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研究成果の概要： 
心血管系細胞において、一酸化窒素(NO)は重要なガス状シグナル伝達物質であり、

虚血性心疾患・心不全・高血圧などの病態に密接に関与する。私達は性ホルモンが

非ゲノム作用を介して心筋イオンチャネルを制御することを初めて明らかにした

が、これには内皮型 NO 合成酵素(eNOS)を介した NO が関与する。一方、神経型 NO 

合成酵素(nNOS)を対して産生された NO は心筋電位依存性 Ca2+チャネルを制御し、

その制御因子の遺伝子多型(SNP)が心臓突然死のリスク因子となる。これらの致死

的な不整脈発現と関わる NO による心筋イオンチャネル制御の基盤となるトランス

ポートソームの分子実態を明らかにした。                        
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 直接経費 間接経費 合 計 
Ｈ17年度 5,900,000 0 5,900,000 

18年度 23,400,000 0 23,400,000 
19年度 13,700,000 0 13,700,000 
20年度 8,600,000 0 8,600,000 

21年度 8,300,000 0 8,300,000 
総 計 59,900,000 0 59,900,000 
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１．研究開始当初の背景 
一酸化窒素(NO)は内皮弛緩物質と

して同定された経緯があり、心血管

系では極めて重要なシグナル伝達分

子であり、虚血性心疾患・心不全・

動脈硬化に対して保護的に働くこと

が知られている。ところがNOの心血

管系イオントランスポートへの関与

は不明な部分が多い。申請者は心筋

イオンチャネルのCa2+
応答（Circ. R

es. 2005）・性ホルモンnon-genomi

c pathwayによる心筋・血管平滑筋イ

オンチャネル制御（Circulation 2005

）に対するNOの関与を明らかにした

。 
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２．研究の目的 
心血管系細胞におけるNO合成酵素を

中心とするトランスポートソーム、

特に性ホルモンnon-genomic pathw

ayに関するトランスポートソームの

分子基盤を解明する。  
 
３．研究の方法 

(1) 単離モルモット心室筋に対するパッチ
クランプ法を用いた電位生理学的解析 

(2) Computer simulation を用いた性ホル
モンの電気生理学的作用のモデル化 

(3)Western blotting や
immuocytochemistryなどの一般的な分
子生物学的手法を用いた検討 

(3) Biotin-switch assay 法を用いたニトロ
シル化の検討 

(4) スクロース密度勾配分画法を用いた細
胞膜内での局在の検討 

(5) PLA(proximity ligation assay)を用い
たタンパク質の共局在の検討 

 
４．研究成果 

(1) 性ホルモン非ゲノム経路による心筋イオ

ンチャネル制御 

 主な性ホルモンのテストステロン

（DHT）、エストラジオール(E2)、プロ

ゲステロン(P4)の心室筋活動電位に対

する作用を見ると、DHT・P4は濃度依存

性に活動電位幅(APD)を短縮する。E2の

作用は複雑であり、低濃度(0.1 nM-1 nM)

では APD を約 10％程度延長し、逆に比

較的高濃度(10 nM-100nM)では短縮する。

低濃度 E2による APD延長作用は QT延

長症候群の男女差を理解する上で極めて

重要となるが、NO を介さない反応であ

った。 

DHT・P4、および高濃度 E2による APD

短縮は、性ホルモン投与開始 5 分以内か

ら出現し、10分程度で定常状態に達する

ことから、急性の効果すなわち非ゲノム

作用と考えられる。NO スカベンジャー

である carboxy-PTIO・L-NAC、eNOSの

阻害剤 L-NIO により消失することから、

非ゲノム作用のうち eNOSを介する反応

と考えられる。 

APD 短縮のイオンメカニズムを検討す

ると、緩徐活性型遅延整流性 K+
チャネル

電流 IKsと L 型 Ca2+
チャネル電流 ICa,Lが

性ホルモンの主要なターゲットであった。

コントロール状態では DHT、E2、P4 は

濃度依存性に IKsを活性化し、EC50は各

性ホルモンにおいて 5 nM 前後であり、

これら性ホルモンの臨床血中レベル内で

作用する。一方、ICa,L に対してはコント

ロール状態ではほとんど作用が見られな

いが、cAMP 刺激により増大した ICa,Lに

対しては明らかな抑制作用を示す。その

IC50は P4 において求められているが 30 

nM前後であり、これは P4濃度が上昇す

る黄体期の臨床血中濃度に相当する。つ

まり、臨床血中濃度あるいは性周期で変

動する血中濃度範囲で性ホルモンは心筋

再分極時間に影響することになる。 

 

