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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症は、肺血管障害により持続的に肺動脈圧が上昇する難病である。
我々は、肺動脈平滑筋に発現するカルシウム感受性受容体の発現機能増加が、肺動脈性肺高血圧症の病態形成に
関与していることを明らかにした。本研究では、カルシウム感受性受容体と機能連関する分子として、TRPC6チ
ャネルを同定した。また、カルシウム感受性受容体拮抗薬の肺動脈性肺高血圧症に対する有用性を確立した。以
上は、肺動脈性肺高血圧症の新規治療戦略に有益な知見である。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension is an intractable disease that pulmonary 
arterial pressure chronically increases due to vascular impairment. We found that upregulation of 
calcium-sensing receptor in pulmonary arterial smooth muscle cells is involved in pathogenesis of 
pulmonary arterial hypertension. In this study, we showed that functional coupling of 
calcium-sensing receptor with TRPC6 channel and usefulness of calcium-sensing receptor antagonists 
for pulmonary arterial hypertension. Our findings provide novel therapeutic strategies for pulmonary
 arterial hypertension.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
肺高血圧症は、肺血管の攣縮や肺血管壁の

肥厚による血管内腔の狭小化、血栓形成によ
る肺血管抵抗の上昇によって、持続的に肺動
脈圧が上昇する進行性かつ難治性の血管疾
患である。病態が進行すると血管壁の肥厚に
伴って動脈壁全体が硬化し、肺血流量が低下
して、右心室に負荷がかかるため右心不全に
陥る。これまでに複数の肺高血圧の発症因子
が見つかっているが、それらが複雑に関連し
ているため、未だに正確な発症機構は解明さ
れていない。肺高血圧症分類の第1群であり、
最も典型的な臨床像を示す肺動脈性肺高血
圧症（PAH）の主な原因は、肺動脈平滑筋の
攣縮と肺血管リモデリングの亢進である
（McLaughlin et al., J Am Coll Cardiol, 
2015）。これらの病態は、細胞質 Ca2+濃度
（[Ca2+]cyt）の過度の上昇によって形成され
る。[Ca2+]cyt 過負荷の要因となる Ca2+流入経
路として、様々な Ca2+透過性イオンチャネル
が報告されている（Morrell et al., J Am Coll 
Cardiol, 2009）。しかし依然として、PAH の
病態変化には、その他の経路不明な Ca2+シグ
ナルが関わっていることが推測されている。 
最近、我々は、PAH の病態形成を担う新規

Ca2+シグナル分子として Ca2+感受性受容体
（CaSR）（図 1）を同定した。すなわち、特発
性肺動脈性肺高血圧症（IPAH）の患者から摘
出した肺動脈平滑筋細胞（PASMCs）において、
CaSR の発現増加および機能増強が認められ
た。CaSR の発現亢進による[Ca2+]cyt過負荷は、
PASMCs の異常増殖を促進し、肺血管リモデリ
ングを形成するため、PAH につながることを
明らかにした（Yamamura et al., Circ Res, 
2012; Yamamura et al., Circ Res, 2013）。 
 

２．研究の目的 
IPAH患者のPASMCsで発現増加するCaSRの

機能を修飾する分子を同定し、その発現解析
および機能解析を行い、CaSR を介した Ca2+シ
グナル経路の解明を目指した。さらに、IPAH
患者の PASMCs で認められる異常な細胞増殖
に対する CaSR 拮抗薬の有効性を証明するこ
とも目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）動物実験 
PAH モデル動物として、低酸素誘発性肺高

血圧症マウス（10% O2で 4 週間曝露）を作製
した。Millar システムを用いて、肺高血圧症
の指標である右室圧（RVP）と右室収縮期圧
（RVSP）を測定した。また、フルトンインデ
ックス（RV/(LV+S) ratio）も算出した。 
 
（２）細胞培養 
ヒト対象群（肺高血圧症以外の肺疾患患者、

Normal)、IPAH 患者、慢性血栓塞栓性肺高血
圧症（CTEPH）患者由来の PASMCs を 10%ウシ
胎児血清、100 U/ml ペニシリン、100 g/ml
ストレプトマイシン、50 g/ml D-バリン、
20 g/ml 内皮細胞増殖因子を添加した 
Medium 199 培地中で培養した。 
 
