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研究成果の概要（和文）： 
血管内皮細胞のATP分解酵素ecto-nucleoside diphosphohydroｌase１ (CD39)の発現は、炎症性サ

イトカインの IL-1βや TNF-α、IFN-γで低下し、この反応はステロイド性抗炎症薬では予防できず、
かえって悪化した。一方、HMG－CoA還元酵素阻害薬は低分子量G蛋白質 Rhoの機能を阻害し

て CD39 の発現を上昇させた。CD39 を上昇させ内皮機能を保護するためには Rho の過剰な応答

を制御することが有効であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Vascular endothelial cells express highly active ecto-nucleoside diphosphohydroｌase 1 (CD39 ) that 
hydrolyzes extracellular ATP and ADP into AMP. CD39 plays a critical role in the regulation of vascular 
homeostasis. In this study, we found that various inflammatory cytokines including IL-1β, TNF-α and 
IFN-γ, impaired the ATP hydrolysis and CD39 mRNA expression, whereas HMG-CoA reductase inhibitor 
(statin) caused time- and concentration-dependent increase in ATP and ADP hydrolysis accompanied by 
an up-regulation of CD39 mRNA expression. Statin-induced up-regulation of CD39 mRNA expression 
was involved in an inhibition of small G protein Rho function.  These results suggest that the inhibition 
of Rho-dependent signaling is a promising strategy to increases vascular CD39 expression.  
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１．研究開始当初の背景 
CD39 (ecto-apyrase, nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase1)は血管内皮細胞の主要な
ATP 分 解 酵 素 で 、 ecto-5’-nucleotidase
（CD73）と共同的に細胞外の ATP を効率的に
アデノシンに変換する。この過程は、ATP 受容

体を介する反応を終結させるだけでなく、ア

デノシン受容体を介する反応に変換する役

割を果たしている。細胞外 ATP は、この 2 つ
の受容体を介する反応の連係により多様な

生理作用を媒介している。さらに、内皮細胞

上の CD39 は血栓形成の制御でも重要な役
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割をはたすと考えられている。しかし、虚血や

炎症反応がどのように血管内皮細胞の CD39
活性を低下させるか、また CD39の酵素活性が
どのように制御されるかについても不明である。

我々は CD39 は侵襲に関連した液性因子、物
理化学的因子により発現調節を受けやすく、こ

の変化の分子機構を解析すれば、CD39 の発
現調節メカニズムが解明できると考え本研究を

計画した。 
 
２．研究の目的 
血管内皮細胞のCD39を炎症や酸化ストレスな

どの侵襲による機能不全から保護することが心血

管障害、炎症性疾患の治療につながると考えら

れる。しかし、血管内皮細胞のCD39の酵素活性
の調節機構やその遺伝子発現の制御機構は明

らかにされていない。本研究では血管内皮細胞

のCD39の酵素活性調節機構、細胞外での動態、
運命を調べると共に、遺伝子発現の調節機構の

解明を試み、CD39の遺伝子発現の低下を阻止
できる薬物、または発現を亢進する薬物療法が

可能か検索することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
（１）ヒト血管内皮細胞の培養 
ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)は、クラボウより
入手し専用培地を用いて炭酸ガス培養機（5％
CO2）で培養した。培養にはコラーゲンでコートした

培養皿を用いた。 
（２）細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）の測定 
スライドグラス上に培養した細胞をFura-2-AMで

標識し、蛍光顕微鏡下で 340nmおよび 380nm の
励起光による 510nm の蛍光変化を高速蛍光画像
処理システムを用いて記録した。 
（３）遺伝子発現の解析 
 細胞から抽出した total RNA からランダムプライ
マーを用いて cDNAを合成した。各 P2X受容体、
P2Y受容体および細胞外ATP分解酵素に特異的
なプライマーを用いて、mRNA含量をサイバーグリ
ーン法の real-time PCRで定量した。サンプル間の
ばらつきは β−アクチンの mRNA量で補正した。 
（４）フローサイトメーター解析 
薬物を処理した細胞をトリプシン処理で回収し、

洗浄後、FITC-標識の抗 CD39を用いてラベルし、
フローサイトメーターを用いて細胞表面蛋白質の

発現量を測定した。 
（５）細胞外アデニンヌクレオチド分解活性の測定 

48穴のマルチプレートに培養し、薬物を処理
した細胞に、ATP、ADPおよび AMPを添加し、
37℃で種々の時間反応させた。EDTA を最終濃
度 10 mM になるように添加し、反応を停止さ
せた。反応液を C18-ODS カラムを装着した
HPLC で 260 nm の紫外部吸収で基質のアデニ

