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研究成果の概要（和文）：血圧調節に重要な血管の平滑筋細胞で、7回膜貫通型受容体APJを過剰発現するマウ
ス・SMA-APJを作製し、APJ受容体がα1アドレナリン受容体（α1-AR）と機能的に相互作用することで血管の強
縮や血圧上昇、心臓冠動脈の狭窄を誘導することを見出した。本研究では、血管平滑筋APJ活性化による血管の
収縮反応をマウス心臓で直接証明し、また、APJがα1-ARと物理的に相互作用すること、さらに、細胞内シグナ
ルや血管異常収縮にてAPJはα1A-ARと最も強い協調的な増強反応を示すことが判明し、生体内での血管収縮制御
におけるAPJとα1A-ARとの機能的相互作用の重要性を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：APJ is a G protein-coupled receptor and highly expressed in various 
cardiovascular tissues. Although the physiological function of APJ on vascular endothelial cells was
 identified as a hypotensive system, its action on vascular smooth muscle cells (VSMCs) is still 
unclear. To examine the physiological role of APJ on VSMCs, we generated transgenic mice expressing 
APJ specifically in VSMCs, called SMA-APJ. Interestingly, I found sustained bradycardia and the 
development of coronary stenosis in SMA-APJ following apelin administration. An ex vivo assay using 
the Easy Magnus System revealed that the aorta of SMA-APJ was contracted intensively when 
co-stimulated with apelin and noradrenaline, a ligand of α1-adrenergic receptor (α1-AR).

研究分野：生化学　発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 生体恒常性において、正常血圧の維持は必
須であり、血管の収縮制御は極めて重要であ
る。血管の緊張性は、「収縮」と「弛緩」の
バランスで調節され、これには、7 回膜貫通
型受容体を中心としたホルモン受容体系が
大きな役割を担っている。この、血管の緊張
性制御の破綻は、高血圧や心臓冠動脈の血管
狭窄による狭心症などの重篤な疾患へと繋
がるが、高血圧の分子基盤は未だ不明な点が
多く、虚血性心疾患の原因分子については特
定されていない。 
 APJ 受容体は、血管や心臓等の循環器系で
発現し、内在リガンドとしてアペリンが同定
されている。申請者は、APJ 受容体欠損マウ
スを世界に先駆けて開発し、APJ は血圧降下
作用を有する新規血圧制御系であり、この血
圧降下作用には内皮細胞の eNOS 活性化を介
すことを明らかにしてきた（下図、J. Biol. 
Chem., 2004）。一方、血管内皮細胞に隣接し、
血管の収縮に重要な血管平滑筋細胞におい
てもAPJが発現していることを申請者は明ら
かにしている（未発表）。APJ 受容体は、その
他、脂肪組織や骨格筋組織、脳を含めた中枢
神経系にも発
現して多彩な
生体内作用を
有することが
予想されてい
るが、その機
能解明は始ま
ったばかりで
ある。 
 
 近年、生体内における受容体を介したシグ
ナル作用は、単一の受容体による作用に加え
て、複数の受容体間の機能的、物理的な相互
作用が重要であることが示唆されつつある
（下図）。APJ 受容体に関しても、最近、AT1
受容体と物理的にヘテロダイマーを形成し
AT1 による動脈硬化を抑制すること、κオピ
オイド受容体とヘテロダイマーを形成し細
胞増殖を促進することが報告されたが、生体
恒常性における役割は殆ど解明されておら
ず、血管の緊張性制御メカニズムにおける受
容体間相互作用の解明は大きな意味を持つ。 

 申請者は、これまで血圧制御に重要なホル
モン受容体系である、レニン・アンジオテン

シン系の研究に携わり、慢性高血圧モデルマ
ウスや妊娠高血圧マウス等を開発し循環器
疾患における本系の病態生理学的意義を解
明してきた。その後、申請者は新規ホルモン
受容体APJが血圧降下作用を有する新しい血
圧制御系であることを明らかとした。近年、
APJ のリガンドであるアペリンが血管平滑筋
収縮の指標であるミオシン軽鎖をリン酸化
すること、また、内皮細胞を剥離した血管を
収縮させることが報告された。これらのこと
から申請者は、血管平滑筋上 APJ の血圧制御
に関与する可能性を考え、血管平滑筋細胞特
異的 APJ 遺伝子導入マウス（SMA-APJ）を作
製した（未発表）。SMA-APJ マウスでは、アペ
リンにより一過性の血圧上昇が認められ、こ
の昇圧反応と血管収縮との関連を検討する
ため単離血管リング標本を用いた収縮力測
定を行ったところ、SMA-APJ マウスの血管に
おいて、アペリンの単独投与では収縮は認め
られないものの、ノルアドレナリンとアペリ
ンの同時投与により血管が異常な収縮を起
こすこと（上図）、この反応には主に APJ と
α1 アドレナリン受容体（α1-AR）との協調
作用によることを突き止めている（未発表）。
また、SMA-APJ マウスでは、アペリン投与に
より心臓の冠動脈狭窄が誘導されることが
判明している（未発表。下図）。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、血管平滑筋上の APJ とα1-AR と
の間には機能的な相互作用が存在すると考
え、『受容体間相互作用を介した血管平滑筋
APJ 受容体の血管狭窄メカニズム』の解明を
目指した。 
 



