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《研究の概要》 

 

我が国における生活習慣が欧米型に移行し、主な死因の一つとなっている心臓・血管系

の疾病の病態解明と治療は、高齢社会を迎えた我が国の医学研究における緊急課題である。

この研究では、心臓、および血管の機能調節のメカニズムを、細胞、分子および遺伝子の

レベルで解明し、心臓・血管系における病気の病態解明と治療の基礎的基盤を作ることを

目的とした。 

心臓は組織の酸素要求に応じて絶え間なく血液を全身に送っており、血管は内径を変化

させることにより、各臓器の血流配分を調節している。心臓が血液を円滑に全身に送るに

は、心臓を構成している心筋細胞が同期して収縮・弛緩することが必要である。このよう

な心筋の収縮や弛緩の調節は細胞内でわずかに Ca2+濃度が変化することにより行われてい

る。また、病的な状態に細胞が陥ると、細胞内が酸性化したり ATP が減少して燐酸（P）が

蓄積して、これらのイオンが Ca2+濃度調節機構や収縮装置そのものに影響して収縮を阻害

することが指摘されている。血管は平滑筋から構成されており、平滑筋の収縮・弛緩は細

胞内 Ca2+濃度変化だけでなく、収縮装置そのものにおける生化学的反応（燐酸化と脱燐酸

化）により調節されている。従って、燐酸化や脱燐酸化に関係している酵素の働きに関係

している因子が血管平滑筋の収縮・弛緩に影響する。これらの問題を明らかにするために、

細胞内 Ca2+、H+濃度を調節している Na+-Ca2+交換系、Na+-H+交換系の働きの分子機構を調べ

た。また、心筋の収縮装置と Ca2+との反応は筋の伸張程度により影響を受けるので、その

メカニズムも調べた。さらに血管平滑筋の収縮装置のミオシン軽鎖を燐酸化するメカニズ

ムや、細胞内 Ca2+濃度の上昇に関与している生理活性物質とその受容体の生理学的特性を

調べた。心臓も血管も自律神経支配下にあり、呼吸・循環系として両機能は密接な関係に

ある。これらの機能がどのような遺伝子により支配されているのか、血管を収縮させるエ

ンドセリン受容体やエンドセリン合成酵素の遺伝子をノックアウトしたマウスを用いて調

べた。 

 

  



- 3 - 

研究者氏名及び所属機関 

 

研究者氏名 所属機関及び地位 分担研究課題 

栗原 敏 東京慈恵会医科大学 医学部 教授 心筋の細胞内 Ca2+及び収縮調節

の分子機構 

野間昭典 京都大学 医学部 教授 Na+-Ca2+交換機構の細胞内調節機

序 

重川宗一 国立循環器病センター研究所 部長 Na+-Ca2+交換機構及び Na+-H+交換

機構の分子メカニズム 

金出英夫 九州大学 医学部 教授 血管平滑筋の緊張制御の分子メ

カニズム 

熊田 衛 聖路加看護大学 教授  

（平成 8-9 年度分担者） 

呼吸循環系の調節に関与してい

る遺伝子の解明 

桑木共之 千葉大学 医学部 講師  

（平成 10 年度分担者） 

同上 

 

