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研究成果の概要： 

本研究は、カテコラミンの血管増殖作用における細胞接着因子 CD146 の関与を解明するもので

ある。CD146 はカテコラミン刺激により発現が増大し、アセチルコリンによっては制御を受け

ないことが明らかとなった。カテコラミンの作用はα受容体を介することが明らかとなった。

この発現変化は神経系由来細胞では認められず、血管平滑筋特異的情報伝達機構が想定された。

一方、血管伸展刺激による CD146 の発現変化については明確な変化は認められなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

細胞接着分子の発現量の変化は細胞の接着

性に変化を与え、細胞の運動性や細胞分裂サ

イクルに影響を与える。動脈硬化などで生じ

る平滑筋の増殖、遊走には細胞接着分子の発

現変化が深く関わっていると考えられる。ギ

セリン/CD146 は我々が見出した細胞接着因

子であり、これまでにこの分子が細胞の遊走

や神経突起伸展、微絨毛の伸長など細胞の形

態変化に関わっていること、腫瘍においては

転移・浸潤能を増大させることを報告してい

る。血管系においては、ギセリン/CD146 は中

膜肥厚時に平滑筋において発現を増大させ

ていることを見出しているが、今回、種々の

増殖因子に加えカテコラミン類もギセリン

/CD146 の発現増大を引き起こすことを見出

した。カテコラミン類は血圧調節に重要な働

きをしているが、血管壁の肥厚も促進するこ

とが知られており、ギセリン/CD146 はその効



果の作用分子の一つと考えられる。ギセリン

/CD146 の血管平滑筋のトロフィック作用に

おける働きを明らかにすること、その発現調

節機構を明らかにすることは血圧、動脈硬化

のコントロールにつながると考え、本研究を

想起するに至った。これまでの研究から、ギ

セリン/CD146 の生理作用、発現調節に関して

は実績があり、血管平滑筋における研究も十

分に実行可能であると考える。 

 
２．研究の目的 

血管平滑筋に対するカテコラミン、特にノル

アドレナリンの作用は平滑筋の収縮が主で

あるが、これ以外にも、平滑筋細胞の増殖促

進や遊走促進作用がある事が知られている。

この平滑筋の増殖は動脈硬化の大きな原因

の一つである。動脈硬化の発症には炎症反応

に加え、平滑筋に対しては IGF-1 等の様な増

殖因子が増殖に関与していることが報告さ

れているが、カテコラミンも血管平滑筋の増

殖を促進し、さらに遊走も促進することから

（平滑筋トロフィック作用）、高血圧・動脈

硬化の憎悪因子の一つとして挙げられる。カ

テコラミンの平滑筋トロフィック作用に関

しては、受容体から細胞内への情報伝達経路

の解析が多くなされているが、実際の作用発

現関連分子への直接の効果に関しては未だ

不明な点が多く残っている。また、動脈硬化

の際には平滑筋細胞の分裂や遊走に加え、炎

症性細胞の浸潤も生じるが、これらの事象に

は細胞間の接着の変化が重要な役割を果た

している。しかし、血管平滑筋における細胞

接着の研究は主に内皮や炎症性細胞との関

連のものが多く、またインテグリン類や ICAM

や VCAM 等の分子での解析に限られており、

血管平滑筋の増殖や遊走に関する報告は多

くはない。一方、我々の見出した細胞接着因

子ギセリン/CD146（Neuron 1994, JBC 1995）

は血管系において正常時には血管内皮にの

み発現しているが、病的な動脈壁の肥厚が生

じる際には平滑筋で発現が上昇すること、平

滑筋の増殖を促進する IGF-1による発現制御

を受けていることを我々は報告している

(BBRC 2004)。さらに、我々は血管平滑筋に

おけるギセリン/CD146 の発現がカテコラミ

ン類による強力な発現制御を受けているこ

とを見出しており、ギセリン/CD146 はカテコ

ラミンの動脈硬化促進作用の発現に関与し

ている事が推察される。従って、本研究では

カテコラミンの動脈壁肥厚効果におけるギ

セリン/CD146 の機能を明らかとする。また、

カテコラミンによるギセリン/CD146 の発現

誘導機構を明らかとする。これらを明らかと

することにより、将来的にはその治療へ役立

てることを目標とする。 

 

