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研究成果の概要： 
血管炎症後に長時間虚血を誘発した細胞は、炎症のみの細胞、正常細胞に比し、細胞膜および

ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱの KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度は有意に低下し、血管の虚血により血管平滑筋細胞障害が惹起さ

れることが示唆された。さらに、分子生物学的検討においても血管炎後に血管虚血を誘発し、

それが長期間に亘ることにより血管内皮細胞機能は有意に低下することが推察された。            
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１．研究開始当初の背景 
全身の血管炎を主たる病態とする川崎病

の後遺症で問題になるのは冠動脈瘤および

その前後に形成される狭窄性病変である。こ

の様な異常な冠血行動態を起こす冠動脈障

害の初期病変は冠動脈瘤の形成にある。我々

は巨大冠動脈瘤の形成された部位に動脈硬

化・血管老化現象が惹起されていることを報

告しているが(深澤隆治、小川俊一: Coronary 

artery aneurysm induced by Kawasaki disease 

in children show features typical senescence. 

Circ J. 2007 71(5):709-15.)それは、冠動脈瘤

形成よりほんの数ヶ月後にはすでに観察さ

れる。動脈瘤が形成された血管壁は血管再構



築の一環として内膜の増殖を中心に、血管壁

が肥厚する。さらに、川崎病では内膜側だけ

ではなく外膜側の障害が著しく、病理組織学

的には汎血管炎となっている。当然、冠動脈

の栄養血管である vasa vasorum も血管炎を

起こし、周囲の組織障害と相俟って血管障害

を惹起し、血管壁に十分な血流を供給出来な

い状態となっていることが考えられる。以上

より、血管壁自体の肥厚、および栄養血管障

害が相俟って冠動脈瘤の血管壁は虚血を起

こしている可能性が示唆される。この血管の

虚血に伴い、さらなる血管自体の形態的変化、

機能異常が進行し、動脈硬化、石灰化などの

病的状態に進んでいくことが予想される。現

在までに、血管炎に伴う血管虚血下の血管内

皮細胞、血管平滑筋細胞の機能異常および虚

血に対する応答機構に関しての報告はない。 
 
２．研究の目的 

血管炎に伴い、動脈の栄養血管である vasa 

vasorum も血管炎を起こし、周囲の組織障害

と相俟って血管障害を惹起し、血管壁に十分

な血流を供給出来ない状態となっているこ

とが考えられる。以上より、血管壁自体の肥

厚、および栄養血管障害が相俟って冠動脈瘤

の血管壁は虚血を起こしている可能性が示

唆される。血管炎に伴う血管壁の虚血により 

以下の現象が引き起こされる可能性がある

と考えている。①血管内皮機能の低下による

収縮・弛緩機構の破綻、②血管内皮細胞機能

低下に伴い血栓形成が助長される、③血管内

皮細胞障害に伴う慢性の血管炎、およびそれ

に伴う動脈硬化の発症、④血管平滑筋細胞の

分化異常が起こり構成型より分泌型に変化

し、動脈硬化の発症に関与する、⑤さらに、

分泌型に分化した血管平滑筋細胞やﾏｸﾌｧｰｼﾞ

が骨芽細胞遺伝子の発現を誘導し血管壁の

石灰化に関与する。以上の仮説を証明するた

めに、血管炎を起こした動脈壁より血管平滑

筋細胞および血管内皮細胞を分離し、虚血負

荷を加え、それぞれの細胞機能、応答機構の

検討を行う。 

 
３．研究の方法 

