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研究成果の概要（和文）：心血管系の組織は様々な負荷に対して、自身の機能を一定に保つために構造や形態を
変化させる（リモデリング）。しかしながら負荷が慢性化し、組織構造の変化が過度に起こると組織の機能は破
綻し様々な病態を引き起こす。今回、我々は心臓や血管の病的なリモデリングにおけるプリン作動性受容体
P2Y6Rの役割について検討を行った。特に血管において、P2Y6Rは血圧調節に関与する生理活性ペプチドであるア
ンジオテンシンIIの受容体AT1Rと複合体を形成し、加齢に伴うP2Y6R-AT1R複合体の増加が高血圧を誘導すること
を見出した。本研究成果は、加齢高血圧による心血管リスクの予防・治療法開発への貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：Cardiovascular remodeling which refers to the changes in size, structure and
 function of tissues, is important for homeostasis. However, excess remodeling leads irreversible 
dysfunction of tissues, resulting cardiovascular diseases. Here, we investigated the role of 
purinergic P2Y6 receptor (P2Y6R) on cardiovascular remodeling. In vascular system, angiotensin II 
(Ang II) functions as a physiological regulator of blood pressure, but it also play a major role in 
the pathological hypertension. P2Y6R forms heterodimer with Ang II type 1 receptor (AT1R). 
Developmentally increased P2Y6R-AT1R heterodimer promoted Ang II-induced hypertrophy of vascular 
smooth muscle cells and hypertension. These results suggest that increased formation of P2Y6R-AT1R 
heterodimer with age may increase the likelihood of hypertension.

研究分野：細胞生物学

キーワード： Gタンパク質共役型受容体　シグナル伝達　心血管リモデリング

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
心血管系の組織は虚血や高血圧といった
様々な外的負荷に対して、自身の機能を一定
に保つために構造や形態を変化させる。この
負荷に対して組織構築に形態的・構造的変化
が生じることをリモデリングと呼ぶ。リモデ
リングは負荷に適応するための応答（代償応
答）として働く一方で、負荷が慢性化すると
線維化や老化といった不可逆的なリモデリ
ング応答（非代償応答）によって組織機能が
破綻し、心不全といった病態を引き起こす。
代償応答から非代償応答へと切り替わって
いく過程において、負荷に対する組織応答性
の変化がどういったメカニズムを介して起
こっているのかは詳しくわかっていない。 
プリン作動性 G タンパク質共役型受容体
（GPCR）は、細胞外に放出された ATP や
ADP といったヌクレオチドをリガンドとす
る細胞膜受容体であり、痛みや神経伝達にお
ける重要性が古くからよく知られていた。
我々はこれまでに圧負荷により病的な心肥
大が進行するとプリン作動性GPCRの1種で
ある P2Y6R の発現が上昇してくることを見
出した。本研究では、「心血管リモデリング
における P2Y6R の機能解析を通して、代償
応答から非代償応答へと至るメカニズムの
解明」を目指し研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 (1) 加齢に伴うアンジオテンシン II (Ang 
II) 応答性の変化における P2Y6Rの役割。血
管は非常に弾力性のある組織であり、収縮と
弛緩を繰り返すことで血液の流れを調節し
ている。しかしながら加齢によって血管が固
く構造変化（リモデリング）すると高血圧と
なる。昇圧作用を示す生理活性ペプチドであ
る Ang II は血管を収縮させることで血液循
環の恒常性に重要な役割を担っている一方、
その慢性的な活性化は血管リモデリングを
引き起こすことで高血圧を誘導する。Ang II
は血管中膜を構成する血管平滑筋細胞を肥
大化させることで血管リモデリングを引き
起こすが、胎児由来の血管平滑筋細胞におい
て Ang II は肥大応答ではなく増殖応答を引
き起こす。血管平滑筋細胞の加齢に伴う Ang 
II応答性の変化がどのようなメカニズムで起
こっているのかを明らかにすることは高血
圧リスクの軽減につながると考えられる。そ
こで我々は P2Y6Rが加齢に伴う Ang II応答
性の変化に関与しているかについて検証を
行った。 
 
