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研究成果の概要（和文）： 

PLC-δ1 活性を制御（亢進）する p122（1083 個のアミノ酸で構成される蛋白）に着目し、冠

攣縮性狭心症患者とコントロール例で p122 の遺伝子および蛋白発現を比較検討した。その結果、

冠攣縮性狭心症患者から採取された培養皮膚線維芽細胞において p122 遺伝子発現と蛋白発現

がコントロール例に比して有意に亢進していた。一方、大動脈平滑筋細胞に p122 蛋白を過剰発

現させると PLC 活性が亢進し、さらにアセチルコリン刺激に対する細胞内カルシウムイオン濃

度が上昇していた。p122 遺伝子発現亢進の機序としては、p122 遺伝子の 5’側 promoter 解析

により、-228G/A ならびに-228A/A 変異が冠攣縮性狭心症男性患者の約 10%で認められ、それら

の変異による promoter 活性が亢進していた。以上より、冠攣縮性狭心症患者における PLC-δ1

活性亢進の機序の一つとして p122 蛋白の発現亢進が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
A p122 protein was recently cloned to potentiate phospholipase C (PLC)-δ1 activity. To 
investigate the role of p122 in the enhanced vasomotility, we examined p122 expression 
in the cultured skin fibroblasts obtained from patients with and without coronary spasm, 
intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) at baseline and after stimulation with 
acetylcholine in the cells transfected with p122, and promoter in genomic DNA. p122 
protein and gene expression levels in patients with coronary spasm (n=11) were enhanced 
compared with that in control subjects (n=9) (both p<0.01). [Ca2+]i at baseline and the 
peak increase in [Ca2+]i in response to acetylcholine were both two times higher in cells 
transfected with p122 than in those without p122. In the p122 promoter analysis, the 
-228G/A and -1466C/T variants revealed the increase in luciferase activitiy. The -228G/A 
variant was more frequent in male patients than in male controls (p<0.05). In conclusions, 
p122 is upregulated in patients with coronary spasm, which causes increased [Ca2+]i to 
acetylcholine and thereby seems to be related to enhanced coronary vasomotility.  
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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が収縮刺

激に対して過収縮性を示す疾患である。そ

の成因として、他施設における検討では、

冠攣縮狭心症や心筋梗塞例において、血管

内皮細胞の一酸化窒素（NO）合成酵素(NOS)

の promoter 領域に遺伝子異常を認めるこ

とが報告されている。NOS 活性の低下とこ

れによる NO 産生低下は血管トーヌスの亢

進や血小板凝集、血管内膜の肥厚、そして

動脈硬化性変化の促進にはつながる可能性

があるものの、NO 産生低下のみで心筋虚血

をきたす冠動脈の過剰収縮反応（冠攣縮）

を直接的に説明することは困難である。一

方 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 膜 に 存 在 す る

Phospholipase C（PLC）が刺激されると細

胞内カルシウムイオン濃度が上昇し収縮シ

グナリングが起動する。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

進していること、PLC 活性と冠動脈の basal 

toneおよび収縮刺激に対する反応性が正相

関を示すこと、膜分画 PLCの主体が PLC-δ1

であることを既に報告した（J Am Coll 

Cardiol 2000）。さらに PLC-δ1 活性亢進

の機序として 864G-A 遺伝子変異を見出し

たが（Circulation 2002）、この遺伝子変

異は冠攣縮性狭心症患者の10％に認められ

るに過ぎず、他の機序について検討を進め

てきた。 

 
2．研究の目的 
 
冠攣縮性狭心症は冠動脈平滑筋の basal 

tone の亢進と収縮刺激に対する過剰反応（攣
縮）を特徴とする。本研究の目的は、冠攣縮
の成因を分子レベルで解明することであり、
このために臨床例より得られた試料を対象
とし、収縮に関わる細胞内情報伝達系につい
て分子生物学的に検討することである。これ
までに我々は、冠攣縮性狭心症患者から得ら
れた培養皮膚線維芽細胞の膜分画 PLC活性が
亢進しており、PLC 活性と冠動脈の basal 
tone および収縮刺激に対する反応性が正の
相関を示すこと、PLC 活性亢進の主体は
PLC-δ1 であることを明らかにした。さらに
PLC-δ1 活性に抑制的に作用する small G 蛋
白の Rho A と、促進的に作用する P122 蛋白
について検討し、Rho A の蛋白発現には異常
を認めなかったものの、P122 の蛋白発現は冠
攣縮性狭心症患者で著明に亢進していた。本
研究では PLC-δ1活性亢進の機序に関する検
討をさらに進め、P122 蛋白発現の亢進が実際
に PLC-δ1活性を亢進させるのか明らかにす

