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【研究目的および手法】カルパインは細胞内に局在する	 Ca2+感受性プロテアーゼで、ターゲットとなる

機能分子を切断することで炎症応答や細胞動態を調節する。同分子は 15 種のホモログならびに内因
性阻害因子カルパスタチンからなるスーパーファミリーを形成するが、近年、申請者らは血管内皮細

胞の m-カルパインアイソザイムが動脈硬化促進因子として働くことを明らかとした	 (Miyazaki T et 
al., Circulation, 2011)。本研究では、動脈硬化症におけるカルパインネットワークの全容解明を目的
とし、残るカルパインアイソザイム（組織特異的カルパイン）の役割【成果(1)】、ならびに、カルパ

インシステムが血管内皮細胞の機能制御に及ぼす影響【成果(2)】について、主として遺伝子改変動物

の表現型解析を通して検討した。	 
 
【成果(1)】動脈硬化症における組織特異的カルパインアイソザイムの役割 

	 動脈硬化モデルマウス（LDL 受容体欠

損マウス）において網羅的発現解析を行

ったところ、大動脈のカルパイン-6 およ
び-9 の発現が動脈硬化発症に伴い増加し
た。同モデルマウスにおいてカルパイン

-6 の欠損により動脈硬化症が抑制された
が、カルパイン-9 の欠損は病態に影響を
及ぼさなかった。カルパイン-6 は動脈硬
化病変の泡沫化マクロファージにて局在

が確認され、骨髄移植実験においてはマ

クロファージの起源となる骨髄細胞のカ

ルパイン-6 発現のみで病態が制御されることを見いだした。骨髄由来マクロファージを単離解析し

たところ、炎症性刺激で発現誘導されるカルパイン-6 はマクロファージ内でスプライシング関連因子
X（仮称）の核移行を妨げ、Rac1 遺伝子のスプライシングを抑制し、その結果ピノサイトーシスを介
した native LDL 取り込みを促進することが明らかとなった。カルパイン-6 はプロテアーゼ活性を持
たない亜種であるが、カルパイン-6 と X の物理的結合がこのような表現型を引き起こす（図１参照）。
また、グレードの高いヒト動脈硬化病変においても、カルパイン-6 が泡沫化マクロファージに局在し、
X の核移行が低下することを明らかとした。したがって、カルパイン-6 の阻害ならびに X の機能の
正常化によりピノサイトーシスを介したマクロファージ泡沫化は抑制可能で、これは動脈硬化症に対

する極めてユニークな介入方法と期待される。	 
	 

【成果(2)】血管内皮細胞におけるカルパインシステムの意義（Miyazaki	 T	 et	 al.,	 Circ	 Res,	 2015）	 

	 近年動脈硬化症に対する病的血管新生の関与が指摘されている。血管内皮細胞の機能制御にカルパ

インシステムが如何なる役割を担うか血管内皮細胞特異的カルパスタチン Tg マウスを用いて検証

し、次のように同システムが病的血管新生に関与する可能性を見出した。	 

・	 ヒト腫瘍、マウス担癌モデルおよび酸素誘発性網膜症モデルにおいて認められる病的新生血管に

おいて、内因性阻害因子カルパスタチンが下方制御され、カルパインが活性化される。	 

・	 カルパインは JAK/STAT 回路を介して VEGF-C の分泌を促進する。	 
・	 血管内皮細胞における VEGF-C オートクラインループにより、上記モデルマウスの病的血管新生
は促進されるが、これは血管内皮特異的カルパスタチン Tg により抑制された。	 

	 本結果は、カルパインシステムの抑制が動脈硬化症において多面的な治療効果をもたらす優れた戦

略である可能性を示している。	 
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1 .  論文発表実績 

  研究助成報告として広報資料に掲載される点を留意すること。 

  掲載年次順（新しいものから）に記入すること。ただし、本研究助成金交付後のものに限る。 

  著者名、論文名、掲載誌名、巻、最初と最後の頁、発表年(西暦)、査読の有無について記入する。

なお、著者名は省略せず、全てを記入し、自分の名前に下線を引く。 

  国内外雑誌を問わない。 

  印刷中は in press と記入、学会のアブストラクトおよび投稿中の論文は含めない。 

  欄が足りない場合は、増やして記入すること。 

１ 

Miyazaki T（責任著者）, Taketomi Y, Saito Y, Hosono T, Lei XF, Kim-Kaneyama JR, Arata S, Takahashi H, 
Murakami M, Miyazaki A. Calpastatin counteracts pathological angiogenesis by inhibiting suppressor of cytokine 
signaling 3 degradation in vascular endothelial cells. Circ Res. 2015;116:1170-1181.査読あり 

２ 

Lei XF, Fu W, Kim-Kaneyama JR, Omoto T, Miyazaki T, Li B, Miyazaki A. Hic-5 deficiency attenuates the 
activation of hepatic stellate cells and liver fibrosis through upregulation of Smad7 in mice. J Hepatol. 2015 (In 
press). 査読あり 

