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研究成果の概要（和文）：（1）Na/Ca交換体Slc8A1、A2、A3の3つのmemberとも動脈管、肺動脈で発現していた。発現
量の多いのはA1とA3で、A2は少なかった。（2）Slc８A1は動脈管、肺動脈とも発達に伴いやや減少したが、心室筋での
著しい変化は見られなかった。一方A3は発達に伴いやや増加した。（3）免疫染色では動脈管、肺動脈で最もよく染ま
ったのはA3で続いてA1であった。A2は染まらなかった。（4）Slc8A1をHEK293細胞への導入させることができた。（5）
パッチクランプ法により導入したSlc8A1からNa/Ca交換輸送電流を測定することができたが、各種条件下での電流測定
はできなかった。

研究成果の概要（英文）：(1) All isoform of Na/Ca exchanger member (Slc8A1, A2, A3) was seen in pulmonary a
rtery and ductus arterisus. High expression levels were observed in A1 and A3, whereas A2 expression level
 was low. (2) In developmental changes, Slc8A1 tends to decrease slightly in ductus arteriosus and pulmona
ry artery, compare with significant change is observed in ventricular muscle. On the other hand, Slc8A3 te
nds to increase with development. In immunostaining analyses showed strong stain in A3 followed in A1 in d
uctus arteriosus and pulmonary artery. Slc8A2 showed negative immunostaining. (4) Transfection of Slc8A1 i
nto HEK293 cell was performed. (5) Measurement of the Na/Ca exchanger current of Slc8A1 was performed by p
atch clamp method. However, measurements of the currents under various conditions such as hypoxia were not
 completed. Research will be continued. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）Na/Ca交換輸送とは細胞膜において１Ca2+と

３Na+の交換輸送する機構を指す。この機構は

心筋細胞においては、細胞内へCa2+を流入させ

たり、流出させたりして、その収縮・拡張機構に

大きな役割を演じている。特に Ca2+チャネルの

未成熟な心筋においてはその役割は大きく、

Na/Ca 交換輸送で細胞内への Ca2+流入に寄与

し、小さな Ca 電流を補っている。未熟な心筋細

胞では弱い細胞膜Caチャネルの機能を細胞内

の筋小胞体、細胞膜の Na/Ca 交換輸送がカバ

ーする。家兎の新生仔と成獣における細胞膜

Ca 電流の密度は発達により大きく変化し、成獣

は新生仔の約 2 倍である。一方、Na/Ca 交換輸

送電流は、逆に新生仔の方が成獣の３～４倍大

きい。 

（2）研究代表者もこれまで Ca 電流の発達に伴う

変化とその調節機構ならびに、Na/Ca 交換輸送

の発達に伴う変化を心筋細胞で研究して報告し

てきた。また、血管平滑筋 Na/Ca 交換輸送電流

の低酸素での変化も報告した。一方、連携研究

者らもこれまで多くの動脈管の収縮機序解明の

研究を続けてきており、多くの研究成果を報告し

ている。 

 
２．研究の目的 
肺動脈血管平滑筋細胞において低酸素状態

が Na/Ca 交換輸送を抑制し、肺動脈の低酸素

による収縮機序をきたすとの報告がある。また、

言うまでもないことであるが、肺動脈血管平滑筋

は酸素により弛緩するが、動脈管血管平滑筋は

酸素により収縮する。このように、発達による

Na/Ca 交換輸送の変化、酸素による血管緊張

（動脈管は収縮、肺動脈は拡張）への Na/Ca 交

換輸送の役割など、複雑な機序が絡み合ってい

る。本研究ではその複雑な機序を分子生物学

的ならびに電気生理学的手法を駆使して明らか

することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
研究課題である「胎児・新生児の肺動脈なら

びに動脈管のNa/Ca交換輸送が血管緊張度に

果たす役割」を調べるために大きく２つの異なる

アプローチから検討を加える。分子生物学的ア

プローチと電気生学的アプローチである。 

分子生物学的アプローチ 

1)Na/Ca 交換輸送 mRNA 発現の発達に伴う変

化を調べる。 

心筋細胞で証明されている Na/Ca 交換輸送

mRNA 発現の発達に伴う変化を末梢肺動脈なら

びに動脈管を用いて発達段階別にその発現量

を調べ、発達による変動を調べる。 

2)Na/Ca 交換輸送の蛋白を HEK 細胞へ発現さ

せる。 

Na/Ca交換輸送の蛋白をクローニングしHEK細

胞へ発現させる。さらに、発現した Na/Ca 交換

輸送蛋白を緑色蛍光蛋白質（GFP）と同時に

HEK 細胞に発現させ、Na/Ca 交換輸送の電気

生理学的研究の効率を良くさせる。 

 

