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研究成果の概要（和文）：まず、血管内皮細胞においてERK5の活性化を惹起する可能性のある物質を探索した。その結
果、脂質異常症治療薬の一つであるピタバスタチンが強力にERK5活性化を惹起することが明らかとなった。ピタバスタ
チンは、ERK5活性化を介しeNOSの発現を増加させた。また、eNOSの発現に伴って内皮細胞マーカーであるVE-カドヘリ
ン発現を増加させる傾向が観察された。NO産生は内皮細胞の形質の維持に重要な役割を果たしている可能性が示唆され
ることから、ピタバスタチンがERK5活性化を介しeNOS発現、NO産生を惹起することによりVE-カドヘリン発現を増加さ
せ、内皮間葉転換を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：First of all, we found that pitavastatin, one of lipid lowering agents, can 
activate ERK5 in endothelial cells by high throughput screening. Pitavastatin increased endothelial 
nitric oxide synthase (eNOS) expression via ERK5 activation. As eNOS was increased, VE-cadherin, a marker 
of endothelial cell, was also increased by pitavastatin treatment. NO generation is suggested to regulate 
VE-cadherin expression and play an important role in the maintain of endothelial cell character. 
Therefore, it was suggested that pitavastatin might prevent endothelial cells from 
endothelium-to-mesenchymal transition via ERK5 activation-eNOS expression-NO generation pathway.
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１．研究開始当初の背景 
（１）糖尿病性大血管合併症や大動脈弁膜症
などには異所性石灰化の形成が観察される。
その成因として、血管平滑筋細胞 (VSMC) や
心筋細胞自身の骨芽細胞様分化やカルシウ
ム沈着の関与が報告されているが、その詳細
は未だ明らかでない。そこで近年、国内外に
おいて血管内皮細胞 (EC) ―VSMC 間のクロ
ス ト ー ク や 内 皮 間 葉 転 換 
(endothelial-to-mesenchymal transition: 
EndMT) の関与が示唆されており、内皮の役
割に注目が集まってきている。 
（２）EC での石灰化誘導シグナルを活性化さ
せる誘因としては、血流すなわち flow 刺激
の変化や高血糖が挙げられる。これまでに
disturbed flow (DF:乱流) 刺激によって
VSMC の骨芽細胞様分化を惹起する蛋白であ
る BMP4 (bone morphogenic protein 4) が
EC から分泌されることが報告されている。さ
らに血管の石灰化は、DF 刺激に晒される大動
脈弓部小弯に好発していることが臨床研究
から明らかとなった。一方で DF や高血糖刺
激がEndMTを誘導することがすでに報告され
ている。以上の知見から DF および高血糖に
よるEndMTが糖尿病性血管石灰化形成に関与
する可能性が極めて高いことが推察される
が、内皮を介した石灰化病変形成の詳細な分
子機構は依然報告が少なく、ほとんど解明さ
れていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
（１）ERK5EKO における血管石灰化病変形成
への EndMT 関与の解明 
・頸動脈部分結紮術 (partial carotid 
ligation: PCL) (Arterioscler Thromb Vasc 
Biol 2003) を行うことによって DF による動
脈硬化発症モデルを作製し、頸動脈に形成さ
れる病変内へのカルシウム沈着がERK5EKOで
WT マウスに比べ増悪するか否か検討を行う。 
・上記モデルマウスにおいて EndMT 関連蛋白
発現の変化 (EC マーカーの発現低下および
間葉系細胞マーカーの発現上昇) を検討す
る。 
（２）EndMT シグナル、石灰化シグナルに対
する ERK5 の役割解明 
・ERK5 の欠失、または ERK5 を活性化させる
ことが明らかとなっているスタチン系薬物 
(Biochem Pharmacol 2013) が高血糖刺激に
よる EndMT に影響を与えるか否かを培養 EC
を用いて検討する。 
・EndMT を起こした EC へのカルシウム沈着の
有無を in vitro にて観察する。 
（３）糖尿病モデルマウスおよびヒト石灰化
病変における ERK5、EndMT 関連蛋白の発現検
討 
・糖尿病モデルマウスの大動脈を摘出して en 
face 免疫染色 (Circulation 2013) を行い、
内膜において ERK5 および EndMT 関連蛋白発
現の変化を検討する。 
・徳島大学病院病理部より得られたヒト剖検