1). 血管炎の作成 

ﾗｯﾄ成獣に対し、馬血清 10ml/kg を 1 週間間

隔で 2 回静脈内投与をし、この間、経時的に

体表面心ｴｺｰ図にて動脈壁を中心に血管炎の

形成過程を検討する。 

2). 血管炎を起こした左鎖骨下動脈の摘出お

よび血管平滑筋細胞の単離 

体表面ｴｺｰにて血管炎の形成を確認後、ｴｰﾃﾙ

麻酔下に開胸し無菌的に左鎖骨下動脈を摘

出し,ﾘﾝｸﾞ状の動脈を縦方向に切開し、板状の

血管標本を作製した。内膜を綿棒で擦過し、

内膜を除去した。摘出した動脈を Ca-free 

Hanks 液 (組成 mM: NaCl 138.8, KCl 5.4, 

NaH2PO4 1.2, MgCl2 0.5, HEPES 10, 
EGTA 0.1, PH7.4)に入れた。次に、papain 

(0.4mg/ml, Sigma 社 ), dithiothreitol 

(0.19mg/ml, Sigma 社 ), bovine serum 

albumin (0.2mg/ml, Sigma社)を含むHanks

液中で摘出した動脈を細切し、37℃で 5-8 分

間ｲﾝｷｭﾍﾞｰﾄした。次に動脈組織を collagenase 

(0.25mg/ml, Yakult 社)を含む液で 37℃5-7

分ｲﾝｷｭﾍﾞｰﾄした後、酵素を含まない液に移し、

保存した。使用する毎に組織片を液中で攪拌

し、単離血管平滑筋細胞を取り出した。 

3). 血管炎を伴う血管平滑筋細胞の虚血条件

下での微小電気生理学的検討 

(1) 血管炎が惹起された血管平滑筋細胞、お

よび血管炎が惹起されていない正常の血管

平滑筋細胞を用いて、それぞれの細胞に対し

て、KATP ﾁｬﾝﾈﾙ開口薬である Pinacidil (100mM)

を作用させ Ramp-pulse による whole cell ﾊﾟｯ

ﾁｸﾗﾝﾌﾟ法を用いて、Pinacidil 依存性の KATP ﾁｬ

ﾝﾈﾙ電流密度の測定を行った。さらに、KATP ﾁ



ｬﾝﾈﾙ阻害薬である Glibenclamide (2mM)を添

加し、KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流の抑制効果を検討した。 

全細胞電流(Whole-cell 電流)記録のための

細胞灌流液：Tyrode 液(細胞灌流液)の組成

(mM):NaCl 143, KCl 5.4, NaH2PO4 0.33, MgCl2 

0.5, CaCl2 1.8, glucose 5.5, HEPES 5, CdCl2 

0.2mM (Ca2+ current の阻害のため) (pH 7.4, 

KOHにて補正). ﾊﾟｯﾁ電極内組成(mM):KOH 120, 

KCl 20, MgCl2 2, HEPES 5, EGTA 10, ATP-Mg 

1, Aspartic Acid 60 (pH 7.2, Aspartic Acid

にて補正)。なお、KATP ﾁｬﾝﾈﾙを誘発する際に

は、glucose を含まない Tyrode 液に、Cyanide 

(2mM, 酸化的ﾘﾝ酸化を阻害)とﾖｰﾄﾞ酢酸(IAA 

5mM, 解糖系を阻害)を加えて、細胞を灌流し

た。すべての電気生理学的実験は室温(約

22℃)にて施行した。 

(2) Cyanide による虚血誘発下の血管平滑筋

細胞の KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度の測定 

 単離した血管平滑筋細胞を代謝阻害薬と

してｼｱﾝ化ﾅﾄﾘｳﾑ(NaCN 2mM, 酸化的ﾘﾝ酸化を

阻害)とﾖｰﾄﾞ酢酸(IAA 5mM, 解糖系を阻害)を

添加し、虚血ﾓﾃﾞﾙとした(Yokoshiki H et al. 

