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緒 言 

 

ヒトの血液循環機能は心血管組織の形態構造によって決定されている。心血管組織の初期発生は先天的に決定されて

いるものの、胎児期後半から発達過程においては体液量、食事内容や運動など、様々な後天的要因も形態構造決定に重

要な役割を担っている。心血管組織は絶えず血行力学的負荷に曝されながらも、自身の形態構造を変化させる（リモデ

リング）ことで負荷に適応する頑健性を備えている。しかしながら、加齢や病的状態により血行力学的負荷に適応でき

なくなると組織恒常性が破綻し、様々な心血管疾患を引き起こす。細胞が物理量を認識する分子機構として、いくつか

のセンサータンパク質が現在までに同定されているが、心血管組織が血行力学的負荷に適応・不適応する（すなわち組

織恒常性の維持とその破綻に関する）分子機構については詳しく分かっていない。 
心血管組織のリモデリングは、血行力学的負荷以外にもアドレナリン、アンジオテンシン II（Ang II）などの神経体

液性因子により調節されている。これら神経体液性因子の多くは、G蛋白質共役型受容体（GPCR）を介して心筋細胞

の肥大や線維化といったリモデリング応答を誘導する。ADPやATPなどの細胞外ヌクレオチドによって活性化される

プリン作動性シグナリングは、痛みや神経伝達における重要性がこれまでによく知られているが、近年、心血管系にお

ける役割が明らかにされ始めている［1，2］。我々は、心血管系におけるプリン作動性シグナリングについて研究を進

めており、GPCR型プリン作動性受容体の1つであるP2Y6Rが心臓において病的な圧負荷刺激により発現上昇するこ

と、圧負荷誘発性心肥大に関与することを明らかにしている［3］。また最近、げっ歯類の血管平滑筋細胞において、

P2Y6RはAng II受容体AT1Rと相互作用することでAng IIによる血圧上昇を調節することを見出した。P2Y6Rは発

生に伴い発現上昇し、この加齢に伴うP2Y6Rの発現上昇が、Ang II誘発性高血圧症の発症リスクを高めることを明ら

かにした［4］。 
これまでにAT1Rを始めとするいくつかのGPCRが物理刺激により直接活性化されることが報告されている［5，6］。

P2Y6Rを欠失させた心筋細胞では伸展刺激による細胞内カルシウム上昇が低下したことから、P2Y6Rは既知のリガン

ドである UDP だけでなく、物理刺激によっても活性化される可能性が見出された。そこで本研究では、P2Y6R の物

理刺激応答性を検証すると共に、P2Y6Rのリガンド応答性、物理刺激応答性の制御機構について検討を行った。 
 

方 法 

 
1．細胞内カルシウムイメージング 
ラット心筋細胞株H9c2にNeon transfection systemを用いてマウスP2Y6R発現プラスミドを導入した。その後、

細胞をリガンド刺激用としてガラスボトムディッシュ、伸展刺激用としてストレッチチャンバー（メニコン）に播種し

て 48 時間培養した。一部のディッシュとチャンバーは細胞を播種する前にコラーゲンコーティングを行った。細胞に

Fura-2を取り込ませた後、顕微鏡下にセットし、100 M UDP刺激もしくは20%伸展刺激を行った。 
2．ウエスタンブロッティング 

P2Y6Rを過剰発現させたH9c2をプラスチックデッシュもしくはストレッチチャンバーに播種して24時間培養した

後、無血清培地に交換してさらに24時間培養した。100 M UDPで5分刺激、もしくはサイクルストレッチ（20%、 
1 Hz）で120分刺激した後、Lysis bufferで細胞を回収した。 
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結 果 

 

1．P2Y6RはRGDモチーフを介して物理刺激に応答する。 
 P2Y6R が物理刺激によって活性化されるのかを検証するために、内在性の P2Y6R を持たないラット心筋細胞株

H9c2 にマウス P2Y6R を発現させ、コラーゲンコート済みのストレッチチャンバーに播種した。その後、一過性の伸

展刺激（20%、1 秒）を行った際の細胞内カルシウム変動を評価した。H9c2 細胞に伸展刺激を加えると P2Y6R 発現

依存的に細胞内カルシウム上昇が確認できた（図1A，B）。 
 P2Y6R は細胞外第二領域にアルギニン-グリシン-アスパラギン酸からなる RGD モチーフを有している（図 1C）。
RGDモチーフはインテグリンとの相互作用領域として知られている。そこで次に、RGDモチーフがP2Y6Rの物理刺

