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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症の病態の一部にRho/ROCKシグナルが関与していると言われている。申請
者らは筋特異的カベオラ関連タンパクMURCをノックアウトしたマウスで肺高血圧モデルを作製し評価したところ、対照
と比べ有意に肺高血圧の程度が抑制されていた。ラット大動脈平滑筋細胞でMURC発現を抑制すると増殖・遊走が有意に
抑制されRhoA活性も低下していた。同じカベオラ関連タンパクであるCaveolin-1(Cav1)はGα13との結合によりRho/ROC
Kシグナルを抑制するが、MURCはCav1とGα13との結合を弱め、Gα13の活性化を介してRho/ROCKシグナルが活性化する
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Emerging evidence suggests that the Rho/ROCK pathway is associated with pulmonary 
arterial hypertension (PAH). MURC/cavin-4, is a muscle-restricted caveolar-related protein. In this 
study, we found that in a chronic normobaric hypoxia model, MURC-knockout (MURC-/-) mice exhibited 
attenuated PAH and vascular remodeling compared with wild-type mice. Rat aortic smooth muscle cells had 
reduced RhoA activity, proliferation, and migration. Caveolin-1 (Cav1) which is a caveolar-related 
protein suppresses Rho/ROCK pathway through Gα13 inactivation. MURC bound to Cav1 and inhibited the 
association between Cav1 and the active form of Gα13, resulting in facilitated Rho activation. These 
results suggest that the association of MURC with Cav1 promotes Gα13-mediated Rho/ROCK activation, which 
causes vascular remodeling and subsequent PAH.

研究分野：循環器病学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肺動脈性肺高血圧症(PAH)は、肺血管の
内膜肥厚、血栓などにより肺血管抵抗が上昇
し、低酸素血症、右心不全を経て死亡する、
原因不明の肺高血圧症である。症状の出現時
には、かなり器質的変化が進んでいるため、
2000 年初頭までは診断確定から平均生存期
間が 3 年と非常に予後不良な疾患であった。
病理学的には肺血管壁肥厚が特徴的であり、
何らかの原因で血管内皮細胞に障害され、ト
ロンボキサン、セロトニン、ET などの血管収
縮因子の増加、PGI2 や一酸化窒素（NO）とい
った血管拡張因子の減少が生じてPAHの病態
を形成している、とされている。 
 
(2) 上述の知見を基にPGI2製剤、ET拮抗薬、
PDE-5 阻害薬が治療に使われるようになり、
それ以降の患者の生存率は著しく改善して
来ているが、これらの治療は PAH の病期の進
行を遅らせられるだけであり、根治治療とま
では言い難い。現在の治療は肺動脈の弛緩が
主体の治療法であり、積極的に肺血管内膜肥
厚の縮小させる新たな治療法が必要とされ
ている。 
 
(3) 申請者らは以前に、心筋細胞、骨格筋細
胞、血管平滑筋細胞といった筋細胞特異的に
発現する蛋白質 MURC を単離・同定した。心
臓に対する解析で MURC は心筋収縮能と刺激
伝導系の維持に重要な役割を果たしており、
また、MURC は心筋細胞内の Rho/ROCK シグナ
ル伝達に不可欠であることを示した①。他施
設との共同研究で MURC の遺伝子異常が家族
性の拡張型心筋症患者に存在することも報
告している②。 
 
(4) MURC は、その後の研究で細胞膜上のカベ
オラ形成に関わるカベオラ関連タンパク
Cavin ファミリーの１つ(のちに Cavin-4(別
名)と命名)であることが明らかとされた③が、
同 じ カ ベ オ ラ 関 連 タ ン パ ク で あ る
caveolin-1 (Cav1)が PAH の原因遺伝子の１
つであることも明らかになっている④。また、
平滑筋細胞遊走には Rho/ROCK シグナルが関
与している⑤。 
 
