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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスは、動脈硬化を引き起こすため、血管における活性酸素の産生と消去メ
カニズムを解明することは、虚血性心疾患の予防および治療への足がかりとなる。
本研究では、血管において活性酸素産生に重要な働きをするIQGAP1が、血管平滑筋の遊走と血管傷害後の内膜肥
厚を促進すること、一方、活性酸素消去に働くNrf2は、逆に抑制することを明らかにした。これらの知見は、新
たな動脈硬化進展メカニズムの解明とともに、新規治療ターゲットとしてのIQGAP1とNrf2の可能性を示唆するも
のである。

研究成果の概要（英文）：Oxidative stress induces arteriosclerosis. Therefore, to elucidate 
regulatory mechanisms of reactive oxygen species production and elimination leads to prevention and 
treatment of ischemic diseases. In this study, IQGAP1, a receptor tyrosine kinase binding 
scaffolding protein, enhanced PDGF-induced vascular smooth muscle cell migration and neointimal 
thickening after vascular injury. Conversely, Nrf2, a key regulator of antioxidative enzymes, 
inhibited their events. These findings provide insight into IQGAP1 and Nrf2 as novel therapeutic 
targets for vascular remodeling and atherosclerosis. 

研究分野： 分子毒性学

キーワード： 動脈硬化　血管内膜肥厚　酸化ストレス　血管平滑筋細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化は、心筋梗塞や脳梗塞など、生命予後に直結する重大な病気の引き金となる。したがって、生体におけ
る酸化ストレスを制御メカニズムを解明することは、新たな動脈硬化の治療法につながる。本研究では、活性酸
素産生を促進するIQGAP1および抗酸化酵素の発現に関わるNrf2の血管における機能解析を行ったところ、血管に
おいて、IQGAP1が動脈硬化の促進およびNrf2が抑制に関与することを明らかにした。これらの結果は、動脈硬化
の治療標的となる可能性を示唆している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 活性酸素（ROS）は、創傷治癒や免疫応答などの生命活動において常に産生され、シグナル伝
達因子として細胞機能を制御している。一方で、過剰かつ持続的な ROS の曝露は、酸化ストレス
による細胞の形質転換を引き起こし、組織機能を障害することで疾病形成に関与する。特に循環
系システムは、高血圧、高脂血症など血管の細胞において ROS の産生を増加させるイベントが発
生しやすく、ROS 制御不全による酸化ストレスが生じやすい。以上のことから生体には、血管機
能の恒常性を維持し、動脈硬化の原因となる血管内膜肥厚を抑制するために、ROS 産生系と消去
系を適切に切り替えるスイッチ機能が存在すると考えられる。 
 傷害血管の修復過程における過剰な ROS による酸化ストレスは、血管平滑筋細胞を収縮型か
ら合成型へと形質転換させ、遊走・増殖を過剰に亢進させることで内膜肥厚を引き起こす。生体
内には、酸化ストレス防御において中心的な役割を果たす Nrf2 システムが存在し、転写因子と
して抗酸化タンパク質群の発現を誘導することで ROS 消去系を活性化する。これまで申請者は、
Nrf2 の血管恒常性維持機能に注目し、血管平滑筋細胞の Nrf2 システムによる酸化ストレス応答
が、血管内膜肥厚を抑制することを明らかにしてきた。しかし、血管における ROS 産生系と消去
系の相互連携およびスイッチ機能の存在と、その分子機構は現在まで明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 IQ motif–containing GTPase activating protein 1（IQGAP1）は、細胞骨格である F-actin
に結合し、細胞の配向を制御することで細胞遊走に関与する。また、増殖因子の受容体と共役す
ることで、細胞内シグナル伝達の足場タンパク質として機能する分子である。近年、血管壁にお
ける主要な ROS 産生システムである NADPH オキシダーゼの構成因子 Rac1 に加え、抗酸化系であ
る Nrf2 が IQGAP1 と相互作用することが報告された。以上のことから IQGAP1 は、ROS の産生系
と消去系のスイッチとして機能することが示唆される。また、Nrf2 は、抗酸化酵素群の発現を
統合的に制御する転写因子であり、酸化ストレス条件下で核に移行し、各種抗酸化酵素の遺伝子
発現を誘導することで抗酸化能を高め恒常性維持に貢献する。本研究では、血管組織における酸
化ストレス制御系の重要性と動脈硬化進展メカニズムを明らかにする目的で、ROS 産生系 IQGAP1
と消去系 Nrf2 に焦点を当て検討を行う。 
 動脈硬化の原因となる血管内膜肥厚の進展は、血管内皮傷害後の合成型血管平滑筋細胞の過
剰な遊走が主体であり、ROS もその亢進に関与している。さらに近年、末梢血中の単核球系細胞
画分が、血管傷害部位へ接着し、血管前駆細胞として VSMC へ分化後、増殖・遊走することによ
り、内膜肥厚が形成されることが示唆されており、ROS がこれを促進する可能性も示唆されてい
る。本課題は、傷害血管修復に関与する血管平滑筋細胞と血管内皮傷害モデルを用いて、IQGAP1
と Nrf2 の動脈硬化形成における役割について明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養 
 ラット大動脈平滑筋細胞（RASM 細胞）は、雄性 Sprague-Dawley ラット胸部大動脈からコラゲ
ナーゼ/エラスターゼ溶液を用いた酵素消化法により単離した。RASM 細胞は、10%ウシ血清含有
DMEM 培地で培養し、使用 24 時間前に、血清非含有 DMEM 培地に交換した。 
 マウス腹腔マクロファージは、3%チオグリコレートメディウムをマウス腹腔内に投与するこ
とで滲出させ、回収後、血清非含有 RPMI1640 培地に播種し、実験に用いた。 
 
