
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ６月１７日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：ヒトリンパ球にコレステロール低下薬であるスタチン製剤を添加し、

リンパ球内 Ca2+濃度の増加度を測定した。ロスバスタチンを服用して血中 CK が上昇した群は

上昇しない群に比べて有意に細胞内 Ca2+が増加した。Ca2+増加異常を示した症例のうち RyR1

遺伝子に１例、CPTII 遺伝子に２例の変異が認められた。本測定は Ca2+輸送関連遺伝子変異の

スクリーニングおよび筋障害副作用の予知に役立つと考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：We determined Ca2+ increase in CD19+ cells by FCM. Rosuvastatin 

user patients with CK elevation showed a significant increase in Ca2+ within CD19+ cells 

compared with that in patients without CK elevation. Out of 18 patients with an elevated 

Ca2+, we found out one case with a mutation in exon 34 in RyR1 gene and two cases with a 

mutation in exon 4 in CPTII gene. These findings show that this method is useful for the 

screening of a mutation in genes that relate to Ca2+ transport and for the prediction of 

muscle damage by statins. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 現在日本では HMG CoA reductase 阻
害剤であるスタチン製剤が約200万人の高コ
レステロール血症の患者さんに用いられて
いる。この薬剤による副作用として、肝障害
などのほかに筋肉痛や脱力症状など、骨格筋
に関連した症状がよく知られており、服用を
中止せざるを得ない場合がある。また稀では 

 

あるが重篤な横紋筋融解症となるケースも
あり、筋障害の発現に関しては臨床的に注意
が必要である。              

 

(2) スタチン製剤による副作用として筋障
害があり、重篤な例では横紋筋融解症がある。
そのメカニズムの一つとして Ryanodine 
receptor gene 1(RyR1)の mutation による細 
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胞内への過剰のカルシウム放出が関与して

いている可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究はスタチン製剤による筋障害を予知

する検査法の確立を目的とする。服薬前の簡

便なスクリーニング法により、その筋障害発

症の可能性が予知で きれば、副作用からの

健康被害を回避できるだけでなく、その可能

性の少ない人には、より積極的な治療が可能

となる。 

 

３．研究の方法 

まず、基礎検討として RyR 1 の発現を確認し
た THP-1 cell を用いてスタチンあるいは陽
性コントロールとしての 4Cmc を添加し、細
胞内 Ca2+の増加の程度を 1μM fluo-3/AM 存
在下にて flow cytometory にて測定した。次
いでヒト末梢血単核細胞（CD19+lymphocyte)
に RyR1遺伝子が発現していることを確認し
（図１，２）、以下のプロトコール（表１）
に従って測定をした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 各細胞の RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
図２ Western blot 
 
表１ Flow cytometory による測定法 
THP-1 cell を RPMI1640 で培養 
        
     PBS ( - ) で 2回洗浄 
2×106 個に PBS ( - ) 1ml で再浮遊 
     
1μM fluo-3/AM 室温 30min ( 遮光 ) 
       PBS ( - ) で 2回洗浄 
 CD1９-PE  ４℃ 30 min（遮光） 
     PBS ( - ) で 2回洗浄 
2×106 個に PBS ( - ) 1ml で再浮遊 
      
FCM で測定 (pre-stimulation ) 
    
        ←stimulation (4Cmc or Statin )  
FCM で測定 (post-stimulation )  

４．研究成果 
(1) THP-1細胞において RyR1 受容体のアゴニ
ストである 4Cmcにて刺激後、simvastatin を 
添加すると第 2 のピークが認められたが、
simvastatin を最初に加え、次いで 4Cmcにて
刺激しても第 2のピークは認められなかった。
すなわち第 2のピークは simvastatinの細胞
内 Ca2+動員に RyR1 由来以外の存在を推測さ
せた（図３Ａ）。これを確認するため 100nM 
thapsigargin にて小胞体内 Ca2+を枯渇させ、
8 分後に 1mM 4Cmc と 100mM simvastatin でそ
れぞれ刺激した。その後ミトコンドリアから
Ca2+リリースさせるため 1mM ionomycin で刺
激した。その結果、simvastatin の添加で第
2 のピークが出現し、その後の ionomycin で
はピークが見られず、一方 4Cmc 添加ではピ
ー ク が 見 ら れ な か っ た が 、 そ の 後 の
ionomycin にてピークが出現したことより、
simvastatin による Ca2+release は小胞体の
みならずミトコンドリア由来のものも存在
していることが推測された。（図３Ｂ）。 

