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研究成果の概要（和文）： 

 血液が血管を流れることにより血管壁に発生する流れ剪断応力は血管の働きを調節している。
これは血管内面を覆う内皮細胞が血流に起因する力学的刺激である剪断応力を感知して応答を
起こすことに基づいている。以前我々は剪断応力の感知に ATP 作動性イオンチャネル P2X4 が
重要な役割を果たすことを報告した。本研究では、P2X4 の活性化に内皮細胞から放出される
ATP が必要で、ATP の放出機構には、細胞膜カベオラ・ラフトに存在する ATP 合成酵素の活性
化が重要であることが解明された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Endothelial cells (ECs) release ATP in response to shear stress, a mechanical force generated by blood 

flow, and the ATP released modulates EC functions through activation of purinoceptors.  In this study, 

we have demonstrated that cell-surface ATP synthase is involved in shear-stress-induced ATP release.  

Immunofluorescence staining of human pulmonary artery ECs (HPAECs) showed that cell-surface ATP 

synthase is distributed in lipid rafts and co-localized with caveolin-1, a marker protein of caveolae.  

Immunoprecipitation indicated that the cell-surface ATP synthase and caveolin-1 are physically associated.  

Measurement of the extracellular metabolism of 
3
H-labeled ADP confirmed that cell surface ATP synthase 

is active in ATP generation.  When exposed to shear stress, HPAECs released ATP in a dose-dependent 

manner, and the ATP release was markedly suppressed by membrane-impermeable ATP synthase 

inhibitors, angiostatin and piceatannol, and by an anti-ATP synthase antibody.  Depletion of plasma 

membrane cholesterol with methyl- cyclodextrin (MCD) disrupted lipid rafts and abolished 

co-localization of ATP synthase with caveolin-1, which resulted in a marked reduction in 

shear-stress-induced ATP release.  Down-regulation of caveolin-1 expression by transfection of 

caveolin-1 siRNA also markedly suppressed ATP-releasing responses to shear stress.  These results 

suggest that the localization and targeting of ATP synthase to caveolae/lipid rafts, is critical for shear 

stress-induced ATP release by HPAECs.  
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１．研究開始当初の背景 

 血管系は組織に酸素や栄養素を供給する他、
生体にとって多くの重要な働きを担い、ホル
モン、サイトカイン、神経間伝達物質といっ
た“化学的刺激”の特異的な受容体を介する
調節を受けている。近年、血管系の働きが“化
学的刺激”だけでなく、血管内に発生する血
流や血圧に基づいて発生する流れ剪断応力や
伸展張力といった“物理的刺激”によっても
制御を受けることが明らかになってきた。特
に申請者らが行ってきた流体力学的に設計し
た流れ負荷装置で定量的な剪断応力を作用さ
せて内皮細胞応答を解析する in vitro のバイ
オメカニクス研究により多くの知見が集積し
てきている。その成果として、内皮細胞は剪
断応力を感知して情報を細胞内部に伝達する
ことで、形態・配列の変化や様々な細胞機能
の変化を起こすこと、また、剪断応力で内皮
機能が変化する際には、その機能に関連した
遺伝子の発現も変化することが明らかになっ
た。しかし、剪断応力の感知機構や細胞内情
報伝達経路の詳細については未解決な点が多
く残されている。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題は内皮細胞の血流センシング機
構を理解することを主題としている。最近、
申請者らは内皮細胞における剪断応力の感知
にカルシウムイオンを介した機構が働き、
ATP 作動性カチオンチャネル P2X4 受容体が
血流センサー分子として機能していることを
明らかにした。そこで本研究では、このイオ
ンチャネルに焦点を当て、内皮細胞の血流セ
ンシングの分子機構の解明を目指す。また、
イオンチャネルを含む細胞膜分子の挙動を詳
細に検討する為に、従来の組織・細胞レベル
の解析法に加え、分子レベルの解析法を導入
した解析を行う。 

 

３．研究の方法 

 ヒト肺動脈内皮細胞（HPAECs）を M199

基礎培地に 15% FBS と血管内皮増殖因子を
加えた培養液を用いて培養した。平行平板型
流れ負荷装置を用いて、定量的な剪断応力を
HPAECs に負荷した。剪断応力の強さ(, 
dynes/cm2) は以下の計算式から算出した。 = 
6Q/a2b, ここで は灌流液の粘性、Q は流量、
a 、b は形状バラメータである。ATP 濃度は
Luciferin- Luciferase 反応により得られる化
学発光量をルミノメーターで測定することに
より定量、細胞外の平衡塩溶液中した。また、
細胞外 3H-ADP の代謝は薄層クロマトグラフ
ィーで定量した。カベオラ膜分画を単離する
為に、細胞をホモジナイズした後、界面活性