（３）MTT 試験 
96 穴プレートに播種した PASMCs（～1×104

個/ウェル）に薬物を 72 時間曝露させた。細
胞生存率は、Cell Counting Kit-8（同仁化
学）を用いて測定した。 
 
（４）BrdU 増殖試験 
MTT 試験と同様に検体を準備した。細胞増

殖試験は、Cell Proliferation ELISA, BrdU 
colorimetric)キット（ロシュ）を用いて測
定した。 
 
４．研究成果 
（１）IPAH 患者の PASMCs で発現亢進する
CaSR と機能連関する分子の同定 
これまでの研究で、CaSR の下流で二次的に

[Ca2+]cytを増加させる経路として、transient 
receptor potential canonical subfamily 6
（TRPC6）チャネルが示唆されていた。本研
究では、PAH モデル動物である低酸素誘発性
肺高血圧症マウスを用いて、PAH の病態形成
における CaSR と TRPC6 チャネルの関与につ
いて、それぞれの遺伝子欠損マウスを用いて
解析した。野生型マウスでは、低酸素曝露に
よる RVSP の上昇が認められるが、CaSR ノッ
クアウトマウスでは、その上昇が抑制されて
いた（図 2A, B）。また、フルトンインデック
スの増加も CaSR ノックアウトマウスでは抑
制されていた（図2C）。低酸素曝露によるRVSP
やフルトンインデックスの上昇は、TRPC6 ノ
ックアウトマウスでも抑制されていた（図
2D-F）。 
 

 
図 1 Ca2+感受性受容体（CaSR）のシグナル機構 
Ca2+感受性受容体（CaSR）は、細胞外 Ca2+によって活性
化される。CaSR は Gq タンパク質と共役し、ホスホリパー
ゼ C（PLC）を活性化して、ホスファチジルイノシトール
-4,5-二リン酸（PIP2）からイノシトール -1,4,5-三リン酸
（IP3）を産生し、筋小胞体（SR）上の IP3 受容体（IP3R）か
らの Ca2+遊離を惹起する。PLC の活性化で産生したジア
シルグリセロール（DG）は、プロテインキナーゼ C（PKC）
を活性化した後、分裂促進因子活性化タンパク質（MAP）
キナーゼカスケードにシグナル伝達される。また、CaSR
の活性は、CaSR 作動薬（calcimimetics）や CaSR 拮抗
薬（calcilytics）によっても制御される。［山村 , 血管 , 
2014］ 



 
（２）PAH に対する CaSR 拮抗薬の有効性 

次に、PAH に対する CaSR 拮抗薬の有効性を
証明するために、効率的な細胞アッセイ系の
構築を目指した。IPAH-PASMCs の細胞増殖速
度は、Normal-PASMCs や CTEPH-PASMCs のもの
よりも 1.5 倍ほど早かった。IPAH-PASMCs に
CaSR 拮抗薬である NPS2143 を投与すると、そ
の細胞増殖は濃度依存的に抑制された（IC50 = 
2.64 M ： 図 3 ）。 一 方 、 NPS2143 は
Normal-PASMCsやCTEPH-PASMCsの細胞増殖に
は影響を与えなかった。NPS2143 とは構造的
に異なる種類の CaSR 拮抗薬である Calhex 
231 も、IPAH-PASMCs の過剰な細胞増殖を濃
度依存的に抑制した（IC50 = 1.89 M）。また、
CaSR の活性化薬である R568 は、IPAH-PASMCs
の細胞増殖を促進した（EC50 = 0.33 M）。 
 
 

 
 
 

（３）PAH に対する CaSR 拮抗薬とホスホジエ
ステラーゼ 5型（PDE5）阻害薬の併用効果 
 現在、PAH に対する治療薬としてホスホジ
エステラーゼ 5型（PDE5）阻害薬が使用され
ている。本研究では、PAH に対する CaSR 拮抗
薬とPDE5阻害薬の併用効果を解析した。PDE5
阻 害 薬 で あ る シ ル デ ナ フ ィ ル は 、
IPAH-PASMCs の過剰な細胞増殖を濃度依存的
に抑制した（IC50 = 16.9 M）。一方、シルデ
ナフィルは、Normal-PASMCs や CTEPH-PASMCs
の細胞増殖には影響を与えなかった。
IPAH-PASMCsにCaSR拮抗薬であるNPS2143ま
たは Calhex 231 をシルデナフィルとともに
投与すると、その過剰な細胞増殖は相加・相
乗的に抑制された（図 4）。 

 
図 3 CaSR を標的としたスクリーニング系 
正常ヒト（Normal）、特発性肺動脈性肺高血圧症（IPAH）
患者、慢性血栓塞栓性肺高血圧症（CTEPH）患者由来
の肺動脈平滑筋細胞（PASMCs）において、Ca2+感受性
受容体（CaSR）制御薬の細胞生存率に対する作用を
MTT 法で測定した。CaSR 拮抗薬である NPS2143 およ
び Calhex 231 は、IPAH 細胞でのみ細胞増殖を抑制し
た。一方、CaSR 作動薬である R568 は、IPAH 細胞での
み細胞増殖を促進した。［Yamamura et al., PLoS One, 
2015］ 