研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

近年、我が国における生活習慣、特に食生活が欧米型に移行し、その結果、心臓・血管

系の疾病が癌と共に主たる死因となっている。従って、心臓・血管系の疾病の予防と治療

は医学分野の重要な課題となっている。また、高齢社会を迎えた我が国における社会的な

問題でもある。 

これまで、心臓・血管の機能については多くの生理学的あるいは生化学的研究が積み重

ねられてきている。しかし、 近、細胞内イオン動態の測定法、イオンチャネルの解析、

分子生物学の発達により、心筋や平滑筋の機能が分子レベルで調べられるようになってき

た。また、機能調節に関係しているイオン輸送体やチャネルの分子構造も調べられており、

分子レベルで構造―機能連関が論じられるようになってきた。さらに、遺伝子操作の手法

を用いることにより、心筋や平滑筋の受容体や細胞内 Ca2+濃度調節にあずかっている筋小

胞体や Na+-ca2+交換機構と遺伝子との関係も明らかになりつつある。しかし、分析的な研

究が進めば進むほど、それらの研究成果を統合して考えることが疎かになりがちである。 

この研究事業では、心臓や血管の生理機能のうち、特に、収縮・弛緩に関係のある細胞

内 Ca2+および H+濃度調節機構や、収縮蛋白の燐酸化・脱燐酸化機構を 近開発された研究

手法により調べた。また、呼吸・循環調節とエンドセリン受容体やリアノジン受容体、お

よびそれらの遺伝子との関係を遺伝子操作マウスを用いて調べ、これらの結果を統合して

考察した。 

心臓・血管系の病態解明には多角的で、より多くの研究者による研究の推進が必要であ

るので複数の研究者によるプロジェクト研究を計画した。本研究は心臓・血管における病

態解明の基礎となり、それにより予防と治療への展望が開けていくことが期待される。 
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Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

１．心筋の収縮を調節する細胞内機序 

フェレット腹腔内にペントバルビタールを注射して開胸し、右心室から乳頭筋を摘出し

て、張力と細胞内 Ca2+を同時測定した。標本の一端は張力測定用のトランスデューサーに

また、他端は長さ変化用のモーターのレバーに取り付けた。細胞内 Ca2+の測定には、発光

蛋白エクオリン用い、張力と光信号を同時測定した。初期長や収縮中の筋長をモーターを

用いて変化させ、この時の張力と光信号の変化を測定した。また、麻酔下にラットから心

臓を摘出してランゲンドルフの潅流装置に取り付け、コラゲナーゼを用いて単一心筋細胞

を単離し、蛍光 Ca2+指示薬、fura-2AM を用いて細胞内 Ca2+と細胞の短縮率を同時に測定し

た。また、細胞内 Mg2+は収縮や筋小胞体からの Ca2+放出に影響する重要な因子である。そ

こで、単一心筋細胞に細胞内 Mg2+指示薬 fraptra（Mg-fura）を負荷して、細胞内 Mg2+濃度

を経時的に種々の条件下で測定し、Mg2+濃度調節機構を調べた。 

 

２．筋長効果に対するトロポニン I の燐酸化の効果 

心筋の収縮は筋の長さに依存して変化し（スターリングの心臓の法則）、筋の伸張は Ca2+

感受性を増加させる。一方、プロテインキナーゼ A によるトロポニン I の燐酸化は収縮蛋

白系の Ca2+感受性を低下させることが知られている。そこで、我々はβ受容体刺激時に、

筋長効果がどのように変化するのかを調べるために、右心室肉柱をトリトン X-100 で処理

してスキンド標本を作成し、その標本の内因性トロポニンを燐酸化した外来トロポニン I

と入れ換える前後で pCa—張力関係に対する筋長変化の効果を観察して、トロポニン I 燐酸

化の生理学的意義を考察した。また、MgATP 濃度―張力関係に対する筋長効果を調べ、thin 

filament を直接活性化したときの張力発生に対するトロポニン I の燐酸化効果について

も検討した。 

 

３．Na+ポンプと Na+-Ca2+交換系との相互作用。 

Na+-Ca2+交換などの二次性能動輸送担体は、Na+ポンプにより維持される細胞内外の Na+電

気化学的ポテンシャル差を利用して働いている。そのため、Na+-Ca2+交換活性は Na+ポンプ

活性に依存するが、この相互依存性の定量的解析は未だ行われていない。また、細胞膜直

下の Na+濃度変化はトランスポータ機能に直接影響するが、現在のところ細胞膜直下のイ

オン濃度を測定することはできない。そこで我々は Na+ポンプ活性化による細胞内 Na+濃度

減少が Na+-Ca2+交換活性に与える影響を調べるとともに、Na+-Ca2+交換電流の逆転電位を測

定することにより、Na+ポンプ活性化による細胞膜直下の Na+濃度変化を推測することを計

画した。この実験のためには、コラゲナーゼ処理により単離したモルモット心室筋細胞か

らパッチ膜電位固定法により全細胞膜電流を記録した。既知のイオンチャネルやトランス

ポータ電流を抑制した状態で、Na+-Ca2+交換電流は細胞外 Ca2+誘発電流もしくは、阻害剤で

ある Ni2+感受性電流として記録した。 

 

