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研究成果の概要（和文）：「カルパイン」は多機能な細胞内プロテアーゼで、循環器領域を含む多くの疾患に対する関
与が指摘されている。本研究では、腹部大動脈瘤の血管内皮細胞においてカルパインシステムの過剰亢進が起こること
を明らかとした。内皮細胞のみでカルパインシステムの機能不全が発現するマウスを作出したところ、血管外膜の未成
熟な新生血管が正常化し、病態の改善が認められた。新生血管の正常化は、マウス癌細胞移植モデルならびに網膜症モ
デルにおいても認められ、これがJAK/STAT炎症性シグナルの過剰亢進に起因することを見出した。本結果は、カルパイ
ンシステムが病的血管新生および関連疾患の分子標的として応用可能であることを示している。

研究成果の概要（英文）：Calpain, an intracellular multi-functional protease, reportedly participates in 
the various disorders including cardiovascular diseases. We herein revealed that the calpain systems are 
over-activated in vascular endothelial cells in abdominal aortic aneurysm in mice. The mice lacking 
calpain activity specifically in vascular endothelial cells exhibited normalization of adventitial 
immatured neovessels, thereby suppressing progression of aneurysms. Similar normalization of neovessels 
was detectable in cancer transplantation models and retinopathy models in mice, and was due to the 
over-activation of JAK/STAT inflammatory signals. These data suggests that calpain inhibition is 
promising approach for targeting pathological angiogenesis and related diseases.

研究分野：血管生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）腹部大動脈瘤 
 動脈硬化症の進展はしばしば腹部大動脈
瘤（AAA）を引き起こすことが知られている
が、一旦瘤が破裂すると多くの場合致死的と
なる。瘤の形成時には降圧薬投与またはステ
ントなどの外科的療法が唯一の有効な治療
法であり、瘤の成長や破裂を抑制できる薬物
が渇望されている。発症要因として、AAA外
膜新生血管からのマクロファージ等免疫細
胞の浸潤、サイトカイン・マトリックスメタ
ロプロテアーゼ（MMPs）の増加、血管平滑
筋細胞のアポトーシスなどが挙げられ、最終
的に弾性板構造の崩壊により脆弱になった
部位が拡張・破裂する（Shimizu et al., 
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2006）。 
 
（２）カルパインシステム 
 「カルパイン」は生体内に偏在する細胞内
プロテアーゼで、哺乳動物においては 15 の
触媒サブユニットのホモログが報告されて
いる。特に従来型の µ-または m-カルパイン
の 2サブタイプは、循環器領域を含む多くの
疾患に対する関与が指摘されている。細胞内
では内因性阻害因子カルパスタチンと共に
「カルパインシステム」を形成しており、シ
グナル伝達分子などの基質を厳密に認識し
てプロセシングし、細胞接着や炎症応答を制
御する。近年、カルパイン阻害剤がマウス
AAA モデルに著効を示すことが報告された
（ Subramanian et al., J Cardiovasc 
Pharmacol. 2011）。これはカルパイン阻害薬
が AAA 治療に応用できる可能性を示してい
るが、その分子機構についてはほとんど明ら
かになっていない。 
 
（３）科研費採択前の研究経過 
 我々はｍＭオーダーのカルシウムにより
起動するｍ-カルパインサブタイプが動脈硬
化症を制御することを報告してきた
【Miyazaki et al., Circulation, 2011】。 
① ヒト及び動脈硬化モデル LDL受容体欠損
マウスの動脈硬化病変近傍の血管内皮細
胞において、m-カルパインの発現がアイ
ソザイム特異的に誘導される。 
② カルパイン阻害剤は動脈硬化病変の進展
を抑制する。 
③ ｍ-カルパインは VE-カドヘリンの切断を
通じて内皮バリアを破綻させ、動脈硬化性
血管炎を増悪化させる。 
  
 
２．研究の目的 
 AAA が代表的な動脈硬化性疾患であるこ
とを勘案すると、カルパインシステムが AAA
に関与する可能性は極めて高い。そこで本研
究では、我々が独自に見出している知見を発
展させ、カルパスタチン・カルパインシステ
ムが如何に AAA の発症進展に関わるかの全
貌を解明する。 

