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血液脳関門の主要な構成成分である脳血管内皮細胞は細胞増殖及び細胞死のバランスを取るこ

とにより血液脳関門の機能維持に寄与する。細胞内遊離 Ca2+濃度の変動は、細胞増殖や細胞死を

含む様々な細胞生理機能の制御に関連すると考えられる。本研究において脳血管内皮細胞

t-BBEC117に機能発現する Ca2+遊離活性化 Ca2+（CRAC）チャネルを介した細胞外からの Ca2+流入

が脳血管内皮細胞の細胞増殖を制御する重要な因子であることを明らかとした。CRAC チャネルの

分子実体と考えられる Orai1は細胞周期のいずれのステージにおいても恒常的に機能する一方で、

G2/M期において Orai2発現が増加し Orai1に対して抑制的に作用することで細胞内 Ca2+動態を制

御し細胞増殖に寄与することが明らかとなった。また、t-BBEC117 は細胞傷害性のストレスに晒され

ると内向き整流性 K+チャネル（Kir2.1）の発現が増大することが明らかとなった。Kir2.1発現増加によ

る深い静止膜電位の形成により細胞外から過剰な Ca2+を流入させストレス誘導性細胞死を制御する

ことが示された。本研究により、脳血管内皮細胞における Ca2+流入は強度依存的に細胞増殖及び

細胞死という相反する細胞現象を制御することを明らかとした。またCa2+流入制御にはK+チャネルに

よる膜電位制御が大きく寄与しており、ストレス環境下において Kir2.1 発現が増加することでストレス

傷害を受けた細胞を速やかに取り除き血液脳関門の機能維持に寄与するという新たな恒常性機構

を提示した。 
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I.  序論 

 

血液脳関門（Blood Brain Barrier: BBB） 

歴史的には、血液脳関門は、毛細血管壁を構成する血管内皮細胞の層構造によって構成されると

考えられていた。しかし、近年になり neurovascular unitの概念が広く認識され、脳高次機能や中枢神経

系機能制御には神経細胞に加えて、血管系細胞（血管内皮細胞とペリサイト）やグリア細胞（アストロサイ

ト、ミクログリア、オリゴデンドロサイト）等の非神経細胞の機能連関が大きく寄与すると考えられている(1)。

neurovascular unitにおいて非神経系細胞は中枢神経系への物理的、生化学的、免疫学的なバリアとし

て機能し、シグナル伝達、血管新生、神経発生において極めて重要な脳微小環境の調節を行ってい

る。 

脳血管内皮細胞は血管系と脳実質の境界部に位置しており、周囲をアストロサイトやペリサイトに覆

われることで血液脳関門を構成している。脳微小血管における細胞間結合は細胞間輸送あるいは脳微

小環境維持において重要であり、脳血管内皮細胞はタイトジャンクションと呼ばれる極めて強固な結合

様式をとっている。タイトジャンクションは、他の分子として occludin が報告されているものの(2)、主には

claudinによって構成される(3)。これらのタイトジャンクション構成分子は、結合分子 zona occludin（ZO-1, 

-2）を介してアクチン骨格と結合している(4)。claudin familyは 20種類のサブタイプが存在するが、血液

脳関門におけるタイトジャンクションには claudin-5が重要である(5)。 

アストロサイトの脳内における機能は多岐にわたり、脳内イオン濃度や水量調節、神経伝達物質の

除去、シナプス形成、そして血液脳関門の調節などが挙げられる(6)。また、アストロサイトは神経細胞シ

ナプスと微小血管を橋渡ししており、局所における血流制御により、神経興奮に合わせた酸素やグルコ

ース供給を制御することも報告されている(7)。アストロサイト由来の glial-derived neurotrophic factor

（GDNF）、basic fibroblast growth factor（BFGF）などは脳血管内皮細胞のタイトジャンクション形成促進、

トランスポーターの発現調整を介して血液脳関門の形成に機能している(5,8)。 

ペリサイトは脳内において微小毛細血管の周囲を取り囲んで存在し、内皮細胞やアストロサイト、神

経細胞とともに neurovascular unit を構成している(9)。内皮細胞に対してペリサイトは約 3:1 の割合で存

在し、内皮細胞とはギャップ結合を形成することでシグナル伝達を行う。一例として、内皮細胞で産生さ

れた platelet-derived growth factor B（PDGF-B）はペリサイトに作用し、ペリサイトの増殖を促進することが

報告されている(10)。また、ペリサイトはアクチンストレスファイバーを有し収縮を引き起こすことが報告さ

れており、微小血管の血管径を制御し血流のコントロールに寄与している(11)。マウスを使用した検討で

は発生期の脳微小血管においてペリサイトがリクルートされ、血液脳関門の発達や血液脳関門を介した

輸送に寄与することが報告されており(12)、実際にペリサイトの欠損は局所的な血流を減少させ、血液脳
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関門を破壊することが明らかとなっている(13,14)。 

血液脳関門のバリア機能は脳への物質輸送を制御する非常に重要な機構であるが、同時に脳内

へ薬物を送達する際の代表的な障害となる。鬱病、統合失調症、てんかんなどの中枢神経疾患の一部

は低分子医薬品による治療が最近では行われているものの、血液脳関門は未だに神経変性疾患、炎

症性疾患、癌、感染症などの治療法開発における大きな障害となっている(15)。また、血液脳関門は脳

の恒常性維持に寄与していることから、その破綻は脳の透過性、免疫細胞輸送、病原微生物の脳への

移行などに大きな影響を与える(16)。血液脳関門の破綻は、神経変性疾患（アルツハイマー病、パーキ

ンソン病）、脳血管疾患（脳卒中）、てんかん発作、感染症（ウイルス性脳炎）、髄膜炎、炎症性疾患（多

発性硬化症）等、様々な疾患において関連が報告されている(17-24)。血液脳関門の破綻と中枢神経系

疾患との関連から、血液脳関門の機能回復が脳の疾患、感染、傷害に対する効果的な治療法になりう

るのではないかと期待されている(1)。 

 

小胞体ストレス 

小胞体は細胞内の主要な Ca2+貯蔵器官であると同時に、タンパク質の成熟において重要な役割を

担う細胞内小器官である。小胞体において、分泌タンパク質が正常に折りたたまれ、また異常な折りたた

み構造となってしまった変性タンパク質が除去、分解される。個々の細胞の生存において、小胞体にお

けるタンパク質の正常な成熟は不可欠なものである。異常な折りたたみ構造のタンパク質が小胞体に蓄

積することを小胞体ストレスと呼び、小胞体ストレスが過剰あるいは長時間持続する場合にはアポトーシ

スが誘導される。一方で、小胞体ストレスを解消する細胞内シグナルが存在し、小胞体ストレス応答

（unfolded protein response: UPR）（図 1）と呼ばれる。小胞体膜上には小胞体ストレスにおけるシグナル

伝達に関与する小胞体ストレスセンサー（inositol requiring protein-1（IRE1）, protein kinase R-like ER 

kinase（PERK）, activating transcription factor 6 （ATF6））が存在し、これらの下流のシグナルにより UPR

が活性化される。小胞体ストレスが無い状態では、いずれも小胞体膜上でシャペロン分子である

glucose-regulated protein 78kDa （GRP78）と結合しており不活性状態で存在するが、小胞体ストレスが

負荷されると GRP78 がそれぞれから乖離することで活性化される。小胞体ストレスセンサーの下流シグ

ナルにおいては、小胞体シャペロン分子などの誘導によるタンパク質の折りたたみや変性タンパク質の

分解を促進することで細胞保護に機能するシグナルが存在する。一方で、過剰な小胞体ストレスに晒さ

れるとアポトーシス促進性の転写因子である CHOP の誘導や caspase12 の活性化、IRE1 を介した JNK

経路の活性化などによりアポトーシスが誘導される(25,26)。 
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Ca2+遊離活性化 Ca2+チャネル（CRACチャネル） 

ストア作動性 Ca2+流入（SOCE）は多くの非興奮性細胞及び興奮性細胞における重要な Ca2+流入 

経路である。小胞体内 Ca2+濃度の減少は細胞膜上に存在するストア作動性 Ca2+チャネルを活性化し、

様々な細胞機能調節に必要な持続的な細胞内 Ca2+濃度の上昇を引き起こす。Ca2+遊離活性化 Ca2+チ

ャネル（CRACチャネル）はストア作動性 Ca2+チャネルと非常に類似した電気生理学的性質を有しており、

最近になり CRACチャネルを構成する分子として Orai1（CRACM1）が同定された。Orai1は細胞膜上に

おいて CRACチャネルのチャネル孔を形成しており、対となる STIM1は小胞体膜上において小胞体内

Ca2+濃度を感知しストア枯渇により Orai1 と結合することで CRACチャネルを活性化させる（図 2）。 

Oraiは細胞膜上に発現する Ca2+チャネルであり、Orai1, Orai2, Orai3サブタイプが存在する。Orai

は 4回膜貫通構造をとり、N末端、C末端は細胞質内に存在する。それぞれ N末端、C末端に STIM と

の結合領域を持ち、4量体を形成することで活性化すると考えられている(27)。Orai1は遺伝性重症複合

 

 

図 1  小胞体ストレス応答 

IRE1: inositol requiring protein-1, PERK: protein kinase R-like ER kinase, ATF6: activating 

transcription factor 6, GRP78: glucose-regulated protein 78kDa  
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免疫疾患（SCID）の患者より遺伝子変異が発見されたことで、CRAC チャネルの分子実体として同定さ

れた(28)。Orai1は T細胞や B細胞などの免疫系細胞において SOCEを担う分子実体として報告されて

いるが(29)、心臓や骨格筋、平滑筋においても多数発現が報告されている。Orai2, Orai3 も過剰発現系

を用いた検討より、Orai1 と同様に CRAC チャネルとして機能することが報告されているが、活性化及び

不活性化のキネティクスや一価イオンの透過性などが異なることが報告されている(30,31)。 

 

 

STIM は主に小胞体膜上に存在する 1 回膜貫通構造の分子であり、小胞体 Ca2+センサーとして機

能することでSOCEの活性化に関与している。STIMは小胞体内領域にCa2+結合ドメイン（EF-hand）を持

ち、小胞体内 Ca2+濃度の低下により Ca2+が解離することで多量体を形成し Orai と結合する(32)。STIM

は STIM1, STIM2の 2つのサブタイプからなり、SOCE と CRACチャネルに関する研究の多くは STIM1

に着目して行われている。一方で、STIM2 も STIM1 と同様にホモマーを形成し、Orai1 を活性化させる

ことが報告されている。STIM2 は STIM1 と比較して小胞体 Ca2+濃度の感受性が高く、より微小な Ca2+

濃度変化により活性化することから、恒常的な Ca2+流入に寄与することで定常状態の細胞内 Ca2+濃度

の制御に寄与する可能性を示している(33)。 

 

Kir2.xチャネル 

内向き整流性 K+（Kir）チャネルは、心室筋細胞等の深い静止膜電位と長いプラトー層の形成を行

う古典的内向き整流性K+チャネル（IK1/Kir2.0サブファミリー）、受容体依存性にG蛋白質により直接活

 

図 2  Ca2+遊離活性化 Ca2+チャネル（CRACチャネル）活性化機構 

STIM は小胞体の枯渇などの刺激により活性化して凝集し Orai と機能的な複合体を形

成することで CRACチャネルとして機能する。 
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性化される G蛋白質制御 Kirチャネル（GIRK/Kir3.0サブファミリー）、スルホニルウレア受容体と会合し

細胞内ATP等により活性を制御されるATP感受性Kirチャネル（KATP/Kir6.0サブファミリー）、上皮・グリ

ア細胞などで K+輸送を担う Kirサブユニット（ROMK/Kir1.1、Kir4.0サブファミリー）の 4つに大きく分類

される。各サブファミリーに共通する構造として細胞膜を 2 回貫通するセグメント（M1,M2）とポアを形成

するH5領域を持ち、このサブユニットがホモあるいはヘテロ 4量体を形成することで、機能的なチャネル

を形成している（図 3）。 

 

 

Kir チャネルは K+の平衡電位よりも過分極電位で内向き電流を流し、脱分極電位では外向き電流が流

れにくい特徴を示す。この性質を内向き整流性と呼んでおり、強い内向き整流性を示すKir2サブファミリ

ーは、心筋細胞等において細胞の静止膜電位を K+の平衡電位付近に安定させることで静止膜電位の

形成に寄与することが知られている。また、末梢血管内皮細胞における静止膜電位の制御や脳血管収

縮、胃酸分泌への関与が示されており、さらに初代培養ラット脳血管内皮細胞において Kir2.1 及び

Kir2.2 の機能的な発現が報告されていることから、脳血管内皮細胞における静止膜電位の形成におい

ても内向き整流性 K+チャネルの寄与が示唆される。 

 

 