(5) MURCは心筋細胞だけでなく平滑筋細胞に
も存在しており、心筋細胞と同様に平滑筋細
胞内でも Rho/ROCK シグナルに関与している
のであれば PAH の発症・進展にも影響を与え
ている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 前述のように、PGI2 製剤、エンドセリン
(ET)拮抗薬、PDE-5 阻害薬などの登場で PAH
治療の進歩には目を見張るものがあるが、肺
動脈における血管平滑筋細胞増殖の原因な
ど、PAH の発症、進展メカニズムは不明な部
分が多い。 
 

(2) 本研究では、PAH に対する未知の発症・
進展機構を探索するため、血管平滑筋細胞で
の MURC の機能を解析し、PAH の新規治療ター
ゲットを創出できる可能性を探ることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 上述の目的を達成するため、全身 MURC
欠損(MURC-KO)マウスと Sm22-Cre マウスと
MURC(flox/flox)マウスを掛け合わせて平滑
筋細胞特異的にMURC遺伝子を欠損させた(平
滑筋特異的 MURC-cKO)マウスを作成した。こ
れらのマウスを 1%酸素濃度の低酸素チャン
バー内で 4週間飼育することにより、肺高血
圧モデルを作製し、右室内圧の程度や組織像、
タンパク・mRNA 発現量について HE＆免疫組
織染色、電子顕微鏡、ウェスタンブロット、
realtime RT-PCR 法を使って対照群と比較し
た。 
 
(2) マウスで得られた結果を培養平滑筋細
胞でも確認するべく、ラット大動脈平滑筋細
胞、ヒト肺動脈平滑筋細胞に対しレトロウイ
ルスベクターを用いて MURC 過剰発現または
発現抑制を行った。増殖能、遊走能は WST-1
と p200 ピペットチップによるスクラッチ法
で、タンパク・mRNA 発現、タンパクの局在評
価は、ウェスタンブロット、realtime RT-PCR、
免疫染色で行った。 
 
(3) Cav1 や Rho シグナルに関わる Gα13、
p115RhoGEF と MURC の相互作用を検討には免
疫沈降法のほかに、BiFC 法と Pull-down 法を
使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 4 週間の低酸素チャンバー内飼育により
マウス肺高血圧モデルを作製したところ、野
生型では肺高血圧の増悪に伴い著明に右室
収縮期圧が上昇したが、全身 MURC 欠損であ
る MURC-KO マウスと平滑筋特異的 MURC 欠損
である MURC-cKO マウスの両群は野生型と比
較し有意に右室収縮期圧が低下していた。組
織切片での評価でも右室拡大が MURC-KO, 平
滑筋特異的 MURC-cKO 群で有意に抑制され、
右室重量の増加も有意に抑制されていた。平
滑筋特異的 MURC-cKO においても肺高血圧症
の抑制が認められたことから、αSMA 抗体に
よる肺毛細血管の組織免疫染色を行ったと
ころ、野生型の肺高血圧モデルで認められる
著明な血管平滑筋細胞増殖による中膜肥厚
が MURC-KO、平滑筋特異的 MURC-cKO では有意
に抑制されていた。これらの所見から、MURC
欠損による肺高血圧抑制のメカニズムには
血管平滑筋細胞の遊走・増殖の抑制が重要で
ある可能性が示唆された。 
 
(2) MURC はカベオラ関連タンパクであり、他
の関連タンパクである Cav1, Cav3, cavin-1
の欠損では細胞種によってはカベオラが消



失することが報告されている⑥⑦。MRUC におい
ては、心筋細胞で欠損させてもカベオラは消
失しない①。しかしながら、血管平滑筋細胞
については未評価だったことから、透過型電
子顕微鏡を用いて肺血管について新たに評
価を行った。結果は心筋細胞の時と同様、肺
血管平滑筋細胞のカベオラは消失しておら
ず形状も野生型との差異は認められなかっ
た。このことから、MURC 欠損による肺血管の
肥厚は、血管平滑筋細胞の消失や形状変化と
いったカベオラの構造変化によるものでは
なく MURC そのものの機能の欠如が重要であ
る可能性が示唆された。 
 
