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研究成果の概要（和文）：本研究では、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、カルシウム拮抗薬による冠攣縮抑制効果の機序を明らかにし
た。さらにAキナーゼアンカータンパク(A-kinase anchoring proteins, AKAP)の冠攣縮における役割を初めて明
らかにした。本研究は冠攣縮性狭心症の新しい機序解明のみならず、難治性冠攣縮性狭心症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 generated transgenic mice with enhanced phospholipase C-delta 1 
activity (PLC-TG) and reported enhanced coronary vasomotility such as that seen in patients with 
coronary spastic angina. In the present study, we showed the efficacy of calcium antagonist for 
coronary spasm and its mechanism using the PLC-TG mice. Alterations in activity of calcium channels 
were suggested to be implicated in the therapeutic effect of calcium antagonist. Furthermore, we 
first clarified roles of A-kinase anchoring proteins in the coronary spasm. The present study may 
help better understand mechanism of the coronary spasm and contribute to the development of novel 
treatment strategy for drug-resistant coronary spasm.

研究分野： 循環器内科学、不整脈学
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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
特徴とする。平滑筋の収縮機構に重要な役割
を果たしている Phospholipase C（PLC）が
活性化されると、細胞内カルシウムイオン濃
度が上昇する。我々はこれまでに、冠攣縮性
狭心症患者から得られた培養皮膚線維芽細
胞において膜分画 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、
PLC 活性亢進の主体は PLC-delta 1 である
ことを報告した（Okumura et al. 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 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（ Nakano, 
Okumura et al. 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、変異型 PLC-delta 

1(R257H) 血 管 平 滑 筋 過 剰 発 現 マ ウ ス
（PLC-TG）を作成した。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。種々の実験より、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(Shibutani, Okumura et al, 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。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。 
 A キナーゼアンカータンパク(A-kinase 
anchoring proteins, 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。特に AKAP79/150 は、PKA のみ
ならず、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。さらに AKAP79/150 は血管トーヌスに
も関与し、アンジオテンシン II による血管
トーヌスの亢進ならびに血圧上昇が、

AKAP150 ノックアウト(AKAP-KO)マウス
では抑制されることが報告されている
（Navedo et al, Circ Res 2008）。以上のよう
に AKAP79/150 は、カルシウムイオンを介
しての血管トーヌスの調節に極めて重要な
役割を担っているが、冠攣縮との関係は全
く検討されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、冠攣縮性狭心症動物モデルで

ある PLC-TG マウスを用いて、カルシウム拮
抗薬投与による冠攣縮抑制効果を体表面心
電図により検討し、カルシウムに関する細胞
内シグナル伝達機構の解明ならびにカルシ
ウム拮抗薬の作用機序を明らかにする。さら
に AKAP79/150 の冠攣縮における役割を
AKAP-KO マウスを用いて検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）PLC-TG マウスにおける冠攣縮に及ぼ
すカルシウム拮抗薬の影響 
 PLC-TG マウスを用いて、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（ジルチアゼム
60mg/kg/日、経口投与 14 日間）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（心拍数や ST-T 変化、房室ブロック）
により検討する。さらにカルシウム拮抗薬に
よる降圧の影響を除外するため、他の降圧薬
（利尿薬トリクロルメチアジド 1 mg/kg/日、
経口投与 14 日間）を用いて同様の実験を行
う。 
（２）PLC-TG マウスにおけるカルシウムシ
グナル関連物質発現の検討 

PLC-TG マウスと野生型マウスの大動脈、
心臓、腸間膜動脈などの各臓器を速やかに摘
出し、それらの臓器におけるカルシウムシグ
ナル関連物質、すなわち電位依存性 L 型カル
シ ウ ム チ ャ ネ ル （ Cav1.2 ） な ら び に
AKAP79/150の蛋白発現をWestern blotting
法にて比較検討する。さらに活性型 L 型カル
シウムチャネルであるリン酸化 Cav1.2 の発
現を、特異的抗体(Serine-1928)を用いて検討
する。これらカルシウムシグナル関連物質発
現に及ぼすジルチアゼム投与の影響につい
て、ジルチアゼム投与後のマウス検体を用い
て同様の手法で検討する。 
（３）AKAP79/150 蛋白の冠攣縮への関与 
 AKAP-KO マウスにおいて、経静脈的エル
ゴノビン（50mg/kg）投与による冠攣縮誘発
の有無を体表面心電図（心拍数や ST-T 変化、
房室ブロック）により検討する。 
（４）AKAP79/150 蛋白の細胞内カルシウム
濃度ならびにカルシウムシグナル関連物質
発現への関与 

AKAP-KO マウスの大動脈平滑筋細胞を
用いて、アゴニスト刺激による細胞内カル
シウム濃度ならびにその反応性を検討する。
さらに、カルシウム感受性関連物質である
カルモジュリンキナーゼ II(CaMKII)の遺伝



子ならびに蛋白発現を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）PLC-TG マウスにおいて、エルゴノビ
ン投与により誘発された冠攣縮は、カルシウ
ム拮抗薬（ジルチアゼム）投与により抑制さ
れたが、利尿薬（トリクロルメチアジト）投
与では抑制されなかった。 
（２）PLC-TG マウス大動脈における Cav1.2
の蛋白発現は、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
（Serine-1928）の発現は、PLC-TG マウス
において亢進していた。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。さらに 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。 
（３）AKAP-KO 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 上昇が
観察され、冠攣縮が誘発された。 
（４）AKAP-KO マウスの大動脈平滑筋細胞
では、アゴニスト刺激による細胞内カルシウ
ム濃度の上昇は野生型マウスの大動脈平滑
筋細胞と同等であり、全く亢進していなかっ
た。さらに、AKAP-KO マウス大動脈平滑筋
細胞におけるカルシウム感受性関連物質カ
ルモジュリンキナーゼ II(CaMKII)の遺伝子
ならびに蛋白発現は、野生型マウスと比較し
て、いずれも約 2 倍増加していた。 
 以上から、PLC-TG マウスにおいて誘発さ
れた冠攣縮に対し、ジルチアゼムはその抑制
に有効であった。その機序として、電位依存
性L型カルシウムチャネル活性の関与が示唆
された。さらに、AKAP-KO マウスではカル
シウム感受性の亢進によって冠攣縮が引き
起こされ、冠攣縮の新たな機序となる可能性
が示唆された。 
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