３ 

Arita-Okubo S, Kim-Kaneyama JR, Lei XF, Fu WG, Ohnishi K, Takeya M, Miyauchi A, Honda H, Itabe H, 
Miyazaki T, Miyazaki A. Role of Hic-5 in the formation of microvilli-like structures and the monocyte-endothelial 
interaction that accelerates atherosclerosis. Cardiovasc Res. 2015;105:361-371.査読あり 

４ 

Kigawa Y, Miyazaki T（責任著者）, Lei XF, Nakamachi T, Oguchi T, Kim-Kaneyama JR, Taniyama M, Tsunawaki 
S, Shioda S, Miyazaki A. NADPH oxidase deficiency exacerbates angiotensin II-induced abdominal aortic 
aneurysms in mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2014;34:2413-20. 査読あり 

５ 

Lei XF, Kim-Kaneyama JR, Arita-Okubo S, Offermanns S, Itabe H, Miyazaki T, Miyazaki A. Identification of 
Hic-5 as a novel scaffold for the MKK4/p54 JNK pathway in the development of abdominal aortic aneurysms. J Am 
Heart Assoc. 2014;3:e000747. 査読あり 
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2 .  学会発表実績 

  発表年順（新しいものから）に記入すること。ただし、本研究助成金交付後のものに限る。 

  発表学会名、発表者名、演題を記入する。 

  国内外を問わない。 

  欄が足りない場合は、増やして記入すること。 

 発表時期 発表学会名、発表者名、演題 

１ 

2015.	 8	 	 第 20 回日本病態プロテアーゼ学会学術集会（招待講演）．宮崎拓

郎．カルパインシステムによる血管系疾患の制御．	 	 

２ 

2015.	 8	 第 16 回 Atherosclerosis	 and	 Biolipid	 Conference（招待講演）．

宮﨑拓郎:	 カルパインシステムによる血管系疾患の制御．	 	 

３ 

2015.	 7	 第 47 回日本動脈硬化学会学術集会．宮崎拓郎・雷小峰・金山朱里・

宮崎章．カルパインシステムによる JAK/STAT 経路依存的な病的血

管新生の制御．（本演題にて優秀ポスター賞を受賞）	 

４ 

2015.	 7	 第 47 回日本動脈硬化学会学術集会．Kigawa Y,  Miyazak i  T ,  Le i  XF,  Nakamachi  T ,  
Oguchi  T ,  Kim-Kaneyama JR,  Taniyama M,  Tsunawaki  S ,  Sh ioda  S ,  Miyazak i  A．
NADPH Oxidase  Def ic iency  Exacerba tes  Angio tens in  I I– Induced  Abdomina l  Aor t ic  
Aneurysms  in  Mice．（本演題にて筆頭著者が若手研究者奨励賞優秀賞を受賞） 	 
 

５ 

2015.	 5	 
	 

XVII International Symposium on Atherosclerosis. Miyazaki T, Taketomi Y, Saito Y, 
Hosono T, Lei XF, Kim-Kaneyama JR, Arata S, Takahashi H, Murakami M, Miyazaki 
A. Calpastatin counteracts pathological angiogenesis by inhibiting suppressor of 
cytokine signalling 3 degradation in vascular endothelial cells. 

６ 

2014.	 7	 
	 

第 46 回日本動脈硬化学会学術集会.	 宮崎拓郎・宮崎章.	 Down-regulation of calpastatin in 
vascular endothelial cells confers immature and inflammatory properties to pathological 
neovessels．  
 

７ 

2014.	 4	 The 18th International Vascular Biology Meeting. Miyazaki T, Taketomi Y, Hosono T, Lei XF, 
Kim-Kaneyama JR, Arata S, Murakami M, Miyazaki A. VEGF-induced down-regulation of 
calpastatin in vascular endothelial cells confers destabilized and pro-inflammatory properties to 
pathological neovessels． 

3 .  投稿、発表予定 

 投稿/発表時期 雑誌名、学会名等 

１ 

投稿中	 Kigawa Y, Miyazaki T（責任著者）, Lei XF, Kim-Kaneyama JR, Miyazaki A. 
Functional heterogeneity of NADPH oxidases in atherosclerotic diseases（総
説）を Journal of Atherosclerosis and Thrombosis に投稿中  
 
	 

２ 

本年内を予定	 カルパイン-6 に関する原著論文「Calpain-6 disturbs post-transcriptional 
regulation  of low-density lipoprotein handling in  pro-atherogenic 
macrophages（仮題）」を投稿予定	 

３ 

2016.	 2	 
	 

第 45 回日本心脈管作動物質学会にて研究成果を発表予定（招待講演）	 

 

  

 

  

 

 