(2) NOによる IKs・ICa,L調節メカニズム 

性ホルモンはコントロール状態では IKs

を活性化し、cAMP 刺激時には ICa,Lを抑

制するが、これらの作用はいずれも NO

スカベンジャーで消失することから、NO

によるものと考えられる。 

NO 産生の上流経路と産生された NO に

よる作用メカニズム、すなわち NO 下流

経路の 2 点が次の疑問点として浮かび上

がってくる。まず下流経路である NO の

作用メカニズムを見ていくと、良く知ら

れているのが soluble guanylate cyclase 

(sGC)のヘム鉄に NO が結合しこれを活

性 化 し 、 産 生 さ れ る cGMP が

cGMP-dependent protein kinase (PKG)

や cGMP-dependent phophodiesterase 

(PDE)を活性化する sGC/cGMP経路であ



 

 

る。Furchgott博士が見つけたアセチルコ

リンによる血管弛緩反応も sGC/cGMP

経路を介する作用である。一方、最近注

目されているのがタンパクCys残基のチ

オ ー ル 基 を 直 接 ニ ト ロ ソ 化 す る

s-nitrosylation 経路である。sGC/cGMP

経路は sGC阻害薬ODQにより抑制する

ことができる。一方、s-nitrosylation経路

は酵素反応を介さない経路であり特異的

な阻害薬が存在しない。アルキル化剤NEM

や還元剤 DTT が非特異的ではあるがタ

ンパクニトロソ化反応を阻害する。性ホ

ルモンの IKs・ICa,Lに対する作用メカニズ

ムを見てみると、IKs活性化は ODQ 非感

受性であり NEM・DTT 感受性であるこ

とから s-nitrosylation 経路を介すること

が示唆される。一方 cAMPにより増強さ

れた ICa,Lの抑制は、ODQ感受性、NEM・

DTT非感受性であり、sGC/cGMP経路を

介するものと考えられる。 

 

(3) KCNQ1の s-nitrosylation 

(2)に記載したように、NO による IKsチ

ャネルは s-nitrosylation によることが示

唆された。 

IKs チャネルは -subunit の KCNQ1 と

-subunitのKCNE1のヘテロ複合体から

構成される。このいずれがニトロシル化

されるのかを、biotin-switch assay法を用

いて検討すると、KCNQ1 がニトロシル

化され KCNE1 はニトロシル化されなか

った。 

KCNQ1 には 9 個の Cys 残基があるが

Cys-Ala 変異を用いてニトロシル化のタ

ーゲットを探索すると、C末端 445 番目

のCysがニトロシル化されることが判明

した。同 Cysは前後に酸性および塩基性

アミノ酸が存在することが他のCysと違

う特徴であった。この酸性アミノ酸、塩

基性アミノ酸を中性アミノ酸に置換する

と、Cys445はそのままでもニトロシル化

されなくなったことから、酸性アミノ酸、

塩基性アミノ酸に挟まれていることが洞

アミノ酸が他のアミノ酸と違いニトロシ

ル化の標的となる分子メカニズムである

ことが明らかとなった。 

 

(4) ICa,L調節における cAMPと cGMPのクロ

ストーク 

(2)に記載したように、性ホルモンおよび

その下流シグナル分子 NOによる ICa,Lの

調節は、cGMP依存的であること、cAMP

により活性化されたときにのみ観察され

ることから、cAMP-cGMP のクロストー

クが重要となることが示唆された。 

心筋細胞に存在する主要な cGMP 依存

性シグナルには、protein kinase G (PKG)

