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研究成果の概要（和文）：肺高血圧症は、肺血管障害によって持続的に肺動脈圧が上昇する致死性疾患である。我々は
肺動脈平滑筋におけるカルシウム感受性受容体の発現増加が、肺高血圧症の病態機構に関与していることを明らかにし
てきた。本研究では、カルシウム感受性受容体と機能連関するカルシウム流入経路を検索した。その結果、特発性肺動
脈性肺高血圧症の肺動脈平滑筋細胞における異常な細胞内カルシウム濃度上昇は、カルシウム感受性受容体とTRPCチャ
ネルの機能的連関によることが示唆された。この機構が、特発性肺動脈性肺高血圧症患者の過剰なカルシウム流入や細
胞増殖に関与している可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Sustained vasoconstriction and vascular remodeling due to pulmonary arterial 
smooth muscle cell (PASMC) proliferation are key pathogenic events for idiopathic pulmonary arterial 
hypertension (IPAH). We have previously shown that calcium-sensing receptor (CaSR) is upregulated in 
IPAH-PASMCs and contributes to enhanced calcium response. In this study, we examined whether 
non-selective cation channel is involved in enhanced calcium influx followed by CaSR activation in 
IPAH-PASMCs. The expression levels of TRPC channel in IPAH-PASMCs were greater than in normal PASMCs. 
Knockdown of TRPC channel in IPAH-PASMCs with siRNA attenuated the CaSR-mediated calcium increase. In 
conclusion, the extracellular calcium-induced calcium increase due to functional coupling between CaSR 
and TRPC channel is a novel pathogenic mechanism contributing to the augmented calcium influx and 
excessive PASMC proliferation in IPAH patients.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
肺高血圧症（pulmonary hypertension）は、

肺血管の攣縮や肺血管壁の肥厚による血管
内腔の狭小化、血栓形成による肺血管抵抗の
上昇によって、持続的に肺動脈圧が上昇する
進行性の血管疾患である。病態が進行すると
血管壁の肥厚に伴って動脈壁全体が硬化し、
肺血流量が低下して、右心室に負荷がかかる
ため右心不全に陥る。これまでに複数の肺高
血圧発症因子が同定されているが、それらが
複雑に関連しているため、未だに正確な発症
機構は解明されていない（Hassoun et al., J 
Am Coll Cardiol, 2009; Morrell et al., J 
Am Coll Cardiol, 2009）。我々の研究グルー
プでは、肺高血圧症患者から摘出した肺動脈
平滑筋細胞（pulmonary arterial smooth 
muscle cells, PASMCs）において、①静止時
の細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）が増加している
こ と 、 ② ス ト ア 作 動 性 Ca2+ 流 入
（store-operated calcium entry, SOCE）が
増強していること、③受容体作動性 Ca2+流入
（receptor-operated calcium entry, ROCE）
が増強していることを報告してきた（Lin et 
al., Circ Res, 2004; Yu et al., Proc Natl 
Acad Sci USA, 2004; Yu et al., Circulation, 
2009; Song et al., Pulm Circ, 2011）。し
かし依然として、肺動脈平滑筋の生理機能や
病態変化には、その他の経路不明な Ca2+シグ
ナルが関わっていることが推測されている。
ごく最近、我々は、細胞内 Ca2+動態に関係す
る細胞膜上の機能性膜タンパク（イオンチャ
ネル・受容体・トランスポーターなど）のう
ち、細胞外 Ca2+濃度を感知する Ca2+感受性受
容体（ calcium-sensing receptor, CaSR ）
（ Brown & MacLeod, Physiol Rev, 2001; 
Hofer & Brown, Nat Rev Mol Cell Biol, 2003; 
Magno et al., Endocr Rev, 2011）（図 1）に
着目し、肺動脈平滑筋の生理機能への寄与と
肺高血圧症などの病態における発現変化お
よび機能変化を解析した。 

