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研究成果の概要（和文）：本研究では血管不全における内皮Caハンドリング異常の分子機序を解明し、血管不全治療へ
の応用を目指した。まず臨床的側面から、血管不全と関連のある動脈硬化、睡眠時無呼吸症、腎糸球体障害などの病態
では、過剰な酸化ストレスと血管炎症が障害のトリガーとなっていることを明かにした。基礎研究では、アラキドン酸
などの炎症性物質を感知するOrai1/3チャネルがヒト冠動脈内皮細胞に発現して炎症誘発性Ca流入を司ること。Orai1/3
の発現量が炎症関連性内皮細胞増殖の重要な要因となること、さらに、内皮Orai1/3チャネルを介したCa流入はCREBリ
ン酸化のシグナルを介して内皮細胞増殖に寄与することを明かにした。

研究成果の概要（英文）：Our aim was to explore the link between vascular failure and endothelial ion 
channel remodeling. In clinical study, we show a critical role of oxidative stress and inflammation in 
the development of vascular failure. In basic study, we demonstrated the constitutive expression of Orai1 
and Orai3, and those co-localization in plasma membrane of cultured human coronary artery endothelial 
cells (hCAECs). Arachidonic acid (AA) elicited a store-independent Ca entry in hCAECs. The knockdown of 
either Orai-1 or Orai-3 expression drastically decreased the AA-induced Ca entry, leading to the 
inhibition of hCAECs proliferation. Transfection with siRNA against Orai-1 suppressed phosphorylation of 
cAMP-responsive element binding protein and subsequent hCAECs proliferation. These results suggest that 
Orai1/Orai3 is an essential component of AA-induced Ca entry pathway and is involved in hCAECs 
proliferation. Orai1/Orai3 might serve as a molecular link between inflammation and vascular failure.

研究分野：医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
血管内皮機能不全は動脈硬化の発症・進展の
みならず、心不全の予後にも影響を及ぼす。
そのため、「内皮機能をいかに健常に保つか」
が心血管イベント抑制の重要な予防戦略に
なる。内皮細胞に作動性物質の刺激が加わる
と、細胞外からの Ca 流入が引き金となり NO
産生、細胞増殖反応などが惹起される。一方
過剰な Ca 流入は細胞死を引き起こす。この
ように内皮細胞膜上の Ca 流入チャネルは、
種々の刺激を感知するセンサーとして、また
Ca を介した情報の transducer として重要な
役割を果たしている。内皮 Ca 流入チャネル
は生理学的に、受容体作動性チャネル、伸展
刺激活性化チャネル、さらに、IP3-induced Ca 
release後の小胞体内Ca枯渇がトリガーとな
って活性化するストア作動性チャネル(SOC)
に分類されるが、近年それら分子実体の候補
として、TRP superfamilyや STIM、Orai family
が発見され、血管不全病態解明のための分子
生物学的アプローチが可能となった。 これ
まで血管不全や内皮機能障害を対象とした
基礎研究では、eNOS 発現低下に関わる転写因
子、内因性阻害物質、NO uncoupling に主眼
がおかれ、Ca流入機構については、ほとんど
注目されていなかった。 Ca 流入チャネルの
分子構造が不明だったことがその主因であ
ったが、Orai1/3 チャネルがアラキドン酸感
受性 Ca 流入チャネルであることが発見され
るなど、Ca 流入チャネルの分子構造が明らか
になりつつある現在, 慢性病態下でのそれ
らgenomicな分子挙動を知ることが可能とな
った。 
 
２． 研究の目的 
本研究では内皮機能障害の原因となる内皮
イオンチャネルリモデリングのメカニズム
を解明し、治療への応用に展開するための基
盤となる研究を行う。具体的研究項目は、
（１） 臨床的アプローチとして、血管不全
をきたす病態と炎症の関連性を探る。基礎的
アプローチとして（２）STIM1 ノックアウト
マウスでの血管機能を調べ、STIM1 と血管不
全の関連性を調べる。（３）ヒト血管内皮細
胞を用いて炎症性物質と Orai チャネルの発
現・機能異常の関連性を探索する。 
 
