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研究成果の概要（和文）：　肺動脈性肺高血圧症 (PAH) の病態形成におけるポリアミン系の役割を明らかにす
るため，ポリアミンの代謝産物であるアクロレイン (ACR) が，血管内皮機能に及ぼす影響を解析した。ACRは，
(1) カルシウム感受性受容体 (CaSR) を介した一酸化窒素の産生促進の抑制，(2) 血管内皮機能を調節するエン
ドセリンB型受容体 (ETBR) の分解の抑制，(3) CaSRとETBRのカルボニル化，を惹起した。そして，これらの作
用は，抗酸化性物質によって抑制された。
　以上の結果から，ACRは，血管内皮細胞の酸化ストレスの増大を介して，PAHの病態形成に寄与していると考え
られた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the role of the polyamine system in the pathogenesis of pulmonary
 arterial hypertension (PAH), this study examined the effect of the polyamine metabolite acrolein 
(ACR) on vascular endothelial function. ACR caused (1) suppression of facilitation of nitric oxide 
production via calcium-sensing receptor (CaSR), (2) suppression of degradation of endothelin type B 
receptor (ETBR) that regulates vascular endothelial function, and (3) carbonylation of CaSR and 
ETBR. These effects were suppressed by antioxidants.
These results suggest that ACR contributes to the pathogenesis of PAH through an increase in 
oxidative stress in vascular endothelial cells.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺動脈性肺高血圧症 (PAH) は，肺血管の拡張能低下や肺血管床の器質的変化を病態基盤とする難治性呼吸器疾
患であり，肺動脈の炎症が関与していると考えられている。また，最近では，PAHの病態形成におけるポリアミ
ン系の関与が示唆されている。本研究では，ポリアミン系の代謝産物であるアクロレインが，血管内皮細胞の酸
化ストレスを増大させることを明らかにした。酸化ストレスは，組織の炎症応答に関与していることから，アク
ロレインは肺動脈の炎症を介して，PAHの発症・進展をもたらすと考えられた。これらの結果は，抗酸化性物質
が，酸化ストレス (炎症応答) の低減を介して，PAHに奏功する可能性を示唆している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症（PAH）の発症に伴って，ポリアミンの肺組織濃度やポリアミン代謝物の

血中濃度が上昇することが報告されている。アクロレイン（ACR）は，内因性ポリアミンの代謝
産物であり，強力な細胞傷害活性を有する。我々は，これまでに，不飽和カルボニル化合物であ
る ACR が，PAH の発症・進展に関与するエンドセリン受容体（ETR）や TRPC6 チャネルといった
タンパク質と直接反応（カルボニル化修飾）し，ACR 付加体を形成することを見出している。こ
れらの知見から，我々は，肺においてポリアミンから産生された過剰な ACR が，肺動脈平滑筋細
胞や肺血管内皮細胞の傷害，ならびに，ETR やその下流に位置する分子のカルボニル化修飾を介
して，PAH の病態形成に寄与すると推測し，本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ACR による ETR 関連分子のカルボニル化修飾の分子基盤，及び，PAH におけ

る ETR 関連分子のカルボニル化修飾の病態生理的意義を解明することである。 
 
３．研究の方法 
ヒト血管内皮細胞（EA.hy926 細胞），ラット血管平滑筋細胞（A7r5 細胞），血管組織（摘出ラ

ット胸部大動脈リング標本）に対する ACR の作用を明らかにするため，下記の解析を行った。 
 
（１）ACR が，血管内皮機能障害を惹起する明らかにするため，Western blot 法を用いて，内皮
型一酸化窒素合成酵素（eNOS）の活性（1177 番目のセリン残基（Ser1177）のリン酸化）及び eNOS
発現量の変化を解析した。また，一酸化窒素（NO）の蛍光プローブである Diaminofluorescein-
2（DAF-2）を用いて，NO産生量を測定した。 
 
（２）ACR が，血管内皮細胞に発現するエンドセリン B型受容体（ETBR）の細胞内動態に及ぼす
影響を明らかにするため，Western blot 法を用いて，エンドセリン-1（ET-1）による ETBR のタ
ンパク質分解を解析した。 
 
（３）ACR が，細胞内 Ca2+動員機構に及ぼす影響を明らかにするため，細胞内 Ca2+の蛍光プロー
ブである Fura-2/AM を用いて，細胞内 Ca2+濃度を測定した。 
 
（４）ACR が，タンパク質のカルボニル化を惹起するか明らかにするため，ACR 付加体と反応す
る ARP（Aldehyde Reactive Probe）と Western blot 法を用いて，カルボニル化タンパク質を検
出した。 
 
（５）ACR が，細胞膜傷害を惹起するか明らかにするため，細胞膜傷害を受けた細胞の核を染色
するヨウ化プロピジウム（Propidium Iodide, PI）を用いて，細胞膜傷害の程度を測定した。 
 