４.マクロパッチ法の開発と細胞内 Na+、Ca2+、ATP による Na+-Ca2+交換活性制御の研究 

細胞内因子による Na+-Ca2+交換活性制御を検討するためには inside-out パッチ法による

解析が望ましい。しかし、通常の inside-out パッチ法で得られるパッチ膜は小さいために
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Na+-Ca2+茫交換電流の記録は不可能と考えられてきた。それに替わる方法として心室筋由来

の“ブレブ”からパッチ膜を得るジャイアントパッチ法が Hilgemann により開発され研究

が行われてきた。しかし“ブレブ"膜が生理的細胞膜と同じであるかどうか検討が必要であ

る。我々はこの問題点を克服するために“ブレブ”膜ではなく、直接心室筋細胞から大き

なパッチ膜を作成する方法（マクロパッチ法）を開発し、Na+-Ca2+交換電流を記録すること

に成功した。このマクロパッチを用いて細胞内因子による Na+-Ca2+交換電流の調節機構を

詳細に検討した。マクロパッチは単離モルモット心室筋細胞から作成し、細胞質側の Na+ま

たは Ca2+誘発電流として Na+-Ca2+交換電流を単離した。 

 

５．Na+-Ca2+交換輸送系の生理活性因子による活性調節機構の検討、および Na+-H+交換輸送

系の分子構造と構造・機能相関に関する研究 

心筋細胞に発現する Na+-Ca2+交換輸送体（NCX1）と Na+-H+交換輸送体（NHE1）および他の

細胞系に発現するそれらのアイソフォーム（NCX2、NCX3 および NHE2）の cDNA に様々な変

異を導入し、交換輸送活性をほとんど持たない CCL39 又はこれに由来する細胞系に発現さ

せた。その後、交換系の活性をアイソトープトレーサーを用いて測定、解析した。また、

発現した輸送体の細胞内分布を免疫蛍光染色法と共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。

また、同じ顕微鏡を用いて細胞内 Ca2+測定および Ca2+イメージングを行った。 

 

６．平滑筋における細胞内情報伝達系の解析 

血管の内皮・中膜標本を実験試料として、光学的連続観察システムを用い、Ca2+伝達系、

cAMP 系、cGMP 系、C キナーゼ系がどのように相互作用して、血管の機能に影響しているの

かを解析した。また、平滑筋細胞の収縮装置の Ca2+感受性増大機序を調べた。 

 

７．平滑筋の細胞周期の同定 

細胞周期を周期特異核抗原の多重免疫蛍光染色法を用いて同定し、細胞周期と細胞の電

気的性質や収縮性との相関を明かにした。 

 

８．細胞内の機能・構造蛋白質の作用機序 

スキンド標本を用いて、細胞内蛋白質の働きを同定し、細胞機能と蛋白質の関係を明ら

かにした。 

 

９．呼吸・循環器系の機能に関する遺伝子の解析 

エンドセリン（ET）-1、ET-3、ET-A 受容体、ET-B 受容体、ET 合成酵素（ECE-1）、リアノ

ジン受容体タイプ-3 の各々のノックアウトマウスを、それぞれの開発者（ET-1；栗原裕基・

東京大学医学部循環器内科、ET-3、ET-A 受容体、ET-B 受容体、ECE-1；柳沢正史・テキサ

ス大学分子遺伝学、リアノジン受容体タイプ-3；竹島浩・東京大学医学部薬理）から提供

を受けた。これらを交配・維持し、不完全欠損体どうしの掛け合わせから完全欠損体を随

時作成し、以下の実験に供した。出生直後に死亡する ET-A 受容体および ET-1 完全欠損マ

ウスについては、出産予定日に帝王切開により胎児を摘出して、すでに確立した気管切開

による延命術により 24 時間程度個体として維持し実験に用いた。その他のマウスは自然
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分娩により得た。対照としては、各々のマウスについて、遺伝背景が同一の野性型マウス