Pflugers Arch 1999)。短時間虚血処理(10 分

間)、長期間虚血処理(60 分間)を行ものと、

虚血処理を行わない以上 3群の血管炎惹起細

胞系を用いて whole cell KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度

およびﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度の測定を

行い比較検討し、虚血ﾌﾟﾚｺﾝﾃﾞｲｼｮﾆﾝｸﾞ効果を

検討した。Cyanide (2mM, 酸化的ﾘﾝ酸化を阻

害)とﾖｰﾄﾞ酢酸(IAA 5mM, 解糖系を阻害)を添

加し、Ramp-pulse による whole cell KATP ﾁｬﾝ

ﾈﾙ電流密度の測定を行った。さらに、KATP ﾁｬﾝ

ﾈﾙ阻害薬である Glibenclamide (2mM)を添加

し、KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流の抑制効果を検討した。 

4). HUVEC を用いた、虚血誘発下における

血管内皮細胞の作動性物質を中心とした発

現の検討 

Confluent に 培 養 さ れ た HUVEC を

TNFα100pM Over night で刺激し、血管内皮

細胞の炎症を惹起させた。さらに TNFα負荷

した培養 HUVEC を用い、ｼｱﾝ化ﾅﾄﾘｳﾑ(NaCN 

2mM, 酸化的ﾘﾝ酸化を阻害)とﾖｰﾄﾞ酢酸(IAA 

5mM, 解糖系を阻害)を添加し、虚血ﾓﾃﾞﾙとし

た(Yokoshiki H et al. Pflugers Arch 1999)。

虚血負荷時間は、15 分、30 分、1 時間、2 時

間、8 時間である。正常の HUVEC, TNFα

のみ負荷したもの、それぞれの時間で虚血処

理をしたものの Plate の培養液を保存、およ

び細胞は Takara RNA Kit Lysis Buff 600 ul

（βMercaptoethanol 入り）に溶かしこんで

保存。培養細胞より RNA を抽出し、既存の

AppliedBio 社製のﾌﾟﾛｰﾌﾞを用いて定量 PCR

法により以下の血管作動性物質・炎症性物質

の発現を検討した。IL-6, IL-8, ET-1, Ang II, 

VEGF, TGFβ、ICAM-1, VCAM-1, RAGE。  
 
４．研究成果 

1) 血管炎を伴う血管平滑筋細胞の虚血条件

下での微小電気生理学的検討 

(1) 血管炎による血管平滑筋細胞の KATP ﾁｬﾝ

ｴﾙ電流 

血管炎が惹起された動脈の血管平滑筋細

胞は、正常の血管平滑筋細胞に比し、有意に

KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度は低下した(Table 1)。 

Table 1 

 n KATP電流密度 

(pA/pF) 

血管炎が惹起さ

れた血管平滑筋

細胞 

 

4 

11.3 ± 4.8* 

正常の血管平滑

筋細胞 
5 46.8 ± 6.9  

* p<0.05 vs. other group 
また、上記の血管平滑筋細胞において

Pinacidil 添加により増加した KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電

流はGlibenclamideの添加により完全に抑制

された。 



以上より、血管炎により血管平滑筋細胞の

Pinacidil 依存性の KATP ﾁｬﾝﾈﾙ密度は減少し、

活動電位の延長が惹起され、それにより流入

する Ca2+が増加し、細胞内 Ca2+の過負荷に

よる細胞障害が惹起される可能性が示唆さ

れた。 
(2) Cyanide による虚血誘発下の血管平滑筋
細胞の KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度の測定 

短時間の 2mMのCyanideの添加による虚血

処理した血管平滑筋細胞の KATP ﾁｬﾝﾈﾙの

outward current は虚血処理を施していない

もの、長時間虚血処理を施したものに比し、

有意に電流密度は増加した(Table 2)。 

Table 2 

 n KATP 電 流 密 度 

(pA/pF) 

短時間虚血処理 4 35.1 ± 4.8 * 

長時間虚血処理 4 8.3 ± 2.3 * 

虚血処理無し 5 12.5 ± 4.6 

p<0.05 vs. other groups 
 一方、長期間虚血処理をした血管平滑筋細

胞に於ける KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流密度は虚血処理を

施していない細胞に比し有意に低下した 

(Table 2)。 

さらに、3 系列の血管平滑筋細胞において、

KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流は Glibenclamide により完全

に抑制された。Cyanide 添加により一時的に

虚血を惹起したわけだが、この結果より、短

期間の虚血処理では KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流は増加し、

逆に長期の虚血処理では KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流は有

意に低下した。つまり、血管に恒常性に虚血

がもたらされる事により KATP ﾁｬﾝﾈﾙ機能は低

下する。 
次に、血管炎が惹起され、かつ長時間虚血

が誘発された血管平滑筋細胞のﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ

KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流は有意に低下した。一方、短

時間虚血処理をした細胞では虚血処理をし

ていないものに比し有意に電流密度は増加

した。(Table 3)。 

Table 3 

 n KATP電流密度 

(pA/pF) 