図 3  内向き整流性 K+チャネルの分子構造とサブファミリー 

A. 内向き整流性 K+チャネルファミリーの系統樹。B. 内向き整流性 K+チャネルの分子構造 
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本研究について 

本邦において、脳血管疾患は三大死因の一つに数えられる主要な疾病の一つである。血液脳関

門は脳微小毛細血管により構成され有害物質の脳への移行を妨げることで中枢機能維持に寄与してい

るが、多くの脳疾患時において血液脳関門の機能変性が報告されている。脳卒中、脳梗塞、多発性硬

化症、アルツハイマー病、パーキンソン病や脳腫瘍などの脳疾患時においては、タイトジャンクションの

形成抑制に加え、脳血管内皮細胞の脱落により血液脳関門の崩壊が引き起こされる。血液脳関門の機

能維持には主要な構成要素である脳血管内皮細胞の細胞増殖と細胞死の恒常的なバランスが不可欠

であると考えられ、脳血管内皮細胞の細胞増殖、細胞死について検討することは中枢神経系機能維持

あるいは脳血管疾患における病態解明において重要な意義を持つと考えられる。 

細胞内における遊離 Ca2+濃度の変動は細胞内情報伝達を制御するセカンドメッセンジャーとして

細胞分裂・収縮・分泌・遺伝子発現・細胞死など様々な細胞機能調節において重要な役割を担っている。

神経細胞や筋細胞のような興奮性細胞においては細胞内 Ca2+濃度の上昇は主に細胞膜の脱分極を介

した電位依存性 Ca2+チャネルの活性化により制御される。一方、血管内皮細胞のような非興奮性細胞で

は電位依存性 Ca2+チャネルの機能発現は低く、細胞外からの Ca2+流入は電位非依存的 Ca2+チャネル

が担っている。 

興奮性細胞とは対照的に非興奮性細胞では細胞膜の過分極が Ca2+流入における電気化学的駆

動力を増大させることから、細胞の膜電位の形成に対して大きな役割を占める K+チャネルは、細胞内

Ca2+シグナルの調節において極めて重要な機能を果たしている。これまでに細胞増殖や細胞死の制御

に関与するイオンチャネルは数多く報告されており、その中でも K+チャネルに関するものが多い。細胞

内Ca2+濃度の上昇は様々な細胞種で細胞増殖を促進することが知られているが、一方で細胞内 Ca2+濃

度（[Ca2+]i）の過度な上昇はミトコンドリア過負荷を生じ細胞死を誘導することも報告されている。また、K+

チャネルの活性化による過分極は Ca2+流入の調節因子として機能するだけではなく、Cl-の流出を促進

する。K+チャネルと Cl-チャネルの活性化によるKClの流出に伴う浸透圧変化は細胞外への水の流出を

促進し、アポトーシスの前段階である細胞収縮を引き起こす。 

そこで本研究では、脳血管内皮細胞株に機能発現する K+チャネル、Ca2+チャネルに注目しイオン

チャネルを介した膜電位及び細胞内 Ca2+動態の制御による細胞増殖・細胞死の制御機構を明らかにす

ることを目的とし、以下の実験を行った。 

① 脳血管内皮細胞における主要な Ca2+シグナルを形成する Ca2+遊離活性化 Ca2+チャネル（CRAC

チャネル）を介した細胞増殖制御機構の解明。 

② ストレス負荷脳血管内皮細胞において誘導される細胞死に対する内向き整流性 K+チャネル

（Kir2.1チャネル）の寄与の解明。 
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ヒトにおける脳微小血管は全長が 600 km、表面積が 12-25 m2 と脳全体に広く分布しているが

(34,35)、脳血管内皮細胞は脳全体の約 0.1%を占めるにとどまる。そのため、単離あるいは初代培養に

より細胞標本を得るのは非常に困難である。そこで、本研究を行うにあたり、細胞標本として名古屋市立

大学大学院 医学研究科 分子神経生物学において作製されたウシ脳血管内皮細胞（t-BBEC117）を用

いた(36)。t-BBEC117は単離ウシ脳血管内

皮細胞に対して T 抗原（simian virus 40 

large tumor, SV 40 large T）遺伝子を発現

する pSV3-neo を遺伝子導入し、G418 耐

性細胞をサブクローニングすることにより作

製した。t-BBEC117は左表に示したような６

つの脳血管内皮細胞の特徴を有しており、

脳血管内皮細胞のモデル細胞として有用

である。 

 

 



 8 

II.  実験方法 

1.  細胞標本の調製 

名古屋市立大学大学院 医学研究科 分子神経生物学分野の浅井教授らによって作製されたウシ

脳血管内皮細胞（ t-BBEC117 ） (36)は、 100 U/ml penicillin （Wako, Osaka, Japan ）、 10 mg/ml 

streptomycin（Meiji Seika Kaisha, Tokyo, Japan）, 0.1% G418（Wako）及び 10%FBS（Gibco, Milan, Italy）

添加 DMEM培地（DMEM-10%FBS, 0.1% G418）で培養した。実験に用いる際には使用する 1~2日前

にガラス片に蒔いた。細胞へのストレス負荷は小胞体ストレス誘導剤として広く使用されている

tunicamycin（5 ng/ml）を培養培地に添加し 72時間培養することで行った。 

 

2.  RNA抽出及び RT-PCR法 

t-BBEC 117 をシャーレ培養し、コンフレントに達した後 Tripure Isolaion Regent（Roche, Basel, 

Switzerland）を用いて AGPC（Acid Guanidium Thiocyanate-Phenol Chloroform）法により総 RNAを細胞

から抽出し、OD260値から total RNA 濃度を計算した。1 μgの total RNA を用いて SUPERSCRIPT Ⅱ

/RNase（-）逆転写酵素（Invitrogen, CA, USA）とOligo(dT)（Invitrogen）により cDNAを合成した。RT-PCR

には PCR増幅装置として GeneAmp2400（Perkin Elmer ABI, Wellesley, Massachusetts）を用い、DNAポ

リメラーゼとして Ampli taq Glod（TaKaRa）を用いた。基本プログラムは以下の通りである。1）前熱変性反

応（94℃, 10分間）、2）熱変性反応（94℃, 30秒間）、3）アニーリング反応（58℃, 30秒間）、4）伸長反応

（72℃, 1分間）。2）～4）はサイクル反応であり、35サイクルで行った。PCR終了後、1~2%アガロースゲル

で電気泳動を行い、PCR産物を分離した。これを 0.5 μg/ml臭化エチジウムで 15分間染色した後、FAS-

Ⅲ（Toyobo, Osaka, Japan）にて染色像を取得した。使用したプライマーは｢3.  リアルタイム PCR法｣にま

とめて示した。 

 

3.  リアルタイム PCR法 

｢2. mRNA抽出及びRT-PCR法｣の記述にあるように cDNAを合成し、リアルタイム-PCRに用いた。

リアルタイムPCRはPCR検出定量システムABI7000 （Applied Biosystems, CA, USA）を用いて行った。

SYBR Premix Ex Taq（TaKaRa）を用い、サイバーグリーンアッセイ法よりサイクル毎の蛍光を測定し、そ

の蛍光強度から、あらかじめ作成した検量線を元にして、GAPDH mRNA発現量を内在性標準物質とし

て相対的な対象イオンチャネル mRNA の発現量を GAPDH に対する比として表した。本研究で用いた

プライマー配列は以下に示した。 
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4.  ウェスタンブロッティング法 

回収した細胞を遠心後、上清を吸い取り protease inhibitorの入った 1 ml lysis bufferで懸濁した。

懸濁液をホモジナイズ処理後、遠心により全細胞タンパク質溶液を取得した。タンパク質溶液をタンパク

定量キット（Bio-Rad, CA, USA）によりタンパク質含量を測定した。タンパク質試料（30~50 μg/lane）を

12% SDS-PAGEにより分画化し、PVDF膜（GE Healthcare UK Ltd.）に転写した。PVDF膜は PBS/0.1% 

Tween20（Tween-PBS）に 2% アルブミンを加えた溶液でブロッキング（12時間）した後、それぞれ特異的

な一次抗体を加えた Tween-PBS に浸して 24 時間インキュベートした（4℃）。それぞれの PVDF 膜を

Tween-PBS で 10 分間の洗浄を 3 回繰り返した後、各一次抗体に対応した二次抗体で 1 時間インキュ

ベートした（4℃）。その後、さらに Tween-PBSで 10分間の洗浄を 3回繰り返した後、ECL検出システム

（GE Healthcare UK Ltd.）、Image Reader （Las1000, FUJIFILM、Tokyo, Japan）を用いて可視化した。 
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一次抗体は次のような希釈倍率で使用した。 

抗 Orai2抗体（Alomone Lab） : 1:200 

抗 Kir2.1抗体（Alomone Lab） : 1:200 

二次抗体として下記のものを用いた。 

抗ウサギ IgG-HRP標識ロバ抗体 （GE Healthcare UK Ltd.） : 1:4000 

 

5.  電気生理学的実験 

t-BBEC117の膜電流測定にはHamillらにより確立されたホールセルパッチクランプ法(37)を用いた。

記録電極は外径1.04-1.08 mmの芯入ガラス管から2段式電極製作機(PB-7; Narishige, Tokyo, Japan)を

用いて作製し、顕微鏡下で先端を熱加工により滑らかに整え使用した。実験には先端の直径が約1μm、

細胞内液充填時の電気抵抗が2-5 MΩの記録電極を使用した。倒立顕微鏡（TMD; Nikon, Tokyo, 

Japan）のステージ上に固定したチャンバーに細胞を定着させたガラス片を固定し、Normal HEPES溶液

で灌流した。細胞に対し、水圧式微動マニュピレーター（M0-203; Narishige）を用いて記録電極を押し

当て、電位固定法により膜電流を測定した。測定した電流は微小電流用増幅器(EPC-7; HEKA 

ElektronikあるいはCEZ-2400; Nihonkoden, Tokyo, Japan)を用いて増幅し、AD変喚機（Digidata 1440A; 

Axon Instruments）、Clampex10.2 （Axon Instruments)を用いて記録した。データ解析はClampfit10.2 

（Axon Instruments）を用いて行った。 

 

6.  膜電位感受性色素 DiBAC4(3)を用いた膜電位測定法 

オキソノール系膜電位感受性色素DiBAC4(3)は細胞膜が脱分極すると蛍光強度が増加し、膜が過

分極すると蛍光強度が減少する色素であることが知られている。-20~-70 mVの範囲においては 1%の蛍

光強度の減少は 0.5 mV の過分極に相当する(38)。チャンバーに細胞を蒔いたガラス片を固定し、100 

nM DiBAC4(3)（DOJINDO, Kumamoto, Japan）を約 30分間室温で負荷し、その後灌流しながら細胞に

約 30 分間負荷した。画像測定・解析装置として、高速 CCD カメラ蛍光画像解析システム

ARGUS/HiSCA（Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan）を用いた。DiBAC4(3)は 488 nmの波長で励

起させ、520 nm以上の蛍光波長を取得した。各実験の最後に 140mM High K+ HEPES溶液を灌流させ、

細胞を近似的に 0mVに脱分極させ、得られた蛍光強度により規格化し ratio(F/F140K)を算出した。 

 

7.  細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）測定法 

[Ca2+]i 変化の測定には高速 CCD カメラ蛍光画像解析システム ARGUS/HiSCA（Hamamatsu 

Photonics）を用い、[Ca2+]i変化を画像解析した。本実験ではCa2+蛍光指示薬として fura-2 acetoxymethyl 

ester （fura-2 AM, Invitrogen） を使用した。測定用チャンバーに細胞を付着させたガラス片を固定し、
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10 μM fura-2 AM を添加し、約 30分間室温で放置して細胞に負荷した。その後、HEPES溶液で過剰

の fura-2 AMを 10分間、洗浄した後、測定を開始した。一度の測定によりガラス片上の約 10細胞にお

ける細胞内 Ca2+濃度変化を計測した。測定条件は細胞内の色素をキセノンランプにより励起波長 340 

nm及び 380 nmの光で励起させ、放出された 520 nm以上の各々の蛍光を高感度カメラで取得し（それ

ぞれ F340及び F380）、その蛍光強度比（F340/F380）を 1枚の画像として取得した。 

また、得られた蛍光強度比（F340/F380）を[Ca2+]i のキャリブレーションを行うことにより[Ca2+]i へ換算し

た。Ca2+イオノフォアである 10 μM イオノマイシンを含む Ca2+ free HEPES溶液を灌流した時の蛍光強度

比（F340/F380, Rmin）と 380 nm で励起した際の蛍光強度（Ff）を得た。次に 10 μM イオノマイシンを含む

normal HEPES溶液を灌流させた時の蛍光強度比（F340/F380, Rmax）と 380 nmで励起した際の蛍光強度

（Fb）を得た。Fura2 の Ca2+錯体解離定数（Kd）は 224 nmol/l とした。得られた値を以下の式に導入し、

[Ca2+]iに換算した。 

[Ca2+]i = Kd × (R - Rmin) / (Rmax - R) × (Ff / Fb) 

 

 

8.  プラスミドコンストラクト作成と遺伝子導入 

｢2.  細胞からの RNA抽出及び RT-PCR｣に従い t-BBEC117由来 cDNAを合成した。PCR産物を

アガロース電気泳動により分画し、目的産物のバンドから DNA を精製した。精製した DNA 断片を制限

酵素処理した後、pcDNA3.1(+)/neo へサブクローニングし、コンピテント細胞に形質導入した。得られた

ポジティブクローンからプラスミド DNA を精製し、DNA 配列を BigDye terminator v3 kit（Applied 

Biosystems）、シークエンサー（ABI PRIZM 3100 genetic analyzer）を用いて配列を確認した。上記の方

法により Orai2 遺伝子（NM_001191348）をクローニングした。また t-BBEC117 への遺伝子導入には

lipofectamine2000（Invitrogen）を用いて行った。 

 

9.  siRNAによる遺伝子発現抑制 

RNA干渉（RNA interference; RNAi）は、二本鎖 RNA と相補的な塩基配列を持つ mRNAが分解

される現象を指す。RNAi法とは、RNA干渉を利用して人工的に二本鎖 RNA（siRNA）を細胞内へ導入

することにより、任意の遺伝子発現を抑制する手法である。 siRNA の導入には Amaxa Basic 

Nucleofector kit V （Lonza, Basel, Switzerland）を用いエレクトロポレーションにより行った。siRNA導入

後、48時間から 72時間に実験を行った。本研究で用いた siRNA配列は以下に示した。 
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10. フローサイトメーターによる細胞分離実験 

培養した t-BBEC 117 をトリプシン処理により剥離し、PBS(-)溶液で洗浄し遠心した。遠心後、上清

を除き、100 nM DiBAC4(3) HEPES溶液で室温にて30分間インキュベートした。30分後、細胞懸濁液に

薬物を加え、フローサイトメーター（BD LSR; Becton-Dickinson, Nj, USA）を用いて DiBAC4(3)の蛍光強

度により、10,000 細胞に対するヒストグラムを作成した。細胞周期の測定に使用した細胞は、上清を遠心

除去後、4°C 70%エタノールで懸濁し、氷上で 30分間放置することにより固定した。DNA染色には、細

胞固定に用いたエタノールを除去後、PBS(-)に再懸濁し 100 μg/ml RNaseを加え、37°Cで 20分間放置

した。その後、25 μg/ml propidium iodide（Sigma）を加え氷上で 20分間放置した。フローサイトメーター

を用いて PIの蛍光強度により、10,000細胞に対するヒストグラムを作成した。 

 

11. 細胞周期同調培養法 

細胞周期の同調培養には、過剰チミジン法を用いた(39)。細胞周期を G1/S 期の境界及び S 期に

同調させるためチミジン/PBS(-)溶液を最終濃度が 2.5 mM となるように培養液中に加え、20~24 時間培

養した。次に、チミジン含有培養液を取り除き通常の培養液で 15 時間培養を行うことで細胞周期を

G2/M期へ進行させた。そして、細胞周期をG1/S期の境界に同調させるために、再度チミジン含有培養

液で 20 時間培養を行った。実験には G1/S 期の境界から細胞周期を進行させるため、同調培養後、再

び通常培培養液で培養を行った。 
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12.  MTT法 

細胞増殖及び細胞死の測定には MTT 法を用いた。テトラゾリウム塩である MTT

（3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium）（Sigma）を用いた MTT 法は細胞内酵素活性を指

