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研究成果の概要（和文）：心不全などの心臓疾患やアテローム性動脈硬化症の発症・進展に小胞体ストレスが深
く関わっていると報告されている。
血管平滑筋細胞においてカルモジュリン(CaM)のリアノジン受容体(RyR)に対する結合親和性を高めることが、小
胞体ストレスの軽減や動脈硬化巣に認められる形質転換した血管平滑筋細胞の発生抑制につながることを証明し
た。さらにCaMが核内へ移行することで、血管平滑筋細胞の形質転換を刺激するシグナル（MEF2、KLF5）の活性
化につながることも証明した。また、RyR安定化薬であるダントロレンはCaMの核内移行を抑制、その結果MEF2、
KLF5の活性を抑制し、形質転換を防ぐことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Here, we used mouse VSMC line to assess whether CaM-RyR play a pivotal role 
in VSMCs phenotypic switching, which caused by ER stress and whether dantrolene (DAN), which 
enhances the binding affinity of CaM to RyR, affects VSMCs phenotypic switching. Tunicamycin (TM) 
was used to mimic ER stress. TM-induced ER stress caused CaM to dissociate from the RyR and 
translocate to the nucleus, which stimulates phenotypic switching through activation of MEF2 and 
KLF5. DAN suppressed TM-induced apoptosis, ER stress (restoring ER Ca2+ content), and phenotypic 
switching of VSMCs. Suramin, which directly delete CaM from RyR2, promoted nuclear CaM accumulation 
with parallel VSMCs phenotypic switching and DAN prevented these. 
ER stress causes CaM translocation to the nucleus and driving VSMCs phenotypic switching. Thus, 
restoring CaM-RyR binding affinity may be a therapeutic target for atherosclerosis. 

研究分野： 循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リアノジン受容体(RyR)に結合しているカルモジュリン(CaM)の結合親和性を高めることは、血管平滑筋細胞の小
胞体ストレスを軽減させ、小胞体ストレス増加時にみられる動脈硬化促進の一端を担っている血管平滑筋細胞の
形質転換を抑制することで、動脈硬化症の進展を抑制している可能性が示唆された。筆者らはRyR結合CaMの結合
親和性を高めるダントロレンが心不全発症・進展を抑制することをすでに報告しており、RyR結合CaMに注目する
ことで、心不全と動脈硬化症とを同時に治療できる新しい治療法の開発が期待される。

※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 
(1) リアノジン受容体(RyR2)に結合しているカルモジュリン(CaM)の役割 
近年、RyR2 の安定化に RyR2 に結合している CaM が重要な役割を担っていることがわかり、心筋

細胞質内の Ca2+濃度の高低に関わらず、CaM は RyR2 のクランプ部位とハンドル部位の隙間に結

合することにより、RyR2 チャンネルの開閉を安定化させ、不全心筋や致死的不整脈などにみら

れる RyR2 からの異常な Ca2+漏出を制御している重要なタンパク質であることが証明された。

我々の圧負荷心不全モデル(マウス大動脈縮窄モデル：TACモデル)を用いた検討でも、CaMのRyR2

に対する親和性は低下しており、容易に致死的不整脈を呈しており 1)、さらに、酸化ストレスや

カルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ(CaMKII)の活性化は、CaM の RyR2 に対す

る親和性を低下させ、異常な Ca2+漏出の増加に寄与することを証明した 2),3)。申請者ら以外でも

RyR2 に結合した CaM の重要性についての研究は多く、Meissner らは RyR2 の 3 つのアミノ酸を

変異させ CaM が結合しにくい変異 RyR2 を持った、すなわち RyR2 から CaM が解離している KI 

mouse は心肥大から心不全を経て著明に寿命が短くなることを示した 4)。 

(2) 心肥大のシグナルを活性化させる CaM の核内移行 

CaM が RyR2 から解離することによってチャンネルの開閉が不安定となり、致死的不整脈を誘発

することは前述の通り数々証明されてきたが、RyR2 から解離した CaM の動態や役割については

成熟心筋細胞では解明されていなかった。近年、申請者らは、心肥大のシグナル活性を刺激する

アンギオテンシン II（AngII）負荷により、RyR2 から CaM が解離し、核内に移行することにより

ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC5)の核外移行を促し、心肥大のシグナル(MEF2、NFAT など)が活