ンヌクレオチドおよびその代謝物を分離・定

量して分解を測定した。 
 

４．研究成果 

（１）血管内皮細胞の ATP 分解酵素活性および
ATP 分解酵素遺伝子の発現に及ぼす炎症
性サイトカインの作用 

HUVEC にインターフェロン(IFN)-γ を 24時間
作用させると、細胞外ATP 分解酵素の活性が低
下した。HUVECに発現しているATP受容体およ
び ATP 分解酵素の遺伝子発現の変化を調べた
結果、P2X4 受容体の発現上昇と共に、CD39 の
発現低下が認められた(図１)。さらに、インターロ
イキン（IL）-１β および腫瘍壊死因子（TNF）-α も
細胞外 ATP の分解活性を抑制し、CD39 の
mRNA レベルを低下させた(図２)。また、IFN-γ
は IL-1β、TNF-αによるCD39の発現低下を増強
したが、IL-1βと TNF-αの間には相加作用も認め
られなかった(図２)。以上のことから、IL-1β、と
TNF-αは共通した情報伝達系で、IFN-γは IL-1β、
TNF-α とは異なる機序で CD39 の発現を制御し
ていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ HUVEC の P2X4 受容体、P2X7 受容体、CD39, 
NPP1,CD73 遺伝子発現に及ぼす IFN-γの作用。
HUVECをＩＦＮ-g (10 ng/ml)で処理し、RNAを抽出し
た。遺伝子発現はリアルタイム RT-PCR で測定した。
平均±SEM, n = 4-5、 * P>0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 HUVEC の CD39 遺伝子発現に及ぼす IFN-γ、
TNF-α、IL-1βの作用。HUVEC をＩＦＮ-γ、TNF-α、
IL-1β（各 10 ng/ml）で処理し、RNA を抽出した。遺伝
子発現はリアルタイム RT-PCR で測定した。平均
±SEM,  n = 4 
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（２）炎症性サイトカインによる CD39発現低下の作
用機 
IL-1βやTNF-αなど炎症性サイトカインの作用はＮ
ＦκＢにより核内に伝達され、転写レベルで細胞機
能に影響することが知られている。しかし、IL-1βお
よび TNF-αによる CD39遺伝子発現の低下は、Ｎ
ＦκＢ阻害薬や、ＮＦκＢ経路を阻害するステロイド
性抗炎症薬では抑制できなかった。その他、ＭＡ
Ｐキナーゼ経路（p42/p44 ＥＲＫ, 
ｐ38、JMK）の阻害薬、PKC阻害薬、Srcチロシンリ
ン酸化酵素阻害薬でも影響されなかった。一方、
IFN-γは JAK－STAT経路を活性化し、炎症性のリ
モデリングを生じることが知られているが、ＩＦＮ-ｇに
よる CD39発現低下は JAKキナーゼ阻害薬の
AG409や、STAT1阻害薬の Epigallocatechin 
gallateで阻害された。以上の結果から、IFN-γは
JAK－STAT経路を活性化して CD39の機能低下
をもたらし、IL-1βや TNF-αなど炎症性サイトカイン
はＮＦκＢ以外の経路で CD39の発現を抑制するこ
とが明らかになった。IL-1βや TNF-α の作用機序
の解明は内皮機能を保護する上で重要な課題で
あると思われる。 
 
（3）CD39発現上昇をもたらす因子の解析。 
様々なサイトカインや、ホルモンなど生体内の液

性因子や、糖代謝や脂質異常を改善する薬物を
用いて CD39 の発現上昇をもたらす因子を検討し
た結果、コレステロール合成を阻害し、高脂血症
の治療薬として用いられるHMG-CｏA還元酵素阻
害薬が血管内皮細胞のＡＴＰ分解酵素活性を上
昇させることを見出した。今回、検討したフルバス
タチン（Fluva）、シンバスタチンおよびプラバスタチ
ンともに用量依存的にＡＴＰ分解酵素活性を上昇
させた（図３）。 
次に、Fluva を用いて、血管内皮細胞の ATP 分
解酵素の遺伝子発現に及ぼす作用を検討した。
HUVECには CD39、NPP1および CD73の発現が
認められた。Fluvaを処理した細胞ではCD39の発
現が著明に上昇した。また、FITC で標識した抗
CD39 抗体を用いて FACS で解析した結果、フル
バスタチンは細胞表面のCD39発現量を著明に増
大させることが認められた(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  HUVEC のＡＴＰ分解酵素活性に及ぼす