標としているためほとんどの細胞に適用でき、得られる結果も比較的安定しているので、種々の簡易試

験法として用いられている。MTTは 5 mg/mlの濃度になるように PBS(-)溶液に溶解した。細胞溶解用溶

液として 20%SDS/50% DMF溶液を用いた。t-BBEC 117を 4~5×103 cells/wellになるように 96 wellプレ

ートに蒔き、37°C, 5% CO2でインキュベートした。細胞接着後（約 12 時間後）に薬物を培地に懸濁した

薬物溶液に置換した。その時間を 0時間とし、24時間毎に 72時間まで測定を続けた。測定は各時間経

過したプレートに 10 μl/wellのMTT溶液を加え、4時間後に 20% SDS/50% DMF溶液を 100 μl/well

加え細胞を溶解し、ホルマザン塩を溶解させた。さらに 6 時間後にマルチスキャン JX（Ver1.1; Thermo 

Labsystems, USA）を用いて測定波長: 595 nm、参照波長: 650 nmにおいて吸光度を測定し、生細胞数

の間接的な指標とした。 

 

 

13. アポトーシス・細胞死の測定 

細胞の形態的変化を観察するために 100 μg/ml Hoechst 33342（Sigma）により 10分間室温で核染

色を行い、共焦点レーザー顕微鏡（A1R; Nikon）を用い解析した。DNA 断片化にはアガロースゲル電

気泳動法を用いた。細胞サンプルを細胞溶解バッファーにより細胞溶解させ DNA 断片を抽出した。遠

心処理後、DNAを含む上清にRNaseを加え 37°C 、1時間温置した。続けて proteinase Kを加え 50°C 、

30 分間温置した。イソプロパノールにより DNA を沈殿させた後、TE バッファーへ再懸濁し電気泳動の

試料とした。2%アガロースゲルで電気泳動を行い、0.5 μg/ml 臭化エチジウムで 15 分間染色した後、

FAS-Ⅲ（Toyobo）にて染色像を取得した。カスパーゼ 3,7活性の測定には Caspase-Glo® 3/7 Assay Kit 

（Promega, Madison, USA）を用い、1420 Multilabel Counter ARVO® MX （PerkinElmer）にて発光を測

定した。 

 

14. 溶液 

細胞外液（mM） 

①Normal HEPES溶液 

137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with 10 N NaOH） 

②Ca2+-free HEPES溶液 

137 NaCl, 5.9 KCl, 1.2 MgCl2, 5 EGTA, 14 glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with 10 N NaOH） 
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③High K+ HEPES溶液 

5.9 NaCl, 140 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with 10 N NaOH） 

細胞内液（mM） 

①内向き整流性電流測定用内液 

140 KCl, 4 MgCl2, 5 Na2ATP, 0.05 EGTA, 10 HEPES （adjusted to pH 7.2 with KOH） 

②細胞内 Ca2+濃度同時測定用内液 

140 KCl, 4 MgCl2, 5 Na2ATP, 0.05 fura2, 10 HEPES （adjusted to pH 7.2 with KOH） 

 

 

15. 使用薬物 

BaCl2・2H2O: Wako 

LaCl3・7H2O: Wako 

GdCl3・6H2O: Wako 

SK&F96365: Sigma 

2-APB: TOCRIS 

UCL1684: TOCRIS 

Tunicamycin: Calbiochem 

Thapsigargin: Wako 

 

16. 統計処理 

実験結果は全て平均値±標準誤差として表示した。2 群間の平均値の差の検定には Student’s 

t-test を用いた。また、多重比較には Tukey’s の多重比較法を用いた。図中の＊、＊＊（または#、##）はそれ

ぞれ危険率 5%及び 1%で有意な差があることを示している。
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III.  結果及び考察 

  

1. 脳血管内皮細胞における CRACチャネルを介した細胞増殖機構の解明 

血液脳関門は循環血液中からの物質の移行を制限し脳への有害物質の移行を妨げることで中枢

神経系の恒常性に寄与している。血液脳関門は一層からなる脳血管内皮細胞により構成され、周囲を

アストロサイトやペリサイトにより被覆されることで様々に機能制御を受けている(5,12)。 

種々の細胞において細胞内Ca2+濃度の変動は細胞増殖の制御に大きく寄与することが知られてい

る(40-42)。脳血管内皮細胞のような非興奮性細胞において、電位依存性 Ca2+チャネルの機能発現は比

較的低く、細胞外からの Ca2+流入は主に電位非依存的な Ca2+透過チャネルが担っている(43-47)。その

ような電位非依存的 Ca2+透過チャネルにおいては、細胞膜の過分極は Ca2+透過の電気化学的駆動力

を増大させるため、興奮性細胞とは対照的に過分極により細胞内 Ca2+濃度の上昇が生じる。これまでに、

末梢の血管内皮細胞では、Ca2+活性化 K+チャネル（KCa）(48,49)や内向き整流性 K+チャネル（Kir）

(50,51)、TRP チャネル(43,52)の発現が示され、機能解析も進んでいる。対照的に、脳血管内皮細胞に

おいては P-glycoprotein などのトランスポーターについての研究が進んでいる(53)が、一部の電位依存

性K+チャネル及び内向き整流性K+チャネルの報告はあるものの(54)、イオンチャネルの発現とそれらの

機能を含めた電気生理学的特徴については成果が少ないのが現状である。 

そこで、本研究では血管内皮細胞のような非興奮性細胞において主要な Ca2+シグナルを構成する

と考えられる Ca2+遊離活性化 Ca2+チャネル（Ca2+ release-activated Ca2+ channel; CRAC channel）に注目

し細胞内Ca2+動態へ与える影響を検討した。CRACチャネルを介したCa2+流入は免疫細胞をはじめとし

て多くの非興奮性細胞や平滑筋細胞などの興奮性細胞においても、細胞増殖、遊走などの生理機能を

持つことが報告されているため、脳血管内皮細胞における CRAC チャネルを介した Ca2+シグナル及び

細胞増殖に対する CRACチャネルの寄与を解明することを目的とした。 

 

1-1. t-BBEC 117における CRACチャネルの機能発現 

t-BBEC 117におけるストア作動性 Ca2+流入（SOCE）について検討した。小胞体 Ca2+-ATPase阻害

薬である 1 μM タプシガルギン（TG）前処置（30分間）により完全に細胞内の Ca2+を除去した後、Ca2+除

去細胞外液から 2.2 mM Ca2+含有溶液に置換すると大きな細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）の上昇が観察され

た。この[Ca2+]iの上昇を SOCEによる Ca2+流入として評価した。SOCEは 2回続けて誘発し、1回目のピ

ーク値を 1.0 として、2 回目のピークを規格化することで各薬物の評価を行った（図 3A）。t-BBEC117 に

おいて誘導される SOCEに対して、各 SOCE阻害薬を用いることで薬理学的な検討を行った。 
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図 4Aはコントロールにおける結果、図 4B,C,Dは SOCEの 2回目の誘発時にそれぞれ非選択陽イオン

チャネル阻害薬である 10 μM La3+, 10 μM Gd3+ ,10 μM SK&F96365を適用した際の典型的な Ca2+変化

のトレースを示している。SOCE は Ca2+除去細胞外液から 2.2 mM Ca2+ 含有溶液に置換後、一過性に

[Ca2+]iの上昇を示す Peak相と持続的に続く Plateau相を示したため、薬物評価は Peak相、及び Plateau

相に対して行った。図 3E は、これらの結果をまとめたものである。コントロールと比較して、La3+, Gd3+ , 

SK&F96365 はいずれも SOCE を介した Ca2+流入を抑制した（Peak: control; 0.81±0.041, La3+; 

0.49±0.033, Gd3+; 0.78±0.038, SK&F96365; 0.44±0.016, Plateau: control; 0.95±0.018, La3+; 0.13±0.010, 

Gd3+; 0.10±0.0088, SK&F96365; 0.59±0.012）（** p<0.01 vs. control）。以上の結果より、t-BBEC117にお

いて CRACチャネルが機能発現することが明らかとなった。 

 

図 4  t-BBEC117におけるストア作動性 Ca2+チャネルの機能発現の確認 

t-BBEC117において、Ca2+蛍光指示薬 fura2/AMを用い、ストア作動性 Ca2+流入（SOCE）の測定を行った。

SOCE誘発は、Ca2+除去外液中、小胞体Ca2+ポンプ阻害薬である1 μM タプシガルギン（TG）の前処置によ

り完全に小胞体を枯渇させた後、2.2 mM Ca2+含有溶液に置換することで行った。 A. t-BBEC117における

典型的な SOCEを介した[Ca2+]i変化。 B, C, D. SOCE を介した[Ca2+]i上昇に対する、10 μM La3+, 10 μM 

Gd3+ ,10 μM SK&F96365の効果。 E. コントロール及び阻害薬適用による SOCE活性の変化をまとめた。

一回目に誘発した SOCE における Δratio 値を 1.0 とし、二回目の SOCE を規格化した。一過性、持続性の

[Ca2+]i変化を、それぞれ peak相、plateau相として評価した。例数は図中の括弧内に示した。 
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1-2. t-BBEC117における Orai/STIMサブタイプの同定 

CRACチャネルは、遺伝性重症複合免疫疾患（severe combined immune deficiency; SCID）の患者

由来 T 細胞から Orai1 が同定されて以来(28)、T 細胞や B 細胞等の免疫系細胞をはじめとした非興奮

性細胞から、平滑筋細胞などの興奮性細胞に至るまで多くの細胞種においてその生理機能が報告され

ている(29,55-58)。哺乳類における Oraiは Orai1, Orai2, Orai3の 3つのサブタイプにより構成されるが、

現在サブタイプ特異的に作用する薬物は存在しない。一方で特徴的な作用を示す薬物に 2-APB が挙

げられる。10 μM以下の低濃度の 2-APBは Orai1, Orai2, Orai3いずれのサブタイプに対しても活性化

薬として作用するが、30 μM以上の高濃度の 2-APBは Orai1, Orai2に対しては抑制的に作用し、Orai3

に対しては活性化薬として作用する(30,59)。この濃度による作用の違いを用いて、t-BBEC117に機能発

現する Oraiの機能解析を行った。 

図 4 と同様に SOCE を二度続けて誘発させ、二度目の SOCE 誘発時にそれぞれ 5 μM, 50 μM 

2-APBを適用することで SOCEに対する作用を検討した。図 5Aは 5 μM 2-APB適用時における典型的

な Ca2+濃度変化のトレース、図 5Bは 50 μM 2-APB適用時における典型的な Ca2+濃度変化のトレース

を示した。図 5Cでは図 4E と同様に、Peak相及び Plateau相に対して、一度目の反応を 1.0 として 2度

目の反応を規格化することで、2-APB適用による SOCEを介した Ca2+流入への影響を評価した。その結

果、図 5Cにまとめたように、5 μM 2-APB適用は Peak相における Ca2+流入を促進するが、Plateau相へ

の影響は観察されなかった（Peak: 1.39±0.20, Plateau: 0.95±0.019, n=70, ** p<0.01 vs. control）。一方で、

50 μM 2-APB 適用は Peak 相、Plateau 相どちらにおいても Ca2+流入を抑制した（Peak: 0.065±0.007, 

Plateau: 0.36±0.033, n=34, ** p<0.01 vs. control）。以上のように、t-BBEC117における SOCEは低濃度

2-APB により活性化し、高濃度 2-APB で抑制される性質を持つことが明らかとなった。このことから、

t-BBEC117に機能発現する CRACチャネルは Orai1もしくは Orai2によって構成される可能性が示され

た。 

CRACチャネルは、細胞膜上に存在しイオン孔を形成するOraiと小胞体膜状に存在し小胞体Ca2+

濃度の変動を感知する STIMの分子複合体で構成される。Oraiは上述のようにOrai1, Orai2, Orai3の 3

種類が存在し、STIMは STIM1, STIM2の 2種類のサブタイプが存在する。そこで、t-BBEC117に発現

する Orai, STIMの mRNA発現をリアルタイム PCRにより検討したところ、Orai1及び Orai2のいずれも

高発現していることが示唆された（Orai1: 0.10±0.010, Orai2: 0.10±0.007, Orai3: 0.020±0.0016, STIM1: 

0.021±0.002, STIM2: 0.12±0.0069）（図 5D）。 

 

1-3. t-BBEC117における siRNAによる Orai/STIMのノックダウンの効果 

t-BBEC 117 に機能発現する Orai/STIM の分子基盤の同定を行うために、Orai1, Orai2, STIM1, 

STIM2に対する siRNA（si-Orai1, si-Orai2, si-STIM1, si-STIM2）を t-BBEC117へ導入し SOCEを介し
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た Ca2+流入に与える影響を検討した。それぞれのコントロール実験には、各 siRNA に対するスクランブ

ル siRNAを使用した（sc-Orai1, sc-Orai2, sc-STIM1, sc-STIM2）。図 6A, B, Cは Orai1 ノックダウンにお

ける結果を示した。リアルタイム PCRを用いて si-Orai1の特異性に関して検討し、Orai2, Orai3のmRNA

発現には影響がないことを確認した（ sc-Orai1; Orai1: 0.076±0.011, Orai2: 0.056±0.009, Orai3: 

0.015±0.002, si-Orai1; Orai1: 0.016±0.001, Orai2: 0.063±0.004, Orai3: 0.020±0.0009, ** p<0.01 vs. 

sc-Orai1）（図 6A）。si-Orai1導入細胞における SOCEを介したCa2+流入を検討した。1 μM TG前処置に

 

図 5  t-BBEC117におけるストア作動性 Ca2+チャネルに対する Oraiの寄与の検討 

t-BBEC117 において、Ca2+蛍光指示薬 fura2/AM を用い、ストア作動性 Ca2+流入（SOCE）の測定を行った。

2-APBは Oraiチャネルに対して特徴的な作用を持つことが報告されている。2-APB低濃度(~10 μM以下)で

はOrai1,2,3を活性化させ、高濃度(30 μM以上)ではOrai1,2を抑制し、Orai3を活性化させる。 A, B. それ

ぞれ 5 μM, 50 μM 2-APB を適用させた結果を示した。 C. A,Bにおける二度目に誘発させた SOCEによる

Ca2+濃度変化をまとめた(**; p<0.01 vs control)。例数は図中の括弧内に示した。 D. Orai/STIMの mRNA

発現解析を行った。各発現量は GAPDHの発現量で規格化し評価した。 
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より完全に細胞内の Ca2+を除去した後、Ca2+除去細胞外液から 2.2 mM Ca2+含有溶液に置換することで

