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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症（PAH）、末梢循環障害などの血管病の発症には、血管内皮細胞
障害および血管平滑筋細胞増殖・収縮に基づく血管機能異常（血管過収縮）や血管リモデリング（血管再構築）
が深く関与している。血管内皮細胞と血管平滑筋細胞の機能異常には、Caハンドリング異常が関わると考えられ
ているが、その詳細な分子機序は未だ不明である。本研究では、Na/Ca交換輸送体が血管内皮細胞・血管平滑筋
細胞の機能異常に関与する可能性を検討した。NCLX阻害薬により血管平滑筋細胞の増殖・遊走が抑制されたこと
から、NCLXが血管リモデリングに関与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Vascular dysfunction and remodeling based on endothelial cell injury and 
vascular smooth muscle cell proliferation/hypercontraction are deeply involved in the onset of 
vascular diseases such as pulmonary arterial hypertension (PAH) and peripheral arterial disease. 
Such vascular diseases may be associated with endothelial and arterial Ca2+ handling abnormality, 
but the detailed molecular mechanisms are still unknown. In this study, we examined the possibility 
that Na/Ca exchangers participate in endothelial and arterial Ca2+ handling abnormality. Our results
 suggest that Ca2+ efflux via NCLX contributes to vascular dysfunction and remodeling. 

研究分野：薬理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアはATPを産生する重要なオルガネラであるとともに、アポトーシスの誘導、活性酸素種（ROS）の
生成など、細胞の生死に関わる多彩な機能を担っている。本研究により、ミトコンドリアから細胞質へのCa2+放
出が血管新生、血管リモデリングおよび平滑筋収縮に機能的に働くことが示された。本研究により、NCLXの機能
異常が血管病の発症に関与する可能性が示されたことから、NCLXが血管病の新たな治療標的として期待される。

※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）、末梢循環障害などの血管病の発症には、血管内皮細胞の障害･増
殖および血管平滑筋細胞の増殖･収縮に基づく血管機能異常（血管過収縮）や血管リモデリング
（血管再構築）が深く関与している。血管内皮細胞と血管平滑筋細胞の機能異常には、Ca2+ハン
ドリング異常が関わると考えられているが、その詳細な分子機序は未だ不明である。PAHは、肺
小動脈が狭窄し肺動脈圧が上昇する疾患群であり、終末期に右心不全が引き起こされる難治性
疾患である。ヒト PAHの終末期に特徴的な血管病変として、新生内膜や叢状病変（plexiform lesion）
が認められるが、血管病変の形成機序は不明である。現在、PAH 治療薬として、PGI2製剤、エ
ンドセリン受容体拮抗薬、5型 PDE阻害薬などが使用されているが、未だに PAHの予後は不良
であり、新規 PAH治療薬の開発が急務である。 
ミトコンドリアはATP を産生する重要なオルガネラであるとともに、アポトーシスの誘導、
活性酸素種（ROS）の生成などの多彩な機能を担っている。また、ミトコンドリアは細胞内Ca2+

上昇を緩衝するために高濃度Ca2+を貯蔵できることが報告されている。ミトコンドリア内のCa2+

濃度は、主にミトコンドリアCa2+ユニポーター（MCU）によるミトコンドリアへのCa2+流入とミ
トコンドリアNa+/Ca2+交換体（NCLX）による細胞質へのCa2+排出の輸送バランスによって制御さ
れている。これら輸送体によるミトコンドリアCa2+制御機構は、血管病の新たな治療標的となる
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、血管内皮・血管平滑筋特異的 NCLX/NCX遺伝子改変マウスを駆使して、病的・
治療的血管再構築に関わる Ca2+輸送体を特定し（Ca2+ハンドリング異常の分子機序の解明）、そ
れを標的とした新規血管病治療戦略を提案することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（1）血管平滑筋細胞の遊走・増殖実験 
野生型マウスおよび血管平滑筋特異的 NCLX 高発現マウスより肺動脈平滑筋初代培養細胞
（mPASMC）を単離した。この細胞を用いて、スクラッチアッセイによる細胞遊走・増殖能の経
時解析を行った。通常酸素（20% O2）あるいは低酸素（2% O2）条件下で培養し、3時間毎にモ
ノクロ CCDカメラで細胞の状態を撮影した。治癒面積の変化を算出することにより、細胞遊走・
増殖能を評価した。 
 
