca2+スパークの
発生部位に RyR シグナルが集積していた。 
 
（３）Ca2+スパークと BKCaチャネルの分布解
析 

BKCa チャネルの細胞膜における発現分布
を解析するために、ラット由来血管平滑筋型
BKCa チャネルサブユニット（KCNMA1A；
図 3）の C 末端に YFP を融合させた
BKCa-YFP を作製した。初代培養した血管平
滑筋細胞にリポフェクション法により

BKCa-YFP を一過性に遺伝子導入した。TIRF
画像解析は、遺伝子導入後、48~72 hrs で行っ
た。 

 
BKCa チャネルの局在は Ca2+スパーク発生

部位と TIRF 面において完全に一致はしなか
った。BKCaチャネルは、Ca2+スパーク発生部
位の中心から平均して 500 nm 程度離れてい
た。ただし、Ca2+スパークが局所的に広がる
（半径 1 m 程度）ことによって、近傍の細
胞膜に分布する BKCa チャネルの活性が惹起
されたと考えられる。 
 
（４）Ca2+スパークとカベオリン分子の分布
解析 

まず、細胞膜ラフト構造の一種であるカベ
オラを構成するカベオリン分子（ヒト由来
Cav1）の C 末端に CFP を蛍光標識した
Cav1-CFP を作製した。初代培養した血管平
滑筋細胞に、Cav1-CFP をリポフェクション
法により一過性に遺伝子導入した。Cav1 は、
Ca2+スパーク発生部位付近に局在していた。 
 
（５）BKCaチャネルと Cav1 の分子間相互作
用 

TIRF 顕微鏡下での蛍光共鳴エネルギー移
動（FRET）法により、BKCaチャネルのサブ
ユニットと Cav1 の分子間相互作用を検討し
た。その結果、一部の BKCaチャネルが、Cav1
と分子間相互作用してカベオラに集積する
ことが示唆された。 
 
細胞膜直下で起こる局所 Ca2+変動は、興奮

収縮連関の引き金となることや生体の恒常
性維持、病態時における帰還機構としても重
要であると認識されている。本研究によって、
限局された部位におけるCa2+動態を直接可視
化したことは、平滑筋生理機構の解明に重要
な知見を与えると考えられる。血管平滑筋細
胞に再構築した BKCa チャネルおよびそれと
機能連関する分子群や Ca2+スパークを TIRF
顕微鏡下で同時可視化した結果、カベオラを

図 3 大コンダクタンス Ca2+
活性化 K+

チャネルの分子

構造 
大コンダクタンス Ca2+

活性化 K+
（BKCa）チャネルは、

活性本体である 7 回膜貫通型タンパクのサブユニット

と機能的修飾を担う 2 回膜貫通型タンパクのサブユニ

ットで構成されている（A）。サブユニットとサブユニッ

トが、各 4 個の複合体を形成することで、機能的 BK チ

ャネルを構成すると考えられている（B）。 

 
図2 平滑筋細胞における局所Ca2+

濃度上昇の生理

的意義 
静止時の平滑筋では、リアノジン受容体（RyR）を

介して筋小胞体から自発性Ca2+
遊離（Ca2+

スパーク）

が生じ、近傍細胞膜上の大コンダクタンスCa2+
活性化

K+
（BKCa）チャネルを活性化して、自発一過性外向き

電流（STOCs）を発生させる。これにより、過分極が

生じて、電位依存性Ca2+
チャネル（VDCC）活性が抑

制され、細胞内Ca2+
濃度（[Ca2+]i）が低下した結果、

筋弛緩が導かれる。 



構造基盤として集積し、機能的に共役する分
子群の空間的位置関係が定量的に明らかに
なった。Ca2+スパークが効率的に発生するよ
うな Ca2+マイクロドメイン（トランスポート
ソーム；図 4）を構成すると考えられている
分子集積及びそれらの相互作用による機能
協関を検討する上でも、限局した領域を観察
することが出来る TIRF 顕微鏡を用いた 1 分
子可視化技術が特段に寄与すると考えられ
る。Ca2+マイクロドメインの構造的かつ機能
的な分子基盤が明らかとなれば、血管平滑筋
におけるCa2+スパークの生理的意義の更なる
解明と、それらを基盤としたイオンチャネル
創薬や循環器系疾患治療法の開拓につなが
ると考えられる。 
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図4 平滑筋における細胞膜マイクロドメインと細胞内
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動態制御機構とイオンチャネルの

機能連関の概念図 
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