SOCE を誘発させ、Orai1 ノックダウンによる影響を検討した（図 6B）。図 6C において、sc-/si-Orai1 を導

入した t-BBEC117 において誘発された SOCE をピークにおける Ca2+濃度変化としてまとめた（sc-Orai1: 

228.39±11.23, si-Orai1: 112.95±10.86, n=77, 90, ** p<0.01 vs. sc-Orai1）。図 6D, E, Fは STIM1 ノックダ

ウンにおける結果を示した。リアルタイム PCR を用いて si-STIM1 の特異性に関して検討し、STIM2 の

mRNA 発現には影響がないことを確認した（sc-STIM1; STIM1: 0.043±0.0012, STIM2: 0.153±0.0024, 

si-STIM1; STIM1: 0.0235±0.0005, STIM2: 0.165±0.0079, ** p<0.01 vs. sc-STIM1）（図 6D）。si-STIM1

導入細胞における SOCEを介した Ca2+流入を検討した。図 5B と同様に SOCEを誘発させ、STIM1 ノッ

クダウンによる影響を検討した（図 6E）。図 6F において、sc-/si-STIM1 を導入した t-BBEC117 において

誘発された SOCE をピークにおける蛍光強度比の変化量としてまとめた（sc-STIM1: 702.28±73.32, 

si-STIM1: 355.07±29.62, n=64, 88, ** p<0.01 vs. sc-STIM1）。 

図 6G, Hは Orai2 ノックダウンにおける結果を示した。リアルタイム PCRを用いて si-Orai2の特異性

に関して検討し、Orai1, Orai3 の mRNA 発現には影響がないことを確認した（ sc-Orai2; Orai1: 

0.081±0.0033, Orai2: 0.078±0.0037, Orai3: 0.015±0.0017, si-Orai2; Orai1: 0.072±0.0052, Orai2: 

0.026±0.0009, Orai3: 0.023±0.002, ** p<0.01 vs. sc-Orai2）（図6G）。図6Hにおいて、sc-/si-Orai2を導入

した t-BBEC117 において誘発された SOCE をピークにおける Ca2+濃度変化としてまとめた（sc-Orai2: 

564.25±37.43, si-Orai2: 539.77±29.24, n=112, 91）。図 6I, Jは STIM1 ノックダウンにおける結果を示した。

リアルタイム PCR を用いて si-STIM2の特異性に関して検討し、STIM1 の mRNA発現には影響がない

ことを確認した （ sc-STIM2; STIM1: 0.0460±0.0062, STIM2: 0.164±0.0011, si-STIM2; STIM1: 

0.0465±0.0013, STIM2: 0.100±0.0029, ** p<0.01 vs. sc-STIM2）（図 6I）。図 6Jにおいて、sc-/si-STIM2

を導入した t-BBEC117 において誘発された SOCE をピークにおける Ca2+濃度変化としてまとめた

（sc-STIM2: 531.45±60.56, si-STIM2: 520.39±46.79, n=51, 85）。 

以上の結果から、Orai1, STIM1のノックダウンは SOCE活性を減弱させるが、Orai2, STIM2のノック

ダウンは SOCE活性には影響を与えないことが示された。よって、対数増殖期の t-BBEC117 において、

主に機能発現しているCRACチャネルはOrai1と STIM1からなる分子複合体で構成されることが明らか

となった。 
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図 6  t-BBEC117における siRNAを用いた Orai/STIMの分子同定 

tBBEC117 において Orai1, Orai2, STIM1, STIM2 に対する siRNA（si-Orai1, si-Orai2, si-STIM1, 

si-STIM2）を導入し SOCE への影響を検討した。対照群には各 siRNA に対するスクランブル配列を持つ

siRNA（sc-Orai1, sc-Orai2, sc-STIM1, sc-STIM2）を導入した。siRNA導入後、48-72時間培養し各実験を

行った。例数は図中の括弧内に示した。 A, D, G, I. リアルタイム PCR により siRNA の特異性に関して

mRNAレベルで検討を行った（**; p<0.01 vs scramble）。 B, E. siRNA導入細胞において SOCEを誘発さ

せた際の典型的な Ca2+濃度変化のトレースを示した。 C, F, H, J. 各種 siRNA導入細胞において SOCEを

誘発させ、Ca2+濃度変化を評価した（**; p<0.01 vs scramble）。 
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1-4. t-BBEC117における Orai1/STIM1 ノックダウンによる細胞増殖への影響 

細胞内 Ca2+濃度の変動は、多くの細胞において細胞増殖、分化、遊走、遺伝子発現、細胞死など

様々な細胞生理機能の制御に関与することが報告されている。特に CRAC チャネルを介した Ca2+シグ

ナルは免疫細胞をはじめとして、臍帯静脈内皮細胞、網膜色素上皮細胞などの非興奮細胞(60-62)や

血管平滑筋細胞や気道平滑筋細胞などの興奮性細胞(58,63)、また神経膠芽細胞腫、子宮頚部癌など

の腫瘍細胞(55,64)における細胞増殖に関与することが多数報告されている。そこで本研究では、脳血

管内皮細胞の細胞増殖に対する CRACチャネルの寄与を検討した。 

 t-BBEC117において、主にCRACチャネルを構成すると考えられるOrai1と STIM1に着目して実験

を行った。細胞増殖アッセイには、MTT法を用いた。CRACチャネルの阻害薬として 50 μM 2-APBを使

用し細胞生存度を評価した。図 7Aにおいて、2-APB非存在下、存在下で 96時間まで細胞を培養し、0

時間における細胞生存度を 1.0として相対的な細胞増殖を 0から 96時間まで 24時間毎に示した。その

結果、48 時間、72 時間、96 時間において 2-APB の適用により細胞増殖が有意に減少していた（24 時

間: control; 2.182±0.015, 2-APB; 2.004±0.038, 48時間: control; 2.378±0.033, 2-APB; 2.112±0.029, 72

時間: control; 3.283±0.042, 2-APB; 2.694±0.0078, 96時間: control; 4.310±0.052, 2-APB; 3.294±0.055, 

** p<0.01 vs. control）。 

 2-APBを用いた検討より、CRACチャネルの抑制は t-BBEC117においても、他の細胞種と同様に細

胞増殖の抑制を引き起こした。2-APBはCRACチャネル阻害薬として使用される一方で IP3受容体の阻

害薬としても使用される薬物である。そこで細胞増殖に対する CRACチャネルの寄与に関して、より特異

的に検討を行うために、Orai1 及び STIM1 に対する siRNA を使用することで細胞増殖に対する影響を

検討した。siRNA 導入はエレクトロポレーション法により行い、約 12 時間培養後、細胞を 96 ウェルプレ

ートへ播種した。96ウェルプレートへの播種 6時間後を 0時間としてMTT法を適用した。siRNA導入細

胞に対して、96 時間まで細胞を培養し、0 時間における細胞生存度を 1.0 として相対的な細胞増殖を 0

から 96 時間まで 24 時間毎に示した。Orai1 をノックダウンしたところ、図 7B に示すようにいずれの時間

においても有意に細胞増殖が抑制された（24時間: sc-Orai1; 1.815±0.033, si-Orai1; 1.612±0.033, 48時

間: sc-Orai1; 2.658±0.060, si-Orai1; 2.207±0.16, 72時間: sc-Orai1; 3.516±0.093, si-Orai1; 2.727±0.045, 

96時間: sc-Orai1; 4.358±0.057, si-Orai1; 3.364±0.073, ** p<0.01 vs. sc-Orai1）。同様に STIM1のノック

ダウンによる細胞増殖への影響を検討したところ、96時間において有意に細胞増殖が抑制された（24時

間: sc-STIM1; 1.537±0.054, si-STIM1; 1.542±0.075, 48 時間: sc-STIM1; 1.985±0.039, si-STIM1; 

1.928±0.056, 72時間: sc-STIM1; 2.502±0.059, si-STIM1; 2.277±0.094, 96時間: sc-STIM1; 2.996±0.069, 

si-STIM1; 2.651±0.055, ** p<0.01 vs. sc-STIM1）（図 7C）。 

以上の結果から t-BBEC117においてOrai1/STIM1から構成されるCRACチャネルは、細胞内Ca2+

シグナルに関与し細胞増殖の制御に寄与することが明らかとなった。 
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1-5. 細胞周期依存的なストア作動性 Ca2+流入の変動 

細胞増殖とは細胞が DNA の複製と分裂を行うことにより細胞数が増加することを指し、その一連の

過程を細胞周期という。細胞はその増殖過程において、DNA 複製を行う S 期と細胞分裂を行う M 期を

交互に繰り返しており、M期と S期の間を G1期、S期とM期の間を G2期といい G1期-S期-G2期-M

期の周期を形成している。また、細胞周期から外れ増殖を行っておらず、静止状態にある細胞は G0 期

にあると呼ばれる。細胞内 Ca2+シグナルは細胞増殖の制御に深く関与することはよく知られている。一般

的に、G1期から S期にかけては細胞外からの Ca2+流入や細胞内 Ca2+濃度の周期的な振動を示す Ca2+

オシレーションが大きく寄与する一方で、M 期においては IP3受容体を介した一過性の Ca2+シグナルが

重要な役割を果たすと考えられている(65,66)。そこで、t-BBEC117 において細胞周期依存的な CRAC

チャネル活性を検討することで、細胞周期進行における CRAC チャネルの寄与を解明することを目指し

た。 

細胞周期依存的なストア作動性 Ca2+流入を測定するために、過剰チミジン法による細胞周期同調

培養を行った。過剰チミジン法により t-BBEC117の細胞周期を G1/S期の境界に同調させた後に、正常

培地に置換することで経時的に細胞周期を進行させ、各時間に細胞を回収することで各細胞周期の細

胞群を取得した。顕著に細胞周期を分けることができたものとして、正常培地へ置換後、0 時間のものを

G0/G1期の細胞群、6時間のものを G2/M期の細胞群とした。また、対数増殖期と類似した細胞周期 

 

 

図 7  t-BBEC117の細胞増殖に対する Orai1及び STIM1の寄与 

MTT 法による細胞増殖の検討。0時間における細胞生存度を 1.0 として規格化し、各時間における細胞増殖

を評価した。例数は図中の括弧内に示した。 A. 50 μM 2-APB による細胞増殖の抑制（**; p<0.01 vs. 

control）。 B. Orai1 ノックダウン細胞における細胞増殖の抑制（**; p<0.01 vs. control）。C. STIM1 ノックダ

ウン細胞における細胞増殖の抑制（**; p<0.01 vs. control）。 



 23 

 

分布を示すものとして 12時間における細胞群を回収し実験に使用した。図 8A, Bでは各時間において

回収した細胞群の細胞周期をフローサイトメーターにより測定した結果を示した（0 時間: G0/G1; 

74.1±2.2%, S; 11.6±1.9%, G2/M; 14.3±1.3%, 6 時間 : G0/G1; 17.9±1.0%, S; 25.4±1.9%, G2/M; 

56.7±2.1%, 12時間: G0/G1; 47.4±2.8%, S; 14.7±0.9%, G2/M; 37.9±3.5%, 24時間: G0/G1; 56.7±1.2%, 

S; 15.1±1.6%, G2/M; 28.2±2.2%）。0時間、6時間、12時間において取得した細胞群に対してストア作動

 

図 8  t-BBEC117における細胞周期依存的なストア作動性 Ca2+流入の変動 

過剰チミジン法を用いて G1/S期境界に同調した t-BBEC117に対して、培養培地を正常培地に置換すること

で経時的に細胞周期を進行させ、3時間毎に細胞を回収した。Propidium iodide（PI）により蛍光標識し、フロ

ーサイトメーターにより細胞周期を測定した。例数は図中の括弧内に示した。 A, B. 正常培地置換後、0, 6, 

12, 24時間における細胞周期解析の結果を示した。 C. 細胞周期を顕著に分けることができたものとして、0

時間をG0/G1期、6時間をG2/M期の細胞群として、また 12時間を対数増殖期の細胞群として取得し、それ

ぞれ SOCE 活性の測定を行った。 D. 各時間における細胞に対して SOCE による Ca2+濃度変化を評価し

た（**; p<0.01 vs. 0, 12時間）。 
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性 Ca2+流入の測定を行った（図 8C）。その結果、0時間及び 12時間における細胞と比較して、6時間に

おける細胞ではストア作動性 Ca2+流入を介した Ca2+濃度上昇が有意に抑制された（0 時間 : 

211.02±10.59, 6時間: 151.90±10.38, 12時間: 232.10±24.12, n=49, 25, 28, **; p<0.01 vs 0, 12時間）（図

8D）。以上の検討より、正常培地へ置換後 6時間の細胞群、すなわちG2/M期の細胞群においてSOCE

活性が有意に減弱していることが明らかとなった。 

 

1-6. 細胞周期依存的なイオンチャネル発現変化とストア作動性 Ca2+流入活性への影響 

細胞周期とイオンチャネルの関係はこれまでに癌細胞を中心に検討されてきた。細胞周期依存的

なイオンチャネル機能に関しては様々な報告があるものの、主として K+チャネルの阻害は G1 期から S

期への移行の阻害、Ca2+チャネルの阻害は G2/M 期における細胞周期進行を抑制する(67)。そこで、

t-BBEC117 における細胞周期依存的なイオンチャネル発現を検討することで、G2/M 期において生じた

ストア作動性 Ca2+流入活性の低下の原因を明らかにすることを目指した。 

図 8 と同様に各細胞周期の細胞群を取得し実験に使用した。0 時間、6 時間、12 時間における細

胞群に対して、リアルタイム PCR法により Orai2発現を検討したところ、0時間及び 12時間と比較して 6

時間において有意に Orai2 mRNA発現が増大していた（0時間: 0.084±0.0059, 6時間: 0.116±0.0051, 

12時間: 0.089±0.0054, *; p<0.05 vs 0,12時間）（図 9A）。また、ウェスタンブロット法によりタンパク発現を

比較したところ、mRNAと同様に、0時間と比較して 6時間において有意にOrai2 タンパク発現が増大し

ていた（6時間: 1.66±0.20, *; p<0.05 vs 0時間）（図 9B）。また、t-BBEC117におけるCa2+流入経路として、

当研究室ではこれでに TRPC1, TRPC3, TRPC5の mRNA発現を確認している(68)。これら TRPC1, 3, 5

に加え、Orai1, Orai3, STIM1, STIM2に対して、リアルタイム PCR法により細胞周期依存的なmRNA発

現変化の検討を行ったところ、0 時間、6 時間、12 時間のいずれにおいても変化は観られなかった（data 

not shown）。以上の結果から、6時間の細胞すなわちG2/M期の細胞においてOrai2発現が上昇してい

ることが明らかとなった。 

G2/M期の細胞群において生じたSOCE活性低下が、Orai2発現上昇に起因するものであるかを検

討するためにOrai2ノックダウン細胞に対して、図 8Aと同様に細胞周期同調培養を行い、G0/G1期及び

G2/M期の細胞を取得した。また、それぞれG0/G1期、G2/M期の細胞群においてOrai2 mRNA発現が

抑制されていることをリアルタイム PCRにより確認した（data not shown）。図 8C と同様に 0時間、6時間 

における SOCE 活性を検討した。sc-Orai2 導入細胞では図 8C で示した結果と同様に、0 時間と比較し

て 6時間の細胞で SOCE活性の低下が観られたが、si-Orai2導入細胞において、この SOCE活性の低

下が有意に回復していた（sc-Orai2: 0時間; 302.71±12.11, 6時間; 236.49±14.50, n=25, 41, si-Orai2: 0