（６）ACR が，血管組織に及ぼす影響を明らかにするため，摘出ラット胸部大動脈標本を用いた
張力測定実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト血管内皮細胞に，ACR を処理したところ，eNOS の活性化の指標となる Ser1177 のリン
酸化量と eNOS タンパク質発現量が減少した。これらの結果から，ACR は NO 産生を抑制すると考
えられた。NO 蛍光プローブである DAF-2 を用いて，血管内皮細胞から遊離される NO 量を測定し
たところ，静止時の細胞において NO 産生が確認され，この基礎レベルの NO 産生は ACR 処理に
よって，ほぼ完全に抑制された。これらの結果から，ACR は，NO産生の抑制といった血管内皮機
能障害を惹起することが明らかになった。 
 
（２）ACR による NO産生の抑制機序を明らかにするため，NO 産生のメカニズムを検討した。ヒ
ト血管内皮細胞において，細胞外 Ca2+濃度の上昇に伴って，細胞内 Ca2+濃度が上昇した。この細
胞内 Ca2+濃度上昇は，Ca2+感受性受容体（CaSR）遮断薬や Gq/11タンパク質阻害薬によって抑制さ
れた。これらの結果から，CaSR が細胞外 Ca2+によって刺激されると，Gq/11タンパク質の活性化を
介して，細胞内 Ca2+濃度上昇が引き起こされることが明らかになった。そして，基礎レベルの NO
産生は，細胞外 Ca2+除去，CaSR 遮断薬処理，Gq/11タンパク質阻害薬処理，eNOS 阻害薬処理によ
って抑制された。このことから，ACR は，CaSR-Gq/11タンパク質-eNOS 系を阻害することによって，
NO 産生を抑制すると考えられた。興味深いことに，ACR を処理した血管内皮細胞では，CaSR 遮
断薬の作用消失と CaSR のカルボニル化が認められた。この知見から，ACR による CaSR のカルボ
ニル化によって，CaSR の構造変化が生じ，CaSR 遮断薬の結合能が変化したのではないかと推測
した。CaSR は，細胞外領域で二量体を形成し，その機能を発揮するが，ACR を処理した細胞では，



CaSR の二量体が減少していた。即ち，ACR によって CaSR の二量体形成が阻害された結果，CaSR
遮断薬の結合能と CaSR のシグナル伝達が変化した可能性が考えられた。 
 
（３）ETBR を安定発現させたヒト血管内皮細胞において，ACR は，ETBR のカルボニル化を惹起し
た。次に，ETBR のカルボニル化が，ETBR の分解に及ぼす影響を検討した。ET-1 により ETBR を刺
激したところ，ETBR のタンパク質発現量が経時的に減少した。一方，ACR を処理した血管内皮細
胞では，ET-1 による ETBR のタンパク質発現量の減少が抑制された。これらの結果から，ACR に
よる ETBR のカルボニル化は，ETBR の分解を抑制することが明らかになった。一般に，タンパク
質のリジン残基は，カルボニル化修飾を受けることが知られている。ETBR の細胞内 C 末端領域
には 5 個のリジン残基が存在し，これらがユビキチン化修飾を受けることによって，ETBR の分
解が促進される。そこで，ACR による ETBR の分解抑制が，ユビキチン化修飾に関与するリジン残
基のカルボニル化，即ち，ETBR のユビキチン化修飾の阻害によるものか明らかにするため，リジ
ン残基をアルギニンに置換した変異体を用いて解析を行った。しかしながら，ETBR 変異体におい
ても，ACR による ETBR のカルボニル化が認められた。以上の結果から，ACR は，ETBR のユビキチ
ン化修飾部位とは異なるアミノ酸残基のカルボニル化修飾を介して，ETBR のタンパク質分解を
阻害することが明らかになった。 
 
（４）ヒト血管内皮細胞に，ACR を処理したところ，濃度依存的な細胞膜傷害が認められた。ACR
による細胞膜傷害は，プロテインキナーゼ C（PKC）阻害薬及び細胞内 Ca2+キレート薬によって，
有意に抑制された。これらのことから，ACR は，PKC 及び細胞内 Ca2+依存性に，細胞膜傷害を惹
起することが明らかになった。血管平滑筋細胞においても，ACR による PKC 依存性の細胞膜傷害
が認められた。また，ACR を前処理した摘出ラット胸部大動脈リング標本において，α1-アドレ
ナリン受容体や ETR を介した血管平滑筋の収縮反応が消失した。これらのことから，ACR は，血
管組織を傷害し，血管収縮能を喪失させることが明らかになった。以上の結果から，ACR は，血
管内皮細胞や血管平滑筋細胞において，PKC の活性化を介した細胞膜傷害を惹起することによっ
て，血管張力制御機構の破綻をもたらすと考えられた。 
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