剤に分散させ、超遠心器を用いた密度勾配遠
心を行った。得られたタンパクをウエスタン
ブロット法（WB）で解析した。細胞膜に発
現するタンパクは免疫蛍光染色を行い、共焦
点レーザー顕微鏡で観察した。更に、
Caveolin-1 の siRNA を設計し、リポフェク
チン法により細胞内へ導入した。Caveolin-1

タンパクの発現減尐を WB により確認した。 

 
４．研究成果 
 Shear stress の情報伝達の一つに Ca2+を介
する経路がある。我々はヒト肺動脈内皮細胞
に shear stress を作用させると即座に細胞外
Ca2+の流入反応が生じ、その流入量は shear 

stress の強さに依存することを明らかにした。
この Ca2+流入に ATP 作動性カチオンチャネ
ルのサブタイプである P2X4 が中心的な役割
を果たしていた。P2X4 遺伝子をノックアウ
トしたマウスの内皮細胞では shear stress に
よる Ca2+流入とそれに引き続く NO産生が起
こらず、そのことが血圧の上昇や血流変化に
対する血管の拡張反応やリモデリングの障害
につながった。最近、我々はこの shear stress

による P2X4 の活性化に shear stress により
内皮細胞から放出される ATP が critical な役
割を果たしていることを見出した。内皮細胞
に shear stress を作用させるとその強さ依存
性に内因性 ATP が放出されるが、これを阻害
すると P2X4 を介する Ca2+流入反応が著明に
抑制された。したがって、shear stress によ
る ATP 放出の機構を探ることは shear stress

の情報伝達の解明につながると思われた。 

(1) 内皮細胞膜のカベオラに ATP 合成酵素が
存在する。 
 ATP 合成酵素が HPAECs の細胞膜に存在
するかについて、ATP 合成酵素の-subunit

に対する抗体を使った免疫蛍光染色で調べた。
抗体が細胞膜を透過しない条件で得た染色写
真から ATP 合成酵素は細胞表面に存在する
こと、その分布は細胞膜全体に瀰漫性ではな
く一部の細胞辺縁に集中することが示された
（図１A）。同様の分布は ATP 合成酵素の
-subunint に対する抗体を使った免疫染色
でも確認された（data not shown）。一方、細
胞を triton X で処理して抗体が細胞膜を透過
する条件で行った免疫染色では、ATP 合成酵
素がミトコンドリアの場所に一致して豊富に
分布していた（data not shown）。HPAECs

を 細 胞 膜 カ ベ オ ラ の 構 成 蛋 白 で あ る
caveolin-1 及び cholesterol-rich な lipid rafts

のマーカー蛋白である cholera toxin の抗体
で免疫染色を行ったところ、ATP 合成酵素は
caveolin-1 および cholera toxin と co-localize

していることが判明した（図１A,Merged）。



これらの結果から ATP 合成酵素が細胞膜の
lipid rafts に caveolin-1 と共存していると考
えられた。 

こ の こ と を さ ら に 確 認 す る た め 、 a 

detergent-free sucrose density gradient 

method で細胞膜の caveolin-1 rich fraction

得て、anti-ATP synthase b-subunit antibody

と anti-caveolin-1 antibody を 使 っ た
immunoblot analysis を行った。その結果、
ATP 合成酵素が細胞膜の caveolin-rich 

fraction に特異的に分布していることが示さ
れた（図 1B）。 
(2) 細胞膜の ATP 合成酵素は ATP 産生能を
有している。 

 膜表面に存在する ATP 合成酵素の機能を
調べるため、HPAECs を 3H-labeled ADP と
incubate し、上清中のヌクレオチド誘導体の
相対量を薄層クロマトグラフィ（TLC）で定
量した。 Incubation 1 分以内で上清中に
3H-labeled ATP が出現し、５分後に peak を
示した後、減尐していくのが観察された（図
２A）。このとき cell lysate には 3H の放射活
性がほとんど検出されなかったことから、
3H-labeled ADP は細胞内では代謝されてい
ないと考えられる(図２C)。細胞を ATP 合成
酵素の阻害薬である angiostainで処理すると
細 胞 表 面 で の 3H-labeled ADP か ら
3H-labeled ATP への conversion が著明に抑
制された ( 図２ A, B) 。これらの結果は
HPAECs の細胞膜に存在する ATP 合成酵素
は ADP から ATP を合成する機能を有してい

ることを示している。 

(3) 流れ刺激による ATP 放出反応は細胞膜
ATP 合成酵素を介している。 

 HPAECsに流れ刺激を 1分間与えたときに
灌流液中に放出されてくる ATP 量を
luciferin-luciferase 法で定量した。流刺激に
より ATP が放出され、その量は shear stress