特発性肺動脈性肺高血圧症（idiopathic 
pulmonary arterial hypertension, IPAH）
の患者から単離した PASMCs において、細胞
外 Ca2+誘発性の[Ca2+]cyt 上昇が認められた。
この Ca2+応答は、正常ヒト（肺高血圧症以外
の肺疾患, Normal）もしくは慢性血栓塞栓性
肺 高 血 圧 症 （ chronic thromboembolic 
pulmonary hypertension, CTEPH）患者由来
の PASMCs では観察されなかった（図 2A）。
IPAH-PASMCs では、CaSR の発現が顕著に増加
していた（図 2B）。肺高血圧モデル動物（モ
ノクロタリン誘発性肺高血圧症ラット）にお
いても、発現増加した CaSR とそれによる細
胞外Ca2+誘発性の[Ca2+]cyt上昇が観察された。
また、肺高血圧症に特有の所見が CaSR の選
択的阻害薬である NPS2143 によって、有意に
抑制された（図 2C）。以上より、CaSR の発現
増加および機能増強が肺高血圧症の発症メ
カニズムに関与していること、CaSR の選択的
阻害薬であるNPS2143が肺高血圧症の新規治
療 薬 と し て 有 効 で あ る こ と を 示 し た
（Yamamura et al., Circ Res, 2012）。 
 

 
２．研究の目的 
CaSR の発現増加が肺高血圧症に関与して

いることを見出した（Yamamura et al., Circ 
Res, 2012）が、これだけでは肺高血圧症に
おける異常な[Ca2+]cyt 上昇を説明することは
できない。すなわち、CaSR は主に細胞外 Ca2+

濃度を感知するだけであり、IP3を介した Ca2+

遊離以外の Ca2+シグナル経路が機能的に連関
することによって、より大きな[Ca2+]cyt 上昇
が実現すると考えられる。本研究では、CaSR

 

図 1 細胞内 Ca2+動態における Ca2+感受性受容体の機能 
略語：CaSR, Ca2+感受性受容体； 
DG, ジアシルグリセロール； 
G, G タンパク； IP3, イノシトール-1,4,5-三リン酸； 
IP3R, IP3 受容体； NCX, Na+/Ca2+交換体； 
PLC, ホスホリパーゼ C； ROCE, 受容体作動性 Ca2+流入； 
RyR, リアノジン受容体； 
SERCA, （筋）小胞体 Ca2+-ATPase； 
SOCE, ストア作動性 Ca2+流入； SR, 筋小胞体； 
TRPC, transient receptor potential canonical チャネル； 
VDCC, 電位依存性 Ca2+チャネル 
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図 2 肺高血圧症における Ca2+感受性受容体の機能亢進 
A ： 正 常 ヒ ト （ Normal ） 、 特 発 性 肺 動 脈 性 肺 高 血 圧 症 患 者

（IPAH）、慢性血栓閉塞性肺高血圧症患者（CTEPH）から肺動脈
平滑筋細胞を作製した。IPAH 細胞において、細胞外 Ca2+誘発性

の Ca2+濃度上昇が認められた【Ca2+イメージング】。B：IPAH 患

者でCa2+感受性受容体の発現増加が認められた【ウェスタンブロ
ット】。C：肺高血圧モデル動物（MCT）において、肺高血圧症の指

標である右心室圧（RVP）の上昇が観察された。この症状は、

Ca2+感受性受容体の阻害薬である NPS2143 によって改善した。
【in vivo 実験】 



と機能連関する分子を検索し、その発現解析
および機能解析を行い、CaSR を介した Ca2+シ
グナル経路を同定した。 
 
３．研究の方法 
(1) CaSR と共役する分子の機能解析 
IPAH 患者、CTEPH 患者および対象群（肺高

血圧症以外の肺疾患患者, Normal）より作製
した培養 PASMCs を用いて、細胞内 Ca2+画像解
析を行った。Ca2+蛍光指示薬である fura-2/AM
を培養細胞に負荷し、細胞外液（灌流液）の 
Ca2+濃度を 0 mM から 2.2 mM に置換した時に
生じる[Ca2+]cyt増加をCaSRによる Ca2+シグナ
ルとして測定した。 
 

(2) CaSR と機能連関する分子の発現解析 
IPAH 患者、CTEPH 患者および対象群（肺高

血圧症以外の肺疾患患者, Normal）由来の
PASMCs から総 RNA を抽出して、逆転写（RT）
法により cDNA を作製した。定量的リアルタ
イム PCR 法により、細胞内 Ca2+動態に関連す
る分子のmRNA発現量を比較解析した。また、
同様の細胞株および肺動脈平滑筋組織から
タンパク質を抽出して、ウェスタンブロット
法により、細胞内 Ca2+動態に関連する分子の
タンパク質発現量を比較解析した。 
 