(2) P2Y6Rのリガンド非依存的活性化機構と
その生理的意義。P2Y6Rは細胞外の UDPに
より活性化され、様々な細胞応答を引き起こ
すことが知られている。一方、我々はこれま
でに P2Y6R を過剰発現させた心筋細胞を伸
展刺激すると P2Y6R が活性化されることを
見出している。即ち、P2Y6Rは従来のヌクレ

オチド受容体としての機能に加えメカノセ
ンサー分子として機能すると予想された。そ
こで、P2Y6Rのリガンド応答性と物理刺激応
答性がどのようなメカニズムで制御されて
いるのかを細胞外基質環境の違いから検証
すると共に、心臓リモデリング時における代
償応答と非代償応答に対する各応答性の役
割についても検証を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型マウスと P2Y6R 欠損マウスの
Ang II応答性の比較解析。8週齢のオス野生
型マウスと P2Y6R 欠損マウスに浸透圧ポン
プを用いて 4週間 Ang IIの慢性投与を行っ
た。血圧、心拍数はテールカフ法を用いて週
に一度測定した。4週間後、マウスを解剖し、
下行大動脈を単離した。パラフィン切片を作
成し、血管の形態学的（血管中膜肥厚、線維
化）解析を行うことで血管リモデリングを評
価した。 
 
(2) P2Y6RによるAng IIシグナル制御の分子
メカニズム解析。P2Y6R と Ang II 受容体
(AT1R)の複合体形成は免疫沈降実験に加え、
Bioluminescence resonance energy 
transfer (BRET)法を用いて評価した。そこ
で AT1Rにドナー分子（Rluc）、P2Y6Rにア
クセプター分子（YFP）を融合したコンスト
ラクトを作成し測定に使用した。AT1R のイ
ンターナリゼーションは免疫染色と BRET
法から評価した。 
 
(3) 加齢依存的P2Y6R-AT1R複合体形成の生
理学的意義。ラット胎児 (E17.3)、新生児 
(P1)、成体 (P30)から血管平滑筋細胞を単離、
培養した。レトロウイルスを用いた過剰発現
系、siRNA を用いた発現抑制系から P2Y6R
の発現変動がAT1R下流シグナル及び細胞応
答に及ぼす効果を検討した。細胞応答として
は増殖応答を 3H-Thymidine取り込み、肥大
応答を 3H-Leucine 取り込み系を用いてそれ
ぞれ評価した。 
 
(4) P2Y6Rのリガンド非依存的活性化機構の
解析。シリコンチャンバー上に細胞を播種、
培養した後に、一過性の 20%伸展刺激を加え
た時のカルシウム変動を Fura-2 を用いてイ
メージングした。シリコンチャンバーにコー
トする細胞外マトリックスの種類を変化さ
せることで、リガンド刺激、機械伸展刺激に
よる P2Y6R の活性化に対する各種細胞外マ
トリックスの影響を検討した。 
 
(5) 心臓の病的リモデリングに対する P2Y6R
のリガンド非依存的活性化機構の役割。機械
伸展刺激による活性化のみを抑制する
P2Y6R RGD変異体をP2Y6R欠損マウスにレ
スキューすることでリガンド非依存的活性
化機構の役割について検討を行った。心筋細



胞に特異的に発現するように cTnTプロモー
ターで P2Y6R 遺伝子を発現するアデノ随伴
ウイルス (AAV) を作製した。この AAV を
P2Y6R欠損マウス由来の胎児（生後 5日）腹
腔内に注入した。8 週まで飼育した後に浸透
圧ポンプを用いてイソプロテレノールを 4週
間慢性投与することで心肥大を誘導した。1
週間おきに心エコー検査を行うと共に、4 週
後に心カテーテル検査を行うことで心機能
を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 加齢に伴うAng II応答性の変化における
P2Y6R の役割。まず、野生型、P2Y6R 欠損
マウスの Ang II 応答性を比較するために、
それぞれのマウスに Ang II を慢性投与した
時の血圧変化を 4 週間観察した。その結果、
P2Y6Rでは Ang II投与による血圧上昇が有
意に抑制されていた。次に、Ang II投与 4週
間後のマウスから下行大動脈を単離し形態
観察を行った。P2Y6R欠損マウスでは野生型
マウスに比べ Ang II 投与による血管中膜の
肥厚が抑制されていた（図 1）。一方、血管中
膜内の核の数には変化が見られなかったこ
とから、P2Y6R欠損マウスでは血管中膜を構
成する血管平滑筋細胞の肥大応答が抑制さ
れていると考えられた。また、Ang II投与に
よる血管中膜の線維化応答も P2Y6R 欠損マ
ウスでは抑制されていた。 

