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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管の内膜肥厚を促進するシグナル伝達分子Exchange protein 
directly activated by cyclic AMP 1（Epac1）を中心に、内膜肥厚形成メカニズムを明らかにした。内膜肥厚
形成における骨髄由来細胞の影響は限定的で、Epac1は骨髄由来細胞より血管組織由来の細胞に作用して内膜肥
厚形成に関与すると考えられた。さらにEpac1は血管傷害後の内膜肥厚形成に重要な塩基性線維芽細胞増殖因子
の刺激により活性化されるAkt/GSK3βを介するシグナル伝達経路に関与することで血管内膜肥厚形成促進に関与
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the mechanism of intimal thickening by focusing 
on Exchange protein directly activated by cyclic AMP 1 (Epac1), a signaling molecule that promotes 
intimal thickening. The effect of bone marrow-derived cells on the formation of intimal thickening 
was limited, and Epac1 was thought to be involved in the formation of intimal thickening by acting 
on cells derived from vascular tissue rather than bone marrow-derived cells. Furthermore, Epac1 is 
involved in the Akt/GSK3β-mediated signaling pathway that is activated by basic fibroblast growth 
factor, which is important for the formation of intimal thickening after vascular injury, suggesting
 that Epac1 is involved in the promotion of intimal thickening.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： 血管内膜肥厚　血管平滑筋細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一般に虚血性心疾患患者に対して行われる経皮的冠動脈形成術では、施術により損傷した血管組織の治癒過程で
血管内膜肥厚が起こる。約40％の患者ではこの血管内膜肥厚が過剰となり、血管の再狭窄や閉塞を起こす。現在
臨床ではこれらを抑制するための薬剤流出ステントが使用されているものの、遅発性の血栓症など別の問題が発
生しており、別の新しい治療法の開発が望まれている。本研究で明らかにした血管内膜肥厚形成の新しいメカニ
ズムは血管再狭窄を抑制する新しい治療法を提案する基盤となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
一般に虚血性心疾患患者に対して行われる経皮的冠動脈形成術では，施術により損傷した血管

の治癒過程で，血管平滑筋細胞が内膜側へ遊走・増殖することで，血管の内膜肥厚が起こるが，
約 40％の患者では術後の血管内膜肥厚が過剰におこることで血管の再狭窄が起こり，大きな問
題となっている．しかし，再狭窄の発症予測や病態を把握するためのマーカーは無い． 
血管傷害では，生体内の主要なセカンドメッセンジャーであるサイクリック AMP (cAMP)が活性
化され，細胞の様々な反応をが引き起こされる[1]．1998 年に PKA を介さない cAMP の新たな標
的分子として Exchange protein activated by cAMP (Epac) が発見された．Epac には Epac1 と
Epac2 の２つのアイソフォームが知られているが，研究代表者らは，世界に先駆けて Epac1 欠
損型マウスの作成に成功し[2]，その血管病変に対する役割を明らかにしてきた[3,4]．加えて，
研究代表者は，この Epac1 欠損型マウスで血管傷害モデルマウスを作成し，その血管傷害後の
内膜肥厚に対する Epac1 の役割を in vivo で検討した結果，Epac1 欠損型マウスに血管傷害を
与えても内膜肥厚を起こさないことを明らかにした[5]．さらに，in vitro での検討により，
Epac1 が内膜肥厚形成に重要な血管平滑筋細胞の遊走促進の分子メカニズムも解明している
[5] ．このように我々は，Epac1 が血管組織の細胞に作用して内膜肥厚を促進することを明らか
にしてきたが，内膜肥厚形成には血液中に含まれる骨髄由来の細胞の関与も重要である．傷害に
より活性化した血小板や傷害組織に動員された単球は，PDGF-BB などのメディエーターを放出
し，血管中膜の平滑筋細胞や血管外膜の線維芽細胞の遊走，増殖，分化を誘導し内膜肥厚形成を
促進する[6]．加えて，2002 年には，骨髄由来の血管前駆細胞が血中に存在することが報告され
たが[7]，近年骨髄由来の血管前駆細胞が，傷害組織に動員され，接着したのち，傷害血管組織
で内皮細胞や平滑筋細胞に分化して内膜肥厚組織の形成に関与するという新たなメカニズムが
提唱され，非常に注目を集めている[8,9]．しかし，これら骨髄由来細胞の役割はまだよくわか
っていない． 
Epac1 は，単球を活性化し，単球マクロファージのケモカインの産生を促進することや[10]，

