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緒 言 

 
冠攣縮性狭心症は冠動脈平滑筋の収縮刺激に対する過剰反応を特徴とする。平滑筋の収縮に重要な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。我々はこれまでに PLC-delta1 に焦点を当て、

様々な視点から冠攣縮のメカニズムについて研究を行ってきた［1～4］。さらに、冠攣縮性狭心症患者の遺伝子解析に

より、PLC-delta1 活性を亢進させる遺伝子変異（R257H）を見出し、変異型PLC-delta1 を血管平滑筋特異的に過剰

発現させたマウス（PLC-TGマウス）を作製した。このマウスにアゴニスト（エルゴノビン）を投与すると、体表面心

電図にてST上昇が観察され、またアゴニスト刺激による冠動脈攣縮が観察された。これらから、このPLC-TGマウス

は臨床例に即した冠攣縮性狭心症動物モデルであることを報告した［5］。 
Aキナーゼアンカータンパク（A-kinase anchoring proteins，AKAP）、特にAKAP79/150は、シグナル伝達経路に

おいてPLCの下流に位置するプロテインキナーゼC（PKC）に結合し、細胞外からのカルシウムイオン流入調節に重

要な役割を担っている［6］。我々はAKAP79/150の冠攣縮における役割を検討するため、PLC-TGマウスとAKAPノ

ックアウト（KO）マウスを交配し、PLC過剰発現かつAKAP79/150蛋白が発現していないマウス（PLC -AKAP -KO）

を作製した。予想に反し、PLC -AKAP -KO マウスではエルゴノビン投与による ST 上昇が全く抑制されず、さらに

AKAP -KOマウスにおいてもPLC-TGマウスと同様のST上昇が観察された。重要な知見として、AKAP -KOマウス

の大動脈平滑筋細胞では、アゴニスト刺激による細胞内カルシウム濃度の上昇は野生型マウスの平滑筋細胞と同等であ

り、全く亢進していなかった。すなわち、AKAP -KOマウスでは細胞内カルシウム濃度上昇の亢進を伴わずに、カルシ

ウム感受性の亢進により冠攣縮が誘発された可能性が考えられた。さらにβ遮断薬であるカルベジロールは、カルシウ

ム感受性の主要な物質であるカルモジュリンキナーゼⅡ（CaMKⅡ）を抑制すると報告されている［7］。臨床現場では

冠攣縮性狭心症患者にβ遮断薬の単独投与は禁忌であるが、カルベジロールの冠攣縮に対する効果は全く検討されてい

ない。本研究では冠攣縮におけるカルシウム感受性亢進の関与を明らかにし、さらにカルベジロールの冠攣縮に及ぼす

影響について検討した。 
 

方 法 

 
1. AKAP -KOマウスにおける冠攣縮の誘発 

AKAP -KOマウスに経静脈的にエルゴノビン（30 mg/kg）を投与し、体表面心電図による心電図変化（心拍数やST-
T変化、房室ブロック）により冠攣縮誘発の有無を検討した。 
2. 細胞内カルシウム濃度ならびにCaMKⅡ発現の検討 
野生型マウスとAKAP -KO マウスの大動脈を速やかに摘出し、Explant 法により血管平滑筋細胞を培養した。アセ

チルコリン刺激による細胞内カルシウム濃度上昇をFura-2 により測定した。さらにカルシウム感受性関連物質である

CaMKⅡの遺伝子発現ならびに蛋白発現をReal-time RT-PCR法ならびにWestern blot法にて検討した。 
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3. AKAP -KOマウスにおける冠攣縮に及ぼすカルベジロールの影響 
AKAP -KOマウスを用いて、経静脈的エルゴノビン（30 mg/kg）投与により誘発された冠攣縮が、カルベジロール

（19 mg/kg/日、ミニポンプAlzet model 2002、DURECTにより14日間投与）により抑制されるかどうかを、三種混

合麻酔薬（塩酸メデトミジン＋ミダゾラム＋酒石酸ブトルファノール）による麻酔下で、体表面心電図による心電図変

化により検討した。さらにCaMKⅡ抑制作用を有さない他のβ遮断薬（プロプラノロール 10 mg/kg/日、Alzet model 
2002により14日間投与）を用いて同様の実験を行い、β遮断薬による冠攣縮抑制がカルベジロール特有の効果である

可能性を検討した。 
4. AKAP5遺伝子変異の検討 
冠攣縮性狭心症患者より得られたゲノムDNAを使用し、AKAP5（マウスのAKAP79/150に相当）の遺伝子変異を

検討した。AKAP5 遺伝子は1,282 塩基のエクソン1 個からなり、3 個のprimer setにてAKAP 遺伝子エクソンの全

領域を検討可能である。直接DNAシーケンス法にて、冠攣縮性狭心症患者群ならびにコントロール群で遺伝子変異の

有無を比較検討した。変異が存在した場合には、アミノ酸置換を伴う遺伝子変異（non-synonymus substitution）かど

うかを検討した。 
 

結 果 

 