の強度に依存した（図 3）。このとき、細胞内
ATP 濃度には変化が起きなかった（図３inset

）。この流れ刺激による ATP 放出に 細胞膜
ATP synthase が役割を果たしているかど
うかを調べるため、細胞膜を通過しない
ATP synthase 阻害薬の angiostatin ある
いは  ATP synthase 抗体を処理した

図２. 細胞膜 ATP 合成酵素による ATP 産生 

A: TLC 法による[3H]ADP から[3H]ATP への変

換。B：ATP 産生に及ぼす Angiostatin の効果 C：

細胞内（Cell lysate）の[3H]濃度変化 

図３．流れ刺激による ATP 放出反応 

挿入図は細胞内 ATP 濃度を示す。サンプル

数は５で、*P<0.01. 
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図１．ATP 合成酵素の細胞膜分布 

 



HPAECsに流刺激を与えて放出されてくる
ATP 量を測定した。その結果、angiostatin, 
ATP synthase 抗体とも流れ刺激による
ATP 放出を著明に抑制することが判明した
（図３）。一方、angiostatin, ATP synthase
抗体とも細胞内 ATP 濃度に影響を及ぼさ
なかったことから、 angiostatin, ATP 
synthase antibody は細胞膜を通過せず、膜
表面で ATP 合成酵素に作用し、その機能を
抑制したと考えられた。これらの所見は
HPAECs において膜表面の ATP 合成酵素
が流れ誘発性の ATP 放出に中心的な役割
を果たしていることを示唆している。 

(4) カベオラ・ラフトの破壊は流れ誘発性
ATP 放出反応を消失させた。 
 ATP 合成酵素がラフトに局在することが
流れ誘発性 ATP 放出にどのような意味が
あるかを検証した。細胞膜の cholesterol を
除去する作用がある methyl- cyclodextrin
（MCD）で HPAECs を処理したところラ
フトが消失し、ATP 合成酵素が細胞膜全体
に広く分布するようになった（図４a）。こ
れにcholesterolを添加すると再びラフトが
現れ、ATP 合成酵素も細胞辺縁の一部に集
積して分布するようになった。Western 
blot で MCD と cholesterol による細胞処
理は細胞全体と膜の ATP 合成酵素や
caveolin-1 の量には影響を及ぼさないこと
が示された（図４b）。HPAECs を MCD
で処理すると流れ刺激依存性の ATP 放出
は明らかに抑制された（図４c）。この MCD
の ATP 放出抑制効果は cholesterol の添加
で回復した。このことは流れ誘発性の ATP
放出に細胞膜 ATP 合成酵素が関わるため

にはラフトに分布することが必須であるこ
とを示唆している。 
 さらに、ATP 合成酵素が caveolin-1 と共
存することが流れ誘発性 ATP 放出にどの
ような意味があるかを検証した。HPAECs
に caveolin-1 の siRNA を導入したところ、
細胞膜の ATP 合成酵素の分布に大きな変
化は見られなかったが、caveolin-1 の発現
が明らかな減尐を示した（Fig. 5A）。
Western blot で siRNA 処理により細胞全
体及び細胞膜の caveolin-1 が著明に減尐し
たが、ATP 合成酵素の量は変化しないこと
が示された（図５a）。caveolin-1 の膜発現
を siRNA で抑制すると流れ誘発性の ATP
放出が明らかに抑制を受けた（図５b）。こ
のことは流れ誘発性の ATP 放出に細胞膜
ATP 合成酵素が働く上で、caveolin-1 との
関係が重要であることを示している。 
(5) まとめと考察 
 今回の検討でヒト肺動脈内皮細胞の細胞

膜に ATP 合成酵素が存在し実際に ATP を
産生することが示された。この細胞を ATP
合成酵素に結合して活性を阻害する抗体で
処理すると流れ刺激による ATP 放出反応
が著明に抑制された。同様の効果が ATP 合
成酵素の活性を阻害する angiostatin や
oligomycin によっても観察された。これら
の所見は細胞膜 ATP 合成酵素が流れ刺激
による ATP 放出に深く関わっていること
を示している。細胞膜 ATP 合成酵素は
caveolin-1 の豊富な細胞の辺縁に分布して
いた。細胞膜のコレステロールを除去した
り、siRNA で caveolin-1 の発現を抑制する

図４．ATP 合成酵素、ラフト、caveolin-1 の分

布と流れ誘発性 ATP 放出反応に及ぼす

cholesterol 除去の効果 

A, 免疫染色写真 B, Western blot.  PNS: 

postnuclear supernatant 分画、PM: plasma 

membrane 分画.  C, ATP 放出反応 *P<0.01 

 