３．研究の方法 

⑴血管平滑筋におけるギセリン/CD146 の発

現制御機構の解明 

平滑筋由来 A10 細胞におけるカテコラミン

によるギセリン/CD146 の発現誘導を明らか

としているが、アドレナリン各受容体刺激薬

を用いて実際に血管平滑筋のギセリン

/CD146 の発現誘導に関係する受容体を特定

し、受容体から遺伝発現制御に至る情報伝達

経路を明らかとする。また、遺伝子上流域の

責任領域を決定する。このため A10 細胞およ

び血管平滑筋初代培養細胞に各種アドレナ

リン受容体刺激薬を加えて培養し、それらか

ら経時的に mRNA を抽出する。さらにこの

mRNA を用いて定量的 RT-PCR を行うことによ

りギセリン/CD146 の発現誘導が起こるかを

検討する。さらに拮抗薬も用いて受容体を確

認すると共に、受容体遮断によりギセリン

/CD146 の発現が抑制されるかを確認する。 



またギセリン/CD146 上流域の発現制御機構

を検討するためにルシフェラーゼレポータ

ー遺伝子を用い、各種ギセリン/CD146 上流

域欠損ミュータントを作成し、転写制御責任

領域の決定を行う。 

 

(2)伸展刺激に対する CD146 の発現の検討ラ

ット大動脈由来の血管平滑筋細胞（以下

VSMC）は、生後 6〜7 週齢のラットから採取

した大動脈の周辺支持組織を取り除いた後、

大動脈片を細かく裁断して培養ディシュ上

で浮遊しない程度の培養液（DMEM、20%FBS）

で満たした状態で 2〜3 日間 CO2 incubator 

内に放置、切片からディシュ上に細胞が増殖

してきたら切片を取り除き、培養液（DMEM、

10%FBS）をさらに添加してコンフルエントに

なるまで培養を継続した。増殖してきた細胞

が血管平滑筋かどうかについてはα-smooth 

muscle actin （以下α-SMA）で免疫染色を

行い確認した。VSMC は 3 継代から 5 継代ま

での細胞を実験に使用した。ラット大動脈平

滑筋由来の培養細胞である A10 細胞も実験

に用いた。実験はストレックス社製細胞伸展

培養装置、MODEL：ST-140 を用いて 60Hz、120%

の条件で 24、32、48 時間の伸展培養を行い、

形態変化の観察と RT-PCR により遺伝子発現

の変化について比較 Ct 法にて（静置培養し

た細胞での発現を対照として）解析した。ス

トレッチ用の培養チャンバーはコラーゲン

でコーティングして培養に用いた。遺伝子は

CD146、α-SMA、インテグリン-α1、-α7、-

β1、カドヘリン（N、T）、caldesmon、

syndecan-1、-4 とコラーゲン I について検

討した。 

 

４．研究成果 

 

ギセリン/CD146 の血管平滑筋における生理

的・病理的機能の解明  

研究には主にマウスギセリンの上流域

1.5kbpを組み込んだルシフェラーゼレポー

タープラスミドを用いた転写活性で検討を

行った。細胞は、ラット平滑筋由来のA10細

胞と、ラット大動脈由来の初代培養細胞を用

いた。A10細胞を用いた実験において、カテ

コラミン受容体の中でもα受容体刺激薬で

あるフェニレフリンによってギセリンの転

写活性の上昇を認めたほか、アセチルコリン

受容体刺激薬であるカルバコールによる発

現抑制が認められた。一方。残念ながら、初

代培養細胞系においては以上のような明ら

かな発現変化は確認できなかった。 

もう一つの検討課題である各種増殖因子の影

響については、これまでに明らかとしている

IGF-1に加えて、FGFによる発現増大が確認で

きた。また。この他に、カテコラミンと同様

に血管を収縮させる物質ついてもギセリンの

発現に及ぼす影響を検討したが、エンドセリ

ンによるギセリンの発現増大が明らかとなっ

た。 

一方、これまでに報告している A10 細胞にお

けるギセリンの発現を増大させる IGF-1 が、

カテコラミン産生細胞である PC12 細胞にお

けるギセリンの発現を増大させることが明

らかとなった。その制御機構に関しては、A10

細胞とは異なる系の存在が示唆された。 

伸展刺激に対する CD146 の発現については

A10 細胞について解析を行った。まず、細胞

の形態変化については、紡錘形をした細胞の

長軸方向が伸展方向に対して、より垂直な方

向へと経時的に変化した。遺伝子発現変化は、



インテグリン-β1、caldesmon、コラーゲン I

と syndecan-1 で 48 時間後までに増加が見ら

れ、カドヘリン（N）とα-SMA は減少した。

しかし、α-SMA は静置培養に比較して mRNA

の発現は少ないが 24時間から 48時間にかけ

て経時的な増加傾向が見られた。 
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