接着やケモタキシスを促進することが報告されている[11]．さらに，研究代表者は先行研究にて，
Epac1 欠損型の血管平滑筋細胞では分化マーカーSM1 の発現が抑制されていることを見い出し
ている.このように，Epac1 は血管傷害後の内膜肥厚における骨髄由来細胞の作用に非常に重要
な働きを持つと考えられる． 
そこで，本研究では骨髄細胞の働きや血管内膜肥厚に重要な Epac1 を指標として，血管傷害後
の内膜肥厚形成における骨髄由来細胞の役割を解明することを目的とし，血管形成術後の再狭
窄の発症予測や病態を把握するためのマーカーの発見を目指す． 
 
２．研究の目的 
(１)骨髄由来細胞の内膜肥厚形成への貢献度の評価 
血管傷害により血管壁の細胞が失われると，血流中に存在する骨髄由来の血管前駆細胞が損傷
部位へ動員され，内皮細胞や平滑筋細胞へと分化し，血管を修復，内膜を肥厚させるという過程
に重要な Epac1 の骨髄キメラマウスを用いて血管モデルを作成し，内膜肥厚組織での骨髄由来
細胞の分布やマーカー蛋白の発現を比較検討することで，骨髄由来細胞がどの程度血管内膜肥
厚の形成に関与するのか明らかにする． 
(２)骨髄由来細胞の内膜肥厚形成に対する Epac1 を介した作用メカニズムの解明 
骨髄由来細胞は傷害血管組織に動員され，接着，分化する．これらの機能には Epac1 が関与し
ていることから，Epac1 欠損型の骨髄細胞を持つマウスの血管内膜肥厚組織を解析することで，
Epac1 を介したこれらの骨髄由来細胞の内膜肥厚形成に対する役割を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(１)骨髄キメラマウスの作製 
横浜市立大学大学院医学研究科循環制御医学講座で繁殖させた Epac1 欠損型マウス(骨髄由来
細胞に Ly5.2 抗原(CD45.1)を発現するマウス)と，Epac1 野生型マウス(骨髄由来細胞に Ly5.1 
抗原(CD45.1)を発現する遺伝子を導入したマウス)間で骨髄移植をおこない骨髄キメラマウスを
作製した． 
移植 4週間後にマウス末梢血中の白血球成分の Ly抗原を，フローサイトメトリーを用いて解析
し，移植細胞の定着を確認した． 
(２)血管傷害モデルの作成 
(１)で作成した骨髄キメラマウスの大腿動脈より分岐する小動脈に挿入口を作り，ラージワイ
ヤーを大腿動脈の内腔に挿入して内膜剥離，拡張傷害した[12]． 
(３)内膜肥厚形成組織の評価 
骨髄由来細胞の影響が大きい術後４週間後に傷害した大腿動脈組織を取り出し，組織学的解析
により，内膜肥厚の形成を確認したのち，CD45.1 または CD45.2 抗体を用いた免疫組織染色によ
り内膜肥厚部における骨髄由来細胞の分布を野生型コントロール，野生型レシピエント，欠損型
レシピエント，欠損型コントロールの４種類のマウスについて比較検討する．さらに，平滑筋細