（2）血管リング標本を用いた血管新生実験 
 C57BL/6J マウスより大動脈および肺動脈を摘出し、実体顕微鏡下で脂肪組織等を除去して 1 
mm 長のリング標本を作製した。マトリゲル基底膜マトリックス内に血管リング標本を留置し、
周囲にMCDB131培養液を流し込んで、通常酸素（20% O2）あるいは低酸素（2% O2）条件下で
培養した。培養開始 7日目に血管リング標本の周囲の新生血管の出芽数、長さ、分岐数を定量し
た。NCLX阻害薬 CGP-37157はMCDB131培養液中に添加した。 
 
（3）摘出血管標本を用いた血管トーヌス測定 
 C57BL/6Jマウスおよび NCLXノックアウトマウスより大動脈および腸間膜動脈を摘出し、α
1アゴニスト刺激時の血管収縮反応および細胞内 Ca2+濃度変化を比較した。また、CGP-37157が
血管トーヌスに及ぼす影響について解析した。 
 
 
４．研究成果 
（1）血管平滑筋細胞の遊走・増殖における NCLXの関与 
 野生型マウスおよび血管平滑筋特異的 NCLX 高発現マウスより肺動脈平滑筋初代培養細胞
（mPASMC）を単離し、スクラッチアッセイを行った。野生型マウスより単離した mPASMCは、
通常酸素下に比較して低酸素下において細胞遊走・増殖が促進され、この促進作用は CGP-37157
によって抑制された。血管平滑筋特異的 NCLX高発現マウスより単離した mPASMCでは、通常
酸素下における細胞遊走・増殖が野生型と比較して亢進していた。低酸素下では血管平滑筋特異
的 NCLX 高発現マウス mPASMC の細胞遊走・増殖はさらに促進され、この促進作用は CGP-
37157 によって抑制されたことから、低酸素環境下における肺動脈平滑筋細胞の遊走・増殖に
NCLXが促進的に関与することが示された。 
 
（2）血管新生における NCLXの関与 
 C57BL/6Jマウスより大動脈および肺動脈を摘出し、通常酸素（20% O2）および低酸素（2% O2）
条件下での血管新生に対する NCLX 阻害薬の影響について検討した。大動脈リング標本を用い
た検討では、通常酸素下および低酸素下の両方の条件において血管新生が認められた。また、こ



の作用は、CGP-37157を添加することによって抑制されたことから、大動脈における血管新生に
NCLXが関与することが示唆された。一方、肺動脈リング標本の場合には、通常酸素下において
わずかに血管新生がみとめられたが、低酸素下で培養することにより、新生血管の出芽数、長さ、
分岐数の全てが増加した。また、低酸素環境下でみられた血管新生は、CGP-37157はMCDB131
によって抑制されたことから、NCLX が肺動脈において酸素濃度に依存した血管新生に関与す
ることが示された。 
 
（3）血管トーヌス調節におけるミトコンドリア Ca2+制御機構の関与 
 NCLX ノックアウトマウスの体重、無麻酔下での収縮期血圧および心拍数は野生型マウスと
比較してほとんど差がなかった。NCLX ノックアウトマウスに麻酔下でα1 受容体アゴニストを
静脈内投与したときの血圧の上昇は、野生型マウスに比べて有意に低下した。NCLX ノックア
ウトマウスの大動脈リング標本を用いてα1受容体アゴニストによる血管収縮反応を比較したと
ころ、その用量反応曲線は野生型マウスに比べて右側にシフトしており、NCLX ノックアウト
マウスではα1 受容体アゴニストに対する血管収縮反応が低下することが分かった。さらに、野
生型マウスの腸間膜動脈を用いてα1受容体アゴニストによる血管収縮に対するCGP-37157の影
響について検討したところ、α1受容体アゴニストによる血管収縮はCGP-37157によって抑制され
た。一方、MCU ノックアウトマウスを用いた同様の検討により、MCU ノックアウトマウスで
はα1 受容体アゴニストによる血管収縮が野生型マウスと同程度であったことから、細胞質にCa2+

を排出するNCLX はアゴニストによる血管収縮に関与しているが、ミトコンドリアにCa2+を取
り込むMCUは直接的に関与しないことが示された。また、α1 受容体アゴニスト刺激時の血管平
滑筋の細胞内Ca2+濃度変化を測定したところ、Ca2+-free 条件下での細胞内Ca2+上昇がNCLX ノッ
クアウトマウスの大動脈で抑制された。さらに、カフェイン添加時の細胞内Ca2+上昇もNCLX ノ
ックアウトマウスで低下したことから、ミトコンドリアから汲み出されたCa2+が直接的あるいは
筋小胞体へのCa2+充填を介して間接的に血管収縮に関与している可能性が考えられる。 
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