を用いた。 

 

10．成熟マウスの無麻酔無拘束での血圧・心電図の記録 

ハロセン麻酔下に血圧測定用カテーテルを大腿動脈に留置する手術を行った。手術後 24

時間以上経過し 2 分に回復したマウスの血圧を、無麻酔・無拘束の状態で、外乱の入りに

くい静かな環境で 2 時間以上測定した。概日リズムを考慮して実験は常に一定時刻から開

始し、環境への馴化を待ってから実際の測定を開始した。心拍数は血圧信号からタコメー

ターで計測し、四肢に取り付けた電極から心電図も記録した。測定終了後に、カテーテル

から動脈血を採取し、血液の pH、酸素分圧、二酸化炭素分圧を測定した。また、血圧と心

電図のデータを周波数解析する事によって、交感神経活動、副交感神経活動を間接的に評

価した。 

 

11．新生児および成熟マウスの無麻酔無拘束での呼吸測定 

Whole body plethysmography 法を用いて、一回換気量と呼吸数を計測し、その積として

分時換気量を計算した。測定箱内のガスを、通常の室内気から低酸素（10％O2）ガス、ま

たは、高二酸化炭素（5 または 10％CO2）ガスに変更した後に同様の測定を行い、反射性呼

吸調節を評価した。 

 

12．成熟マウスの麻酔下での腎臓交感神経活動・横隔神経活動測定 

ウレタン麻酔、人工呼吸下でマウスの腎臓交感神経または横隔神経を露出し、金属微小

電極にのせた。Multi fiber の活動電位を 1～3 万倍に増幅し、オシロスコープで観察する

と共にチャートに記録した。人工呼吸に用いるガスを低酸素または高二酸化炭素ガスに変

えた時の化学受容器反射と、フェニレフリンまたはニトロプルシッドの静脈内投与によっ

て血圧を上下させた時の動脈圧受容器反射も測定した。 

 

Ⅲ 研究成果 

１．心筋の発生張力と Ca2+感受性に関する研究 

(1) 生筋を急速に短縮すると発生張力が低下してからわずかに回復した。発生張力の低下

に一致して細胞内 Ca2+濃度が一過性に増加した（extra-Ca2+と呼称する）。この extra-

Ca2+はトロポニン C の Ca2+親和性が張力変化により変化した結果と考えられている。筋

小胞体の Ca2+取り込み速度を速くすると、みかけ上 extra-Ca2+は減少した。また、筋小

胞体の Ca2+取り込み速度を遅くすると extra-Ca2+は増加した。 

(2) スキンド標本の pCa—張力関係は筋の伸張により左方移動した。しかし、この関係の傾

き（Hill 係数）には有意な変化は認められなかった。スキンド標本に A キナーゼの触媒

部位を作用させてトロポニン I を燐酸化すると pCa—張力関係は右方移動した。これは生

筋に強縮を起こさせて pCa—張力関係に対するイソプロテレノールの効果と同じであっ

た。但し、生筋では Hill 係数が低下したが、スキンド標本では Hill 係数に有意な変化

は認められなかった。トロポニン I の燐酸化により筋長変化による pCa 張力関係の変化

の程度は減少した。従って、トロポニン I の燐酸化は筋長効果（スターリング効果）を
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減弱させることがわかった。トロポニン I の燐酸化は電気泳動により確認した。また、

内因性トロポニン I を燐酸化した外来性トロポニン I と入れ換えても同様な結果が得ら

れた。 

(3) 溶液中の MgATP 濃度を低下させると筋は硬直状態（rigor state）になり、硬直張力を

発生する。この pMgATP-張力関係も筋長変化の影響を受け、筋の伸張によりわずかな

MgATP 濃度の低下により張力が発生した。また、Tn1 の燐酸化は筋長変化による MgATP 感

受性の増大を減弱させた。これらの結果は、thin filament 自身も筋長を感じるメカニ

ズムがあることを示唆している。 

 