時間; 270.66±9.72, 6時間; 327.72±20.30, n=36, 31, **; p<0.01 vs. sc-Orai2）（図 9C）。 
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  また、Orai2 の SOCE 活性に対する影響を検討するために、bovine Orai2 を遺伝子クローニングし

t-BBEC117に対してリポフェクションによりOrai2を一過性に強制発現させSOCE活性への影響を検討し

た。Mockと比較し、Orai2発現細胞では有意にSOCE活性が低下していた（mock: 253.31±27.02, Orai2: 

200.24±17.02, n=32, 27, *; p<0.05 vs. mock）（図 9D）。以上の結果から、t-BBEC117において G2/M期

に発現増大した Orai2は SOCEに対して抑制的に作用することで細胞内 Ca2+シグナルの制御に寄与し

ていることが明らかとなった。 

 

図 9  t-BBEC117における細胞周期依存的な Orai2発現変動とストア作動性 Ca2+流入への影響 

過剰チミジン法を用いてG1/S期境界に同調した t-BBEC117に対して、培養培地を正常培地に置換することで

経時的に細胞周期を進行させた。正常培地へ置換後 0時間、6時間の細胞群をそれぞれG0/G1期、G2/M期

の細胞群として実験に用いた。例数は図中の括弧内に示した。 A. 細胞周期依存的な Orai2 mRNA 発現に

関して、リアルタイムPCR法により検討した（*; p<0.05 vs. 0, 12時間）。 B. 細胞周期依存的なOrai2 タンパ

ク発現に関して、ウェスタンブロット法により検討した（*; p<0.05 vs. 0時間）。 C. Orai2 ノックダウン細胞にお

ける細胞周期依存的なSOCE活性の変動を検討した（**; p<0.01 vs. sc-Orai2）。sc-/si-Orai2導入細胞に対し

て同調培養を行い、正常培地へ置換後 0時間、6時間の細胞群をそれぞれ G0/G1期、G2/M期の細胞群とし

て実験に用いた。 D. Orai2の一過性強制発現による SOCEへの影響を検討した。各細胞において SOCEを

誘発させ、Ca2+濃度変化を評価した（*; p<0.05 vs mock）。 
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1-7. t-BBEC117の細胞増殖に対する Orai2の寄与 

t-BBEC117において、Orai2は細胞周期依存的に発現が変動し SOCE活性の制御に関与すること

が明らかとなった。SOCE を介した Ca2+シグナルは多くの細胞種において細胞増殖に寄与することが示

されていることから、Orai2の細胞増殖へ与える影響について検討を行った。 

細胞増殖に対するOrai2の寄与を検討するために、Orai2に対する siRNAを使用することで細胞増

殖に対する影響を検討した。siRNA導入はエレクトロポレーション法により行い、約12時間培養後、細胞

を 96 ウェルプレートへ播種した。96 ウェルプレートへの播種 6 時間後を 0 時間として MTT 法を適用し

た。siRNA 導入細胞に対して、96 時間まで細胞を培養し、0 時間における細胞生存度を 1.0 として相対

的な細胞増殖を 0から 96時間まで 24時間毎に示した。Orai2 をノックダウンしたところ、図 10Aに示す

ように 48 時間、72 時間において有意に細胞増殖が抑制された（24 時間: sc-Orai2; 1.596±0.017, 

si-Orai2; 1.494±0.082, 48 時間: sc-Orai2; 2.131±0.043, si-Orai2; 1.874±0.013, 72 時間: sc-Orai2; 

2.744±0.065, si-Orai2; 2.396±0.087, 96時間: sc-Orai2; 3.379±0.12, si-Orai2; 3.069±0.13, ** p<0.01 vs. 

sc-Orai2）。 

細胞周期進行に対する Orai2 の寄与を検討するためにフローサイトメーターを用いて、細胞周期の解

析を行った。siRNA導入後、72時間の細胞を回収し、Propidium iodide（PI）により蛍光標識し細胞周期

を測定した。sc-Orai2 導入細胞と比較して、si-Orai2 導入細胞では G0/G1 期の細胞周期を示す細胞が

有意に減少していた（sc-Orai2: G0/G1; 61.5±0.6%, S; 11.6±0.6%, G2/M; 27.0±0.4%, si-Orai2: G0/G1; 

56.8±0.4% S; 13.9±0.6%, G2/M; 29.3±0.6%, ** p<0.01 vs. sc-Orai2）（図 10B）。 

 

図 10  t-BBEC117の細胞増殖に対する Orai2の寄与 

A. MTT法による細胞増殖の検討。0時間における細胞生存度を1.0として規格化し、各時間における細胞増

殖を評価した。Orai2 ノックダウン細胞における細胞増殖の抑制（**; p<0.01 vs. control）。 B. 細胞周期進

行に対するOrai2の寄与の検討。sc-/si-Orai2導入後、72時間の細胞に対してPropidium iodide（PI）により

蛍光標識し、フローサイトメーターにより細胞周期を測定した（**; p<0.01 vs. sc-Orai2）。例数は図中の括弧

内に示した。 
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1-8. 要約と考察 

本研究において以下のことを明らかにした。 

1.  t-BBEC 117において、主にOrai1と STIM1により構成される CRACチャネルが機能発現している。 

2.  t-BBEC 117において、Orai1/STIM1 を介した Ca2+シグナルは細胞増殖に関与する。 

3.  t-BBEC 117において、他の細胞周期と比較し G2/M期において Orai2発現上昇に起因する SOCE

活性の低下が生じる。 

4.  t-BBEC117の正常な細胞増殖には、Orai1の定常的な発現に加え、Orai2発現変化による SOCE制

御が関与している。 

 

脳血管内皮細胞は血液脳関門の実体であり、末梢の血管内皮細胞とは異なる性質を有する。その

一つが、周囲のアストロサイトからの分泌因子によるタイトジャンクションの形成であり、物質の移動が極

端に制限されている(5)。この血液脳関門による物質移行の制限は脳の発達、成熟あるいは恒常性維持

において極めて重要な役割を担っており、血液脳関門の機能維持には脳血管内皮細胞の細胞増殖が

深く関与している。細胞内遊離 Ca2+は最も重要なセカンドメッセンジャーのうちの 1 つであり、細胞内

Ca2+濃度の変化は様々な細胞生理機能の制御に関与している。細胞内 Ca2+ストアの枯渇により活性化

するストア作動性 Ca2+流入（SOCE）は、興奮性細胞、非興奮性細胞を問わず、広く Ca2+シグナルを形成

している(69)。SOCEを構成する Oraiや STIMの機能欠損により、表現型への様々な影響が報告されて

いることから、生理機能制御に対し SOCE が大きく寄与していることが示されている(70-74)。特に、

Orai1/STIM1 で構成される SOCE がヒト臍帯静脈内皮細胞において細胞増殖の制御に関与することが

報告される(60)なか、最近になり、SOCE シグナルは様々な種類の癌細胞及び平滑筋細胞において細

胞遊走や細胞周期進行への関与が報告されている(55-58)。多くの細胞種において Orai と STIM が

SOCEの分子実体として考えれれているが、癌細胞や平滑筋細胞をはじめとした細胞種による SOCE分

子実体の差異に関しても今後更なる検討が必要である。 

  本研究において、t-BBEC117 において生じた SOCE は、これまでの報告同様に典型的な薬理学的

特徴を有していた。すなわち、SOCE を介した Ca2+流入はランタノイドや SKF96365、高濃度 2-APBによ

り抑制され、低濃度 2-APBにより活性した。また、siRNA を使用した検討では Orai1/STIM1 ノックダウン

は SOCE活性を顕著に減少させるのに対して、Orai2/STIM2はmRNA発現が多いにもかかわらずノック

ダウンによる影響は生じなかった。STIM2は STIM1 と比較して、Oraiの活性化への寄与が小さいといっ

た報告や STIM1 と異なり STIM2 の過剰発現は SOCE 活性を低下させるといった報告も行われている

(75,76)。これらの報告を踏まえて、本研究で得られた結果は t-BBEC117 の SOCE を担う分子実体が主

にOrai1と STIM1であることを支持するものである。また、t-BBEC117の SOCEに対するランタノイドの抑

制作用は、Orai 単独で構成される SOCE を介した Ca2+流入への作用と比較して、弱いものであった(77)。
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これまでの血管内皮細胞を用いた研究においてTRPCチャネルが血管内皮細胞のSOCEに関与するこ

とが報告(78,79) されており、当研究室においても t-BBEC117 における TRPC1, TRPC3, TRPC5 の

mRNA 発現を明らかにしている(68)。TRPC1, 3, 5 いずれも SOCE の分子候補として考えられている

(47,69,80)。TRPC4 や TRPC5 を介した Ca2+流入は Gd3+の適用により活性化するため (81,82)、

t-BBEC117 において機能発現する SOC チャネルは Gd3+に対する反応性を考慮すると Orai1 と TRPC

チャネルにより構成されている可能性も示唆される。 

細胞分裂は、細胞周期進行を通して正常な細胞増殖を保つうえで非常に重要な過程である。細胞

周期進行には、一過性の Ca2+スパイクから Ca2+オシレーションまで様々な種類の Ca2+シグナルが関与し

ており、正常な細胞増殖の制御に寄与している(65)。また、細胞周期依存的な Ca2+シグナルの変化とし

て、HeLa細胞をヒスタミン刺激した際のCa2+流入が細胞分裂期に減弱することが報告されている(83)。ま

た、脂肪細胞株 RBL-2H3 の細胞周期進行過程において、CRAC 電流が M 期に減少し、G1/S 期に増

加することも報告されている(84)。本研究において、t-BBEC117の細胞周期依存的な SOCE活性変化を

検討したところ、G0/G1 期と比較して G2/M 期において SOCE 活性が低下することが明らかとなった。こ

の結果は他の細胞種における報告と類似するものであった。この G2/M 期における SOCE 活性低下の

原因を検討したところ、G2/M期に Orai2の発現が増大することに起因するものであった。Oraiの発現制

御機構に関して、Orai1 はユビキチンリガーゼ Nedd4-2の基質となりユビキチン化されることでプロテアソ

ームにより分解を受ける(85,86)、あるいはOrai1と STIM1の発現制御には転写制御因子NF-κBが関与

するといった報告が行われている(87)ものの、Orai/STIM の他のサブタイプにおける制御機構は

未だ充分には検討されておらず今後の検討課題である。 

  細胞周期依存的な Orai/STIM の機能変化に関しては、Xenopus 卵母細胞の減数分裂時における

SOCE 活性の検討を行った研究において、減数分裂時に STIM1 の凝集阻害及び、Orai1 の細胞質内

への移行が生じることで SOCE 活性が抑制されることが示されている(88,89)。さらには、HEK293 及び

Hela細胞を使用した検討において、有糸分裂時に STIM1がリン酸化を受けることで SOCE活性を低下

させることが報告されている(90)。本研究で明らかとした G2/M 期における Orai2 発現上昇による SOCE

活性の抑制は、これらの SOCE 活性制御機構に加え、新たな細胞周期進行制御機構である。我々は

Orai2 による SOCE 活性の抑制機構に関して詳細な検討を行えていないが、SOCE の機能及び活性制

御機構に関して以下のような報告が行われている。HEK293 に Orai1 を単独で発現させた時と比較して

Orai1+Orai2 を発現させた場合 CRAC 電流が有意に抑制される(91)。機能的な Orai チャネルは、一般

的にはホモ 4 量体を形成すると考えられている(27,92)が、ヘテロ他量体の形成も報告されている(93)。

Orai1と Orai3で構成されるヘテロ Oraiチャネルは、arachidonate-regulated Ca2+-sensitive（ARC）channel

を形成する(94,95)。ARCチャネルの活性制御においても STIM1は重要な役割を担うものの、小胞体膜

と細胞膜の近接部（ER-PM junction）への凝集は STIM1非依存的に起こることから、一般的な SOCE と
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は異なる性質を有すると考えられる(96)。また、X 線結晶構造解析により Orai1 チャネルの構造が示され

た(97)。結晶が得られた Oraiチャネルは 6量体を構成していたことから、従来の 4量体に加えて 6量体

で機能している可能性を示すものである。しかしながら、4量体と比較し 6量体のOraiチャネルは透過す

るイオンの選択性が大きく異なっており、4 量体では比較的 Ca2+選択性が高いのに対して 6 量体では

Ca2+選択性が低く Na+の透過性が上昇していた。また、TRPC1-STIM1-Orai1の 3者からなる複合体が、

ストア枯渇下における SOCEの活性化に寄与することが報告されている(98)。このように Oraiチャネルは、

多量体形成、ヘテロマー形成、他のイオンチャネルとの機能連関など様々な要因により制御を受けてい

ると考えられ、本研究において明らかとしたOrai2発現増加がどのような機構を介して SOCE活性を抑制

しているかは今後の更なる検討が必要である。 

結論として、Orai2 は細胞周期に依存して発現が変動することで細胞周期進行に関与する。G0/G1

期にはOrai2発現は抑制されており、主にOrai1で構成される SOCEへの影響は比較的弱い。一方で、

G2/M期においてはOrai2発現が上昇し、SOCEに対して抑制的に作用することで細胞内 Ca2+シグナル

の制御に寄与していると考えられる（図 11）。 

 