1. AKAP -KOマウスにおける冠攣縮の誘発 
AKAP -KOマウスにエルゴノビンを投与したところ、体表面心電図にてST上昇が観察された（5匹中4匹でST上

昇あり）（図1）。一方、野生型マウス（n = 5）では全てのマウスにおいてST上昇は観察されなかった（p < 0.05 カイ

2乗検定）。 

 
図1．AKAP -KOマウスにおけるエルゴノビン投与によるST上昇 

a) エルゴノビン投与前 
b) エルゴノビン投与後のST上昇（赤）とPQ延長（黒） 

 
2. 細胞内カルシウム濃度ならびにCaMKⅡ発現の検討 

AKAP -KO マウス由来の血管平滑筋細胞では、アセチルコリン刺激による細胞内カルシウム濃度の上昇は、野生型

マウス由来の血管平滑筋細胞と同等であった（AKAP -KO 110±14 nM vs 野生型111±19 nM、n = 5、p = ns）。AKAP 
-KO マウスの血管平滑筋細胞における CaMKⅡの遺伝子ならびに蛋白発現は、野生型マウスと比較していずれも有意

に増加していた（図2）。 
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図2．AKAP -KOマウス由来の血管平滑筋細胞におけるCaMKⅡ発現 

a) CaMKⅡ遺伝子発現 
b) CaMKⅡ蛋白発現 

       2 群間の比較は、unpaired Student’s t test で行った。 
 
3. AKAP -KOマウスにおける冠攣縮に及ぼすカルベジロールの影響 
カルベジロールをAKAP -KOマウスに投与し冠攣縮を誘発したところ、6匹中3匹でST上昇が抑制された。一方、

β遮断薬であるプロプラノロールをAKAP -KOマウス（n = 5）に投与しても、全てのマウスにおいてST上昇が抑制

されなかった（p < 0.05 カイ2乗検定）。 
4. AKAP5遺伝子変異の検討 
冠攣縮性狭心症患者62名ならびにコントロール群64名より得られたゲノムDNAを使用し、AKAP5の遺伝子変異

を検討した。冠攣縮性狭心症患者 7 名ならびにコントロール群 5 名に 203 番目のアミノ酸置換を伴うヘテロ遺伝子変

異（イソロイシン→スレオニン）を認めた（図3）。さらにコントロール群1名では、同部位のホモ遺伝子変異を認めた

（2群間にはカイ二乗検定による有意差なし）。さらに、遺伝子変異を伴う冠攣縮性狭心症患者では71％（7名中5名）

に多枝冠攣縮を認めたが、遺伝子変異を伴なわない冠攣縮性狭心症患者では 51％（55 名中 28 名）に認めるのみであ

った。 

 
図3．AKAP5遺伝子解析 

a) 野生型では608番目の塩基はTである。203番目のアミノ酸はイソロイシンである。 

b) 608番目の塩基がT→C に変異している。203 番目のアミノ酸置換を伴うヘテロ遺伝子変異

（イソロイシン→スレオニン）を認めた。 
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考 察 

 
AKAP 蛋白は細胞内カルシウム動態ならびに血管トーヌスに関与している。AKAP-KO マウスの血管平滑筋細胞で

は、アセチルコリン刺激による過剰な細胞内カルシウム濃度の上昇は観察されなかった。一方、カルシウム感受性関連

物質であるCaMKⅡは過剰に発現していた。すなわち、AKAP-KOマウスでは過剰なCaMKⅡの発現によってカルシ

ウム感受性が亢進し、結果として冠攣縮が引き起こされるという新たな機序が示唆された。 
カルベジロールはCaMKⅡ活性を抑制することが報告されている［7］。AKAP-KO マウスで誘発された冠攣縮が、

細胞外からのカルシウム流入増加を伴わずに CaMKⅡ活性亢進に依存するとすれば、理論上カルベジロールは有効で

ある。本研究では、カルベジロール投与により冠攣縮誘発が抑制され、一方、カルシウム感受性抑制作用を有さないβ

遮断薬であるプロプラノロール投与では、冠攣縮は抑制されなかった。これまでカルベジロールの冠攣縮に対する効果

は全く検討されておらず、本研究の成果は新しい作用機序に基づく新たな治療法の開発に寄与する可能性がある。臨床

的にもカルシウム拮抗薬抵抗性の難治性冠攣縮性狭心症患者は少なくなく、その機序解明ならびに治療法の開発への応

用が今後期待される。 
AKAP5の遺伝子解析では、203番目のアミノ酸置換を伴う変異が同定された。しかし、冠攣縮性狭心症群とコント

ロール群において、同遺伝子変異の頻度に有意差を認めず、AKAP5遺伝子変異の冠攣縮への直接的な関与の可能性は

低いのかもしれない。しかしこの遺伝子変異は、突然死のリスク因子である多枝攣縮に関与している可能性が考えられ

た。冠攣縮による突然死予防は、臨床的にも極めて重要であり、さらなる解析を進めている。 
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