  

     

図３ simvastatin による細胞内 Ca2+輸送の

検討 

 

(2)各スタチン製剤による細胞内 Ca2+ 濃度の
変化 pravastatin, simvastatin,fluvastatin, 
cerivastatin, pravastatin の 5 種類にて各
100 M 濃度まで検討したところ、
rosuvastatinが最も濃度依存性に細胞内 Ca2+ 



 

 

濃度の増加が大きかった（図４）。しかし 
pravastatin においては全く細胞内 Ca2+濃度
が増加しなかった。 
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図４ rosuvastatin濃度による細胞内 Ca2+濃 
度の変化 

 
(3) 健常者および rosuvastatin 服用者で血
中 CK 濃度が不変あるいは筋症状のない群、
および服用者で CK 上昇あるいは筋症状の認
められる群について検討を行った。 
 その結果、rosuvastatin 30M と 80M の２
2 種類の濃度において測定した結果、健常者
群に比べて CK上昇群がいずれの濃度におい
ても有意に Ca2+濃度の増加が認められた（図
５）。一方、CK不変群においては健常者群と
差は認められなかった（data not shown）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ rosuvastatin 服用者で CK 上昇例と非 
上昇例者の比較 

 

(4)Ca2+輸送関連遺伝子の解析 
細胞内 Ca2+濃度に影響を与える可能性のある
遺伝子として RyR1, CPTII, VLCAD, OATP-C, 
MDR1, MRP2, CYP3A4 などが知られている。上
記測定法にて rosuvastatin 服用者で CK上昇
例の 12症例で direct sequnce による遺伝子 
解析を行った。 
 
①RyR1遺伝子 
図６のような変異が発見され、このほかにも 

7581C>T 変異が認められた症例があったが、
silent mutation(proline)であった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ RyR1遺伝子 Exon34 の point mutation 
 
②CPTII(carnitine palmitoyltransferase  

II)遺伝子               
血中 CKの上昇例あるいは筋肉症状を発現し
た症例で、かつカルシウム濃度変化の大きか
った 18例について CPTII遺伝子の Exon 
2,3,4,5 の 4 つの部位（図７）における変異
を direct sequence にて検討した。その結果、
増幅可能だった Exon4 の 13 例中 2例に
c.1102G>A (p.Val368Ile)の変異が見出され
た。一方、変異 Exon3 および Exon5 について
は異常が認められなかったが、Exon2 につい
て 18例すべて c.147G>C (p.Leu49Leu)であり、
全例が silent mutation とは考えにくいが、    
          

Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ CPTII Exon 2,3,4,5 の PCR 
 
既知の報告とは異なっており、これについて
はさらに検討を進める必要がある。 
 

(5)まとめ               
基礎的検討の結果、スタチン系薬剤のうちロ
スバスタチンが最もカルシウム濃度変化が
大きかった。本薬剤を服用した患者のなかで、
血中 CKの上昇例あるいは筋肉症状を発現し
た症例で遺伝子解析を行った。今回は RyR1
および CPTII遺伝子のみ検討し、他の細胞内
カルシウム濃度に影響を与える可能性のあ
る他の遺伝子については未解析である。しか
し本研究の FCM method によるリンパ球内カ
ルシウム濃度変化の測定はこれらカルシウ 
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ム輸送関連遺伝子変異による異常すべてを
包括的に評価している可能性がある。さらに
スタチン服用前の筋障害副作用発現の予知
検査として有用である可能性が示唆された。 
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