 
３．研究の方法 
（１）血管内皮特異的カルパスタチン Tg マ
ウス 
 Cre/LoxPシステムならびにTie-2プロモー
ターを用いて、血管内皮細胞特異的なカルパ
スタチン Tg マウスを作出した。 
 
（２）マウス AAA モデル 
 高脂肪食を負荷したLDL受容体欠損マウス
にアンジオテンシンⅡを持続投与すること
で AAA を惹起する。 
 
（３）マウス担癌モデル 
 マウス皮下にルイス肺癌細胞を移植し、腫
瘍内に形成される腫瘍血管を解析した。 
 
（４）マウス網膜症モデル 
 生後７日目の幼若マウスに５日間高酸素
（７５％）を負荷し、その後通常酸素状態で
５日間飼育し、網膜に形成される病的新生血
管を解析した。 
 
（５）細胞培養 
 ヒト臍帯静脈血管内皮細胞およびヒト皮
膚微小血管内皮細胞を用いた。管腔形成能を
評価する場合、重合させたマトリゲル上に細
胞を播種し、１６時間後の管腔総延長ならび
に単位血管長あたりの分岐数を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）カルパインシステムは AAA 病変におい
て新生血管の未成熟化を引き起こす 
 高脂肪食を負荷したLDL受容体欠損マウス
において、アンジオテンシンⅡの持続投与に
伴い腹部大動脈において瘤の形成が認めら
れたが、同血管では瘤の形成に伴いカルパス
タチンの発現低下が認められた。血管内皮で
の発現低下が顕著であったことから、血管内
皮特異的カルパスタチンTgマウスを作出し、
AAA を誘発したところ、瘤の破裂に伴う個体
死の割合が低下した。また、カルパスタチン
導入により、瘤の外膜新生血管において壁細
胞の被覆ならびに IV 型コラーゲンの蓄積が
亢進し、新生血管の成熟が認められた。新生
血管の成熟が、マクロファージ等免疫細胞の
動員を低下させ、瘤の破裂を低下させたと考
えられる。 
 
（２）カルパインの活性化は病的血管新生を
促進する 
 マウス AAAモデルでは新生血管の密度が低
く、病的血管新生について精度の高い検討を
行うのは難しい。そこで、担癌モデル（ルイ
ス肺癌細胞移植実験）ならびに酸素誘発性網
膜症モデルを用いた病的血管新生の検討を
行った。両モデルにおいて、血管内皮特異的
なカルパスタチンの導入により病的血管新
生が抑制され、担癌モデルの場合は腫瘍の縮



小、網膜症モデルの場合は房状血管の抑制が
認められた。また、カルパスタチン導入によ
り、新生血管における壁細胞の被覆ならびに
IV 型コラーゲンの蓄積が亢進し、血管の成熟
化が認められた。また、カルパスタチン導入
により血管内皮における血管内皮成長因子
-C（VEGF-C）の発現低下が認められ、同細胞
の JAK/ STAT3 経路の下方制御ならびに同経
路の内因性阻害因子 Suppressor of cytokine 
signaling 3（SOCS3）の発現増加が認められ
た。また、野生型マウスにおける酸素誘発性
網膜症は、VEGF-C 中和抗体の硝子体内投与に
より顕著に抑制されることから、病的血管新
生は VEGF-C を介することが示唆される。 
 