 

 

 

図 11  t-BBEC117の細胞周期進行に伴う Orai2機能の概略図 

G0/G1期において、Orai2発現は低く、Orai1を介した SOCEへの影響は比較的小さい。一方、G2/M期にお

いてOrai2発現は増大し、作用機構は不明であるがOrai1を介したSOCEに対して抑制的に作用する。また、

G0/G1期及び G2/M期の間では Orai1の発現量に変化は見られなかった。 
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2. ストレス負荷による脳血管内皮細胞死とイオンチャネルによるその制御機構 

血液脳関門は脳への物質輸送において中心的な役割を果たすことで、中枢神経系の恒常性維持

機構に深く関与している。脳血管内皮細胞同士はタイトジャンクションと呼ばれる特殊な細胞間結合をと

っており、末梢血管内皮細胞と比較してはるかに強固なバリア機能を有している。一方で、多くの疾患時

において血液脳関門の機能変性が報告されている。脳卒中、脳梗塞、多発性硬化症、アルツハイマー

病、パーキンソン病などの脳疾患時においてはタイトジャンクションの変性により血液脳関門の透過性が

亢進する(17,19,20,22,99)。また、脳卒中、くも膜下出血、アルツハイマー病などの中枢神経系疾患にお

いて脳血管内皮細胞の障害や細胞死が病態の増悪に関与する(18,21,100)。脳血管内皮細胞に対する

炎症性サイトカイン、感染症、放射線治療、虚血、変性疾患、細胞の脱落などの急性あるいは慢性的な

傷害は細胞障害を引き起こし、細胞死を誘導する(101)。 

これまでに K+チャネルの活性化が細胞死誘導に寄与するという報告が多数なされている

(102,103)。K+チャネル活性化による K+流出は Cl-及び Ca2+透過の電気化学的駆動力を増大させ、Cl-を

細胞外へ、Ca2+を細胞内へ移動させる。これによりK+チャネルと Cl-チャネルの活性化によるKClの流出

は、水の細胞外への放出を促進させアポトーシスの前段階である細胞収縮を引き起こす。また、過剰な

細胞内 Ca2+濃度の上昇はミトコンドリア Ca2+過負荷を生じ細胞死が誘導される(41,69,103,104)。当研究

室においても、t-BBEC 117 を用いた検討により ATP 刺激により多くの細胞で細胞増殖が促進

するのに対して、内向き整流性 K+チャネル（Kir2.1）が高発現している 10～15％程度の細胞群

においては、過剰な過分極に起因する細胞内 Ca2+濃度上昇により細胞死が誘導されることを明

らかとしている(105)。 

小胞体ストレスは、アルツハイマー病やパーキンソン病といった神経変性疾患あるいは脳虚

血といった疾患時に誘導され、脳血管内皮障害を介して病態の増悪に関与する(23,106-109)。そ

こで本研究では脳血管内皮細胞株 t-BBEC117 を用いて病態時を想定したストレス条件下におい

て誘導される細胞死における Kir2.1の関与について検討した。 

 

2-1. t-BBEC 117における小胞体ストレス負荷 

本研究では、t-BBEC117 に対してストレスを負荷し実験を行

っている。本研究で使用したツニカマイシンは小胞体ストレス誘

導剤として広く使用されている。小胞体ストレスでは様々な因子

が活性化することが知られているが、小胞体ストレスにより誘導さ

れる細胞死には CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) 

homologous protein (CHOP)やカスパーゼ 12の活性化が関与す

ることが示されている。そこで、t-BBEC117 におけるノーマル群及

 

図 12  ストレス負荷による小胞体

ストレスマーカーの発現変化 
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びストレス負荷群において RT-PCR法により、小胞体ストレス負荷の指標である CHOP mRNA発現を比

較した。ツニカマイシン処理によりCHOPの発現レベルが顕著に上昇していることから、小胞体ストレスが

負荷されていると考えられた（図 12）。 

 

2-2. ストレス負荷による内向き整流性 K+チャネル発現変化 

t-BBEC 117 において内向き整流性 K+チャネル（Kir2.1）が細胞死の誘導に関与していることから、

ノーマル細胞及びストレス負荷細胞において Kir2.1 活性の比較を行った。t-BBEC117 における内向き

整流性K+電流をホールセルパッチクランプ法により測定した。保持電位-40 mVに固定し、-120 mVから

+40 mV までランプパルス（0.32 V/s）を 15秒間隔で与えたところ、ストレスを負荷していないノーマル細

胞において電流密度-電圧曲線は顕著な内向き電流は示さなかった（図 13A）。 

 

 

図 13  t-BBEC117における内向き整流性 K+チャネル電流解析 

t-BBEC117 における膜電流をホールセルパッチクランプ法により測定した。保持電位-40mV に固定し、

-120mVから+40mVまでランプパルス（0.32 V/s)を 15秒間隔で与えた。 A. ノーマル群における典型的な

電流密度-電圧関係を示した（黒線: コントロール、灰線: 100 μM Ba2+適用）。 B. ツニカマイシン処理群に

おける典型的な電流密度-電圧関係を示した（黒線: コントロール、灰線: 100 μM Ba2+適用）。 C. ノーマル

群及びツニカマイシン処理群の-120 mVにおけるBa2+感受性電流を比較した（ノーマル群 n=6、ツニカマイシ

ン添加群 n=5、*; p<0.05 vs normal）。 D. ノーマル群及びツニカマイシン処理群の+40 mVにおける Ba2+

感受性電流を比較した（ノーマル群 n=6、ツニカマイシン処理群 n=5）。 



 32 

一方、ツニカマイシン処理群における多くの細胞では約-70mV よりも過分極側において大きな内向き電

流が観測され、顕著な内向き整流性を示した（図 13B）。内向き整流性とは、脱分極側で外向き電流が

流れにくい性質のことを指す。さらに内向き整流性 K+チャネル阻害薬である 100 μM Ba2+の適用により

内向き電流は抑制された。またこの時の各群での Ba2+感受性電流成分を示した（図 13C, D）。-120mV

における電流をノーマル群、ツニカマイシン処理群で比較すると、それぞれ、-5.37±2.72 pA/pF、

-19.9±4.64 pA/pFでありツニカマイシン添加群において Ba2+感受性電流の有意な増加が観察された（ノ

ーマル群 n=6, ツニカマイシン処理群 n=5, *; p<0.05）（図 13C）。+40mVにおける電流をノーマル群、ツ

ニカマイシン処理群で比較すると、それぞれ、2.68±0.851 pA/pF、1.75±0.227 pA/pFでありノーマル群と

ツニカマイシン処理群において Ba2+感受性電流に差は観られなかった（ノーマル群 n=6, ツニカマイシ

ン処理群 n=5）（図 13D）。ツニカマイシン処理細胞において測定された Ba2+感受性電流の逆転電位は

-74.8±1.9（n=6）であり、K+チャネルの寄与を示唆している。以上の結果から、t-BBEC117 においてツニ

カマイシン処理により Ba2+感受性内向き整流性 K+電流が増加することが明らかとなった。 

 

 

 

図 14  ストレス負荷による内向き整流性 K+チャネル発現変化解析 

A. t-BBEC117における内向き整流性K+チャネルのmRNA発現解析をリアルタイムPCR法を用いて行った。

ノーマル群及びツニカマイシン処理群における Kir2.1 mRNA 発現変化を示した(ノーマル群 n=11, ツニカマ

イシン添加群 n=10, *; p<0.05)。ノーマル群及びツニカマイシン処理群における Kir2.2 mRNA発現変化を示

した(ノーマル群 n=11, ツニカマイシン添加群 n=10)。 B. t-BBEC117における Kir2.1のタンパク発現解析

をウェスタンブロット法を用いて行った（ツニカマイシン処理群: n=3, *; p<0.05）。 
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t-BBEC117に対するツニカマイシン処理により、内向き整流性 K+チャネルの活性が上昇することが

明らかとなったため、Kir2 チャネルのストレス負荷による mRNA 及びタンパク発現変化を検討した。リア

ルタイム PCR の結果、Kir2.1 mRNA 発現はノーマル群と比較しツニカマイシン処理群において有意に

上昇していた（ノーマル群: 0.032±0.006, n=11, ツニカマイシン処理群: 0.074±0.013, n=10, *; p<0.05）。

当研究室では RT-PCRを用いた検討により、t-BBEC117においてKir2.1に加えて内向き整流性K+チャ

ネルの他のサブタイプである Kir2.2 の mRNA 発現を明らかにしている(105)。そのため Kir2.2 に関して

同様の検討を行ったところ、ストレス負荷による mRNA 発現変化は生じなかった（ノーマル群 : 

0.00097±0.00021, n=11, ツニカマイシン処理群: 0.00167±0.0004, n=10）（図 14A）。また、ウェスタンブロ

ット法により Kir2.1 タンパク発現変化を検討したところ、mRNA と同様に発現が有意に増大していた（ツ

ニカマイシン処理群: 3.78±1.04, n=3, *; p<0.05）（図 14B）。 

 

2-3. 内向き整流性 K+チャネル発現増加による膜電位への影響 

古典的内向き整流性 K+チャネル（Kir2.0）は特に心筋細胞において静止膜電位の形成と安定化、

維持に寄与しており、IK1 電流として機能している。また心筋細胞に加え末梢血管内皮細胞における静

止膜電位の制御に寄与することも報告されている(47)。そのため、t-BBEC117において Kir2.1の発現増

加により静止膜電位に影響を与えるかどうか検討を行った。膜電位の測定は膜電位感受性色素

DiBAC4(3)により行った。DiBAC4(3)は細胞膜が脱分極すると蛍光強度が増加し、膜が過分極すると蛍

光強度が減少する色素である。各実験の最後に 140mM High K+ HEPES溶液を灌流させ、細胞を近似

的に 0 mV に脱分極させ、得られた蛍光強度により規格化し ratio(F/F140K)を算出した。ノーマル群（図

15A）及びツニカマイシン処理群（図 15B）における 100 μM Ba2+適用による典型的な DiBAC4(3)蛍光強

度比変化のトレースを示した。ノーマル群に比較しツニカマイシン処理によるストレス負荷群においては、

定常状態において DiBAC4(3)の蛍光強度比が有意に低いことから、静止膜電位が過分極側にシフトし

ていることが明らかとなった。また 100 μM Ba2+の適用により蛍光強度比の上昇すなわち脱分極が生じた

（ノーマル群 : control; 0.468±0.012, Ba2+; 0.480±0.009, n=123, ツニカマイシン処理群 : control; 

0.330±0.021, Ba2+; 0.404±0.017, n=50, **; p<0.01 vs. tunicamycin-control, ##; p<0.01 vs. normal-control）

（図 15C）。このようにツニカマイシン処理群においては、内向き整流性 K+チャネルの活性が上昇してお

り深い静止膜電位の形成に寄与していることが示唆された。 

ストレス負荷における静止膜電位の変化をより明確に示すために、フローサイトメトリー法により

DiBAC4(3)蛍光強度(FL1-H)の約 10,000細胞に対するヒストグラムを作成した。ノーマル群及びツニカマ

イシン処理群、それぞれにおけるコントロール及び 100 μM Ba2+適用における典型的なヒストグラムを示

した（左上: ノーマル群コントロール、左下: ノーマル群 Ba2+、右上: ツニカマイシン処理群コントロール、

右下: ツニカマイシン処理群 Ba2+）（図 16A）。 
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ノーマル群、ツニカマイシン処理群いずれにおいても DiBAC4(3)蛍光強度により 2 群に分かれた。蛍光

強度の小さいものは膜電位が深く、大きいものは膜電位が浅いと考えられる。さらに 100 μM Ba2+適用に

より蛍光強度の小さいものは蛍光強度の大きい方向へシフトした。このことから蛍光強度の小さく、深い

膜電位を持つと考えられる細胞には Kir2.1 が機能的に発現していることが示唆された。また、蛍光強度

の小さいものを H1、大きいものを H2 としてそれぞれ算出し、細胞全体に対する深い膜電位を持つ細胞

割合として H1/H1+H2 を求めた。ノーマル群に比較しツニカマイシン処理群において細胞割合

（H1/H1+H2）が有意に大きいことから、ツニカマイシン処理群において深い静止膜電位を持つ細胞が有

意に増加していることが示唆された（ノーマル群: 0.318±0.009, n=3, ツニカマイシン処理群: 0.423±0.008, 

n=3, **; p<0.01）（図 16B）。 

 

 

 

図 15  t-BBEC117におけるストレス負荷による静止膜電位への影響 

t-BBEC117において膜電位感受性色素 DiBAC4(3)を用いて膜電位測定を行った。各実験の最後に 140mM 

High K+ HEPES 溶液を灌流させ、細胞を近似的に 0mV に脱分極させ、得られた蛍光強度により規格化し

ratio(F/F140K)を算出した。 A. ノーマル群における内向き整流性 K+チャネル阻害薬 100 μM Ba2+適用によ

る典型的なDiBAC4(3)蛍光強度比の変化を示した。 B. ツニカマイシン処理群における100 μM Ba2+適用に

よる典型的な DiBAC4(3)蛍光強度比の変化を示した。 C. 100 μM Ba2+適用前後における DiBAC4(3)蛍光

強度比の変化を各細胞群についてまとめた(ノーマル群: n=123, ツニカマイシン処理群: n=50, **; p<0.01 vs 

tunicamycin-control,  ##; p<0.01 vs. normal-control)。 
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2-4. t-BBEC117における細胞膜電位と細胞内 Ca2+濃度の関係 

脳血管内皮細胞のような非興奮性細胞において、電位依存性 Ca2+チャネルの機能発現は比較的

低く、細胞内への主な Ca2+流入経路は電位非依存的な Ca2+透過チャネルが担っている(46,47,110)。そ

のような電位非依存的なイオンチャネルは細胞膜の過分極により Ca2+透過の電気化学的駆動力が増大

し、細胞内への Ca2+流入を促進すると考えられる。そこで、t-BBEC117において細胞膜電位が細胞外か

らの Ca2+流入に与える影響を明らかにするために膜電位と細胞内 Ca2+濃度の検討を行った。 

ストレスを負荷していない t-BBEC117に対して、ホールセルパッチクランプ法と Ca2+蛍光指示薬 

 