３． 研究の方法 
（１） 臨床的研究 
① 血管不全と関連のある病態として、動脈
硬化関連性 ear lobe crease（ELC）、心不全
患者の睡眠時無呼吸症 （SAS）を、内皮機
能障害の病態としてアルブミン尿症をとり
あげた。ELC の評価は、診察時の視診にて定
義に従って行った。SAS の診断・重症度評価
のために、polysomnography を用い AHI, AI, 
4%ODI 等のパラメーターを測定した。アルブ
ミン尿の評価はスポット尿での Urine 
Albumin-to-Creatinine Ratio (UACR)にて行
った。 

（２） 基礎的研究 
① 対象；in vivo 実験では、STIM-1 ヘテロ
ノックアウトマウスを用いた。in vitro 実
験ではヒト冠動脈内皮細胞（hCAECs）の継代
培養第４-５世代を用いた。 
② 分子生物学的実験；RT-PCR 解析、
western blotting 解析でチャネル発現や
CREB リン酸化を評価した。gene-silencing
は Orai1 と Orai3 にたいする siRNA を作製、
hCAECs に transfection した。 
③ 生理実験；マウスの心血管機能を心エコ
ー、心電図、血圧測定し評価。細胞内 Ca 濃
度測定は Fura-II AM を hCAECs に負荷し蛍
光強度の比を用いて測定した。 
④ 免疫蛍光染色 
⑤ 細胞増殖反応は Cell Proliferation Kit 
I( Roche, Basel, Switzerland )を用いた MTT
法で測定した 
 
４． 研究成果 
（１）SAS 症例では、図１に示すようにその
重症度に応じて血管炎症マーカーの PTX3 が
上昇していた。その炎症反応は ASV 療法によ
って改善することから、低酸素イベントによ
り引き起こされたものであった（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



さらにSASによる血管炎症の程度と内皮障害
の指標である尿中アルブミン(UACR) 量の重
症度に強い相関があることを明かにした（図
３） 

 

（２）動脈硬化病変を示唆する身体所見であ
るELCと血管炎症にも強い関連性があること
を示した（図４）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに、冠攣縮性狭心症患者では、有意にア
ラキドン酸（AA）血中濃度が上昇しているこ
とを示し、学会にて発表した。上記（１）、（２）
で示した臨床研究から、血管不全の病態基盤
に炎症が大きく寄与していることが示唆さ
れた。血管炎症の分子メカニズムを探るため、
炎症を仲介する分子として小胞体 Ca センサ
ー分子である STIM-1 に注目、そのヘテロノ
ックアウトマウスを用いて、その血管機能を
調べた。しかし、表１に示すように、予想に
反して明らかな異常を示さなかった。 
 

 
そのため、当初の予定を変更して、不全血管
で起こるプラーク内血管新生と炎症をつな
ぐ分子機序について研究を進めた。その際、
炎症性物質の細胞センサーとなりうる
Orai1/3 チャネルに注目した。 
 
（３）in-vitro 実験、hCAECs における Orai1
と Orai3 チャネルの発現を RT-PCR 解析、
western blotting、免疫蛍光染色で証明した
（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 C に示すように Orai1 と Orai3 は hCAECs
細胞表面に colocalize していることが示さ
れた。 
 
（４）炎症性物質である AA は hCAECs に細
胞外からの Ca 流入を引き起こし、それは
Orai1 または Orai3 の gene silencing によ
って顕著に抑制された（図６）。 
 
 
 
 
 



このことから Orai1/3 チャネルが、AA誘発性
Ca 流入の流入経路となっていることが明ら
かとなった。 
 
（５）血管炎症とプラーク内血管新生の関連
を調べるため、hCAECs の細胞増殖反応を MTT
方で調べたところ、図７に示すように炎症で
惹起された細胞増殖は、Orai1 または Orai3
の gene silencing によって抑制された。 
 

 
さらに、その増殖反応の細胞内シグナルを検
討したところ、図８に示すように、CREB リン
酸化の関与が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上から、炎症性物質 AA は内皮細胞に
Orai1/3 チャネル経路とした Ca 流入を促し、
CREB リン酸化のシグナルを介して細胞増殖
を引き起こすことが明かとなった。この結果
は、血管炎症下でのプラーク内血管新生の分
子機序の一端を解明したものである。 
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