２．細胞内 Mg2+濃度調節機構に関する研究 

(1) 平滑筋の収縮やイオンチャネルの調節にあずかっている細胞内 Mg2+の調節には細胞外

Na+に依存した排出機構があり、Na+-Mg2+の交換比は 3：1 であった。この Na+-Mg2+交換系

は逆回転でき、また電位依存性があった。 

 

３．Na+-Ca2+交換活性とその調節に関する研究 

(1) 全細胞電流記録において、細胞外に K+を投与して Na+ポンプを刺激すると、Na+-Ca2+交

換電流の逆転電位は脱分極側に著しく移動した。逆転電位の移動は Na+ポンプの刺激時

間に依存し、細胞膜直下 Na+濃度変化に起因すると考えられた。逆転電位の変化量から計

算すると、細胞膜直下では Na+濃度がコントロール値の 1/2 以下に減少することが示唆

された。Na+ポンプ電流を時間積分し排出された Na+量を求め、この値から細胞全体の平

均 Na+濃度変化を求めたところ、細胞膜直下では細胞全体の平均値より 5 倍以上 Na+濃度

が減少することが明らかになった。そして Na+濃度が著しく変化する領域は細胞容量の

約 14％に相当すると推測された。この領域での Na+濃度変化を介して、Na+-K+ポンプと

Na+-Ca2+交換活性が緊密に相互依存することが明らかになった。 

(2) 先端直径 3-7μm のガラス電極を用いて通常の inside-out パッチより 10-50 倍膜面積

が大きいパッチ膜（マクロパッチ）を作成することに成功した。このマクロパッチから

心筋“ブレブ”の Na+-Ca2+交換電流と同様の性質を有する Na+-Ca2+交換電流が記録でき

た。細胞質側イオン濃度と Na+-Ca2+交換電流振幅の関係は Na+と Ca2+に対する半飽和濃度

がそれぞれ約 20mM と 7μM で説明できた。さらに、Na+-Ca2+交換電流は細胞質側 Na+が増

加すると、不活性化状態に移行し交換電流は抑制された（Na+依存性不活性化）。細胞質

側の Ca2+は Na+-Ca2+交換活性を増強した（Ca2+による活性化）。細胞質側 ATP は Na+-Ca2+交

換電流をわずかであるが増強した（平均 10％程度）。これらの調節機構はパッチ膜内側

を trypsin 処理することで消失した。Na+-Ca2+交換電流の特徴はジャイアントパッチや

全細胞記録からの報告と類似するが、交換電流の逆転電流の測定から Na+と Ca2+の交換

比率を検討したところ、従来定説とされていた 3Na+：1Ca2+交換よりもむしろ 4Na+：1Ca2+

交換を示唆した。 

(3) 血管平滑筋並びに心筋細胞に発現する Na+-Ca2+交換輸送体（NCX1）が、エンドセリン-

1、PDGF などの生理活性因子刺激により C キナーゼを介して燐酸化され、同時に、その

活性が増大することが明らかになった。 

(4) 神経組織、骨格筋に発現する NCX2 及び NCX3 を CCL39 細胞に発現させて検討したとこ
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ろ、これらの生理活性因子による刺激は NCX3 を活性化させたが、NCX2 には影響を及ぼ

さず、また、NCX2 及び NCX3 輸送体自体の燐酸化は引き起こさなかった。活性制御にお

ける NCX1 輸送体燐酸化の意義を明らかにするため、まず、C キナーゼによる輸送体の燐

酸化部位を同定し、Ser325 が主な燐酸化部位であることを明らかにした。 

(5) 変異導入により燐酸化能を失った NCX1 を細胞に発現させ、NCX1 輸送活性に及ぼす生

理活性因子の作用を検討したところ、これらの因子の活性化作用は、正常な NCX1 の場合

と同様に観察された。以上の結果から、これらの生理活性因子による Na+-Ca2+交換輸送

体の活性化には輸送体自身の燐酸化は関与せず、おそらく細胞質の他の燐酸化蛋白質が

関与すると結論された。 

 