 
 P2Y6Rが Ang IIによる血管平滑筋細胞の
肥大応答を抑制するのかを in vitroの実験系
により検証した。野生型、P2Y6R欠損マウス
から単離した血管平滑筋細胞の肥大応答を
比較したところ、欠損マウス由来の細胞では
Ang IIによる肥大応答は抑制されていた。ま
た、Ang IIによる細胞内カルシウム応答も抑
制されていることから、P2Y6Rが欠損するこ
とで AT1R-Gq-カルシウムシグナル伝達経路
が抑制されることが示された。 
 次に、P2Y6Rが AT1R-Gq-カルシウムシグ
ナル伝達経路をどのようにして制御してい
るのかについて検討を行った。GPCRs はヘ
テロ二量体を形成することで受容体機能を

制御することが知られていることから、
P2Y6R が AT1R とヘテロ二量体を形成する
かを検証した。免疫沈降実験と BRET実験か
ら P2Y6R は細胞膜上で AT1R とヘテロ二量
体を形成していることが明らかとなった。
Ang IIや UDPといったリガンドがヘテロ二
量体化に与える効果を検証したが、リガンド
で受容体を活性化しても二量体形成能には
影響が見られなかった。一方、P2Y6Rのアン
タゴニストとして報告されている MRS2578
はヘテロ二量体形成を阻害した。そこで、野
生型マウスに Ang II と共に MRS2578 を慢
性投与したところ、Ang IIによる血圧上昇、
血管中膜肥厚が有意に抑制されたことから、
Ang II 誘発性高血圧における P2Y6R-AT1R
複合体形成の重要性がマウス個体レベルで
明らかになった。 
 次に、P2Y6R-AT1R複合体が AT1Rの機能
に与える影響について検討した。通常、リガ
ンドにより活性化された GPCRs はアレス
チンと結合して細胞質へインターナリゼー
ション（脱感作）されると共に、アレスチ
ンを介したシグナルが活性化される。P2Y6R
と複合体を形成した AT1R はアレスチンと
結合できず受容体のインターナリゼーショ
ン及びアレスチン依存性シグナルが抑制さ
れた。P2Y6R-AT1R複合体では受容体の脱感
作が阻害されることで Gq-カルシウムシグナ
ル経路が増幅されたと考えられる。一方、
AT1R 単量体では受容体の脱感作作用により
Gq-カルシウム経路が減弱する代わりにア
レスチンを介したシグナル経路が増強され
た。即ち、P2Y6Rと複合体を形成することで
AT1R の下流シグナルがアレスチン経路か
ら G タンパク質経路に切り替わることが明
らかとなった。 
 次に、血管平滑筋細胞における AT1R下流
の G タンパク質シグナル、アレスチンシグ
ナルの役割について検討を行った。マウス成
体由来の血管平滑筋細胞では Ang II は肥大
応答を引き起こすのに対して、胎児由来の細
胞では増殖応答を引き起こす。それぞれの応
答がどのようなシグナル経路を介している
か検討したところ、肥大応答には Gq-カルシ
ウム経路が、増殖応答にはアレスチン経路
が関与していることが明らかとなった。 
 最後に、発生時期の異なる血管平滑筋細胞
において Ang II 下流シグナルが変化するメ
カニズムに P2Y6R が関与しているのかにつ
いて検討を行った。胎児由来と成体由来の血
管平滑筋細胞でAT1Rの発現量には変化が見
られないのに対して、P2Y6Rの発現量は発生
に伴い増加した。P2Y6Rを発現抑制した成体
由来の血管平滑筋細胞では、Ang II刺激によ
る肥大応答が抑制され、増殖応答性を獲得し
た。一方、胎児由来の血管平滑筋細胞に
P2Y6R を過剰発現すると増殖応答が抑制さ
れ、肥大応答性を獲得した。即ち、発生に伴
う P2Y6R-AT1R 複合体の増加が、増殖応答
から肥大応答への Ang II の細胞応答性の変