３．研究の方法 
 本研究では、以下の 3点に焦点を絞り『受
容体間相互作用を介した血管平滑筋APJ受容
体の血管狭窄メカニズム』を目指した。 
(1）血管平滑筋 APJ シグナルによる、in vivo
における血管収縮反応を確認した 
(2）APJ 受容体とα1-AR との機能的相互作用
の分子メカニズムを解析した 
(3)遺伝子改変マウスを用いた、血管収縮、
血圧制御に対する APJ 受容体とα1-AR との   
機能的相互作用を検証した 
 
４．研究成果 
（1）血管平滑筋 APJ シグナルによる、in vivo
における血管収縮反応の確認（SPring-8 を用
いた、アペリン刺激による SMA-APJ マウスの
冠動脈収縮の in vivo イメージング）： 
 血管リング標本を用いた ex vivo 解析や、
マイクロフィル法による心臓の冠動脈の造
影解析を行い、SMA-APJ マウスの血管はアペ
リンの刺激により強い収縮反応（心臓では冠
動脈の狭窄）を呈することを確認した（前頁
右下図）。一方で、これらの観察は臓器を摘
出した後に解析に供した結果であるため、in 
vivo の生理的条件下にて実際にアペリンに
よる血管収縮反応が惹起されるのか観察す
ることとした。そのためには、高輝度放射光
による超高分解能の血管造影法が必要であ
ると考え、国立循環器病研究センター心臓生
理機能部の白井幹康部長のご指導の下、生体
組織の造影解析が行える「高輝度光科学研究
センター SPring-8」で、アペリンによる
SMA-APJ マウスの冠動脈の収縮変化を観察し
た。 
 アペリン投与前は、野生型マウス（WT）と
SMA-APJ の冠動脈の内径に大きな違いは認め
られなかったものの（下図：WTおよび SMA-APJ
の各左パネル）、アペリン投与後 12 分におい
てWTにて10%程度の血管拡張が認められたの
に対し（下図：WT の右パネル。血管拡張によ
り血管の走行が濃く見える）、SMA-APJ マウス
においては、血管の内腔が 20%減少し、冠動
脈は収縮することを確認している（下図：
SMA-APJ の右パネル（12 min）。血管収縮によ
り血管の走行が不明瞭となっている）。この
ことは、血管平滑筋上の APJ 受容体が実際に
in vivo において血管収縮作用を有すること
を証明した成果である（未発表）。 

（2）APJ 受容体とα1-AR との機能的相互作
用の分子メカニズムの解析： 
 APJ とα1-AR との機能的相互作用には、受
容体間の直接的な相互作用が存在すると考
え、両受容体に対する抗体を用いた共免疫沈
降法にて、両者のダイマー形成の評価を試み

た。しかし、APJ を選択的に認識する抗体は
確立済みであったが、α1-AR に対する抗体が
機能せず、免疫沈降法での検証は困難である
と判断した。そこで、代案として準備してい
た、生細胞内での分子間相互作用を視覚的に
検 出 で き る Bi-molecular Fluorescent 
Complementation （BiFC）assay（下図）を
起ち上げ、APJ とα1-AR（各サブタイプや欠
損変異体を含む）のヘテロダイマー形成を、
直接細胞を観察することで検証した。 

  
 HEK293細胞へVenus断片と連接したAPJと
α1-AR の各アイソフォームを導入し、ヘテロ
ダイマーを蛍光観察したところ、APJ はα
1-AR の全てのアイソフォーム（α1A, α1B、
α1D）とヘテロダイマーを形成することが判
明した（下図）。また、APJ とα1A-AR の組み
合わせのみで、細胞膜上でヘテロダイマーを
示す強いシグナルが観察された（未発表、下
図）。そこで、HEK293 細胞へ APJ とα1-AR の
各アイソフォームを導入し、アペリンとアド
レナリンで細胞を刺激し際の、細胞内カルシ
ウム濃度を測定したところ、APJ とα1A-AR
の組み合わせでのみ、細胞内カルシウムイオ
ン濃度が顕著に増加した（未発表）。 

 
3）遺伝子改変マウスを用いた、血管収縮、
血圧制御に対する APJ 受容体とα1-AR との   
機能的相互作用の検証： 
 マウス個体内において、SMA-APJ マウスで
みられるアペリン誘導性の血圧上昇に対し
て、α1A-AR が関与しているのかを検証する
ため、ゲノム編集技術を用いてα1A-AR ノッ
クアウト（α1A-AR-KO）マウスを作製した。
得られたα1A-AR-KOマウスにα1A-AR特異的
リガンドと投与しても血圧上昇は惹起され
ないことでα1A-AR の欠損を確認した。そこ



で、α1A-AR-KO マウスと SMA-APJ マウスと交
配することで、α1A-AR を持たない SMA-APJ
マウスを作出し、アペリンに対する応答性を
検証した。アペリン投与により、SMA-APJ マ
ウスでは一過性の強い血圧上昇が確認され
た。一方で、SMA-APJ/α1A-AR-KO マウスでは、
血圧の上昇が緩慢であり、また、その持続時
間も短縮することが判明した（未発表）。こ
のことは、血管平滑筋上の APJ 活性化により
認められる血圧上昇反応に、α1A-AR が深く
関与していることを示している。 
 
 血管異常収縮は高血圧症や脳梗塞、心筋梗
塞等の重篤な疾患の原因であるが、個体レベ
ルにおける有効な解析モデルが存在せず、血
管の異常収縮を誘発する刺激の正体や攣縮
のメカニズムなどは、ほとんど解明されてい
ない。本研究は、未だ不明な点が多い血管収
縮制御や狭心症の発症メカニズムに着目し
ており、血圧制御の要である血管の収縮制御
の新規制御系として、APJ とα1A-AR との機
能的相互作用の重要性を初めて明らかにし
た。 
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