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研究成果の概要（和文）：低酸素状態は虚血性心疾患や動脈硬化などの循環器疾患の病態形成に深く関与する。本研究
では、低酸素誘導性小胞体酸化還元酵素Ero1の心血管リモデリングにおける役割を明らかするため、Gene trap ESクロ
ーンを用いて、Ero1遺伝子欠失マウスを作製した。興味深いことに、ヒト腹部大動脈サンプルを用いた免疫組織学的検
討の結果、同疾患部位においてEro1発現が上昇していることを見いだした。そこで、Ero1遺伝子欠失マウスにアンジオ
テンシンIIを持続投与したところ、腹部大動脈瘤が形成されることを見いだした。Ero1は腹部大動脈形成に重要な役割
をはたしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypoxic stimuli play important roles in the development of cardiovascular 
diseases such as ischemic heart disease, atherosclerosis. In the present study, to clarify the role of ER 
oxidoreductin-1 (Ero1), a major ER oxidase, in the development of abdominal aortic aneurysm, we have 
tried and succeeded to create Ero1 knockout mice by ES trap method. Interestingly, we found that Ero1 
expression increased in human samples from abdominal aortic aneurysm. We also found that continuous 
infusion of angiotensin II induced abdominal aortic aneurysm in Ero1 knockout, but not normal, mice, 
suggesting that Ero1 plays an important role in the development of abdominal aortic aneurysm.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 

  小胞体は全蛋白質の約 30%を占める分泌蛋
白質が合成される細胞内小器官である。新たに
合成された分泌蛋白質は、小胞体内でシャペロ
ンやジスルフィド結合などの翻訳後修飾により
フォールド(折りたたみ)された後、分泌経路に運
ばれる。一方、低酸素刺激はミスフォールド蛋
白質(高次構造上の異常蛋白質)の小胞体内蓄
積を引き起こす(小胞体ストレス)。この小胞体ス
トレスに対する細胞応答として、蛋白質折りたた
みを担う小胞体シャペロンが誘導され、同時に、
新規蛋白質の翻訳が抑制され、小胞体への負
荷を軽減させる(小胞体ストレス応答)。しかし、ミ
スフォールド蛋白質蓄積が小胞体応答による対
応能力を逸脱した時、小胞体よりアポトーシス
シグナルが発信される(小胞体発信アポトーシ
ス)。現在では、小胞体は細胞の生死を決定す
る重要な細胞内小器官として注目されている。
興味深いことに、ミスフォールド蛋白質蓄積が
神経変性疾患や糖尿病・脂肪肝などの疾患に
関与することが明らかになり、世界中で活発な
研究が行われている。私たちは、ヒト不全心サ
ンプルにて小胞体ストレス応答が惹起されてい
ること、小胞体発信アポトーシスシグナルが心
肥大・心不全発症に重要であることを示した
(Circulation 2004, 2010)。また、ヒト冠動脈組織
標本にて、プラーク破綻部位に小胞体ストレス
応答が惹起されていること、ならびに、酸化コレ
ステロールによるマクロファージの細胞死は小
胞体発信アポトーシスシグナルを介することを
示した(Circulation 2007)。以上より、小胞体スト
レスが心肥大・心不全の発症や動脈硬化プラー
ク破綻に関与することを世界に先駆けて明らか
にした(Minamino T et al. Circ Res 2010)。 
小胞体内でおこなわれる、チオール基の酸化
還元をベースとしたジスルフィド結合の形成・異
性化・開裂は、蛋白質の高次構造形成および機
能発現制御において重要な役割を担う。小胞体
にはジスルフィド結合導入酵素として protein 
disulfide isomerase (PDI)が存在し、またその再
酸化分子として Ero1 が存在する。Ero1 は 
PDI を酸化する際、活性酸素種(ROS)である過
酸化水素を副産物として生じる(Zanget al.,2008)。
また、Ero1 は小胞体膜上カルシウムチャンネ
ル IP3 receptor (IP3R) を活性化し、小胞体か
らのカルシウム流入を制御する(Li et al.,2009)。
すなわち、Ero1 は小胞体ストレス軽減、分泌蛋
白質促進、ROS 産生、カルシウム制御など循
環器系疾患の根幹になる病態に重要であること
が予想されるが、その病態生理的な役割は明ら
かでない。そこで、培養ラット心筋細胞に小胞体
ストレスの一つである 低酸素刺激を加え、ジス
ルフィド結合関連酸化還元酵素の遺伝子発現
をマイクロアレイ法により網羅的に解析した。興
味深いことに、低酸素刺激早期から Ero1 のみ
が発現を急激に増大することを見出した。次に、
低酸素状態が病態形成に深く関与するヒト心筋
梗塞部位サンプル、ならびに、血管障害・修復
の過程では様々なサイトカインやマトリックスメ
タロプロテアーゼなどの分泌蛋白質が関与する