電気生理学的アプローチ 

１）Na/Ca 交換輸送電流を測定する。 

末梢肺動脈血管平滑筋細胞、動脈管血管平滑

筋細胞における Na/Ca 交換輸送電流を発達別

に測定する。 

２）各種薬剤のNa/Ca交換輸送電流への効果を

調べる。 

HEK 細胞に発現させた Na/Ca 交換輸送を用い

て、高酸素、低酸素、日常用いる各種薬剤（交

感神経刺激薬ならびに遮断薬、インドメタシン、

プロスタグランジンなど）による Na/Ca 交換輸送

電流への効果について検討する。 

以上の分子生物学的アプローチ、電気生理学

的アプローチを駆使して、Na/Ca 交換輸送の未

熟な血管平滑筋細胞における役割を明らかに

する。 

 
４．研究成果 

＜Na/Ca 交換輸送 mRNA 発現の発達に伴う変

化を調べる＞ 

（1）Slc8A1 の絶対定量の結果から、胎仔・成獣

の心臓では主にクローンした variant が発現して

いることが示された。Slc8A1 は心臓にきわめて



高い発現がみられた。動脈管などの血管や肺に

おいては胎仔動脈管における発現は比較的高

かった。免疫蛍光染色では心血管いずれも組

織全体が染色された。 

 

（2）Slc8A2 は相対定量 PCR の結果、成獣の心

臓、肺動脈でやや高発現であった。胎仔動脈管、

肺動脈、大動脈では大動脈でわずかに発現が

高かった。発達に伴う変化はいずれの血管にお

いてもわずかであった。免疫蛍光染色では心外

膜は低染色であるが心筋が染色された。（3）

Slc8A3 は相対定量PCRの結果、成獣の大動脈、

大動脈、心臓、肺で高発現であった。胎仔動脈

管、肺動脈では発達に伴う変化はわずかであっ

たが、大動脈では発達にともなって発現量が増

加した。 

 

免疫蛍光染色では大動脈の中膜がよく染色さ

れた。動脈管の中膜は大動脈に比べると低染色

であった。心外膜は低く心筋が強く染色された。

肺は気管支の円柱上皮がよく染色され肺胞を形

成する細胞もよく染色された。 

 

＜Na/Ca交換輸送の蛋白をHEK細胞へ発現さ

せる＞ 

家兎胎仔の心臓からクローニングした Na-Ca 交

換輸送体のうち発現量の多い Slc8A1 を

pB1-CMV2 ベクターに挿入し、HEK293 細胞に

導入した。GFP と共発現させパッチクランプ法に

より電流を測定する際 SLC8A1 が発現している

細胞の目印とした。GFP の発現は極めて良好で

あった。また、抗 SLC8A1 抗体を用いて免疫染

色したが、Slc8A1 の発現を確認でき、Na/Ca 交

換輸送の蛋白（Slc8A1）を HEK 細胞へ発現させ

ることができた。 



 

＜Na/Ca 交換輸送電流の測定＞ 

図A、BはそれぞれNa/Ca輸送電流の阻害薬で

あるNi と KB-R7943 の電流への影響を見たもの

である。HEK293 細胞に発現させた Slc8A1 によ

る Na/Ca 交換輸送電流（電流の差）を測定する

ことができた。 

 

図 A：コントロール(a)の電流へ Na/Ca 交換輸送

阻害薬である Ni2+(5 mM)を還流すると電流は抑

制された。この差電流(a-b)をNa/Ca交換輸送電

流と判断した。 

 

図 B ：同様に、  Na/Ca 交換輸送阻害薬

KB-R7943(10 M)による Na/Ca 交換輸送電流

を示した。 
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