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研究成果の概要（和文）：本研究では、臨床例に即した冠攣縮性狭心症動物モデルであるヒトR257H亜型PLC-delta 1血
管平滑筋特異的過剰発現マウス（PLC-TGマウス）を用いて、カルシウムイオンの動態に関わる細胞内シグナル伝達機構
を解析し、カルシウム拮抗薬による冠攣縮抑制効果の機序を分子レベルで初めて明らかにした。本研究は冠攣縮性狭心
症の病態の解明のみならず、難治性冠攣縮性狭心症の機序解明ならびにその治療法の開発という点においても十分に意
義深いと考えられる。

研究成果の概要（英文）：We recently showed that coronary spasm is induced in transgenic mice with 
enhanced phospholipase C-delta 1 activity (PLC-TG). Although calcium antagonist therapy is established as 
a treatment for coronary spastic angina, its precise mechanism remains unclear. In the present study, we 
investigated the efficacy of calcium antagonist and its mechanism using the PLC-TG mice. Calcium 
antagonist suppressed coronary spasm in the PLC-TG mice, as in the clinical cases. Alterations in protein 
expression levels and activity of calcium channels were suggested to be implicated in the pathogenesis of 
coronary spasm and in the therapeutic effect of calcium antagonist. Our study may help better understand 
calcium signaling in the coronary spasm and contribute to the development of novel therapy for 
drug-resistant coronary spasm.

研究分野： 循環器病学

キーワード： 冠攣縮　カルシウム
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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 basal 

tone の亢進と収縮刺激に対する過剰反応を

有する。平滑筋の収縮機構に重要な役割を果

たしている酵素である Phospholipase C
（PLC）が活性化されることにより、細胞内

カルシウムイオン濃度が上昇する。我々は、

冠攣縮性狭心症患者から得られた培養皮膚

線維芽細胞において 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相関を示すこ

と、ならびに PLC 活性亢進の主体は

PLC-delta 1 であることを報告した（J Am 
Coll Cardiol 2000）。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- PLC-delta 1 活性は亢進してお

り、アゴニスト刺激に対する細胞内カルシウ

ムイオンの上昇が亢進することを報告した

（Circulation 2002）。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。 
さらに最近我々は、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）を作製した。この