短時間虚血処理 4 13.6 ± 1.3* 

長時間虚血処理 4 2.6 ± 1.8* 

虚血処理無し 4 6.1 ± 1.2 

p<0.05 vs. other groups 
なお、3 系列の血管平滑筋細胞 KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電

流はGlibenclamideの投与により完全に抑制

された。 

 これらのことは、恒常的に血管虚血が存在

すると血管平滑筋細胞膜の KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流と

同様にﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱの KATP ﾁｬﾝﾈﾙ電流も有意に減

少し、電気生理学的な血管平滑筋細胞障害が

惹起されることが明らかになった。 

2) 虚血誘発下における血管内皮細胞作動性

物質を中心とした関連物質の発現結果 

(1) ｻｲﾄｶｲﾝの変動 

TNFαで刺激し、血管炎と同様の刺激を与え

ると IL-6 は変動しないが、IL-8 は有意に増

加し、その後の虚血誘導により IL-8 は有意

に低下した。なお、虚血の誘導後 IL-6 の変

動は有意ではなかった(Table 4)。 

Table 4  

 IL-6 IL-8 

cont 1.0 ± 0.08 1.0 ± 0.02 
TNFα 0.97 ± 0.03 1.2 ± 0.01*

15 min 0.96 ± 0.03 1.05 ± 0.04

30 min 0.99 ± 0.04 1.01 ± 0.06

1 h 0.97 ± 0.04 0.97 ± 0.01*

2 h 0.98 ± 0.02 0.97 ± 0.01*

8 h 0.95 ± 0.09 0.96 ± 0.01*

* p<0.05, vs. control 
(2) 接着因子の変動 

接 着 因 子 に お い て は ICAM-1 お よ び

VCAM-1 は TNFα刺激後有意に増加し、そ

のご虚血誘導により有意に低下した(Table 

5)。 



Table 5 

 ICAM-1 VCAM-1 

cont 1.0 ± 0.03 1.0 ± 0.02 

TNFα 1.03 ± 0.02* 1.04 ± 0.01*

15 min 1.01 ± 0.05 1.01 ± 0.01

30 min 0.98 ± 0.03 1.01 ± 0.02

1 h 0.97 ± 0.04 1.01 ± 0.01

2 h 0.98 ± 0.01 1.0 ± 0.03 
8 h 0.95 ± 0.01* 0.96 ± 0.01*

* p<0.05, vs. control 
(3) growth factors の変動 

TGFβ、VEGF 共には TNFα刺激後に傾向

を示し、虚血誘導によりより増加、虚血誘導

2 時間後より VEGF は有意に増加し、虚血に

伴う血管新生に寄与していることが推察さ

れた(Table 6)。 

Table 6 

 TGFβ VEGF 

cont 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.04 
TNFα 1.01 ± 0.03 1.01 ± 0.03

15 min 1.02 ± 0.03 1.05 ± 0.03

30 min 1.02 ± 0.02 1.02 ± 0.05

1 h 1.04 ± 0.04 1.03 ± 0.02

2 h 1.05 ± 0.02 1.11 ± 0.01*

8 h 1.09 ± 0.02* 1.12 ± 0.01*

* p<0.05, vs. control 
(4) ET-1 および Ang II の変動 

血 管 内 皮 作 動 性 物 質 で あ る

ET-1(Endtothelin-1) お よ び Ang II 

(Angiotensinn-II)の変動は、TNFα刺激後有

意に増加し、その後の虚血誘導にて減少傾向

を示した。しかしそれは有意では無かった。 

(5) RAGE の変動 

RAGE(Receptor of advanced glycation 
endoproducts)は血管の老化に深く関与する

が、TNFα刺激およびその後の虚血誘導によ

りさらに増加する傾向にあったが、その変動

は有意ではなかった。 

まとめ 

血管炎後の虚血誘導により血管内皮細胞機

能は分子生物学的に見てもその機能は明ら

かに低下している。虚血後の血管新生に関与

する成長因子である VEGF のみ有意な増加

を示した。以上より、血管炎後に長期間虚血

の状態に曝されることにより血管内皮機能

は有意に低下することが示唆された。 
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