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研究成果の概要（和文）：本研究では冠攣縮性狭心症動物モデルにおいて、カルシウム拮抗薬であるジルチアゼ
ムならびにβ遮断薬であるカルベジロールの冠攣縮抑制効果を明らかにした。さらに細胞培養実験においてその
分子機序について検討し、冠攣縮に関与している新たな分子を同定した。本研究は冠攣縮性狭心症の新たな機序
解明のみならず、難治性冠攣縮性狭心症の新規治療法の開発にも寄与する可能性があり、今後の応用が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we demonstrated the inhibitory effects of carvedilol 
and diltiazem on coronary spasm in mouse models of coronary spastic angina. Furthermore, we 
performed in vitro experiments to further investigate its mechanism, and found intracellular 
signaling pathways and a novel molecule associated with coronary spasm. The present study may help 
better understand mechanism of the coronary spasm and contribute to the development of a novel 
treatment strategy for coronary spastic angina.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 冠攣縮

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
冠攣縮は異型狭心症のみでなく、一部の労作狭心症や急性心筋梗塞症、突然死の病態にも関与する。冠攣縮性狭
心症の治療薬としてカルシウム拮抗薬が用いられているものの、カルシウム拮抗薬抵抗性の難治性冠攣縮性狭心
症患者も少なくなく、治療に難渋する場合も多い。本研究により冠攣縮性狭心症の新しい機序解明のみならず、
カルシウム拮抗薬治療抵抗性の難治性冠攣縮性狭心症の機序解明ならびにその治療法開発への応用が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
冠攣縮性狭心症は冠動脈平滑筋の収縮刺激に対する過剰反応を特徴とする。平滑筋の収縮に

重要な Phospholipase C （PLC）が活性化されると、細胞内カルシウムイオン濃度が上昇する。
我々はこれまでに、冠攣縮性狭心症患者から得られた培養皮膚線維芽細胞において、膜分画 PLC
活性が亢進しており、その主体は PLC-delta 1 であることを報告した。さらに冠攣縮性狭心症患
者より得られた PLC-delta 1 遺伝子のアミノ酸構造配列解析により、257 番目のアミノ酸がアル
ギニンからヒスチジンへ置換する R257H 亜型を発見し、機能解析では R257H 亜型の PLC 活性が
亢進し、細胞内カルシウムイオンの上昇が亢進することを報告した。これら臨床例の解析データ
から、PLC-delta 1 の活性亢進が冠攣縮性狭心症の成因に中心的な役割を果たしていることが示
された。さらに我々は、ヒト R257H 亜型 PLC-delta 1 を血管平滑筋特異的に過剰発現させたマウ
ス（PLC-TG マウス）を作製した。このマウスにアゴニスト（エルゴノビン）を投与すると体表面
心電図にて ST 上昇が観察され、またアゴニスト刺激による冠動脈攣縮が観察された。これらの
ことから、我々が作製した PLC-TG マウスは臨床例に即した冠攣縮性狭心症動物モデルであるこ
とを報告した。 
A キナーゼアンカータンパク（A-kinase anchoring proteins, AKAP）、特に AKAP79/150 は、

シグナル伝達経路において PLC の下流に位置するプロテインキナーゼ C（PKC）に結合し、細胞
外からのカルシウムイオン流入調節に重要な役割を担っている。我々は AKAP79/150 の冠攣縮に
おける役割を検討するため、PLC-TG マウスと AKAP ノックアウト（KO）マウスを交配し、PLC 過
剰発現かつ AKAP79/150 蛋白が発現していないマウス（PLC-AKAP-KO）を作成した。予想に反し、
PLC-AKAP-KOマウスではエルゴノビン投与によるST上昇が全く抑制されなかった。むしろ、AKAP-
KO マウスにエルゴノビンを投与すると、PLC-TG マウスと同様の ST 上昇が観察された。さらに重
要な知見として、AKAP-KO マウスの大動脈平滑筋細胞では、アゴニスト刺激による細胞内カルシ
ウム濃度の上昇は野生型マウスの平滑筋細胞と同等であり、全く亢進していなかった。それにも
関わらず、カルモジュリンキナーゼ II（CaMKII）の発現と活性は亢進していた（カルシウム感
受性の亢進）。これらの知見から、カルシウムと CaMKII との関連について、二つの機序が考えら
れた。一つ目として、PLC-TG マウスでは L型カルシウムチャネル-AKAP/PKA/PKC を介して細胞内
カルシウム濃度上昇が亢進し、結果的に CaMKII の亢進を介して冠攣縮が引き起こされた。二つ
目として、AKAP-KO マウスでは細胞内カルシウム濃度上昇の亢進を伴わずに CaMKII 活性が亢進
し、冠攣縮が誘発された。この二つ目の機序の詳細は、明らかにされていない。さらに興味深い
ことに、CaMKII を抑制するとされるカルベジロールを AKAP-KO マウスに投与すると、冠攣縮の
誘発が抑制された。このカルベジロールによる冠攣縮抑制の機序についてもこれまで全く検討
されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、冠攣縮におけるカルシウム感受性亢進の関与を CaMKII との関連において明

らかにし、β遮断薬であるカルベジロールの冠攣縮抑制効果の機序を、従来からの治療法として
確立しているカルシウム拮抗薬（ジルチアゼム）と比較しながら検討することである。 
 