性化することを証明した。またこの CaM の核内移行には後述する GRK5 がキャリアーの役割を担

っていることも証明した。さらに圧負荷心肥大モデル(TAC モデル)マウスでも、RyR2 に結合して

いる CaM が解離しており、核内の CaM の濃度が GRK5 とともに上昇していること、HDAC が核外へ

移行していることを突き止めた 5)。 

(3) 心不全および動脈硬化症の進展に関与する小胞体ストレス応答 

近年、循環器疾患、糖尿病、肥満などに小胞体ストレスが重要な役割を果たすことがわかってき

ており、圧負荷心不全モデルを用いた研究でも小胞体ストレスセンサーである PERK、ATF6、IRE1

などが活性化していると報告されている。小胞体内の Ca2+濃度の減少が小胞体ストレスを惹起す

ると言われており、RyR2 の安定化は小胞体内の Ca2+濃度保持に貢献しており、言い換えれば、

RyR2 の機能が不安定となることで、異常な Ca2+漏出が起こり、小胞体内の Ca2+濃度が低下するこ

とで、小胞体ストレスを惹起していることが示唆される。さらにアテローム性動脈硬化症の進展

および血管リモデリングにも小胞体ストレスは深く関与しているとされており、いかに小胞体

ストレスを軽減できるかが心不全および動脈硬化症の発症・進展抑制に繋がるものと期待され

る。 

 
２．研究の目的 
細胞内 Ca2+動態の中心を担う血管平滑筋細胞にも存在する RyR2 の安定化が、血管平滑筋細胞内

の小胞体ストレス応答に与える影響および血管平滑筋細胞の形質転換に与える影響についての

研究を行った。 

 
３．研究の方法 
(1)マウスの培養血管平滑筋細胞を用いて、研究を行なった。 

(2) 小胞体ストレス誘導剤としてツニカマイシンを、また RyR2 安定化薬としてダントロレンを



使用した。培養平滑筋細胞にツニカマイシン、またはツニカマイシン＋ダントロレンを添加し、

細胞生存率やアポトーシスの割合、小胞体ストレスの程度などを測定した。また、平滑筋細胞の

形質転換の割合、CaM の細胞内動態、形質転換を制御している MEF2 や KLF5 の活性化を細胞免疫

染色法にて評価した。 

 

４．研究成果 

(1)ツニカマイシンは平滑筋細胞のアポトーシスを促進するが、ダントロレンはツニカマイシン

によるアポトーシスを抑制した。 

培養血管平滑筋細胞にツニカマイシンを 24 時間付加したとこ

ろ、ツニカマイシンの濃度依存的に細胞死が認められた。また

アポトーシスのマーカーである、TUNEL や caspase3 陽性細胞が

増加していることより、この細胞死はアポトーシスによるもの

であることが示唆された。さらにダントロレン付加によりツニ

カマイシンによるアポトーシスは抑制された(図 1)。 

 

(2)ダントロレンは小胞体内のカルシウム濃度を保つことで、ツニカマイシン付加による小胞体

ストレスを軽減した。 

ツニカマイシンを添加した平滑筋細胞で認められた小胞体

ストレスマーカーである GRP78 の上昇は、ダントロレンを

添加することで抑制された。その理由として、ダントロレ

ンはCaMの RyRに対する結合親和性を高め RyRを安定化さ

れることで、異常なカルシウムの漏出を防ぎ、小胞体内の

カルシウム濃度を保持するとされることが考えられた。よ

って、小胞体内の Ca2+濃度を測定したところ、ツニカマイシンでは Ca2+貯蔵量の減少がみられ

たが、ダントロレン付加により RyR2 を安定化させた結果、小胞体内の Ca2+貯蔵量は保持されて

いた(図 2)。 

 

(3)ダントロレンは、ツニカマイシン付加によって引き起こされた平滑筋細胞の形質転換を抑制

した。 

小胞体ストレスの増加は動脈硬化巣でみられる平滑筋

細胞の形質転換(分化型→脱分化型)を促進するとされ

ている。そこで、分化型の平滑筋細胞のマーカーである

SM22αや calponin、脱分化型のマーカーである SMemb

の測定を細胞免疫染色法にて評価した。その結果、ツニ

カマイシンを添加した細胞では、SMemb の発現が上昇し

ており、SM22αや calponin の発現は低下していた。一

方、ダントロレン＋ツニカマイシン添加平滑筋細胞で

は、Sm22αや calponin の発現が保持されており、SMemb の発現は抑制されていた。このことよ

り、ダントロレンは、小胞体ストレス増加による平滑筋細胞の形質転換を抑制することが証明さ

れた(図 3)。 



(4) ダントロレンは CaM の核内移行を抑制することで、MEF2-KLF5 のシグナル活性を抑制し、平

滑筋細胞の形質転換を抑制した。 

次に、ダントロレンがなぜ小胞体ストレスによる平

滑筋細胞の形質転換を抑制することができるのかと

いう疑問を検証することした。前述したように、ダン

トロレンは CaM の RyR に対する結合親和性を高める

とされる。よって、ツニカマイシンを添加した平滑筋

細胞を用いて、CaM の細胞内動態を評価した。その結

果、ツニカマイシンは CaM の核内移行を促進するこ

とが判明した。またこの核内へ移行した CaM が MEF2-

KLF5 のシグナル経路を活性化しており、ダントロレ

ンは CaM の核内移行を抑制することで、MEF2-KLF5 の

シグナル活性を抑制しており、その結果、平滑筋細胞

の形質転換を抑制できることが証明された(図 4)。さ

らに、RyR2 に結合している CaM の細胞内動態と血管

平滑筋細胞の形質転換が直接関与しているかを調べ

るため、RyR2 から CaM の解離を促進するとされるスラミンを付加することで、血管平滑筋の形

質転換が促進されるかどうかを評価した。その結果、スラミン付加により、確かに CaM は核内へ

移行し、血管平滑筋は形質転換を起こしていることがわかった。さらにダントロレンはこのスラ

ミン付加による血管平滑筋細胞の形質転換を抑制したことも証明した(図 5)。 

 

RyR2 結合 CaM の結合親和性を高めることは、小胞体内の Ca2+濃度を保つことで血管平滑筋細胞

の小胞体ストレスを軽減させ、小胞体ストレス増加時にみられる血管平滑筋細胞の形質転換を

抑制することで、動脈硬化症の進展を抑制している可能性が示唆された。筆者らは RyR2 結合 CaM

の結合親和性を高めるダントロレンは心不全発症・進展を抑制することをすでに報告しており、

RyR2 結合 CaM に注目することで、心不全と動脈硬化症とを同時に治療できる新しい治療法の開

発が期待される。 
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