と phosphodiesterase (PDE)があります

が、PKG 阻害薬 KT-5823 存在下では性

ホルモンによる ICa,L 抑制作用は依然と

して観察されますが、PDE阻害薬 IBMX

存在下では消失したことから、少なくと

もモルモット心室筋では PDE を介する

cAMP 分解の亢進が cAMP/PKA 活性化

ICa,Lチャネルの抑制のメカニズムと考え

られました。 

PDE2特異的阻害薬EHNA存在下では性

ホルモンによる ICa,L チャネル抑制作用

は消失し、PDE3特異的阻害薬milrinone

存在下では ICa,L チャネル抑制は依然と

して観察されることから PDE2 が ICa,L

チャネル抑制に関与することが示唆さ

れました。PDE2・PDE3 の局在を検討

するために行ったスクロース密度勾配

分画法では、私たちの実験条件では分画

4-6が lipid raft/caveolae 分画であり性ホ



 

 

ルモン非ゲノム経路に関わるシグナル

分子は同 lipid raft/caveolae 分画に局在

しました。ICa,Lチャネル サブユニット

CaV1.2も大部分は lipid raft/caveolae 分

画(分画 4-6)に存在し、小部分がより高

い密度の分画に存在しました。PDE2・

PDE3 の検討では、PDE2 は大部分が

lipid raft/caveolae分画(分画 4-6)、PDE3

は大部分がより高い密度の分画あるい

は細胞質に存在しました。 

PLA(Proximity Ligation Assay)法はOlink 

Bioscience 社が開発したタンパク質間

の近接性を検出する免疫細胞・組織染色

システムです。オリゴヌクレオチド修飾

を施した 2 次抗体を用い、これに PLA 

probeがハイブリダイズすることにより

直径約 50 nmの環状構造が形成され、増

幅反応でシグナルを増幅することによ

り 50 nm 以内に近接するタンパク質間

の相互作用を感度良く検出できるシス

テムです。そこで、CaV1.2 と PDE2、

PDE3 の相互作用を検討したところ、

PDE2・PDE3とも Cav1.2の 50 nm以

内の空間に位置することが示されまし

た。電気生理学実験およびスクロース密

度勾配分画法の結果と合わせると、

PDE2あるいは PDE3と共存する2種類

の Cav1.2があり、lipid raft/caveolae 分

画で PDE2と相互作用する Cav1.2が性

ホルモン非ゲノム経路に関与するので

はないかと現時点では考えられる。 
 

(5) シグナル伝達経路 

NO 産生の上流経路に目を向けると、性

ホルモンにより IKs増大作用・ICa,L抑制作

用は通常の性ホルモン受容体阻害薬、

c-SRC 阻害薬、PI3-kinase 阻害薬、Akt

阻害薬、eNOS 阻害薬で消失すること、

性ホルモン投与により約 10 分程度で

Akt・eNOS がリン酸化されることから、

性 ホ ル モ ン 受 容 体

c-Src PI3-kinase PIP3(3,4,5) 

Akt eNOS NO という経路で NO が

産生させると考えられた。 

次に、これらの分子の細胞内局在をスク

ロース密度勾配遠心分画法を用いて検討

すると、我々の実験条件では fraction 5

に caveolae・lipid raft マーカーである

caveolin-3・flotillin-1が移動することから

fraction 5が lipid raft/caveolae分画と考

えられる。KCNQ1, eNOS も主として

fraction 5 に移動することから lipid 

raft/caveolae 分画に局在することが分か

る。KCNE1、 ICa,L チャネル -subunit 

CaV1.2、c-Src, PI3-kinaseの調節サブユ

ニット p85、Aktは fraction 4-11および細

胞質分画に比較的広く分布しているが、

少なくともかなりの割合が fraction 5 に

存在する。以上の電気生理学実験・生化

学 実 験 か ら 、 心 筋 細 胞 で は lipid 

raft/caveolae に NO により心筋イオンチ

ャネルを調節する“イオントランスポー

トソーム”が形成されていることが明ら

かとなった。 

 

(6) 非ゲノム経路担当性ホルモン受容体 

スクロース密度勾配遠心分画実験で得ら

れた興味深い知見として、 estrogen 

receptor (ER), androgen receptor (AR), 

progesterone receptor (PR)のいずれにお

いてもC末端抗体では認識されるがN末

端抗体では認識されない、すなわち N末

端の短縮したアイソフォームが fraction 

5に局在している。ERに関してはまだ議

論の余地は残されているものの、このア

イソフォーム ER46 が血管内皮細胞にお



 