激応答性に関与するかを検討した。P2Y6R RGE変異体をH9c2に発現させたところ、伸展刺激依存的なカルシウム応

答は有意に抑制された（図1A，B）。また、ヒトP2Y6Rでは一番目のアルギニンがグルタミンとなっている（図1C）。
そこでマウスP2Y6RにQGD変異を導入して物理刺激応答性確認したところ、P2Y6R QGDは野生型P2Y6R同様に

伸展刺激に応答することが分かった（図1A，B）。P2Y6R RGE変異体のリガンド刺激応答性を検証したところ、UDP
によるカルシウム応答が確認できた（図 1D）。次に細胞内カルシウムとは別の指標として、P2Y6R 活性化の下流で起

こるERKの活性化を評価した。サイクルストレッチ刺激を行ったところ、P2Y6R発現依存的にERK活性化が確認さ

れた。一方、RGE変異体の過剰発現ではERK活性化は確認されなかった（図1E）。また、UDP刺激によるERK活

性化はP2Y6R野生型とRGE変異体の過剰発現で違いは見られなかった（図1F）。以上のことから、P2Y6R RGDモ

チーフは物理刺激応答性に必要であることが明らかとなった。 

 
図1．P2Y6Rの伸展刺激応答性 

（A）P2Y6R発現H9c2細胞における伸展刺激による細胞内カルシウム変動をFura-2の蛍光変化により測定した。（B）伸展

刺激後の細胞内カルシウム上昇の定量結果。One-way ANOVA, **p < 0.01.（C）P2Y6Rの細胞外第二領域のアミノ酸配列相

同性。RGDモチーフを赤字で示す。（D）P2Y6R発現H9c2細胞におけるUDP（100 M）刺激による細胞内カルシウム変

動。（E）P2Y6R発現H9c2細胞におけるサイクルストレッチ刺激によるERK活性化。（F）P2Y6R発現H9c2細胞における

UDP刺激によるERK活性化。 
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2．コラーゲンはP2Y6Rのリガンド応答性と物理刺激応答性を変化させる。 
RGD モチーフは様々な細胞外マトリックスタンパク質に保存されていることから、細胞外マトリックスが P2Y6R

のリガンド応答性、物理刺激応答性に与える影響について検討を行った。コラーゲンでコーティングしたストレッチチ

ャンバーを用いた場合には伸展刺激によるP2Y6Rの活性化が確認されたのに対して、コラーゲンコーティングしてい

ないストレッチチャンバーを用いた場合には伸展刺激依存的なP2Y6Rの活性化は顕著に抑制されることが明らかにな

った。一方、UDP による P2Y6R の活性化はコラーゲンコートデッシュ上で減弱することが明らかとなった。非常に

興味深いことに、P2Y6R RGE変異体を用いた場合にはコラーゲンコートによるUDP応答性の低下は確認されなかっ

た。以上の結果から、コラーゲンはP2Y6Rの物理刺激応答性に必要である一方で、リガンド応答性を低下させること、

コラーゲンによるP2Y6Rの応答性の変化はRGDモチーフを介していることが明らかとなった。 
 

 
 

図2．P2Y6Rの伸展刺激応答性 
（A）コラーゲンコート有り無しのストレッチチャンバーに播種したP2Y6R発現H9c2細胞の伸展刺激依存的な細胞内

カルシウム変動。（B）伸展刺激後の細胞内カルシウム上昇の定量結果。One-way ANOVA, **p < 0.01.（C）コラーゲン

コート有り無しのディッシュに播種したP2Y6R発現H9c2細胞のUDP刺激依存的な細胞内カルシウム変動。（D）UDP
刺激後の細胞内カルシウム上昇の定量結果。One-way ANOVA, **p < 0.01. 
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考 察 

 
今回、UDPを既知のリガンドとするプリン作動性GPCRであるP2Y6Rの物理刺激応答性について評価を行い、心

筋細胞株の発現系において、20%伸展刺激によりP2Y6Rが活性化されることを見出した。また、この活性化には細胞

外領域に存在する RGD モチーフが関与していることも明らかにした。RGD モチーフは様々な細胞外マトリックスタ

ンパク質に見られるモチーフでインテグリンとの相互作用に関与することが知られている。そこで今後P2Y6Rがどの

インテグリンサブタイプと結合することが物理刺激応答性の獲得に関与しているのかを明らかにしていく。また、コラ

ーゲンコートすることでP2Y6Rのリガンド応答性、物理刺激応答性が変化することも見出した。このコラーゲンによ

る応答性の変化に関してもP2Y6Rとインテグリンの相互作用が関与しているのかを明らかにしていく。コラーゲンの

蓄積は心不全の進行に伴って増加する。コラーゲンの蓄積に伴うP2Y6Rのリガンド応答性、物理刺激応答性の変化が

心臓の病的なリモデリングに関与するのかを今後明らかにしていきたい。 
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