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研究成果の概要（和文）：CSA患者においてp122遺伝子発現と蛋白発現がコントロール例に比して有意に亢進していた
。PLC活性との関連を見ると、大動脈平滑筋細胞にp122蛋白を過剰発現させるとPLC活性が亢進し、さらにアセチルコリ
ン刺激に対する細胞内カルシウムイオン濃度が上昇していた。一方、PLC-TGマウスの冠動脈、大動脈ならびに腸間膜動
脈のPLC活性が野生型と比べて有意に亢進しており、エルゴメトリン投与により心電図ST上昇ならびに高度房室ブロッ
クが観察された。P122-TGにエルゴノビンを投与すると著明なST上昇と房室ブロックが観察された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that Phospholipase C(PLC)-d
1 activity in cultured skin fibroblasts from patients with coronary spastic angina(CSA) was enhanced, and 
found PLC-d1 864 G to A mutation in 10% of the male CSA patients. We also found p122 protein, cloned to po
tentiate PLC-d1 activity, and its gene expression level were enhanced in CSA. [Ca2+]i at baseline and the 
peak increase to acetylcholine were both higher in cells transfected with p122 than in those without p122.
 Further, we generated transgenic(TG) mice with the increased PLC-d1 activity specific to the VSMCs by ind
ucing human R257H variant PLC-d1. Intravenous ergometrine induced ST segment elevation in homozygous TG. I
n isolated Langendorff-perfused hearts, coronary perfusion pressure was significantly increased in homozyg
ous TG after ergometrine. Thus, the increased PLC-d1 activity causes the enhanced coronary vasomotility in
 TG. Both variant PLC-d1 and enhanced p122 protein were indicated to be involved in the pathogenesis of CS
A.
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１．研究開始当初の背景 
冠攣縮性狭心症は冠動脈平滑筋が収縮刺激
に対して過収縮性を示す疾患であるが、臨床
例において収縮に関わる細胞内情報伝達系
の検討は我々により始められた。他施設での
検討では、冠攣縮狭心症例において血管内皮
細胞の一酸化窒素（NO）合成酵素(NOS)の
promoter 領域に遺伝子異常を認めることが
報告されている。NOS 活性の低下と NO 産
生低下は血管トーヌスの亢進や血小板凝集、
血管内膜の肥厚、動脈硬化性変化の促進につ
ながる可能性があるものの、NO 産生低下の
みで心筋虚血をきたす冠動脈の過剰収縮反
応（冠攣縮）を直接的に説明することは困難
である。実際に NOS ノックアウトマウスが
冠攣縮を惹起することも報告されていない。
一方、KATP チャンネル（Kir6.1 または
SUR2）のノックアウトマウスが冠攣縮を惹
起し突然死することが報告されているが、
我々の冠攣縮性狭心症患者を対象とした臨
床研究では、KATP チャネルの異常は見出せ
なかった（Tomita H, Okumura K, et al. Int 
J Mol Med 2006）。臨床的観点からも KATP
チャネルのノックアウトマウスは冠攣縮性
狭心症の動物疾患モデルとは言い難い。 
 
血管平滑筋収縮機構の最初に位置する
Phospholipase C（PLC）が活性化されると、
細胞内カルシウムイオン濃度が上昇する。
我々は、冠攣縮性狭心症患者から得られた培
養皮膚線維芽細胞において膜分画 PLC 活性
が亢進しており、PLC 活性と冠動脈の basal 
tone および収縮刺激に対する反応性が正相
関を示すこと、PLC 活性亢進の主体は PLC-
δ1 であることを報告した（Okumura, 
Osanai, et al. J Am Coll Cardiol 2000）。さ
らに冠攣縮性狭心症患者より得られた PLC-
δ1 遺伝子のアミノ酸構造配列解析により、
257 番目のアミノ酸がアルギニンからヒスチ
ジンへ置換する R257H 亜型を発見し、機能
解析ではR257H亜型のPLC-δ1活性は亢進
しており、アゴニスト刺激に対する細胞内カ
ルシウムイオンの上昇が亢進することを報
告した（Nakano, Osanai, Okumura,et al. 
Circulation 2002）。一方、R257H 亜型 PLC-
δ1 は男性患者の約 10%で認められたのみで、
他の機序による PLC-δ1 活性亢進について
検討を進めてきた。 
 
