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研究テーマ 

受容体活性化Ca2+流入機構の解明と血管病治療への応用 

１．背景および目的 

受容体活性化Ca2+チャネルは血管緊張制御や血圧調節に重要な役割を果たすとともに、血管病（血

管スパスム、動脈硬化など）とも深くかかわっていると考えられている。しかし、受容体活性化Ca2+

流入機構の詳細は未だ不明である。最近、私たちは1型Na+/Ca2+交換体(NCX1)の血管特異的トランスジ

ェニックマウスの腸間膜動脈において、G蛋白質共役型受容体アゴニスト刺激時のCa2+動員（血管収縮）

が著明に亢進していることを見いだした。この血管反応性の亢進はNCX1阻害薬により抑制可能であっ

た。この結果は、受容体刺激時の血管Ca2+動員にNCX1を介するCa2+流入が関与することを示唆してい

る。我々は、この作業仮説として、G蛋白質共役型受容体(GPCR)で活性化される非選択的カチオンチ

ャネル（TRPC）がNCX1と機能共役系を形成していることを想定した。本研究では、遺伝子改変マウス

および特異的NCX1阻害薬を用いて、血管平滑筋細胞における受容体活性化Ca2+流入機構の分子実体が

GPCR/TRPC/NCX1共役系であることを実証する。さらに、この共役系の血管病における病態生理学的役

割を解明し、NCX1阻害薬の新規血管病治療薬としての可能性について検討する。 

 

２．方法 

ヒト血管平滑筋アクチン遺伝子プロモーターを用いて、NCX1およびGPCR活性化Na+透過性TRPCチャ

ネル(TRPC3、TRPC6)の野生型およびドミナントネガティブ体の血管特異的トランスジェニックマウス

を作製した。さらに、これらマウスを交配することにより、両遺伝子のダブル遺伝子改変マウスを作

出した。マウス胸部大動脈における各導入遺伝子の発現はリアルタイムRT-PCRにより解析した。また、

TRPCおよびNCX1の特異抗体を用いて、大動脈および冠動脈のウェスタンブロッティングおよび免疫染

色を行った。機能解析として、遺伝子改変マウスの摘出腸間膜動脈にFura-PE3 (20μM)を負荷し、フ

ェニレフリン(1、10μM)を添加した時の細胞内Ca2+濃度変化を蛍光顕微鏡を用いて観察した。さらに、

摘出灌流腸間膜動脈（内径約100μm）にFluo-4/AMを負荷し、共焦点レーザー顕微鏡を用いてノルエ

ピネフリンおよびNCX1阻害薬処置時の血管径と細胞内Ca2+濃度を同時測定した。また、これらのマウ

スにノルエピネフリン(1mg/kg, iv)を投与し、血圧・心拍数の変化、心電図および心エコーの解析を

行った。 

 

３．結果 研究成果 

本研究当初に、フェニレフリン刺激による血管収縮にNCX1を介するCa2+流入が関与することを示

す実験的証拠を得た。具体的には、血管平滑筋特異的NCX1高発現マウス（NCX1-Tｇ）および野生型マ

ウスの摘出灌流腸間膜動脈にFluo4-AMを負荷した後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞内Ca2+濃度

と血管径を同時測定したところ、野生型マウスに比べてNCX1-Tgマウスの動脈ではフェニレフリン刺

激時の細胞内Ca2+濃度増加反応および血管収縮が有意に増大していることを見いだした。これらの血



管反応は特異的NCX1阻害薬により抑制可能であった。 

そこで、NCX1とGPCR活性化Na+透過性TRPCチャネル(TRPC3、TRPC6)との機能連関を調べる目的で、

TRPC3、TRPC6の野生型およびドミナントネガティブ体の血管特異的トランスジェニックマウスを作製

した。これらマウスの胸部大動脈には各導入遺伝子が特異的に高発現していた。TRPC3、TRPC6の遺伝

子導入による他のTRPCサブタイプの遺伝子発現量への影響は認められなかった。これらマウスより腸

間膜動脈を摘出し、Ba2+取り込みによりTRPCチャネル活性を測定したところ、野生型TRPC3あるいは

TRPC6のトランスジェニックマウス(TRPC3-Tg、TRPC6-Tg)の血管では野生型マウスに比べてチャネル

活性が増大しており、一方、これらのDN体のトランスジェニックマウス(TRPC3-DN-Tg、TRPC6-DN-Tg)