(2) 実験動物  
 実験動物は、C57BL/6 系雄性 8 週齢の野生型(WT)、Nrf2 遺伝子欠損（-/-）、IQGAP1-/-マウスを
用いた。遺伝子型は、PCR により決定した。 
 
(3) Modified Boyden chamber アッセイ法 

細胞のケモタキシスは、8 µｍポアサイズのトランスウェルチャンバー用いた。チャンバー上
方に細胞を播種し、血小板由来増殖因子（PDGF）または単球走化性因子（MCP-1）をチャンバー
下側に処置し、8 時間後の遊走細胞数を計測した。 

 
(4) Wound scratch アッセイ法  

細胞をコンフルエントまで培養し、ピペットチップの先端で擦過し細胞を線状に剥離した後、
PDGF を添加した。その後、経時的に撮影し、遊走速度を浸潤した細胞の面積を測定することで



評価した。 
 

(5) 培養細胞の蛍光免疫染色法 
 細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固定し、0.05%トライトン X-100 で処理した。3%ウシ血清ア
ルブミンでブロッキング後、1 次抗体で一晩処置した。PBS で洗浄後、蛍光標識された 2 次抗体
で 1 時間処理し、その後対比染色として DAPI 溶液による核染色を行った。細胞の観察は、共焦
点レーザースキャン顕微鏡で行った。 
 
(6) 血管傷害モデルの作製  
 マウス大腿動脈の血管を切開し、0.38mm のストレートワイヤーを 5mm 以上血管に挿入し、内
膜を傷害した。ワイヤーを取り除いた後、傷口を糸でしばり、経時的に傷害した血管を摘出した。 
 
(7) 血管組織の蛍光免疫染色法 
 5 µm の厚さにスライスした切片を脱パラフィン後、10%正常ヤギ血清でブロッキングし、一次
抗体、蛍光標識二次抗体の順で反応させた。対比染色として核染色を行った。 
 