p122は1083個のアミノ酸から構成される蛋
白で、PLC-δ1 の活性を制御（亢進）するこ
とが報告されている。最近我々は、冠攣縮性
狭心症患者から採取された培養皮膚線維芽
細胞において p122 遺伝子発現と蛋白発現が
亢進していること、さらに大動脈平滑筋細胞
において、p122 蛋白過剰発現により PLC 活
性が亢進し、アゴニスト（アセチルコリン）
刺激に対する細胞内カルシウムイオン濃度
が上昇することを報告した。さらに p122 遺
伝子の 5’側 promoter 解析により、-228G/A

ならびに-228A/A 変異が冠攣縮性狭心症男性
患者の約 10%で認められ、それらの変異によ
る promoter 活性が亢進することを報告した。
(Murakami, Osanai, Okumura et al. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2010)。以上
より、冠攣縮性狭心症患者における PLC-δ1
活性亢進の機序の一つとして p122 蛋白の発
現亢進が示唆された。 
 
２．研究の目的 
冠攣縮性狭心症は冠動脈平滑筋の basal 
tone の亢進と収縮刺激に対する過剰反応を
特徴とする。我々は冠攣縮の成因を分子レ
ベルで検討し、収縮に関わる細胞内情報伝
達系の最初に位置する Phospholipase C 
(PLC)活性が亢進し（JACC 2000）、その原
因の一つとして PLC の isozyme である
PLC-δ1 の遺伝子変異の関与を明らかにし
た（Circulation 2002）。さらに最近、PLC-δ1
活性を制御する P122 蛋白が PLC-δ1 活性亢
進を介してアセチルコリンによる細胞内
Ca イオン濃度の増加を亢進させ、過剰収縮
反応に関与しうることを示した（ATVB 
2010）。本研究の目的は、冠動脈平滑筋過収
縮反応における P122 蛋白の役割を確立し、
冠攣縮の成因を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
平成 23 年度は、冠攣縮性狭心症患者から採
取したゲノムを用いて p122 の promoter 解析
を行い、p122 遺伝子発現亢進の機序を検討し
た。このために mRNA の分解速度を規定する
ことが知られている遺伝子の 3’非翻訳領域
(UTR)に注目し、変異の有無を検討した。冠
攣縮における p122 の役割を明確にする目的
で、冠動脈平滑筋に特異的に p122 を過剰発
現するマウスモデルを作成し、具体的には
p122遺伝子のcDNAをα-smooth muscle actin
の promoter に接続し、トランスジェニック
マウスを作製した。平成 24 年度以降は、作
成した p122 過剰発現トランスジェニックマ
ウスの表現型について組織学的に、さらに生
理学的に解析するとともに、冠攣縮の病態解
析、治療薬の効果の検討などを行った。 
 
４．研究成果 
CSA患者においてp122遺伝子発現と蛋白発現
がコントロール例に比して有意に亢進して
いた。PLC 活性との関連を見ると、大動 
脈平滑筋細胞に p122 蛋白を過剰発現させる
と PLC 活性が亢進し、さらにアセチルコリン
刺激に対する細胞内カルシウムイオン濃度
が上昇していた。一方、PLC-TG マウスの冠動
脈、大動脈ならびに腸間膜動脈の PLC 活性が
野生型と比べて有意に亢進しており、エルゴ
メトリン投与により心電図 ST 上昇ならびに
高度房室ブロックが観察された。P122-TG に
エルゴノビンを投与すると著明な ST 上昇と
房室ブロックが観察された。 
【結論】①PLC-δ1 活性の機序の 1 つとして



p122 蛋白の発現亢進が示唆された。②PLC-TG
マウスは臨床例に近似したCSA動物モデルで
あると考えられた（Circulation2012)。③ジ
ルチアゼムは本 PLC-TG マウスにおける冠攣
縮誘発阻止に有効であり、臨床例と同じフェ
のタイプモデルであった。④P122-TG マウス
も CSA 動物モデルとなることが示唆された。
いずれもPLC-δ1の冠攣縮への因子を支持す
る所見であり冠攣縮の病態解明に大きく寄
与すると考えられる。 
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