 
図 1. 野生型、P2Y6R欠損マウスの Ang II
投与後の血管中膜肥厚 



化を決定していることが示された（図 2）。ま
た、P2Y6Rの発現量は 1年齢の老齢マウスで
さ ら に 増 加 し て お り 、 加 齢 に 伴 う
P2Y6R-AT1R 複合体の増加が加齢高血圧症
に関与することが考えられ、P2Y6R-AT1R複
合体が高血圧症の新たな標的となる可能性
が示された。 

 
(2) P2Y6Rのヌクレオチドリガンド非依存的
活性化機構。P2Y6Rを過剰発現させたラット
心臓横紋筋細胞株 H9c2細胞をストレッチチ
ャンバー上に播種し、20%の伸展刺激を加え
ると細胞内カルシウムの変動が見られる。ま
た、この活性化現象は P2Y6R の細胞外領域
に存在する RGD モチーフに依存している。
それ故に、RGD モチーフを介した細胞外領
域との相互作用が P2Y6R の物理刺激応答性
に関与していると予想された。そこで、伸展
刺激による P2Y6R の活性化に対する各種細
胞外マトリックスの効果を検討した。コラー
ゲンコートをしたチャンバーでは非常に高
頻度で P2Y6R の物理刺激応答性が確認でき
たのに対して、非コートのチャンバー下では
P2Y6R の物理刺激応答性が消滅した。一方、
P2Y6RのUDP応答性は非コートチャンバー
では確認できるのに対して、コラーゲンコー
ト下では確認できなかった。非常に興味深い
ことに、RGD モチーフに変異を加えた
P2Y6Rではコラーゲンコート下でもUDP応
答性が維持されていることから、RGD モチ
ーフを介した細胞外領域との相互作用が
P2Y6Rのヌクレオチドリガンド応答能、物理
刺激応答能を制御していることが示唆され
た。 
 
(3) 心臓の病的リモデリングに対する P2Y6R
の関与。我々はこれまでに P2Y6R 欠損マウ
スに大動脈狭窄による圧負荷刺激を加える
と生存率が著しく減少すること、また生存し
たマウスの心機能は大きく低下しているこ
とを見出してきた。即ち、P2Y6Rは心臓の圧
負荷への適応に重要であると考えられた。
P2Y6R の物理刺激応答性が心臓リモデリン
グに与える影響を検討するために、P2Y6R欠
損マウスに P2Y6R 野生型、物理刺激応答能
が欠失した RGD 変異体をそれぞれレスキュ

ーした。当初、これらのマウスに大動脈狭窄
による圧負荷刺激を行うことを予定してい
たが、予備実験から圧負荷後のマウスの生存
率が低く（30%以下）、生存マウスで心機能を
評価するためには非常に大量のマウスを準
備する必要が考えられたため、別の方法にて
心臓リモデリングを誘導することを検討し
た。そこで、作動薬であるイソプロテレノ
ール慢性投与による心肥大に対する P2Y6R
欠損マウスの影響を調べたところ、生存率の
低下は見られずに心機能だけが有意に低下
した。そこで各種 P2Y6R レスキューマウス
にイソプロテレノールを投与し心機能変化
を測定した。P2Y6R野生型のレスキューで心
機能が改善したことから、作動薬による心
臓リモデリングに P2Y6R が関与することが
示された。一方、P2Y6R RGD変異体のレス
キューによっても心機能が改善されたこと
から、P2Y6R の物理刺激応答性は作動薬に
よる心臓リモデリングに関与していないと
考えられた（図 3）。 

 P2Y6R の物理刺激応答能の意義を評価す
るためには圧負荷刺激モデルで再評価する
ことが必要である。今後、狭窄する血管を現
在の横行大動脈から腹部大動脈に変更する、
現在よりも緩く狭窄するなどして圧負荷の
度合いを変化させることで P2Y6R 欠損マウ
スの生存率を改善していく。 
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図 2. P2Y6R-AT1R複合体によるAng II下
流シグナル伝達経路の変化 

 
図 3. P2Y6R欠損及び RGD変異体のレス
キューが作動薬による心機能変化に及
ぼす影響 
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