HMG-Co-A 還元酵素阻害剤の影響作用。HUVEC を
種々の濃度のフルバスタチン（Ｆluva）, シンバスタチン
(Simva), プラバスタチン（Prava)で 24 時間処理し、ATP 
100 µΜと 10分間反応させ、分解活性を測定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 HUVECの ATP分解酵素遺伝子発現に及ぼす
フルバスタチンの作用。HUVEC を Fluva（1µΜ）で 24
時間処理し、RNA を抽出した。CD39L1, CD39, 
NPP1-3, CD39, ALP の遺伝子発現をリアルタイム
RT-PCRで測定した。mRNA量は、β-actinの値を１００
として表した。平均±SEM 挿入図：Fluva（1µΜ）で 24
時間処理した細胞の CD39 表面抗原の変化を FACS
で測定した。n = 4、* P>0.05 
 
（４）HMG-CｏA 還元酵素阻害薬による CD39 の
発現上昇機構 
Furva を用いて、HMG-CoA 還元酵素阻害剤
がどのようにして CD39 の発現上昇を起こすか検
討した。Fluva による CD39 遺伝子の発現上昇は、
時間依存的および用量依存的に顕著になった
（図５）。RNA の上昇機構には転写の促進と、mＲ
ＮＡの安定性の増加のいずれかが関与すると考
えられる。そこで、RNA 合成阻害薬の DRB を用
いて、 CD39 遺伝子の細胞内での安定性を測
定した結果、CD39 の発現上昇は、Fluva で変化
しなかった。一方、核内の RNA を調整し、検討し
た結果、Fluvaにより転写活性が上昇していること
が認められた。 
Fluva によるCD39遺伝子発現の増加はメバロ
ン酸により解除されたことから、ＨＭＧ-ＣｏＡ還元
酵素阻害作用に起因すると考えられた。また、こ
のメバロン酸の作用は、ファルネシルピロリン酸
にはなく、ゲラニルゲラニルピロリン酸で再現でき
た。このことから、ゲラニルゲラニルピロリン酸で
修飾される低分子量G蛋白質、Rho や Rac の関
与が考えられた。実際、Rho を阻害する C3 毒素
は HUVEC の CD39 遺伝子発現を増加させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 HUVECの CD39遺伝子発現に及ぼす Fluvaの
作用。左：Fluva（1µΜ）作用の経時変化。右、：Fluva
（1µΜ）の用量作用曲線。平均±SEM,  n = 3 
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図 6  Fluva の CD39 遺伝子発現上昇に及ぼす
LY294002  （ LY29 ） 、 Triciribine （ Tric ） , AMP 
kinase α siRNA (siAMPK), HSF1 siRNA(siHSF1)の
作用。HUVEC を薬物で処理し、RNA を抽出した。遺伝
子発現はリアルタイム RT-PCR で測定した。 siRNA の
標的遺伝子ノックダウン（ND）効率を％で示した。平均
±SEM,  n = 4-5 
 
 

HMG-CoA 還元酵素阻害薬は血管内皮細胞に

おいて様々な細胞内情報伝達系を活性化せいて

転写因子の活性を変動させることが報告されてい

る。中でも内皮機能保護に関与することが示唆さ

れているものに、AMP キナーゼ(AMPK)や、熱ショ

ッ ク 因 子 （ heat shock transcription factor 1 

[HSF1]）が知られているが、siRNAを用いてAMPＫ

のαサブユニットやHSF1の発現をノックダウンして

もFluvaによるCD39の発現上昇は影響されなかっ

た。一方、PI3 キナーゼ阻害薬の LY294002 や、Ａ

ｋｔ阻害薬の Triciribine は、Ｆｌｕｖａによる CD39 の

発現上昇を阻害した。以上の結果から、PI3キナー

ゼ-Akt シグナル経路が CD39 の遺伝子発現に関

与する可能性が示唆された(図６)。 

 このような反応は HUVEC だけでなく、動脈由来

内皮細胞、微小血管由来内皮細胞でも認められ

たことから、血管内皮細胞の共通した応答であると

考えられた。CD39 は内皮細胞のほかでマクロファ

ージにも発現しているが、その発現はフルバスタチ

ンで影響されず、CD39 発現上昇は内皮細胞に特

異的であることも判明した。さらに、炎症性サイトカ

インによるCD39のdown-regulationとフルバスタチ

ンによるｕｐ-regulation は、ラットを用いた in vivo の

実験系でも大動脈や腸間膜動脈などの動脈標本

において認められた。HMG-CoA還元酵素阻害薬

はコレステロール合成阻害のみならず、様々な因

子を介して循環器系疾患の治療、予防に有効で

あることが示されている。CD39 の発現上昇作用は

HMG-CoA 還元酵素阻害薬の多面的作用の重要

なメカニズムである考えられる。今後は CD39 の発

現上昇を別の機序で活性化できる手段が開発で

きれば有用な循環器系疾患治療薬になると考えら

れた。 
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