図 16  t-BBEC117における静止膜電位による細胞分布変化の解析 

t-BBEC117において、ノーマル群及びツニカマイシン処理群に対しフローサイトメトリーによりDiBAC4(3)蛍光

強度(FL1-H)によるヒストグラムを作成した。 A. 各細胞群に対してコントロール及び内向き整流性 K+チャネ

ル阻害薬 100 μM Ba2+を適用した際の典型的なヒストグラムを示した（左上: ノーマル-コントロール、左下: ノ

ーマル-Ba2+、右上: ツニカマイシン-コントロール、右下: ツニカマイシン-Ba2+）。 B. ノーマル群及びツニカ

マイシン処理群において Aに示した H1, H2 を算出し H1/H1+H2 を求めた（n=3, **; p<0.01）。 
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fura2 を用い膜電位と細胞内 Ca2+濃度の同時測定を行った。fura2 は細胞内液に添加し、パッチ電極か

ら細胞へ負荷した。膜電位固定下、保持電位を図 17A の上段に示したプロトコールのように 0 mV, -30 

mV, -80 mVへ変化させ、その際の Ca2+濃度変化のトレースを示した。また、-80 mVにおける Ca2+濃度

は 2度測定し、解析には 2度目の値を使用した。薬物は 10 μM La3+を 2度目の測定時に適用すること

 

図 17  t-BBEC117における膜電位と細胞内 Ca2+濃度の関係 

t-BBEC117 において、膜電位と細胞内 Ca2+濃度の関係を検討した。ホールセルパッチクランプ法による膜電

位固定下においてパッチ電極から fura2 を細胞へ負荷し、膜電位を変化させた際の Ca2+流入を検討した。 

A. 保持電位を上段に示すようなプロトコールで変化させた時の、Ca2+濃度変化のトレースを示した。保持電

位-80 mVにおける結果は 2度目の値を使用し、非選択的陽イオンチャネル阻害薬 10 μM La3+適用時のもの

と比較した。 B. A における保持電位と細胞内 Ca2+濃度の関係を示した（**; p<0.01 vs. control（VH: -80 

mV））。 C. 保持電位-60 mV, 0 mVにおいて、ストア作動性 Ca2+流入を誘発させ膜電位と SOCE活性との

関係を検討した。 D. C中の矢頭（a, b, a’, b’）における fura2蛍光画像を示した。E. 保持電位-60 mV, 0 

mVにおける SOCEによる Ca2+濃度変化を評価した（-60 mV: n=5, 0 mV: n=4, **; p<0.01 vs. -60 mV）。 
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で評価した。保持電位と細胞内 Ca2+濃度をプロットしたところ、保持電位-30 mV と比較し-80 mVでは顕

著に細胞内 Ca2+濃度が上昇していた。また、保持電位-80 mVにおける細胞内 Ca2+濃度の上昇は非選

択的陽イオンチャネル阻害薬 10 μM La3+を適用することで有意に減少した（コントロール: 0 mV; 102.6５

±5.89, -30 mV; 161.41±14.61, -80 mV; 743.01±150.79, n=11, La3+: -30 mV; 94.26±19.03, -80 mV; 

148.91±43.51, n=4, **; p<0.01 vs. control（VH: -80 mV））（図 17B）。 

t-BBEC117 において、ストア作動性 Ca2+流入（SOCE）の膜電位依存性に関して、同様にホールセ

ルパッチクランプ法と Ca2+蛍光指示薬 fura2を組み合わせることで行った。1 μMタプシガルギンにより小

胞体を完全に枯渇させた後、細胞外液に Ca2+を加えることで SOCE を誘発させた。保持電位を 0 mV, 

-60 mVに固定した細胞においてそれぞれSOCEを誘発させた際の典型的なCa2+濃度変化のトレースを

示した（図 17C）。図 17C中に示した矢頭（a, b, a’, b’）における fura2の蛍光画像をそれぞれ示した。上

段は保持電位-60 mV、下段は保持電位 0 mV における画像である（図 17D）。各保持電位において、

SOCEによる Ca2+濃度変化をまとめたところ、保持電位 0 mV と比較して-60 mVでは有意に SOCEを介

した Ca2+流入が増加した（-60 mV: 1778.13±583.79, n=5, 0 mV: 83.58±14.95, n=4, **; p<0.01 vs. -60 

mV）（図 17E）。 

以上の結果から、t-BBEC117 においても他の非興奮性細胞と同様に細胞膜の過分極が細胞外か

らの Ca2+流入を促進させることが明らかとなった。 

 

 

2-5. ストレス負荷による細胞内 Ca2+動態の変化 

ストレス負荷細胞ではKir2.1に起因する深い静止膜電位が形成されていることから、細胞内 Ca2+シ

グナルへの影響が予想された。そこで、細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）の測定を行うことで、ストレス負荷によ

る t-BBEC117の Ca2+動態への寄与を検討した。 

ストレス負荷 t-BBEC 117 細胞における細胞内 Ca2+動態を検討するために、Ca2+蛍光指示薬

fura-2AMを用いた。図 18Aではノーマル群及びツニカマイシン処理群における典型的なCa2+濃度変化

のトレースを示した。ノーマル群とツニカマイシン処理群において静止状態における[Ca2+]i を検討したと

ころ、ノーマル群と比較してツニカマイシン処理群において有意に定常状態における[Ca2+]i が上昇して

いた（ノーマル群: 87.51±3.61 , n=113, ツニカマイシン処理群: 101.44±4.42, n=90, *; p<0.05）（図 18B）。

また、Ca2+-free HEPES溶液灌流により細胞外から Ca2+を除去したところ、両群において[Ca2+]iの低下が

観察された。Ca2+-free HEPES溶液による、[Ca2+]iの変化をまとめたところ、ノーマル群に比較してツニカ

マイシン処理群でこの減少幅が有意に大きかった（ノーマル群: -61.86±2.67, n=113, ツニカマイシン処

理群: -79.60±4.420, n=90, **; p<0.01）（図 18C）。以上の結果から、t-BBEC117に対するストレス負荷は

細胞外からの Ca2+流入を促進すことが明らかとなった。 
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SOCE は脳血管内皮細胞のような非興奮性細胞において主要な Ca2+シグナルを形成すると考えら

れている。図 17において t-BBEC117における SOCEを介したCa2+流入も細胞膜の過分極により促進す

ることが示されたことから、膜電位の変化は SOCE 活性にも大きな影響を与えると考えられる。そこで、

t-BBEC117においてストレス負荷による SOCE活性への影響を検討した。1 μM TGにより小胞体を完全

に枯渇させた後、細胞外液に 2.2 mM Ca2+を加えることで SOCEを誘発させた。SOCEは 2回続けて誘

発させ、2回目の SOCE誘発時には Kirチャネル阻害薬 100 μM Ba2+を適用させた。Ba2+存在下の 2回

目のピーク値を 1.0として、1回目のピークを規格化することで SOCE活性の評価を行った。図 19A, Bは

それぞれノーマル群、ツニカマイシン群における典型的な Ca2+濃度変化のトレースを示した。これらの結

果をまとめたところ、ノーマル細胞と比較してツニカマイシン処理群において有意に SOCE活性が増大し

ていることが明らかとなった（ノーマル群: 1.20±0.026, n=44, ツニカマイシン処理群: 1.31±0.028, n=37, *; 

p<0.05）（図 19C）。 

当研究室では、t-BBEC117 において膜電位感受性色素である DiBAC4(3)により膜電位を測定した

ところ、ATPにより小コンダクタンス Ca2+活性化 K+チャネル（SK2）の活性化による過分極を生じる一方で、

一部の Kir2.1 が豊富に発現した細胞では Ba2+感受性の過分極を生じることを明らかとしている

(68,105)。 

 

図 18  ストレス負荷による細胞内 Ca2+濃度の上昇 

t-BBEC117における細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)を fura-2/AMを用いて測定した。 A. 細胞外溶液から Ca2+を

除去した場合における、典型的な[Ca2+]i 変化を示した（黒線: ノーマル群、灰線: ツニカマイシン処理群）。 

B. 各細胞群における静止状態での[Ca2+]i を示した（ノーマル群: n=113, ツニカマイシン処理群: n=90, *; 

p<0.05）。 C. Aにおける各細胞群における細胞外Ca2+除去による[Ca2+]i変化を示した（ノーマル群: n=113, 

ツニカマイシン処理群: n=90, **; p<0.01）。 
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図 19  t-BBEC117における SOCE誘導性過分極 

t-BBEC117 において、Ca2+蛍光指示薬 fura2AM により SOCE の測定を行った。SOCE 誘発は、Ca2+除去

外液中、小胞体 Ca2+ポンプ阻害薬である 1 μM TGの前処置により完全に小胞体を枯渇させた後、2.2 mM 

Ca2+含有溶液に置換することで行った。SOCE は 2 回続けて誘発し、2 回目の SOCE 誘発時に Kir 阻害薬

100 μM Ba2+を適用した。 A, B. それぞれノーマル群、ツニカマイシン処理群における SOCEのトレースを

示した。 C. Ba2+存在下における SOCEのピーク値を 1.0として、1回目のピークを規格化することで SOCE

活性を評価した（ノーマル群 n=44, ツニカマイシン処理群 n=37, *; p<0.05）。t-BBEC117において、SOCE

誘発時の膜電位変化を膜電位感受性色素 DiBAC4(3)により検討した。 D. ノーマル群、ツニカマイシン処理

群における SOCE誘導性過分極を示した。Dにおいて Ba2+適用前後をそれぞれ α, β とした。 E. 各細胞群

において SOCE誘導性過分極（α）を比較した（ノーマル群 n=76、ツニカマイシン処理群 n=125, *; p<0.05）。 

F. 各細胞群において SOCE誘導性過分極に対する Ba2+の作用（β－α）をまとめた（ノーマル群 n=76, ツニ

カマイシン処理群 n=125, **; p<0.01）。 
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このように t-BBEC117における[Ca2+]iの上昇は SK2や Kir2.1の活性化を介した膜電位制御により Ca2+

流入における正帰還機構を形成している。このことから、SOCE を介した[Ca2+]i上昇によっても同様の正

帰還機構により Ca2+流入に対して寄与している可能性が考えられる。そこで t-BBEC117における SOCE

誘発時に生じる膜電位変化の検討を行った。 

膜電位の測定は膜電位感受性色素 DiBAC4(3)により行った。1 μM TGにより小胞体を完全に枯渇

させた後、細胞外液に 2.2 mM Ca2+を加えることで SOCEを誘発させた。t-BBEC117に対する SOCEの

誘発は、DiBAC4(3)蛍光強度比の低下、すなわち過分極を示した。ノーマル群及びツニカマイシン処理

群における、典型的な DiBAC4(3)蛍光強度比の変化を示した（図 19D）。また、図 19D において Ba2+適

用前後をそれぞれα, βとした。SOCEにより誘発された過分極（α）を比較したところ、ノーマル群に比べツ

ニカマイシン処理群で生じた過分極が有意に大きかった（ノーマル群: 0.626±0.010, n=76, ツニカマイシ

ン処理群: 0.584±0.013, n=125, *; p<0.05）（図 19E）。SOCE誘発後続けて、Ba2+を適用するとノーマル群

では影響が少ないのに対して、ツニカマイシン処理群では多くの細胞において脱分極が生じた。この

SOCE 誘導性過分極に対する Ba2+の反応性の違いから、ノーマル群及びツニカマイシン処理群を 2 種

類の細胞集団に分類した。その結果、ノーマル群における主な細胞集団は Ba2+非感受性過分極を示し

たが、ツニカマイシン処理群における主な細胞集団は Ba2+感受性の SOCE 誘発性過分極を示した。両

細胞群におけるBa2+感受性過分極を生じた細胞の割合をまとめると、ノーマル群において 14%（76細胞

中 11細胞）、ツニカマイシン処理群において 54%（125細胞中 68細胞）であった。この時の DiBAC4(3)

蛍光強度比変化（β－α）をまとめたところ、ノーマル群と比較してツニカマイシン群において有意に脱分

極が生じていた（ノーマル群: -0.037±0.005, n=76, ツニカマイシン処理群: 0.017±0.006, n=125, **; 

p<0.01）（図 19F）。 

t-BBEC117におけるBa2+非感受性の SOCE誘導性過分極が、以前の報告と同様に SK2活性化に

起因するものであることの確認を行った。Ba2+非感受性過分極に対して SK2 阻害薬 100 nM UCL1684

を適用したところ、ノーマル群とツニカマイシン処理群において同程度の脱分極が生じた（ノーマル群: 

0.66±0.014, n=23, ツニカマイシン処理群: 0.70±0.019, n=33, p=0.17）（data not shown）。 

 

t-BBEC117 において、膜電位と[Ca2+]i の関係に対するツニカマイシン処理の影響を検討した。図

17と同様に、パッチ電極から fura2を負荷し膜電位と[Ca2+]iの同時測定を行った。保持電位を図 20Aの

上段に示したプロトコールのように 0 mV, -30 mV, -80 mVへ変化させ、その際のノーマル群及びツニカ

マイシン群における Ca2+濃度変化のトレースを示した。結果をまとめると、ツニカマイシン処理を行った細

胞においてもノーマル群と同様に、保持電位-30 mV よりも-80 mVにおいて顕著に[Ca2+]iの上昇が起こ

った。また、保持電位-80 mVにおいて、ノーマル群とツニカマイシン処理群において[Ca2+]iの上昇に有

意な差は生じなかった（ノーマル群の結果は図 15 と同様のものを使用した）（ツニカマイシン処理群: 0 
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mV; 102.65±5.89, -30 mV; 161.41±14.61, -80 mV; 743.01±150.79, n=5）（図 20B）。 

これまでに、当研究室では t-BBEC117に TRPC1, TRPC3, TRPC5の mRNA発現を報告している

(68)。そこで t-BBEC117に対して、ツニカマイシン処理により細胞外からのCa2+流入経路に変化が生じる

かどうかを検討するために、TRPC1, TRPC3, TRPC5に加えて CRACチャネルの分子実体である Orai1

 

図 20  t-BBEC117におけるストレス負荷による Ca2+流入経路の発現変化 

t-BBEC117 において、膜電位と細胞内 Ca2+濃度の関係を検討した。ホールセルパッチクランプ法による膜電

位固定下においてパッチ電極から fura2を細胞へ負荷し、膜電位を変化させた際のCa2+流入を検討した。 A. 

