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り、詳細はいまだ不明である。そこで、血管平滑筋に

おいてNSCCとの関連が注目されているTRPC３と

TRPC６に着目し、これらのノックアウトマウスを用い

た実験系の構築を進めており、現在までに非侵襲的に

実験可能な対光反射による瞳孔収縮径の解析手法を確

立し測定を続けている。本研究ではマウスの瞳孔括約

筋という微小な平滑筋の持続相にTRPC３とTRPC６

の遺伝子欠損が与える影響を詳細に調べることでその

分子実体を明らかにすることを最終目標として研究を

遂行した。

【方 法】

８～１２週齢の雄のTRPC３およびTRPC６ノックアウ

トマウスの四肢を固定し、暗闇で３０分暗順応させた

後、LEDの光刺激を用いて対光反射を誘発させ、記録

は赤外線から可視光まで記録可能なCMOSカメラに

顕微鏡用の対物レンズを直結したものを用いてLED

照射前から記録し、その画像データから暗順応中の瞳

孔経、縮瞳後の瞳孔経、収縮の時定数を求め、野生型

と遺伝子改変マウスとで比較を行った。

ダブルノックアウトマウスの作製は１２９Sv系統の

TRPC３ノックアウトマウスとTRPC６ノックアウトマ

ウスを交配させることで行った。まず両者の交配によ

ってTRPC３およびTRPC６ともにヘテロの個体を得

た。交配によって得られた仔マウスは耳片をサンプル

としたgenotypingをKAPAMGKIT（KAPABIOSYS-

TEMS）を用いて行い、そこから得られた遺伝子型に応

じて選別し、交配を繰り返し行うことで作製を進めた。

【結果と考察】

TRPC３およびTRPC６、さらに野生型を加えた３系

統での比較において、収縮前における瞳孔径、および

収縮速度において有意な差を確認することはできなか

った。しかしながら収縮後の瞳孔径はTRPC６におい

てやや大きくなる傾向があるようにみられた。ただそ

の傾向は弱く、より多くの結果を集めて慎重に考察す

る必要がある。これとは別に、眼内平滑筋を対象にし

た研究ではないが、TRPC３とTRPC６はそれぞれ単独

のノックアウトでは野生型と有意な差は見られない

が、両方をノックアウトすることではじめて影響が出

るという報告１）もあることから、TRPC３とTRPC６は

瞳孔括約筋においても相補的に働いている可能性が考
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【目 的】

眼内平滑筋における収縮の持続相は、他の多くの平

滑筋の場合と同様、細胞外からのCa２＋流入を必要とす

るが、その分子実体や作用機序に関してはいくつかの

候補があるものの、詳細は分かっていない。これまで

に本研究室では、ウシ毛様体筋（遠近調節のための眼

内平滑筋）における実験により、持続相におけるCa２＋

流入が単位コンダクタンスの異なる２種類の非選択性

陽イオンチャネル（NSCC）を介することを示した。そ

れらの分子候補としてのTRPC１、TRPC３、TRPC４、

TRPC６やOrai１などの発現もすでに確認しているが、

ウシ材料では遺伝子ノックダウンなどの適用が困難

で、また遺伝子改変動物の利用は事実上不可能あるた

めNSCCとの関連についての検討は行き詰まってお
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えられ、このことを確かめるためにダブルノックアウ

トマウスを用いた検証が必須である。しかしながら、

ダブルノックアウトマウス産生は極めて効率が悪く、

また設備の問題から繁殖が小規模にしか行えなかった

などの理由により、必要数のTRPC３/６ダブルノックア

ウトのマウスを得ることができなかったため、十分な

検証は行えなかった。今回の研究期間内でダブルノッ

クアウトマウスの測定結果を比較検討するには至らな

かったが、今後も繁殖を進め、ダブルノックアウトマ

ウスとTRPC３およびTRPC６それぞれのノックアウ

トマウス、および野生型マウスの比較を行ってゆきた

い。
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