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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞、平滑筋細胞および血小板における、未だその詳細が明らかとなってい
ないMARCKSタンパク質の役割を検討した。血管内皮細胞において、MARCKSタンパク質は細胞増殖、細胞運動、一
酸化窒素産生などその重要な機能に関わることを明らかにした。また、糖尿病およびメチル水銀中毒モデル動物
における異常にも関与している可能性が示された。また、MARKCSタンパク質は平滑筋細胞および血小板にも発現
しており、これらの細胞における役割が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We studied the role of MARCKS protein in endothelial cells, smooth muscle 
cells, and platelets. In endothelial cells, MARCKS protein was involved in cell proliferation, cell 
migration, and nitric oxide production. Furthermore, participation of MARCKS in abnormal cell 
functions of diabetes or methylmercury intoxication model animals was suggested. In addition, MARCKS
 was expressed in smooth muscle cells and platelets, and the role of MARCKS in these cells was 
indicated.

研究分野：基礎獣医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 高脂血症や糖尿病、高血圧症などの生活習
慣病は病的血栓形成の要因であり、心筋梗塞
や脳梗塞などの致死的疾患の原因となる。ヒ
トにおいて病的血栓による疾患は、ガンに匹
敵する死因でもあり、より詳細な発生メカニ
ズムの解明が求められている。また、ネコに
おける大動脈血栓症など、伴侶動物において
も病的血栓形成を原因とする重篤な病態が
様々な疾患に関与していることが明らかと
なっている。生活習慣病では、生理的な止血
機構や血管機能調節に深く関わる血小板や
血管平滑筋および内皮細胞においてその機
能や制御機構に異常が認められ、この細胞機
能の破綻が病的血栓の形成の原因と考えら
れている。 
 
 Myristoylated alanine-rich C kinase 
substrate (MARCKS)は、アクチンやリン脂質
との結合を介して神経細胞の成長や分化に
関わる重要な細胞内タンパク質として知ら
れている。近年、止血や血栓形成に寄与する
血小板や血管平滑筋および内皮細胞におい
て、MARCKS がその細胞機能の制御に寄与して
いる可能性が示唆され注目を集めている。し
かし、この MARCKS を介した機能制御に関す
る詳細なメカニズムには不明な点も多く、特
に血小板や血管平滑筋および内皮細胞の機
能異常を原因とした病的血栓形成における
病態生理学的な役割についての研究は全く
不十分である。 
 
２．研究の目的 
 
 止血および血栓形成に関わる血小板、血管
平滑筋および内皮細胞の機能制御における
MARCKS の役割、および疾患モデル動物におけ
る MARCKS の変化とそのメカニズムを明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 培養細胞株を用いた細胞実験では、
EA.hy926 細胞（ヒト血管内皮由来細胞株）、
A10 細胞（ラット平滑筋由来細胞株）および
SH-SY5Y 細胞（ヒト神経芽細胞腫由来細胞株）
を用いた。また、ストレプトゾトシン誘導糖
尿病モデルラット・マウスおよびメチル水銀
中毒モデルラットを作製し、摘出血管および
単離血小板を用い機能解析を行った。各試料
を用い、特異的抗体を用いたウェスタンブロ
ット法、RNA 干渉法を用いた MARCKS ノックダ
ウン法、また野生型／変異型 MARCKS の強制
発現法、マトリゲルを用いたチューブ形成ア
ッセイ、一酸化窒素（NO）アッセイによる NO
産生量の測定、カルパイン活性化の測定、血
管収縮測定などにより、MARCKS の変化と細
胞・組織機能との関連を解析した。 
 

４．研究成果 
 
 生理的および病態生理学的な止血機構に
おいて中心的役割を果たしている血管内皮
細胞における MARCKS の関与と役割を明らか
にする目的で、ヒト血管内皮細胞由来の細胞
株である EA.hy926 細胞を用いた検討を行っ
た。マトリゲルを用いた血管新生アッセイお
よび一酸化窒素（NO）産生測定から、EA.hy926
細胞によるチューブ形成および NO 産生が観
察され、EA.hy926 細胞が血管内皮細胞として
の機能を保持していることが確認できた。そ
こで siRNA により MARCKS ノックダウンの影
響を観察したところ、細胞増殖率の低下（図
１）、創傷治癒アッセイにおける細胞浸潤率
の低下（図 2）および血管新生アッセイにお
けるチューブ形成能の低下が観察された。以
上の結果から、MARCKS は内皮細胞の増殖とそ
の機能に深く関与することが明らかとなっ
た。 