(3) 肺高血圧モデルで得られた結果をもと
に、レトロウイルスベクターを使用して MURC
遺伝子を過剰発現または発現抑制をした培
養血管平滑筋細胞に対して増殖能・遊走能の
評価を行った。ラット大動脈平滑筋細胞、ヒ
ト肺血管平滑筋細胞とも、MURC 発現を shRNA
で抑制した細胞では遊走能・増殖能ともに有
意に抑制され、MURC を過剰発現させた細胞で
はそれらが有意に亢進していた。また、この
亢進は Rho 活性を抑制する薬剤(ROCK 阻害
薬)Y-27632 の投与により抑制された。肺高血
圧において Rhoの活性後に MYPT1 がリン酸化
されるが、MURC-KO の肺高血圧群ではそれが
有意に抑制されていた。これらの結果から、
MURC 欠損による肺血管平滑筋細胞の遊走・増
殖の亢進はRhoシグナルが重要であると考え
られた。 
 
(4) p115RhoGEF は Rhoタンパクを不活性化型
から活性型への変換を促すGDP-GTP交換因子
の１つで、血管の緊張を制御している⑧。免
疫染色と BiFC 法による MURC と p115RhoGEF
の細胞内局在評価では、これらのタンパクが
細胞膜上に共局在していることが明らかに
なった。P115RhoGEF の dominant negative 
form である変異タンパク p115(2A)を投与す
ると MURC 過剰発現で引き起こされる Rho 活
性が有意に抑制され、MURC による Rho 活性化
には p115RhoGEF が関与していることが示唆
された。 
 
(5) ヒトにおいて P115RhoGEF は三量体 G タ
ンパクの中の Gα12/13 と結合することによ
り活性化される。肺高血圧症の原因遺伝子の
一つである Cav1 はこれら G タンパクの機能
を抑制する働きがあることが示されている⑨。
BiFC法や免疫沈降反応にてMURCとCav1が細
胞膜上に共局在し相互作用しうることを確
認した後、ヒト平滑筋細胞内で Cav1 および
MURCを過剰発現させRho活性を評価したとこ
ろ、Cav1 のみ過剰発現させると Rho 活性は抑
制されたが、MURC も同時に過剰発現させると
その抑制が解除されRho活性は亢進した。GST
を融合させたGα13を使ったpull down assay
の結果から、MURC は Cav1 と同様に活性型で
ある GTP結合型 Gα13と相互作用があること

が明内なった。さらに、GTP 結合型 Gα13 と
Cav1 が作用すると Gα13 と p115RhoGEF との
相互作用が減弱するが MURC は Cav1 の減弱作
用に拮抗し、Gα13 と p115RhoGEF の相互作用
を強めることも明らかになった。 
 
(6) 今回の研究成果により、肺血管平滑筋細
胞内の MURC は Rho シグナルを制御すること
により細胞増殖・遊走をコントロールしてい
ることが明らかとなった。さらに、Rho シグ
ナルの制御は Cav1 と Gα13 の相互作用を
MURC が抑制的に制御することによって
p115RhoGEFからのRho活性化をコントロール
していることも判明した。肺高血圧症におい
てはこの肺血管平滑筋細胞内で MURC を介し
たRho活性の亢進が起こり血管中膜での細胞
遊走・増殖が引き起こされ、肺高血圧の進展
に寄与していることが示唆される。 
 
(7) 今回明らかになった平滑筋細胞の遊
走・増殖に関する知見は、これまで報告され
てきたリン酸化や活性型への変換といった
機能を持たないタンパクである MURC でもシ
グナル伝達の制御に関わり得る、という点に
おいて非常に重要な知見と考えている。今回
の成果が今後の肺高血圧症の治療ターゲッ
トの創出に寄与することを期待している。 
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