４．細胞膜 Na+-H+交換輸送体（NHE1）の構造・機能相関 

(1) 種々の細胞外シグナルによる Na+-H+交換輸送系（NHE1）の活性制御には、輸送体分子

のカルボキシ末端側半分を占める細胞質ドメインのいくつかの特定のセグメントが関

与するすることが判明した。このドメインのアミノ末端側 80 個のアミノ酸から成るセ

グメントは、この輸送体が高い細胞内 H+親和性を保つのに不可欠であり、また、細胞増

殖因子などによるプロティンキナーゼを介する活性化に必要であること、細胞 ATP 

depletion によるこの輸送系の活性阻害に関与する事が明らかになった。また、細胞質

ドメインの中央部 20 個のアミノ酸から成る部分はカルモジュリン結合部位であり、Ca2+

カルモジュリンによる輸送系の活性化に関与することが判明した。また、カルモジュリ

ン結合部位は細胞内 H+親和性に対しては自己阻害部位として作用すること、この作用に

はカルモジュリン結合部位の特定のアミノ酸が重要であることが判明した。 

(2) 上述した NCX1 高発現細胞を用いて、Ca2+カルモジュリンの関与が種々の生理活性因子

による NHE1 の活性化にどの程度重要であるか検討した。細胞内+Ca2+の関与の程度は刺

激の種類によって異なり、トロンビン＞PDGF＞＞PMA 及び高浸透圧刺激の順であった。

トロンビンによる NHE1 の活性化は、結局、Ca2+と C キナーゼのみによっておこることが

判明した。 

 

５．平滑筋や内皮細胞の細胞内情報伝達系（Ca2+系、c-AMP 系、c-GMP 系、C キナーゼ系）

の相互作用、細胞機能の Ca2+感受性制御機序の解明。 

(1) 冠動脈および腎動脈におけるアドレノメジュリンの産生と機能について検討した。前

収縮させた冠動脈や腎動脈中膜標本の[Ca2+]i と張力を、アドレノメジュリンは減少させ

た。これらの血管にはアドレノメジュリン mRNA が発現していることからアドレノメジュ

リンはオートクリン／パラクリン型の緊張調節機能を有することが明らかとなった。 

(2) 豚冠動脈平滑筋にプレプロエンドセリン 1、プレプロエンドセリン 3、エンドセリン A

受容体、エンドセリン B 受容体、エンドセリン転換酵素 1 の mRNA 発現を証明した。エン

ドセリンはオートクリン型の冠血管緊張制御を行うことが示唆された。 

 

６．平滑筋や内皮細胞の細胞周期と機能変化との相関に関する解析。 

(1) ラット大動脈初代培養平滑筋細胞において、アドレノメジュリンは細胞の周期進行

（G0→G1）と共に c-fos mRNA.を発現させることを明らかにした。その機序は A-キナー
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ゼ依存性、かつ[Ca2+]i 非依存性であった。 

(2) 初代培養平滑筋細胞では平滑筋型トロポミオシンαの発現が優勢であるが、血清添加

によって増殖を刺激すると、非平滑筋型トロポミオシンαの発現が増加する。非平滑筋

型トロポミシンαの発現調節に C キナーゼの関与が示唆された。 

 

７．精製あるいは合成した機能・構造蛋白質と血管あるいは平滑筋細胞の細胞機能・構造

との関係に関する研究 

(1) 位置指定変異導入法を用いて、カルモジュリンの 4 つの Ca2+結合部位のグルタミン酸

をグルタミンに置換した変異体を作製し、その機能をスキンド家兎腸間膜動脈の収縮を

指標として検討した。血管平滑筋の収縮活性化機構には Ca2+結合の第 4 ドメインがもっ

とも重要な役割を担っていることが明らかとなった。 

(2) 血管平滑筋ミオシン軽鎖脱燐酸化酵素は触媒サブユニット（38KD）と大（130KD）、小

（20KD）の調節サブユニットからなる 3 量体である。トライトン X-100 スキンド血管標

本の発生張力を測定し、Ca2+収縮に及ぼす 130KD とその変異体の影響を解析したところ、

130KD の N 末端領域は、脱燐酸化酵素を阻害することで、血管平滑筋収縮を増強（Ca2+感

受性増大）することが明らかとなった。この作用には酸性アミノ酸集積領域が重要で

あった。 

 