 
 
図 2 低酸素誘発性肺高血圧症の病態形成における
CaSR および TRPC6 チャネルの関与 
野生型（WT）および Ca2+感受性受容体（CaSR）遺伝子欠
損マウス（casr-/- ：A~C）、 transient receptor potential 
canonical subfamily 6 （ TRPC6 ） 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス
（Trpc6-/ -：D~F）を正常環境（Normoxia）または低酸素曝
露（Hypoxia）下で4週間飼育した。その後、肺高血圧症の
パラメーターである右室圧（RVP：A, D）、右室収縮期圧
（RVSP：B, D）、フルトンインデックス（RV/(LV+S) ratio：C, 
F）を測定した。CaSR および TRPC6 チャネル遺伝子欠損
マウスでは、低酸素誘発性肺高血圧症の病態が軽減して
いた。*p<0.05, ***p<0.001 vs. WT。［Smith et al., Am J 
Respir Cell Mol Biol, 2015; Tang et al., Am J Physiol 
Lung Cell Mol Physiol, 2016; 山村, 日薬理誌, 2016］ 

 
図 4 IPAH 患者由来 PASMCs の過剰な細胞増殖に対
する CaSR 拮抗薬と PDE5 阻害薬の併用効果 
特発性肺動脈性肺高血圧症患者（IPAH）由来の肺動脈
平滑筋細胞（PASMCs）における細胞増殖を BrdU アッセ
イで測定した。IPAH-PASMCs において、Ca2+感受性受
容体（CaSR）拮抗薬である NPS2143 とホスホジエステ
ラーゼ 5 型（PDE5）阻害薬であるシルデナフィルの併用
効果による細胞増殖抑制効果は、それぞれの単独での
効果よりも強力だった。*p<0.05, **p<0.01 vs. control 
(100%); ##p<0.01 vs. sildenafil or NPS2143 。
［Yamamura et al., Eur J Pharmacol, 2016］ 
 



（４）まとめ 
CaSR および TRPC6 遺伝子欠損マウスでは、

低酸素曝露による肺高血圧症の病態が軽減
していた。そのため、CaSR と TRPC6 チャネル
の発現亢進と機能的連関による[Ca2+]cyt 過負
荷が、IPAH の病態を形成することが分かった。
この分子機構が、PAH における肺動脈平滑筋
の過収縮と肺血管リモデリングの亢進に強
く関与していることが示唆された（図 5）。 
また、IPAH 患者における PASMCs の過剰な

細胞増殖を介した肺血管リモデリングが、
CaSR の活性によって制御されていることを
薬理学的に証明した。さらに、IPAH-PASMCs
の過剰な細胞増殖は、PDE5 活性阻害に加えて、
CaSR 活性も同時に阻害することで、より効果
的な細胞増殖抑制効果を期待できることが
明らかになった。この結果は、CaSR 拮抗薬の
単独投与や PDE5 阻害薬との併用が、PAH の新
規治療法として有用であることを示唆して
いる。 
 

（５）おわりに 
肺高血圧症の中で、最も典型的な臨床像を

示す PAH は、厚生労働省が定める特定疾患治
療研究事業対象疾患（難病）に指定されてい
る。PAH の発症および病態形成機構が、完全
には解明されていないため、適切な治療薬が
存在せず、疾患の治療や患者の QOL（quality 
of life）の改善が不十分であった。近年、
プロスタグランジン I2（PGI2、プロスタサイ
クリン）製剤、エンドセリン受容体拮抗薬
（ERB）、ホスホジエステラーゼ 5 型阻害薬
（PDE5-I）など有効な治療薬が開発されてき
ているが、依然として十分な薬物治療が確立

されたとは言い難く、新規の作用機序を持つ
治療薬の開発が切望されている。そのため、
我々がPAHの病態に関与することを見出した
CaSR や TRPC6 分子が、PAH の病態機構の全容
解明や治療薬の開発につながることが期待
される。 
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図 5 CaSR と TRPC6 チャネルの機能連関 
特発性肺動脈性肺高血圧症患者（IPAH）由来の肺動脈平
滑筋細胞（PASMCs）では、Ca2+感受性受容体（CaSR）と
受容体作動性 Ca2+（ROC）チャネルを担う transient 
receptor potential canonical subfamily 6（TRPC6）の発
現が亢進した結果、持続的な細胞質 Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）
の増加が起こる。[Ca2+]cyt 過負荷は、肺血管攣縮や細胞
増殖・肺血管リモデリングを誘発し、肺動脈性肺高血圧症
（PAH）の病態を形成すると考えられる。［山村 , Bio 
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