保持電位を上段に示すようなプロトコールで変化させた時の、ノーマル群及びツニカマイシン処理群における

Ca2+濃度変化のトレースを示した。 B. A のツニカマイシン処理群における保持電位と細胞内 Ca2+濃度の関

係を示した（n=5）。ノーマル群における結果は図 14 と同様のものを使用した。 C. ツニカマイシン処理による

Ca2+透過チャネルの mRNA変化をリアルタイム PCR法により検討した（n=4）。 
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と STIM1 に対してリアルタイム PCR 法により mRNA 発現変化の検討を行った。ノーマル群及びツニカ

マイシン処理群において、各 mRNA発現を比較したところ、TRPC1, TRPC3, TRPC5, Orai1, STIM1い

ずれにおいても発現変化は生じなかった（ノーマル群: TRPC1; 0.046±0.004, TRPC3; 0.0051±0.001, 

TRPC5; 0.0035±0.001, Orai1; 0.017±0.002, STIM1; 0.011±0.001, n=4, ツニカマイシン処理群: TRPC1; 

0.047±0.002, TRPC3; 0.0043±0.001, TRPC5; 0.0030±0.001, Orai1; 0.020±0.0004, STIM1; 0.0083±0.001, 

n=4）（図 20C）。 

 

2-6. t-BBEC117におけるストレス負荷誘導性細胞死に対する Kir2.1の寄与 

ストレス負荷による内向き整流性 K+チャネル発現増加の機能的役割を明らかにするために、細胞

生存に対する 100 μM Ba2+の効果を検討した。ノーマル群及びツニカマイシン処理群における細胞生存

度を 72時間まで 24 時間ごとに、ノーマル群、ツニカマイシン処理群に対してそれぞれコントロール及び

100 μM Ba2+添加群の計 4群においてMTT法により検討した。0時間における細胞生存度を 1.0と規格

化して 72時間における細胞生存度を棒グラフにまとめた。t-BBEC117に対するツニカマイシン処理は細

胞死を誘導するが、このストレス誘導性細胞死は 100 μM Ba2+を添加し、Kir2.1活性を阻害することで部

分的ではあるが有意に細胞死が抑制された（ノーマル群:control; 1.44±0.18, Ba2+;1.26±0.13, n=8, ツニ

カマイシン処理群: control; 0.41±0.06, Ba2+;0.71±0.04, n=6, ## : p<0.01 vs normal, * : p<0.05 vs control）

（図 21）。以上の結果より、ツニカマイシン処理により発現が増加した Kir2.1 はツニカマイシン誘導性の

細胞死の制御に寄与することが明らかとなった。 

 

図 21  t-BBEC117におけるストレス誘導性細胞死に対する Kir2.1の寄与 

t-BBEC117 におけるストレス負荷により誘導される細胞死に対し Kir2.1 の寄与を MTT 法により検討した。0

時間における細胞生存度を 1.0 と規格化して 72 時間における細胞生存度を測定した。ノーマル群、ツニカマ

イシン処理群に対して、コントロール及び 100 μM Ba2+適用による 72時間における細胞生存度をまとめた（ノ

ーマル群: n=8, ツニカマイシン処理群: n=6, ## : p<0.01 vs normal, * : p<0.05 vs control）。 
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2-7. 要約と考察 

本研究において以下のことを明らかにした。 

1.  t-BBEC 117 において、ツニカマイシン処理による小胞体ストレス負荷は内向き整流性 K+チャネル

Kir2.1の発現を増加させる。 

2.  t-BBEC 117において、ツニカマイシン処理によるKir2.1発現増加は深い静止膜電位の形成に寄与

する。 

3.  t-BBEC 117において、ツニカマイシン処理による細胞膜の過分極は細胞外からの Ca2+流入を促進

させ定常状態における[Ca2+]iを上昇させる。 

4.  t-BBEC117 におけるツニカマイシン処理により生じる細胞死の誘導は Kir2.1 活性の上昇が一部寄

与する。 

 

血液脳関門によるバリア機能は脳の発達、成熟及び中枢神経系における恒常性に大きく寄与して

おり、脳血管内皮細胞障害は中枢神経系疾患の増悪を引き起こす。当研究室において正常培養条件

化 t-BBEC117の約 15%の細胞群において Kir2.1が機能発現しており、ATP刺激が SK2 と Kir2.1の連

続的な活性化を生じさせ過剰な過分極を誘発することを明らかにしている。この過分極は TRP チャネル

等からの Ca2+流入を促進させ、持続的な[Ca2+]i上昇を引き起こす(105)。このことから脳血管内皮細胞に

おける SK2 と Kir2.1は血液脳関門の正常なバリア機能維持及び生理条件下における脳のホメオスタシ

スにおいて重要な役割を果たすと考えられる。 

古典的内向き整流性 K+チャネル（Kir2）は、骨格筋や心筋において細胞の静止膜電位を K+の平

衡電位へ近づけることで深い静止膜電位の形成に寄与している(111)。これまでに初代培養ラット脳血管

内皮細胞においてKir2.1とKir2.2の発現が報告されているものの、その生理機能は未だ充分には解明

されていない(54)。そのような中、本研究において t-BBEC117に対するツニカマイシン処理による小胞体

ストレス負荷は Kir2.1 発現を増大させ静止膜電位の形成に寄与する一方で、細胞外からの Ca2+流入を

促進させることを示した。この持続的な[Ca2+]i 上昇は部分的ではあるものの、ツニカマイシン誘導性細胞

死に寄与することを明らかにした。以上の結果は、生理条件下だけではなく病態時においても脳血管内

皮細胞における Kir2.1生理機能の重要性を裏付けるものである。 

Kirチャネルの活性制御機構としてタンパクリン酸化、脱リン酸化が知られている。その中でもKir2.1

は、PKA、PKC、受容体共役型チロシンキナーゼにより制御を受ける(112-114)。また、細胞膜への安定

化を担う足場タンパクである AKAP79 や SAP97 などが Kir2 と相互作用することも報告されている

(115,116)。Kir2.1 の生理及び病態生理における機能として、ヒト筋芽細胞においてチロシン脱リン酸化

による Kir2.1 の活性化が細胞分化の引き金となること(117)、また Kir2.1活性化を介したアストロサイトの

K+取り込み障害がてんかんなどの病態時における神経過興奮の原因となること(118)などが報告されて
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いる。本研究において、小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシン処理により Kir2.1 の発現が増加した。

小胞体ストレスはUPR（unfolded protein response）と呼ばれるシグナル伝達を誘導し、転写制御などの広

範にわたる小胞体ストレス応答を引き起こすことで細胞の保護に作用するが(119)、過剰あるいは長期に

及ぶ UPR はアポトーシスを誘導する(120,121)。Kir2.1 の発現制御機構は未だ十分には研究が進んで

おらず詳細は明らかではないが、Sp-1、Sp-3、NF-Y などの転写因子の活性化により Kir2.1 の転写が制

御されることが示されている(122)。UPR により活性化されるシグナルの 1 つである ATF6 は小胞体膜上

に存在する小胞体ストレスセンサーの 1つであり、転写因子 NF-Y と複合体を形成することが報告されて

いる(123,124)。NF-Y と ATF6の機能的な複合体形成により Kir2.1の転写制御が生じている可能性はあ

るものの、ツニカマイシン処理による Kir2.1発現制御に関しては今後更なる検討が必要である。 

[Ca2+]i の上昇は細胞増殖に必要な機構であるだけではなく、アポトーシス誘導に関与することはよ

く知られている(41,42,103)。また心筋細胞や神経細胞への Ca2+過負荷はネクローシスを引き起こすこと

から(125,126)、細胞死誘導における[Ca2+]i の変動は非常に重要な制御因子である。本研究により明ら

かとなった Kir2.1発現上昇による深い静止膜電位の形成は、TRPチャネルや CRACチャネルを介した

Ca2+流入を促進すると考えられる。TRP チャネル等の非選択的陽イオンチャネルを介した持続的な Ca2+

流入は細胞死を誘導することが報告されている(127)。本研究では、ツニカマイシン処理細胞において核

の形態変化及び DNA断片化が生じており、ツニカマイシン誘導性細胞死がアポトーシスである可能性 

が高いと考えられる（図 22）。しかしながら、Kir2.1 発現上昇がアポトーシスの原因となりうるかは本研究

で明らかにすることはできなかった。ノーマル群と比較してツニカマイシン処理群において、カスパーゼ

 

図 22  ツニカマイシン誘導性細胞死の形態的特徴 

A. Hoechst 33342による核染色。上段がノーマル群、下

段がツニカマイシン処理群における結果を示した。ノーマ

ル群では 、 核の凝集 、 断片化は生 じ なか っ た

（0/50cells）。一方、ツニカマイシン処理群では、11/41 

cellsで生じていた。 B. DNA断片化をアガロースゲル電

気泳動により検出した。 
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3, 7の活性が有意に上昇していたものの、Ba2+適用ではカスパーゼ活性に変化は生じなかった（data not 

shown）。この結果は、Kir2.1 活性化がカスパーゼシグナルの下流に位置する可能性を示唆するもので

ある。しかしながら、Kir2.1 活性化による細胞死が小胞体ストレス誘導性細胞死と異なる機構で生じてお

り、両者が並行して細胞死を引き起こしている可能性も考えられることから、ツニカマイシン誘導性細胞

死に対する Kir2.1の寄与する詳細なメカニズムに関しては更なる検討が必要である。 

結論として、t-BBEC117に対するツニカマイシンによる小胞体ストレス負荷はストレスシグナルを介し

てアポトーシスを引き起こす。また、ストレスシグナルの一部は Kir2.1の発現を増大させ深い静止膜電位

の形成に寄与する。この深い膜電位は細胞外からの Ca2+流入を促進させることにより、持続的な[Ca2+]i

の上昇を引き起こすことで細胞死の制御に関与することが明らかとなった（図 23）。 

 

 

 

 
図 23  t-BBEC117におけるツニカマイシン誘導性細胞死の制御機構 
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IV.  総括 

本研究では脳血管内皮細胞のモデルとして有用である、ウシ脳血管内皮細胞（t-BBEC117）を用い

て脳血管内皮細胞における細胞増殖機構及び細胞死メカニズムについての検討を行い、以下の知見

を得た。 

 

1.  t-BBEC 117において主に機能発現する Orai, STIMの各サブタイプは Orai1及び STIM1であり、

CRAC チャネルを構成しストア作動性 Ca2+流入（SOCE）を担うことを明らかにした。また、ランタノイド

を用いた検討から SOCEは CRACチャネルが主体的に機能するものの、他の TRPチャネル等も関

与すると考えられる。 

 

2.  Orai1及び STIM1に対して siRNAによりノックダウンを行ったところ、いずれにおいても有意に細胞

増殖が抑制された。このことから t-BBEC117 における細胞増殖には Orai1 及び STIM1 から構成さ

れる CRACチャネルを介した Ca2+シグナルが寄与することが明らかとなった。 

 

3.  過剰チミジン法を適用し t-BBEC117に対して細胞周期同調培養を行ったところ、他の細胞周期と比

較して G2/M 期における細胞群において有意に SOCE 活性が低下することが明らかとなった。この

細胞周期依存的な SOCE活性低下の原因を検討するために、細胞周期依存的なイオンチャネル発

現変化を解析したところ、G2/M 期において Orai2 の発現が mRNA 及びタンパクレベルで上昇して

いた。また、細胞周期依存的な SOCE活性低下は。Orai2をノックダウンすることで消失した。このこと

から、細胞周期の G2/M期において Orai2発現が増加し SOCEに対して抑制的に作用していること

が明らかとなった。 

 

4.  細胞周期依存的な SOCE 活性の低下が、細胞周期進行にどのような影響を与えるかを検討するた

めに、siRNA を使用し Orai2 をノックダウンした細胞における細胞周期分布を解析した。その結果、

コントロールと比較して、ノックダウン細胞において G0/G1 期の細胞群の割合が減少していることが

明らかとなった。またMTT法によりOrai2ノックダウン細胞における細胞増殖を検討したところ、コント

ロールと比較して有意に細胞増殖が減少した。以上の結果より、Orai2 は細胞周期依存的に SOCE

活性を変化させ細胞周期進行を制御することで、正常な細胞増殖に寄与することが明らかとなった。 
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5.  ツニカマイシン処理により小胞体ストレスを負荷した t-BBEC117 に対してホールセルパッチクランプ

法を適用した結果、Ba2+感受性内向き整流性K+電流の増加が示された。リアルタイム PCR及びウェ

スタンブロットの結果、内向き整流性K+チャネルKir2.1の発現が上昇していることが明らかとなった。 

 

6.  Kir2.1 の発現上昇は深い静止膜電位の形成に関与することが予想されたため、膜電位感受性色素

DiBAC4(3)により膜電位への影響を検討した。その結果、ストレス負荷細胞において有意に深い静

止膜電位を持つことが示された。また、フローサイトメーターを用い同様に膜電位の検討を行ったと

ころ、ストレス負荷群において深い膜電位を持つ細胞割合が有意に高いことが明らかとなった。 

 

7.  脳血管内皮細胞において、細胞膜の過分極は細胞外からの Ca2+流入を促進すると考えられる。そ

こで、定常状態における[Ca2+]i を測定したところ、ストレス負荷細胞において有意に[Ca2+]i が上昇し

ていた。また膜電位固定下、細胞内 Ca2+濃度を測定したところノーマル群とストレス負荷群に有意な

差がなく、さらに Ca2+流入経路と考えられる Ca2+透過チャネルに発現変化が生じなかったことからス

トレス負荷細胞における[Ca2+]i上昇は細胞の過分極が原因となり生じていることが明らかとなった。 

 

8. ツニカマイシン処理による小胞体ストレス負荷は、t-BBEC117 に対して細胞死を誘導した。一方でこ

のストレス誘導性細胞死は Kir 阻害薬 Ba2+を添加しておくことで部分的ではあるが有意に抑制され

た。 

 

 

脳血管内皮細胞は血液脳関門を構成することから細胞増殖及び細胞死機構について、その制御

機構を明らかにすることは中枢神経系の恒常性機構解明においても重要な知見になると考えられる。

CRAC チャネルを介した Ca2+シグナルは脳血管内皮細胞の細胞増殖を制御する重要な因子であるが、

一方で脳疾患時等において脳血管内皮細胞にストレス負荷されると Kir2.1 発現が増加し、持続的な

[Ca2+]i上昇を引き起こし細胞死が誘導される。このように Kir2.1 は細胞死を引き起こすスイッチとして機

能することで傷害を受けた細胞を取り除く機構として機能していると推測される。 

 本研究で得られた結果は、脳血管内皮細胞における細胞増殖と細胞死のメカニズムに関して重要な

情報を提供するものであり、脳疾患時における中枢神経系の恒常性維持機構を解明する上で非常に有

益な情報となり得る。 
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