(8) リアルタイム PCR 法 
 細胞または組織から全 RNA を抽出し、RNA を逆転写後、TaqMan プローブを用いたリアルタイム
PCR を行った。なお、検出した各 mRNA は恒常的に発現しているβ-アクチン mRNA で補正した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 血管傷害後の内膜肥厚における IQGAP1 の役割 
 マウス大腿動脈ワイヤー傷害モデルを用いた in vivo 解析により、傷害血管の新生内膜肥厚
部位の管腔側で IQGAP1 の強発現が見られた。さらに IQGAP1-/-マウスでは、ワイヤー傷害による
内膜肥厚が抑制された。これらの結果から、IQGAP1 が血管傷害後の新生内膜肥厚と動脈硬化進
展に寄与していることが示唆された。ROS 産生に関与する IQGAP1 の発現が、血管平滑筋細胞の
遊走能を強めることで、血管内膜肥厚を引き起こしていると考えられる。 
 
(2) 血管傷害後の内膜肥厚における Nrf2 の役割 
 Nrf2-/-マウスでは、ワイヤー傷害による新生内膜肥厚が亢進することを以前に明らかにしてい
る。内膜肥厚は、傷害初期における傷害部位への白血球系細胞の接着が起点となる。そこで、傷
害初期における白血球系細胞の接着における Nrf2 の役割について検討したところ、Nrf2-/-マウ
スにおいて、傷害 7 日後に血管傷害部へ血球細胞の接着、浸潤が有意に増加した。さらに蛍光免
疫染色により、血管傷害により血管内膜に接着した細胞は、F4/80 陽性細胞であったことから単
球/マクロファージ系の細胞であり、Nrf2 と共局在していた。そこで次に WT および Nrf2-/-マウ
ス由来の骨髄を移植することにより骨髄細胞の Nrf2 の関与について検討した。骨髄移植を施行
し、血管傷害部位への単球/マクロファージの接着を見た結果、Nrf2-/-由来の骨髄細胞を移植さ
れた WT マウスは、単球/マクロファージの接着、浸潤が増悪し、逆に WT 由来の骨髄細胞を移植
された Nrf2-/-マウスは、抑制された。以上の結果から、骨髄細胞における Nrf2 による抗酸化能
は、単球/マクロファージの傷害血管への接着、浸潤を制御し、血管内膜肥厚抑制に関与してい
ることが示唆された。 
 
(3) 血管平滑筋細胞遊走における IQGAP1 の役割 
 血管平滑筋細胞の遊走活性を持つ PDGF 刺激により、IQGAP1 はリーディングエッジ部位に移行
し、アクチン繊維形態の制御および ROS 産生に関与する Rho ファミリー低分子量 G タンパク質
Rac1 と共局在することが明らかになった。そこで、siRNA を用いた IQGAP1 ノックダウンによる
効果を検討したところ、PDGF による VSMC 遊走が抑制された。これら in vitro による検討によ
り、IQGAP1 は Rac1 と共役することで、遊走を制御していることが示唆された。 
 
(4) マクロファージ遊走における Nrf2 の役割 
 血管傷害により血管内膜に接着した血球細胞が Nrf2 を強発現した単球/マクロファージ系の
細胞であること、また Nrf2-/-マウスでは、単球/マクロファージ系の細胞の接着が亢進すること
を明らかにした。単球/マクロファージ系の細胞の遊走には、MCP-1 が関与するが、傷害血管に
おける MCP-1 の発現誘導には、WT および Nrf2-/-マウスに差はなかった。そこで、WT および Nrf2-

/-マウスから単離したマクロファージに MCP-1 を処置したところ、WT 細胞においては、Nrf2 の
核移行とともに、Nrf2 の標的遺伝子であるヘムオキシゲナーゼ-1 とチオレドキシンが誘導した。
さらに、MCP-1 による細胞遊走が Nrf2-/-細胞で亢進した。 
 以上の結果から、骨髄細胞における Nrf2 による抗酸化能は、MCP-1 による単球/マクロファー
ジの傷害血管への接着、浸潤を制御し、血管内膜肥厚抑制に関与していることが示唆された。こ
れらの知見は、新たな動脈硬化進展メカニズムの解明とともに、新規治療ターゲットとしての
Nrf2 の可能性を示唆するものである。 
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