胞マーカー，SM1 に対する抗体を用いて骨髄由来前駆細胞の分化と Epac1 の影響を検討した． 
(４)内膜肥厚組織を用いた骨髄由来細胞産生物質の評価 
平成 29 年度に作成した骨髄キメラマウスの内膜肥厚組織切片を用いて，マクロファージの分布
を，CD68 および CD45 抗体を用いた免疫組織染色にて確認した． 
 
４．研究成果 
骨髄移植により野生型コントロール，野生型レシピエント，欠損型レシピエント，欠損型コン

トロールの４種類のマウスを作製し，これらの血管傷害後の血管内膜肥厚を定量した結果では，
骨髄が Epac1 欠損型の野生型レシピエントでは野生型コントロールに比べ内膜肥厚部の面積が
16%低下し，骨髄が Epac1 野生型の欠損型レシピエントでは欠損型コントロールに比べ内膜肥厚
が 7%大きい結果であった．この結果から，骨髄由来細胞は血管内膜肥厚の 10%程度に影響すると
予想された．さらに，内膜肥厚組織において，血管平滑筋細胞の分化マーカーである SM1 の発現
を免疫染色により評価したところ，Epac1 欠損型マウスの内膜肥厚組織では，分化マーカーSM1 
の発現が低下していた．以上より，骨髄由来の前駆細胞から平滑筋細胞へ分化した細胞は Epac1 
欠損型では少ないことが予想され，内膜肥厚形成の減少の機序の１つとなっていると考えられ
た．しかしながら，血管傷害モデルマウスの内膜肥厚組織における骨髄由来細胞の分布を，CD45 
抗体を用いた免疫組織染色にて確認したところ，最も影響が大きいと予想された野生型コント
ロールにおいても内膜肥厚部に存在する骨髄由来細胞は非常に少ない結果であった．さらに，
Epac1 は骨髄由来細胞よりむしろ血管組織由来の細胞に作用して血管内膜肥厚形成に関与する
ことが明らかとなった．加えて，近年の Fate Mapping や細胞系譜トレース研究により，内膜肥
厚が基盤病態である動脈硬化では，肥厚部のプラーク細胞のうち血管平滑筋細胞が最大 70％を
占めていることや[13]，ECM を産生するα-smooth muscle actin 陽性細胞と並んで，マクロファ
ージ様細胞，フォーム細胞，骨軟骨細胞，間葉系幹細胞など，複数のプラーク細胞の表現型に寄
与していることが報告された[14]．これらの報告と今回得られた結果から，血管傷害後の内膜肥
厚形成には骨髄由来細胞よりむしろ血管組織由来の血管平滑筋細胞の役割が大きいことが示唆
された．そこでその後は，血管平滑筋細胞を介した血管内膜肥厚形成促進作用に着目し検討を進
めた．その結果，血管傷害後の内膜肥厚形成に重要な塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)の刺激に
より血管平滑筋細胞内で活性化される Akt/GSK3βを介するシグナル伝達経路に Epac1 が関与す
ることを見出した[15]．この論文は 2019 年度第 10回日本生理学会入澤宏・彩記念 JPS 心臓・循
環論文賞を受賞した．さらに，内膜肥厚形成が初期病態である肺高血圧症例についても検討し，
Enolase-1 を介した血管平滑筋細胞の遊走が内膜肥厚の一因になっている可能性を見出し論文
発表した[16]．最終年度は，内膜肥厚部に蓄積する細胞外基質に着目し，骨髄由来細胞が深く関
連する炎症と細胞外基質の構成分子である Fibulin-1 を介した血管傷害後の内膜肥厚形成促進
機序を明らかにし，第 98 回日本生理学会大会にて口頭発表をおこなったほか，第 53 回日本結合
組織学会にて口頭発表をおこなう予定である．加えて、細胞外基質と血管内膜肥厚に関する論文
を発表した[17]ほか、生理的な血管内膜肥厚である胎児動脈管の閉鎖に関する分子を検討した
論文も発表した[18]．今後はこれらの知見を発展させ，血管内膜肥厚の形成メカニズムを包括的
に明らかにしていく予定である． 
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