８．呼吸・循環系に関与している遺伝子の解明に関する研究 

(1) ET-1 欠損マウスは対照マウスにくらべて、約 10mmHg の有意な高血圧、低酸素血、高

二酸化炭素血傾向、交感神経活動の亢進（間接法および直接測定の両方法において）、動

脈圧受容器反射のリセッティング、呼吸反射の減弱、横隔神経活動の化学受容器反射に

よる増大の減弱（in vivo および in vitro 双方で）が観察された。これらの異常は不完

全欠損体（ヘテロ接合体）でも観察されたが、完全欠損体（ホモ接合体）の方が異常の

程度がより大きかった。 

(2) ET-3 完全欠損マウスでは、調べた限りの項目において異常は検出されなかった。ET-A

受容体完全欠損マウスでは、化学受容器反射による横隔神経活動調節の減弱が観察され

た。 

(3) ET-B 受容体が正常の 13％しか存在しないマウスでは、約 20mmHg の有意な高血圧が観

察されたが、血液ガス、呼吸調節、横隔神経活動、交感神経活動、副交感神経活動は全

て正常であった。正常マウスに ET-B 受容体阻害薬を投与すると、約 20mmHg の血圧上昇

が観察されたが、ET-B 受容体欠損マウスに ET-B 受容体阻害薬を投与しても血圧は変化

しなかった。正常マウスに ET-B 受容体阻害薬を投与した時の昇圧は、プロスタグランジ

ン合成酵素阻害剤の前投与によって抑制された。 

(4) ECE-1 欠損マウスはヘテロ接合体でのみ実験をおこなった。ECE-1 が正常の 1/2 になっ

ただけでは、なんら異常を発現しなかった。 

(5) リアノジン受容体タイプ-3 完全欠損マウスの平均血圧、呼吸反射は正常であったが、

心拍のゆらぎが異常に少なく、呼吸の変動は有意に大きかった。 
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Ⅳ 考察 