 
 また、神経細胞において、メチル水銀毒性

 

図１．内皮細胞の細胞増殖率に対する

MARCKS ノックダウンの影響 

 

図２．内皮細胞の創傷治癒アッセイ 

における MARCKS ノックダウンの影響 



への MARCKS の関与が示唆されていることか
ら、EA.hy926 細胞にメチル水銀を処置し
MARCKS への影響を観察した。メチル水銀は濃
度依存的に EA.hy926 細胞の細胞生存率低下
および NO 産生量の低下を引き起こし、これ
に伴い MARCKS リン酸化量の増加と発現量の
低下が認められた。また MARCKS ノックダウ
ンにより、メチル水銀による細胞生存率およ
び NO 産生量の低下が増強された。以上の結
果から、MARCKS は血管内皮細胞の増殖や生理
機能のみならず毒性物質に対する防御機構
にも深く関与することが示唆された。 
 
 糖尿病モデルマウスを作成しその血管機
能の異常について解析を行ったところ、血管
内皮細胞および血管平滑筋の異常に起因す
ると考えられる変化が摘出血管における血
管収縮測定実験において認められた。また内
皮細胞における NO 産生量の低下が、血管収
縮異常の原因の一つであることが示唆され
た（図３）。 

 
 培養細胞を用いた in vitro および糖尿病
モデルマウスを用いた in vivo 実験でこれま
でに得られた結果から、特に血管内皮細胞に
おける MARCKS の重要な役割と病態との関連
が示唆された。そこで血管内皮における
MARCKS 発現量の調整メカニズムについて、そ
の分子基盤をさらに明らかにすることを目
的として実験を行った。カルシウム依存性プ
ロテアーゼであるカルパインに注目し、
MARCKS 発現量調整機構におけるその役割を
カルパイン阻害薬（ MDL28170 お よび
Calpeptin）を用いた薬理学的解析および
MARCKS ノックダウンなどの分子生物学的手
法を用いて検討した。その結果、神経細胞株
（SH-SY5Y 細胞）では、MARCKS 発現量の減少
におけるカルパインの中心的な役割が示唆
されたが、一方内皮細胞ではその関与が小さ

いと考えられた。以上の結果は、MARCKS 発現
量の調整機構は細胞種により大きく異なる
ことを示唆していると考えられた（図４）。
糖尿病モデルマウスおよびメチル水銀中毒
モデルにおける病態メカニズムを明らかに
するため検討を行ったところ、これらのモデ
ル動物では共通して血管内皮細胞および平
滑筋細胞を中心とした以上が認められ、その
分子基盤として活性酸素種や MARCKS リン酸
化に寄与することが報告されているRhoキナ
ーゼの関与が示唆された。 

 
 また、ラット平滑筋由来の細胞株である
A10 細胞およびラット単離血小板においても
MARCKS が発現していること、またホルボール
エステル処置によるプロテインキナーゼCの
活性化により MARCKS がリン酸化されること
をウェスタンブロット法により確認した。さ
らに、A10 細胞ではメチル水銀の処置による
細胞生存率の低下、MARCKS 発現量の減少およ
び MARCKS リン酸化の増加が観察され、血管
内皮細胞と同様に MARCKS が血管平滑筋にお
ける機能異常に関与する可能性が示された。
また、血管内皮細胞に比べ血管平滑筋細胞は
メチル水銀に対する高い感受性を示した。ま
た、糖尿病では血小板活性化が亢進している
ことが知られていることから、糖尿病モデル
ラットから血小板を単離し、血小板における
一酸化窒素合成酵素（NOS）、ミオシン軽鎖
（MLC）、および MARCKS の変化について検討
した。糖尿病モデルラットでは、血糖値の増
加に加え、トリグリセリドおよびコレステロ
ールの増加が観察された。各種タンパク質の
発現量やリン酸化量に有意な変化は認めら
れず、実験条件や手法の最適化を含め、さら
なる検討が必要であると考えられた。 
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図３．糖尿病モデルマウスの摘出血管 

における NO 依存性弛緩の減弱 

 

図４．細胞種による MARCKS 発現量調整 

メカニズムの相違 
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