PLC-TG マウスの冠動脈、大動脈ならびに腸

間膜動脈では、PLC 活性が野生型マウスと比

べて有意に亢進していた。PLC-TG マウスに

エルゴノビンを投与すると、体表面心電図に

て ST 上昇ならびにそれに続く高度房室ブロ

ックが観察された。さらに Microvascular 
filling 法により、アゴニスト刺激による冠動

脈攣縮が観察された。ランゲンドルフ潅流装

置で測定された冠動脈潅流圧は、PLC-TG マ

ウスでエルゴノビン投与により有意に上昇

した。以上の実験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が証明された

(Circulation 2012)。 
冠攣縮性狭心症の治療薬として、カルシウ

ム拮抗薬の投与が確立している。カルシウム

拮抗薬は、電位依存性 L 型カルシウムイオン

チャネルに特異的に結合し、細胞外から細胞

内へのカルシウムイオンの流入を遮断する。

しかし、冠攣縮性狭心症患者におけるアゴニ

スト刺激に対する細胞内カルシウムイオン

濃度の上昇が、細胞内筋小胞体に起因するの

か、それとも細胞外からのカルシウムイオン

流入亢進に起因するのか、その詳細なメカニ

ズムは解明されていない。従って、冠攣縮性

狭心症治療薬としてのカルシウム拮抗薬の

作用機序も十分に解明されたとは言い難い。 

 
２．研究の目的 
  本研究の目的は、臨床例に即した冠攣縮

性狭心症動物モデルであるヒト R257H 亜型

PLC-delta 1 血管平滑筋特異的過剰発現マウ

ス（PLC-TG）を用いて、カルシウムイオン

の動態に関わる細胞内シグナル伝達機構を

解析することにより、臨床に即した冠攣縮の

機序、特にカルシウム拮抗薬の作用機序を明

らかにすることである。 

 
３．研究の方法 
(１)PLC-TG マウスで誘発された冠攣縮に及

ぼすカルシウム拮抗薬の影響 
① 我々のこれまでの実験により、生後 24 週

前後の PLC-TG マウスにおいて、経静脈的エ

ルゴノビン（50mg/kg）投与により冠攣縮が

誘発されている(Circulation 2012)。冠攣縮に

及ぼすカルシウム拮抗薬の影響を検討する

ため、カルシウム拮抗薬（ジルチアゼム 60 
mg/kg/日）を 14 日間連続投与する。カルシ

ウム拮抗薬による降圧の影響を除外するた

め、コントロール群として他の降圧薬（トリ

クロルメチアジド 1 mg/kg/日）を用いて同様

の実験を行い、両薬剤投与後の血圧を

tail-cuff 法にて測定する。 
②経静脈的エルゴノビン（50mg/kg）投与に

より誘発された冠攣縮が、カルシウム拮抗薬

により抑制されるかどうかを、体表面心電図

による心電図変化により検討する。 

 
(２)PLC-TG マウスのカルシウムイオンチャ

ネル発現の検討 
 PLC-TG マウスの大動脈を速やかに摘出

後、電位依存性 L 型カルシウムチャネル

（Cav1.2）の遺伝子発現ならびに蛋白発現を

Real-time PCR法ならびにWestern blotting
法にて検討する。さらに活性型の L 型カルシ

ウムチャネルはリン酸化されているため、リ

ン 酸 化 Cav1.2 (Serine-1928) の 発 現 を

Western blotting 法にて検討する。さらにジ



ルチアゼム投与後のカルシウムイオンチャ

ネル発現の変化についても同様の手法で検

討する。 

 
(３)細胞内遊離カルシウムイオン調整物質の

検討 
 イノシトール 3 リン酸受容体 1（IP3R-1）
は、血管平滑筋の細胞内遊離カルシウムイオ

ン濃度上昇に寄与することが知られている。

A キナーゼアンカータンパク（AKAP）はプ

ロテインキナーゼ A （PKA）に結合するタ

ンパク質の一群であるが、特に AKAP79/150
は PKA のみならず、L 型カルシウムイオン

チャネルや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）にも結合し、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（Scott et al, Circulation 2010）。PLC-TG
マウスにおけるこれらの物質の蛋白発現に

ついて検討する。さらに PKC 活性について

も検討する。 

 
４．研究成果 
(１)①PLC-TG マウスにおいて、ジルチアゼ

ムならびにトリクロルメチアジト投与後の

収縮期血圧は同等であり、2 群間に有意差を

認めなかった。 
②エルゴノビン投与により誘発された冠攣

縮は、ジルチアゼム投与により抑制されたが、

トリクロルメチアジト投与では抑制されな

かった（p<0.05）。 
(２）マウス大動脈における Cav1.2 の蛋白発

現は、PLC-TG マウスにおいて野生型マウス

と比較して有意に低下していた。一方、リン

酸化 Cav1.2 の発現は、PLC-TG マウスにお

いて亢進し、さらにリン酸化蛋白の割合

（p-Cav1.2/Cav1.2）は PLC-TG マウスにお

いて有意に亢進していた。ジルチアゼムはリ

ン酸化 Cav1.2 の発現を抑制し、リン酸化蛋

白の割合を有意に減少させた。 
(３)マウス大動脈における IP3R-1 ならびに

AKAP 蛋白の発現は、2 群間に有意差を認め

なかった。Cav1.2 のリン酸化に重要な役割

を担っている PKC 活性は、PLC-TG マウス

において有意に亢進し、ジルチアゼム投与に

より抑制された。 
以上のことから、Cav1.2 ならびにそのリ

ン酸化の変化が冠攣縮の病態に関与してい

ることが示唆され、カルシウム拮抗薬による

L 型カルシウムチャネルの直接阻害と同時に、

PKC 抑制を介した L 型カルシウムチャネル

リン酸化の抑制が、カルシウム拮抗薬の冠攣

縮の抑制機序である可能性が示された。 
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