組織を用い、石灰化病変部において上記蛋白
発現の変化を免疫染色にて確認する。 
 
３．研究の方法 
（１）ERK5EKO に動脈硬化を惹起し、石灰化
病変の組織学的・生化学的な解析を行う。 
（２）ERK5EKO の大動脈内膜について、DF に
よる EndMT 関連蛋白の発現を検討する。 
（３）培養 EC を用い、EndMT および石灰化の
抑制に ERK5 が関与するか否かを検討する。 
（４）糖尿病モデルマウスの大動脈内膜にお
ける ERK5 および EndMT について検討する。 
（５）ヒト剖検組織における ERK5 および
EndMT 関連蛋白の発現を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）血管内皮細胞における ERK5 活性化物
質の探索 
 High Throughput Screening 法により 2000
の小分子化合物ライブラリーから ERK5 の活
性化を惹起する可能性のある物質を探索し
た。その結果、脂質異常症に用いられる
HMG-CoA 還元酵素阻害剤の一つであるピタバ
スタチンが ERK5 の強力な活性化作用を有す
ることを見出した（図 1）。また食品由来成分
で ERK5 活性化作用を有するものを探索した
結果、ポリフェノールの一種であるケルセチ
ンの代謝物、Q3GA に ERK5 活性化の可能性が
示された。以後、ERK5 活性化薬としてピタバ
スタチン、Q3GA を用いて検討を行った。 

  図 1 
 
 
（２）内皮障害モデルマウスにおける内皮細
胞マーカー発現の観察 
 C57Bl/6J マウスに一酸化窒素合成酵素
（NOS）阻害剤である L-NAME を３週間飲水投
与を行い内皮障害モデルマウスを作成した。
その結果、マウスの大動脈において、内皮細
胞マーカーである VE-カドヘリンの発現が低
下していることが、en face 免疫染色及びウ
エスタンブロッティングにて観察された（次
頁図 2）。このことから、L-NAME 投与マウス
においてEndMTが惹起されている可能性が示
唆された。 
 



 

 
（３）ピタバスタチンによる内皮細胞マーカ
ー発現と内皮障害モデルマウスへの影響 
 ピタバスタチンは培養血管内皮細胞にお
いて、ERK5 活性化を介し eNOS の発現を増加
させた。またピタバスタチンは、eNOS の発現
に伴って VE-カドヘリン発現を増加させる傾
向が観察された。また、NOの供与体あるいは
消去剤の効果を検討したところ、NO 産生が
VE-カドヘリン発現を増加させたことから、
内皮細胞の形質の維持に重要な役割を果た
している可能性が示唆された。以上より、ピ
タバスタチンが ERK5 活性化を介し eNOS 発現、
NO産生を惹起することによりVE-カドヘリン
発現を増加させ、EndMT を抑制する可能性が
考えられる。 
 また、ピタバスタチンは L-NAME 投与マウ
スにおいて大動脈解離発症を抑制し得るこ
とが明らかとなった。 
 
（４）内皮細胞特異的 ERK5 欠損マウスの作
製 
 テキサス大学 MD アンダーソン癌センター
の 阿 部 純 一 教 授 の ご 厚 意 に よ り
ERK5flox/flox マウスを譲り受けた。京都大
学にすでに供与されていた当マウスを生殖
工学の技術を用いて無菌化した後に、徳島大
学へ導入した。また、内皮特異的に発現する
カドヘリンに対する Cre マウスを導入し、繁
殖した。現在、両マウスを掛け合わせ
ERK5-flox/flox-Cdh5-Cre マウスを交配・増
やしている。さらに本マウスを使用して詳細
な検討を継続する。 
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