る。 
 
3．研究の方法 
 

1) PLC-δ1 活性化因子 P122 蛋白・mRNA 発

現の検討 

本研究は当学部倫理委員会で承認されて

いる。患者からの検体の採取は文書による

同意を得た後に実施する。 

対象は臨床所見（病歴および発作時の心

電図）より冠攣縮性狭心症と診断され、冠

動脈造影検査時に実施したアセチルコリン

（ACh）負荷試験により自覚症状、虚血性心

電図変化を伴う冠攣縮が誘発された症例お

よび冠攣縮を示唆する病歴を有しない不整

脈症例（コントロール群）。心臓カテーテル

検査時にカテーテル挿入部より皮膚小片を

採取し、線維芽細胞を培養した。この培養

皮膚線維芽細胞を scrape し、蛋白画分を遠

心分離後、Western blot 法により P122 の

細胞内発現量を NIH image で定量化した。

冠攣縮性狭心症群で mRNA の発現が亢進し

ているかを検討するために培養皮膚線維芽

細胞からキットにて mRNA を抽出し、NCBI

データベースの mRNA ID: AF 026219 を参考

にし、primer 並びに Taqman probe を作製

した。これらを用いて real-time RT-PCR 法

により定量的に冠攣縮性狭心症群ならびに

コントロール群における P122 の mRNA の発

現量を比較検討した。 

 

2) P122 蛋白・mRNA 発現亢進機序の検討 

冠攣縮性狭心症患者におけるP122の蛋白

発現亢進の機序を解明するために、患者か

ら採取したゲノムを用いてP122のpromoter

解析を行った。NCBIデータベースのgenome 

ID: AH 011020を参考にし、promoter領域に

対する種々のprimerを作製した。PCR法によ

りP122のpromoter領域を増幅後、各PCR産物

をDye Terminator法にて蛍光標識した。ABI

 PRISM310 Genetic Analyzerにて直接DNA

シーケンスを行い、塩基配列を決定し、変

異の有無を検討した。 

冠攣縮性狭心症患者ならびにコントロー

ル群のP122のpromoter領域につき、ルシフ

ェラーゼアッセイを行った。具体的には、 

P122のpromoter領域をPCR法にて増幅後PCR

産物をルシフェラーゼレポーターベクター

（Picagene basic vector）に挿入した。 

pcDNAI/Neo-β-galactosidase plasmidと 

p122のpromoter領域が挿入されたルシフェ

ラーゼレポーターベクターをヒト冠動脈平

滑筋細胞にcotransfection後、ルミノメー



 

 

ターを用いてルシフェラーゼ並びに 

β-galactosidase活性を測定した。また、

冠攣縮性狭心症患者でP122のpromoter領域

に変異が見つかった場合は、そのPCR産物を

用いて、同様にルシフェラーゼ活性と 

β-galactosidase活性を測定し、変異がな

い場合と比較検討した。 

 
3) p122 過剰発現による PLC-δ1 活性の変化
の検討 

Human embryonic kidney (HEK) 293 細胞お
よびヒト冠動脈平滑筋細胞・ラット大動脈平
滑筋細胞（A7r5）を用い検討した。PLC-δ1
と ム ス カ リ ン M1 受 容 体 遺 伝 子 を
transfection 後、正常またはアミノ酸置換を
伴 う 変 異 P122 遺 伝 子 （ siRNA ） を
cotransfection させ、アセチルコリン刺激に
対する細胞内遊離カルシウムイオンの反応
性について、fura-2 を使用し分光蛍光光度計
にて測定した。 
 
4．研究の成果 

冠攣縮性狭心症患者から採取された培養皮

膚線維芽細胞において、p122遺伝子発現と蛋

白発現はコントロール例に比して有意に亢進

していた。下図Aはp122蛋白量（GAPDHとの比

較）で、冠攣縮性狭心症群（CSA）ではコント

ロール群に比して約1.8倍亢進していた。Bは

p122 mRNA発現で（GAPDHとの比較）、CSA群で

はコントロール群に比して約1.4倍亢進して

いた。 
 

 
 

P122発現とPLC活性との関連を見ると、大動

脈平滑筋細胞にp122蛋白を過剰発現させると

PLC活性が亢進し、さらにアゴニスト（アセチ

ルコリン）刺激に対する細胞内カルシウムイ

オン濃度上昇も亢進していた。下図はp122蛋

白を過剰発現させた大動脈平滑筋細胞の細胞

内Caイオン濃度〔baseline (A), アセチルコ

リン刺激後(B)〕とPLC活性(C)を示すが、

PLC-δ１存在下ではPLC活性の亢進とCaイオ

ン濃度の増加が認められた(*p<0.05)。一方、

siRNAによるPLCノックダウン下では認められ

なかった。 
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p122遺伝子発現亢進の機序としては、p122

遺伝子の5’側promoter解析により、-228G/A

ならびに-228A/A変異が冠攣縮性狭心症男性

患者の約10%で認められ、それらの変異による

promoter活性が亢進していた。 

以上より、冠攣縮性狭心症患者における
PLC-δ1活性亢進の機序の一つとしてp122蛋
白の発現亢進が示唆された。      
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