(3) CaSR を介した Ca2+シグナル経路の分子同
定 
CaSR と機能的に連関する分子の同定のた

め、網羅的に Ca2+関連チャネルを siRNA 法に
よりノックダウンして機能解析した。CaSR と
機能連関する分子が、イオンチャネル活性を
有する場合には、ホールセルパッチクランプ
法を適用し、電流解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) CaSRと機能連関する分子の薬理学的解析 
IPAH-PASMCs において、細胞外 Ca2+濃度を 0 

mM から 2.2 mM に置換した際、CaSR を介した
[Ca2+]cyt増加が惹起された。この[Ca2+]cyt増加
は、一過性の初期相とそれに続く持続相から
構成された。 
IPAH-PASMCs において、CaSR を介した細胞

外 Ca2+誘発性[Ca2+]cyt 上昇の持続相が、非選
択的陽イオンチャネルの阻害薬である La3+に
よって抑制された。 
IPAH-PASMCs において、受容体作動性 Ca2+

チ ャ ネ ル の 活 性 化 薬 で あ る
1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol（OAG、ジア
シルグリセロールアナログ）は、[Ca2+]cyt を
増加させた。また、約半数の細胞においては、
Ca2+オシレーションを誘発させた。一方、OAG
は、Normal-PASMCs の[Ca2+]cytには影響を与え
なかった。 
 

(2) CaSR と機能連関する分子の検索 
IPAH-PASMCs に高発現している La3+感受性

かつOAG感受性を有するイオンチャネル分子
を定量的リアルタイムPCR法で網羅的に検索

した。その結果、非選択的陽イオンチャネル
で あ る transient receptor potential 
canonical（ TRPC）チャネルの発現が、
Normal-PASMCs よりも高かった。 
また、ウェスタンブロット解析の結果、

IPAH 患者由来の PASMCs および肺動脈平滑筋
組織において、同じ TRPC チャネルが、Normal
由来の PASMCs および肺動脈平滑筋組織より
も高発現していた。 
IPAH-PASMCs において、TRPC チャネルを

siRNA 法でノックダウンさせると、CaSR を介
した細胞外 Ca2+誘発性[Ca2+]cyt 上昇は、顕著
に抑制された。 
 

(3) CaSR と TRPC チャネルの共発現系 
Normal-PASMCs に CaSR と TRPC チャネルを

共発現させると、IPAH-PASMCs で観察される
細胞外 Ca2+誘発性[Ca2+]cyt 増加を再現するこ
とが出来た。 
さらに、IPAH-PASMCs で観察された細胞外

Ca2+によって活性化される非選択的陽イオン
チャネル電流も、Normal-PASMCs に CaSR と
TRPC チャネルを共発現させることによって
再現された。 
 
(4)まとめ 
IPAH 患者の PASMCs における細胞外 Ca2+誘

発性[Ca2+]cyt上昇は、CaSR と TRPC チャネルの
機能的連関によることが示唆された。この分
子機構が、IPAH 患者の過剰な Ca2+流入や細胞
増殖に関与している可能性が考えられる。 
 
(5)おわりに 
肺高血圧症の患者数は全世界で約 10 万人

（国内では年間 100 万人に 1～2 人程度）と
稀な疾患であるが、発症後の予後は極めて不
良であり、5 年生存率は約 50%である。厚生
労働省が定める特定疾患治療研究事業対象
疾患（難病）に指定されている。肺高血圧症
の発症機構は、完全には解明されていないた
め、本研究で明らかとなった新規 Ca2+シグナ
ル経路は、その全体の機構解明につながると
考えられる。 
長年、肺高血圧症には適切な治療薬が存在

せず、疾患の治療や患者の QOL（quality of 
life）の改善が不十分であった。最近になっ
て、Ca2+ブロッカーの他、プロスタグランジ
ン（PGI2）注射製剤（エポプロステノール）、
エンドセリン受容体拮抗薬（ボセンタン）、
ホスホジエステラーゼ（PDE5）阻害薬（シル
デナフィル）など有効な治療薬が開発されて
きているが、依然として十分な薬物治療が確
立されたとは言い難く、新規の作用機序を持
つ治療薬の開発が切望されている。そのため、
本研究成果が治療方針の確立や新規分子を
標的とした治療薬の開発に貢献できると考
えられる。 
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