３．研究の方法 
（１）冠攣縮性狭心症動物モデルにおけるカルベジロールならびにジルチアゼムの冠攣縮抑制
効果の検討 
PLC-TG マウスならびに AKAP-KO マウスを用いて、経静脈的エルゴノビン（30 mg/kg）投与に

より誘発された冠攣縮が、カルベジロール投与により抑制されるかどうかを、体表面心電図によ
る心電図変化（心拍数や ST-T 変化、房室ブロック）により検討した。さらに CaMKII 抑制作用を
有さない他のβ遮断薬（プロプラノロール）を用いて同様の実験を行い、β遮断薬による冠攣縮
抑制がカルベジロール特有の効果である可能性を検討した。さらに細胞培養実験にて、その機序
について検討した。 
（２）CaMKII 遺伝子ならびにβアレスチン遺伝子変異の検討 
ゲノム DNA を使用し、CaMKII ならびに平滑筋細胞の収縮に関与しているとされるβアレスチ

ン 1 の遺伝子変異を直接 DNA シーケンス法にて解析した。冠攣縮性狭心症患者群ならびにコン
トロール群で遺伝子変異の有無を比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）PLC-TG マウスならびに AKAP-KO マウスにおけるカルベジロールの冠攣縮抑制効果と機序
の検討 
PLC-TG マウスにアゴニスト（エルゴノビン）を投与すると体表面心電図にて ST上昇が観察さ

れた。カルベジロールの投与は心拍数や血圧に影響を与えることなく、冠攣縮を抑制した。さら
にラット大動脈平滑筋細胞にムスカリン 3レセプターならびに変異型 PLC-delta1 をトランスフ
ェクションし、アセチルコリンで刺激したところ、カルシウムの細胞内への流入はコントロール



群とカルベジロール群で差を認めなかった。すなわちカルベジロールは細胞内へのカルシウム
流入を抑制することなく、冠攣縮を抑制することが示唆された。 
次に、AKAP-KO マウスにアゴニスト（エルゴノビン）を投与すると体表面心電図にて ST 上昇

が観察された。カルベジロール投与により、ST 上昇は抑制されたが、他のβ遮断薬であるプロ
プラノロール投与では抑制されなかった。さらに AKAP-KO マウスの大動脈より分離培養した大
動脈平滑筋細胞をアセチルコリンで刺激したところ、カルシウムイオンの細胞内への流入はコ
ントロール群とカルベジロール投与群で有意差を認めなかった。すなわちカルベジロールは、細
胞内へのカルシウムイオン流入抑制とは別の機序により、冠攣縮を抑制することが示唆された。 
（２）PLC-TG マウスにおけるジルチアゼムの冠攣縮抑制効果と機序の検討 
PLC-TG マウスを用いて、冠攣縮性狭心症の治療薬として用いられているジルチアゼムの冠攣

縮抑制効果のメカニズムについて検討した。ジルチアゼムは L型カルシウムチャネル（Cav1.2）
の拮抗作用に加え、Cav1.2 のリン酸化ならびにプロテインキナーゼ C 活性を抑制することによ
り、冠攣縮を抑制することが明らかとなった。 
（３）冠攣縮における p122 蛋白の役割の解明 
p122RhoGAP/DLC-1（p122）蛋白は PLC-delta 1 の活性化因子である。p122 蛋白を血管平滑筋

特異的に過剰発現させたマウス（p122-TG マウス）は冠攣縮を引き起こす。このマウスの大動脈
より分離培養した血管平滑筋をアセチルコリンで刺激したところ、カルシウムイオンの細胞内
への流入は野生型マウス由来の大動脈平滑筋細胞と比較して有意に亢進していた。この亢進は
カルシウム拮抗薬であるジルチアゼムにより抑制された。さらに、カルシウムが含まれていない
溶液で同様の実験を行ったところ、細胞内のカルシウムイオン濃度は有意に亢進し、筋小胞体か
らのカルシウム放出を Xestospongin C により抑制すると、カルシウムイオン濃度上昇が抑制さ
れた。以上から、p122 蛋白は筋小胞体からのカルシウムイオン放出亢進に寄与していることが
明らかになった。 
（４）p122 蛋白に結合し PLC 活性を増強させる新たな分子（IQGAP1）の同定 
我々はp122蛋白に結合し、PLC活性を増強させる新たな分子であるIQGAP1を同定した。IQGAP1

を過剰発現させた培養細胞では、アセチルコリン刺激により細胞内カルシウム濃度が上昇した。 
（５）冠攣縮性狭心症患者における CaMKII とβアレスチン遺伝子変異の検討 
冠攣縮性狭心症患者 20名より得られたゲノム DNA を使用し、CaMKII の遺伝子変異を検討した

が、20 名全てにおいてアミノ酸翻訳領域における CaMKII 遺伝子変異を認めなかった。次に、冠
攣縮性狭心症患者 50 名ならびにコントロール群 50 名より得られたゲノム DNA を使用し、βア
レスチン 1の遺伝子変異を検討した。冠攣縮性狭心症患者 11例（22%）ならびに対照群 8例（16%）
に、エクソン 5 領域 176 番目のヘテロ接合型の一塩基置換（C→T）を認めた。しかし二群間にお
いて変異の検出率に差を認めなかった。この一塩基置換は SNP（rs877711）として既に知られて
おり、アミノ酸置換を伴わなかった（His111His、サイレント変異）。 
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