ヒト大動脈瘤サンプルを用いて免疫組織学的検
討を行い、Ero1 発現が著明に増大していること
を見出した。以上より、心血管リモデリングにお
ける Ero1 の病態生理学的な役割を検討するた
め、下記の研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 

低酸素状態は虚血性心疾患、動脈硬化、腹
部大動脈瘤などの循環器疾患の病態形成に深
く関与する。私たちは、新しい病態概念である小
胞体ストレスが心血管リモデリングの進展に重
要な役割を果たすことを世界に先駆けて示した。
本研究では、低酸素誘導性小胞体酸化還元酵
素 Ero1（endoplasmic reticulum oxidoreductin 1）
の腹部大動脈瘤の形成過程における役割を明
らかにする。本研究の成果として、心筋リモデリ
ングにおける小胞体ストレスの役割解明が進み、
Ero1 を標的とした循環器創薬に貢献することが
期待できる。 
 
３．研究の方法 

1.低酸素刺激による小胞体ストレス応答に及ぼ
す Ero1 の役割検討 

 ラット新生仔培養心筋細胞を用いて、低酸素
条件下において、Ero1 のノックダウンまたは強
制発現が、小胞体ストレス発信アポトーシスシ
グナルである CHOP や小胞体シャペロンである
KDEL の発現に及ぼす影響を検討する。 

2. ヒト血管平滑筋細胞、マクロファージ細胞を
用いて、低酸素刺激時における各種蛋白質分
泌に及ぼす影響ならびに小胞体ストレス軽減作
用について Ero1 の役割検討 

 THP-1 細胞に PMA 処理を行い、マクロファー
ジに分化させ、マクロファージにおける低酸素
刺激による Ero1 発現変化を検討した。また、培
養大動脈平滑筋に低酸素刺激を加え、Ero1 発
現変化を検討した。 

3. Ero1 KO マウスと ApoE KO マウスのダブル 
KO マウスを用いて、大動脈瘤形成に及ぼす 
Ero1 の役割検討 
ApoE KO マウス、または、Ero1 KO マウスに
アンジオテンシン II を持続投与することにより
腹部大動脈瘤モデルを作製した。 

４．研究成果 

低酸素刺激による心筋小胞体ストレスにおける 
Ero1 の役割 

 培養心筋細胞に低酸素刺激を加えると、Ero1
上昇と、CHOP発現・KDEL上昇を認め、Ero1の
ノックダウンにより、CHOP発現・KDEL上昇の増
強を認めた。逆に Ero1 を強制発現していると
CHOP 発現・KDEL 上昇の抑制を認め、ノックダ
ウンの Rescue も可能である。心筋細胞の
TUNEL 染色陽性細胞数は、低酸素刺激で上昇
し、Ero1 ノックダウンでよりさらに増加する。Ero1
は低酸素下で心筋保護的に働いている可能性
が示された。 

 



マクロファージ・血管平滑筋における Ero1 発現 

 THP1 細胞において、単球からマクロファージ
への分化過程において、Ero1 発現が増大する
ことを明らかにした。また、Ero1 遺伝子ノックダ
ウンにより、マクロファージのケモカイン、サイト
カインの分泌能は抑制されるが、貪食能に変化
を認めなかった。低酸素刺激により、マクロファ
ージ、大動脈血管平滑筋細胞において、Ero1
が著しく誘導されることが明らかになった。 

Ero1 KO マウス作製 

Ero1 KO マウスには既存の報告(Li et al., 
2009; Zito et al., 2010)があり、これは Gene trap 
法により Ero1 の正常蛋白質合成を阻害し、
Ero1 の機能が失われたことが確認されている。
私たちは報告されている Gene trap ES クロー
ンを購入し、KO マウスを作製し、遺伝子タイピ
ングで確認し、Ero1 KO マウスの作製を確認し
た。 

腹部大動脈瘤部位におけるEro1発現増大―動
物モデルやヒト大動脈瘤サンプルを用いた検討 

 分担研究者羽尾は、ApoE KO マウスにアンジ
オテンシン II を持続投与することにより腹部大
動脈瘤モデルの作製に成功している。このモデ
ルを用いた免疫組織学的検討の結果、腹部大
動脈瘤形成部位において、Ero1 発現が増大し
ていることが明らかになった。   

複数のヒト大動脈瘤サンプルを用いて免疫組
織学的検討を行い、Ero1 発現が著明に増大し
ていることを確認した。 

腹部大動脈形成における Ero1 の役割検討 

10 週齢の Ero1-/-KO マウスを用いて、AngII
持続投与を行ったところ、大動脈に瘤形成が認
められた。本 KO マウスのバックグランドである
10 週齢の B6 マウスに対し AngII 持続投与を行
っても瘤形成は認めらないことから、Ero1 は腹
部大動脈瘤形成に重要な役割を果たすことが
示唆された。今後、さらに、サンプル数を増加す
るとともにメカニズムに関する検討をさらに進め
る。 
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