（３）カルパインは SOCS3 の分解を引き起こ
し JAK/STAT 経路の活性化を引き起こす 
 試験管内で組換え SOCS3 タンパク質と µ—
カルパインを反応させたところ、µ-カルパイ
ンは SOCS3 を切断・分解することが明らかと
なった。In silico 解析を行い、切断部位を
推定したところ、分子内のプロリン、グルタ
ミン酸、セリン、スレオニン残基を豊富に含
む配列（PEST 配列）付近に切断部位があると
推測された。同部位をアラニン置換した
SOCS3 変異体を作製したところ、一部の変異
体でµ-カルパインによるSOCS3切断効率の低
下が認められた。カルパイン耐性 SOCS3 を培
養血管内皮細胞に導入したところ、野生型
SOCS3 と比較して強い抗血管新生活性が認め
られた。カルパイン耐性 SOCS3 変異体は、シ
クロヘキシミドによりタンパク質合成を停
止させた細胞内において、またはカルシウム
イオノフォアでカルパインシステムを強制
的に活性化した細胞内においても野生型と
比較して高い安定性を示した。培養血管内皮
細胞においてsiRNAを用いてカルパスタチン
発現を低下させたところ、IL-6による ICAM-1、
VCAM-1、E-selectin、MMP3 の発現誘導が促進
された。さらに、IL-6 による SOCS3 の発現誘
導が抑制され、STAT3 のリン酸化が亢進し、
その標的遺伝子である VEGF-C の発現が上昇
した。また、培養血管内皮細胞の IL-6 誘発
性管腔形成はカルパスタチンの欠損により
亢進したが、これは JAK/STAT 阻害剤 AG490、
非選択的 VEGF 受容体阻害剤 AAL933、２型
VEGF 受容体選択的阻害剤 SU1498 および抗
VEGF-C 中和抗体で抑制された。一方、管腔形
成の促進は、抗 VEGF-A 中和抗体では抑制さ
れなかった。カルパスタチン発現の低下は、
IL-6 存在下の細胞増殖および遊走速度を亢
進した。したがって、カルパスタチン欠損に
よる血管新生の促進は、JAK/STAT3/VEGF-C 分
子軸に依存すると考えられる。 
 
（４）成長因子の作用でカルパスタチンの発
現低下が引き起こされる 
 培養血管内皮細胞を血管内皮成長因子-A
（VEGF-A）、インスリン様成長因子（IGF）、
表皮成長因子（EGF）で刺激したところ、カ

ルパスタチンタンパク質の発現低下が認め
られた。ヒト剖検体切片を免疫組織化学的に
解析したところ、正常組織の血管においては
カルパスタチンが高発現しているのに対し
て、星状細胞種、肺腺癌、大腸腺癌内に存在
する腫瘍血管にはほとんど発現していない
ことが明らかとなった。同様の手法でマウス
におけるカルパスタチン発現を確認したと
ころ、大動脈血管内皮細胞で認められた発現
が、担癌モデル（ルイス肺癌細胞移植モデル）
の腫瘍血管では認められないことが明らか
となった。また、酸素誘発性網膜症モデルに
おいては、未成熟な新生血管ではカルパスタ
チン発現が低く、成熟が進んだ血管では発現
が高い傾向が認められた。一方、ヒト剖検体
切片においてSOCS3の発現分布を確認したと
ころ、カルパスタチンと同様に正常組織の血
管において高発現しているのに対して、腫瘍
血管にはほとんど発現していないことが明
らかとなった。したがって、マウス病的新生
血管で認められたカルパインシステムの過
剰亢進および JAK/STAT 経路の活性化は、ヒ
ト病的新生血管においても機能していると
考えられる。 
 
（５）考察 
 病的血管新生は様々な炎症性疾患や腫瘍
の進展に関与することが知られている。近年、
動脈硬化症ならびに AAA において、血管外膜
における新生血管の形成が炎症性細胞の動
員を増加させ、病態を悪化させることが明ら
かになった。これまで、VEGF-A が血管新生に
おいて主導的な役割を担うと考えられてき
たが、炎症性サイトカインも血管新生促進作
用を有することが近年明らかとなった。病的
血管新生は、生理的血管新生と異なり、炎症
性サイトカイン存在下で管腔形成が起こる
場合も多い。成長因子と炎症性サイトカイン
は異なる細胞内シグナル伝達経路を用いる
ため、両者の相互作用を正確に理解すること
が次世代の抗血管新生療法に必要不可欠と
考えられる。本研究において、成長因子シグ
ナルの下流でカルパインシステムが活性化
し、その結果炎症性 JAK/STAT シグナルが亢
進することが明らかとなった。これは、すな
わちカルパインシステムが成長因子シグナ
ルと炎症性シグナルを結ぶ鍵となることを
示している。JAK/STAT シグナル活性化により、
標的分子である VEGF-C が血管内皮細胞にお
いてオートクライン的に作用し、その結果病
的血管新生が潜在的に促進される。したがっ
て、同システムをターゲッティングすること
により病的血管新生ならびにAAAを含む関連
疾患を効率的に抑制することができる。
【Miyazaki T. et. al., Circ Res 2015】 
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