図５．ATP 合成酵素、caveolin-1 の分布と流

れ誘発性 ATP 放出反応に及ぼす caveolin-1

のノックアウトの効果 

A, 免疫染色写真 B、Western blot  PNS: 

postnuclear supernatant 分画、 

PM: plasma membrane 分画.  Ｃ、Western 

blot の結果の定量化 Ｄ , ATP 放出反応 

*P<0.01 



と膜 ATP 合成酵素の量は変化せずに分布
状態が変化し、流れ刺激による ATP 放出反
応が明らかに減弱した。このことは膜 ATP
合成酵素が流れ刺激による ATP 放出に関
わるうえで細胞膜での局在が重要であるこ
とを示している。 
 内皮細胞に限らず様々な細胞が機械的刺
激に反応して ATP 放出を起こすことが知
られている。しかしながら、ATP 放出のメ
カニズムはまだ十分解明されていない。細
胞に ATP を含む小胞が存在し、それが機械
的刺激で ATP を分泌する機構がある。英国
のBodinとBurnstockはヒト臍帯静脈内皮
細胞をゴルジのレベルで小胞の形成を抑え
るmonesinや小胞が細胞膜にドッキングす
るのを抑える NEM で処理すると流れ刺激
による ATP 放出反応が著明に抑えられる
ことを観察した。ATP が細胞膜にある特定
のイオンチャネル(ABC transporters)を通
って放出される機構がある。内皮細胞は代
表的な ABC 蛋白である cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator 
(CFTR)、P-glycoprotein、ATP-sensitive K+ 
channel を発現している。しかし、今回、
膜 ATP 合成酵素の活性を阻害する抗体、
angiostatin, oligomycin が 流れ刺激によ
る ATP 放出を完全には抑制しなかった。ま
た、menesin や NEM、あるいは vesicle の
ゴルジと細胞膜の間の traficking を阻害す
る brefeldin A、CFTR と ATP-sensitive K+ 
channel の阻害薬である glibenclamide は
shear stress による ATP 放出反応を部分的
に抑制することを観察した（data not 
shown）。これらの結果からヒトの肺動脈内
皮細胞における流れ刺激による ATP 放出
に膜 ATP 合成酵素が大きな役割を果たし
てはいるが、小胞輸送による分泌や ABC 
trnasporter も関与している可能性が考え
られた。流れ刺激がどの様に細胞膜 ATP 合
成酵素に作用して ATP 放出につながるの
か、また、この機構が小胞輸送や ABC 蛋白
を介する機構とどのように関連しているか
は現時点では不明であり、この問題の解決
には今後のさらなる解析が必要である。 
 細胞膜のフラスコ状陥凹構造物でコレス
テロールが豊富なカベオラは様々な受容体
とその下流で働く分子を集積していて細胞
膜に到達した刺激の情報伝達が開始される
場所となっている。ヒト肺動脈内皮細胞で
ATP 合成酵素はカベオラのマーカー蛋白で
ある caveolin-1 が豊富な存在する細胞辺縁
に集積していた。細胞膜コレステロールの
除去を起こすmethyl- cyclodextrinで処理、
あるいは siRNA で caveolin の発現を抑え
ると ATP 合成酵素の細胞膜での分布が変
化した。このとき、細胞膜に存在する ATP
合成酵素の総量は変わらなかったが流れ刺

激による ATP 放出が顕著な抑制を受けた。
methyl- cyclodextrin の効果は可逆的でコ
レステロールを添加すると ATP 放出反応
は回復した。このことは ATP 合成酵素が流
れ刺激による ATP 放出反応に関わるため
にはカベオラに分布していることが必須の
条件であることを示している。しかし、何
故、ATP 合成酵素がカベオラにあると流れ
が作用したときに ATP 産生を起こすこと
ができるのか、その理由は不明である。
Park らは filipin や methyl- cyclodextrin
で内皮細胞を処理すると、流れ刺激による
extracellular signal regulated kinase 
(ERK)のリン酸化が抑えられることを観察
した。filipin や methyl- cyclodextrin には
caveolin-1 を膜から ER やゴルジに移動さ
せカベオラの構造や分布状態を変化させる
作用のあることが知られている。さらに
caveolin-1 の抗体が流れ刺激による ERK
のリン酸化を抑えることから、彼らはカベ
オラのような細胞膜にあるコレステロール
が豊富なミクロドメインが流れ刺激のメカ
ノトランスダクションに重要な役割を果た
すことを指摘した。この他にもカベオラが
流れ刺激のメカノトランスダクションに関
わることを示す報告は多く見られる。した
がって、カベオラを壊すと流れ刺激のメカ
ノトランスダクションが起こらなくなるた
め ATP 合成酵素が活性化しなくなるのか
もしれない。この他、膜の ATP 合成酵素の
働きがカベオラの構造自体、あるいはそこ
に分布する他の分子に依存している可能性
も考えられる。 
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