 

いて非ゲノム経路を担う受容体であるこ

とが報告されている。ところが AR・PR

に関してはこのような報告はなされてい

ない。そこで N末端短縮型 AR(AR45)に

対して検討を行った。 

AR45 は、全長 AR(F-AR)の alternative 

splicing variantであり、エクソン 1の代

わりに短いエクソン 1b から翻訳が開始

される。マウスやラットなどのげっ歯類

ではエクソン 1b にストップコドンが存

在するため AR45は発現せず、一方ヒト、

犬、牛などの大動物では AR45 が存在す

る。またヒト心臓ではmRNAレベルの検

討では F-AR はほとんど発現せず、一方

AR45 は極めて豊富に発現する。すなわ

ち、AR45は進化的に発現が制御される、

ヒト心臓で優位に発現するアイソフォー

ムである。F-ARと AR45をクローン化し

て異所性発現系で機能解析を行うと、

F-ARは DHT刺激により核内移行するが

AR45 は核内移行しなかった。レポータ

ーアッセイでは、F-ARは ARE(androgen 

responsive element)の転写を促進したが、

AR45 は転写を促進しなかった。一方、

F-AR は非ゲノム経路のレポーター分子

ERK のリン酸化を誘導しなかったが、

AR45は誘導した。したがって、AR45は

心臓では非ゲノム経路作用を特異的に担

当するアンドロゲン受容体であることが

示唆された。 

 

(7) NOS1AP KOマウスを用いた研究 

NOS1AP(NOS1 adaptor protein)は、

NOS1 に結合し機能調節を行う分子で

す 。 最 近 の GWAS(genome-wide 

association study)で、NOS1APの SNPs

が 2型糖尿病・統合失調症などとともに

心電図の QT 間隔・心臓突然死に極めて

強く関連することが明らかとなりまし

た。研究室の笹野が留学中、in vitro実験

で NOS1AP をモルモット心室筋に過剰

発現させると、ICa,Lチャネルを抑制する

ことを報告しています。そこで、今回は

in vivo での作用を検討するために、

NOS1AP KO マウスを国立国際医療セ

ンター加藤規弘博士から供与いただき

解析を進めた。 

基礎データとして、NOS1AP KOマウス

は心拍数・QRS間隔・QT時間が有意に

増加しており、自発性に心室期外収縮を

頻発しました。これらの変化は NOS 阻

害薬 L-NAME 投与により正常化しまし

た。電位感受性色素を負荷したランゲン

ドルフ還流心から記録した活動電位は、

NOS1AP KO マウスでその持続時間が

有意に延長していました。また、電気刺

激による伝導ブロック・頻脈性心室不整

脈の誘発率が上昇していました。 

以上から、NOS1APが in vivoでも心筋

再分極時間、ならびに不整脈発現に関与

することが明らかになりつつあります。

性ホルモン非ゲノム作用に関わる

NOS3(eNOS)由来 NOと NOS1APが関

わる NOS1(nNOS)由来 NO はいずれも

ICa,L チャネルを抑制しましたが、

NOS3(eNOS)由来 NO は cAMP/PKA に

より活性化された ICa,L チャネルを主に

抑制したのに対して、NOS1(nNOS)由来

NOはcAMP/PKAにより活性化されない

ベースラインの ICa,L チャネルも抑制し

たことから、同じ NOなのに作用に違い

があることが明らかとなった。また、性

ホルモン非ゲノム経路は不整脈に対し

て保護的に作用するのに対して、

NOS1AP の SNPs は突然死のリスクと

なり、不整脈に対しても逆の作用をする



 

 

ことが知られている。NOS3(eNOS)のプ

ロ モ ー タ ー 領 域 に は estrogen 

responsive element (ERE)が存在し、

estrogen により up-regulation されるの

に対して、NOS1(nNOS)はプロモーター

領域に androgen responsive element 

(ARE) と progesterone responsive 

element (PRE)が存在し、androgen・

progesterone により up-regulation され

ることから、心臓における性差の鍵を握

る可能性が示唆された。 
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