ではチャネル活性が抑制されていた。 

次に、これらTRPCトランスジェニックマウスの腸間膜動脈を用いて、ノルエピネフリン刺激時の

細胞内Ca2+濃度変化を比較したところ、TRPC3-TgおよびTRPC6-Tgマウスの血管ではノルエピネフリン

添加による細胞内Ca2+濃度の増加反応が野生型マウスに比べて増大していたのに対して、TRPC3-DN-Tg

およびTRPC6-DN-Tgマウスでは細胞内Ca2+濃度の増加反応が抑制されていた。また、TRPCトランスジェ

ニックマウスの胸部大動脈リング標本を用いて、フェニレフリン(10-10M～10-5M)に対する用量依存的

な血管収縮反応を測定したところ、TRPC3-TgおよびTRPC6-Tgマウスではその血管反応性は野生型マウ

スに比べて増大しており、TRPC3-DN-TgおよびTRPC6-DN-Tgマウスではその血管反応性は減弱してい

た。さらにフェニレフリンを静脈内投与した時の血圧上昇反応を調べたところ、同様にTRPC3-Tgおよ

びTRPC6-Tgマウスで反応性が増大し、TRPC3-DN-TgおよびTRPC6-DN-Tgマウスでは反応性が減弱してい

た。 

さらに、TRPC3-Tgマウスにノルエピネフリン(1mg/kg)を静脈内投与した時の心電図を解析したと

ころ、冠動脈スパスムに起因するST上昇および房室ブロックが引き起こされることを見いだした。

興味深いことに、NCX1-Tgマウスにおいても同様のノルエピネフリン誘発心電図異常が観察された。

そこで、TRPC3とNCX1の両者の機能的関係を明らかにする目的で、TRPC3-TgマウスとNCX1ヘテロノッ

クアウトマウスとを交配して得られたダブル遺伝子改変マウスを用いて、同様の実験を行ったとこ

ろ、ノルエピネフリン処置による房室ブロックは観察されなかった。また、NCX1-Tgマウスと

TRPC3-DN-Tgマウスとのダブル遺伝子改変マウスの場合にもノルエピネフリン誘発房室ブロックは認

められなかった。また、これらダブル遺伝子改変マウスの腸間膜動脈でのノルエピネフリン刺激時の

細胞内Ca2+濃度増加反応を測定したところ、それらの増加反応は野生型マウスと同程度であった。さ

らに、NCX1-TgマウスおよびTRPC3-Tgマウスで観察されたノルエピネフリン誘発心電図異常はNCX1阻

害薬により抑制することが可能であった。さらに、NCX1阻害薬はNCX1-TgマウスおよびTRPC3-Tgマウ

スの腸間膜動脈でのノルエピネフリン刺激時の細胞内Ca2+濃度増加反応を野生型マウスの反応レベル

まで抑制可能であった。 

 

４．考察 

  これらの結果は、α1受容体刺激による血管収縮（冠動脈スパスム）にNCX1とTRPC3の機能共役が

重要な役割を果すことを示唆している。我々は、NCX1とTRPC3が血管平滑筋細胞膜上の特殊領域（マ

イクロドメイン）において機能的複合体を形成し、α1受容体刺激により活性化されたTRPC3を介する

Na+流入がNCX1のCa2+流入（Na+汲み出しと同時に）を引き起こす機序を推定している。この



GPCR/TRPC3/NCX1共役系は、受容体活性化Ca2+流入経路の分子実体である可能性が高いと推定してい

る。創薬科学の面から、NCX1阻害薬およびTRPC阻害薬は各種GPCR活性化Ca2+流入を画一的にブロック

できる可能性があり、多因子誘発血管攣縮の治療薬として将来の治療応用が期待される。 
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