本研究では心筋および平滑筋の収縮・弛緩を直接制御している細胞内 Ca2+と収縮・弛緩

との関係や、細胞内 Ca2+濃度調節に関係している Na+-Ca2+交換系の分子機構の一部が明ら

かになった。心筋では収縮・弛緩が収縮調節蛋白トロポニンヘの Ca2+結合により調節され

ていると共に、収縮や弛緩、言い換えれば細いフィラメントに結合しているクロスブリッ

ジの状態によって、トロポニン C と Ca2+との結合（トロポニン C の Ca2+親和性）が変化す

る。このようなフィードバックメカニズムは、収縮・弛緩を円滑に行うために重要な生理

機構であり、Frank-Starling の心臓の法則を説明する機序の一つとして注目されている。

トロポニン C の Ca2+親和性はその他の外因性機構による収縮制御にも重要であり、例えば、

細胞内の酸性化（アシドーシス）、燐酸の蓄積、β受容体刺激時の cAMP によるトロポニン

I の燐酸化などによっても変化するので、その分子メカニズムは今後、心筋の収縮制御機

構を考える上で重要な問題となることが予想される。また、強心薬の開発は Ca2+感受性増

強薬に向けて進められており、不全心の治療の上からも注目されている。さらに、平滑筋

の収縮に関してもいろいろな生理活性物質が Ca2+感受性を変化させて、血圧などの循環機

能を調節していることが明らかにされており、本研究でもミオシン軽鎖脱燐酸化酵素のサ

ブユニットが脱燐酸化酵素を阻害して、Ca2+感受性を増大させて血管平滑筋収縮を増強す

ることが明らかになった。また、心筋では、トロポニン I が cAMP により燐酸化されると

Ca2+感受性が低下するばかりでなく、Frank-Starling 効果（心筋の伸張による張力の増大

効果）を減弱するように働くことが明らかになり、トロポニン C と I の相互関係が筋の伸

張による収縮増強効果に必須であることが示唆された。 

このように循環器系の機能調節に必須である細胞内 Ca2+濃度調節は、筋小胞体のほか

Na+-Ca2+交換系によって行われている。本研究では Na+-Ca2+交換系のイオン交換輸送比が

3Na+：1Ca2+交換よりもむしろ 4Na+：1Ca2+交換であることが示唆された。この結果は、これ

まで以上にこの交換系の活性により膜電位が影響を受けることを示唆しており、病態時に

細胞内 Na+や Ca2+濃度が変化すると、この交換系による膜電位変化とそれに伴う不整脈が

容易に誘発されやすいこと示唆している。また、細胞内 Na+濃度は細胞内で一様に増加する

のではないという結果は細胞膜直下での Na+-Ca2+交換系によるイオン輸送の重要性を示し

ており、細胞内 Ca2+濃度増加を介する強心配糖体による収縮増強作用のメカニズムを考え

る上でも重要である。 

本研究では Na+-Ca2+交換系の分子レベルにおける構造・機能相関の研究を行い、分子内

ドメインの同定と細胞内情報伝達系に関して重要な知見が得られた。また、Na+-Ca2+交換輸

送体における分子種間のキメラ解析からこの輸送体のイオン輸送に関与する膜内機能部位

が同定された。また、この輸送体の初めての特異的阻害剤の開発が試みられ、Ca2+取り込み

モードを選択的に阻害する薬剤（KB-R7943）が開発された。細胞内 Ca2+と共に細胞機能を

修飾している重要なイオンに H+がある。細胞内 H+は細胞外 Na+と交換輸送されている。本

研究では Na+-H+交換輸送系についても分子レベルでの構造・機能相関の研究が行われ、両

輸送系の活性制御に関する分子内ドメインの同定、および、Na+-Ca2+交換輸送体との関係が

明らかにされ、細胞内 Na+、Ca2+と共に細胞内 H+の調節機序が分子レベルで明らかになった。

今後は、これらの系を調節している情報伝達系のクロストークがさらに解明されることが

期待される。 
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血圧調節に関係している血管平滑筋の細胞内情報伝達系を活性化する生理活性物質の

一部は、オートクリンやパラクリンにより平滑筋に作用していることが明らかになった。

また、細胞増殖に影響する因子とそのメカニズムが明らかになった。平滑筋の収縮・弛緩

にはカルモジュリンが関与しているが、カルモジュリンにおける Ca2+の結合部位のうち重

要なのは第 4 ドメインであることが明らかになった。平滑筋における Ca2+感受性変化は収

縮の調節において重要な働きをしているが、そのメカニズムの一つとして、脱燐酸化酵素

の関与が示唆された。 

これまで血管平滑筋の収縮調節に重要な役割を果たしていることが知られていたエン

ドセリンは、呼吸機能や循環機能にも影響していることがノックアウトマウスを用いて明

らかになった。特に、エンドセリン-1 はエンドセリン受容体-A を介して呼吸中枢に作用し

ていること、エンドセリン-1 が欠損すると呼吸異常に伴なって二次的に高血圧が招来され

ることなどが明らかになった。エンドセリン-B 受容体は末梢血管を介した循環調節に関与

しているが、呼吸調節にはあまり関与していないことも分かり、血管平滑筋に作用すると

考えられていたエンドセリンが中枢にも作用するという新しい知見が得られた。さらに、

中枢神経系に多いリアノジン受容体タイプ-3 は、交感神経と呼吸活動のリズム形成に関与

していることが分かり、今後、この受容体を介した細胞内 Ca2+放出が呼吸活動のリズム形

成とどのような関係があるのか興味あるところである。このように、これまで考えられて

いなかったような機能と生理活性物質との関係が明らかになったのも、遺伝子操作技術を

駆使し、それを動物全体のシステムとしての機能と関係づけて研究した結果と考えられる。 

研究プロジェクトとしては多少多くの課題について検討したきらいはあるが、循環機能

調節という立場からはこれまでとは異なった多くの貴重な知見が得られた。 
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