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研究成果の概要：スタチンには心血管保護作用が知られているが、その分子機序は不明であ
る。そこでスタチンによって活性化される Akt のインタラクトーム解析を行い、機序の解明を
目的とした。血管内皮細胞をスタチンで処理し、アフィニティー精製を行うことでインタラク
トーム解析を試みた。結果、22 種類のタンパク質を同定した。そのうち Hsp70 ファミリー分子
についてさらに詳細な実験を進めた。スタチンが誘導する内皮機能の亢進を Hsp70 阻害剤は有
意に抑制した。以上より、Hsp70 は Akt の活性制御に関与しスタチンによる心血管保護効果に
寄与していることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
スタチン（HMG-CoA 還元酵素阻害薬）はコ

レステロール合成経路の律速段階である
HMG-CoA 還元酵素を阻害することにより血清
コレステロール低下作用を有する。スタチン
による冠動脈イベントの発症や進行の抑制
は、コレステロール低下作用とは独立した他
の作用機序によることを示す報告が相次い
でいる。その一つに血管新生や内皮機能改善
作用の誘発という血管保護作用が示されて
いる。近年、このスタチンの多面的作用の分

子機序に対する研究が盛んに行われており、
注目すべきものとして PI3K/Akt 経路の活性
化が挙げられる。しかし、Akt 活性化を介し
た eNOS 活性化以外の分子機序はほとんど不
明のままであり、スタチンは当初の予想以上
のポテンシャルを有しているにも関わらず、
その多面的作用発現のメカニズムはわかっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
スタチンの多面的作用の分子メカニズム
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を明らかにすべく、そのキー分子である Akt
に会合する分子を網羅的に同定する。スタチ
ン投薬時の Akt のインタラクトーム解析（包
括的な相互作用解析）を行い、Akt 活性化時
に結合する分子を包括的に同定することで
分子ネットワークを明らかにする。病態時、
投薬時での結合分子の結果を比較し、差異を
見出すことでスタチンのもたらす内皮機能
改善作用の分子機序を解明する。 
 

３．研究の方法 
A.インタラクトーム解析 
（1）頚動脈を標的としたインタラクトーム
解析 
塩化セシウム密度勾配法にて高力価組換え
アデノウイルス（C末端に strep タグを付加
した Akt）を調製した。8週齢のラットの頚
動脈を結さつし、組換えアデノウイルスを注
入した。30分後に血流を再開させ、48 時間
後に頚動脈を摘出し、タンパク質を調製後、
strep-tactin にてアフィニティー精製を行
った。 
（2）大腿筋を標的としたインタラクトーム
解析 
塩化セシウム密度勾配法にて高力価組換え
アデノウイルスを 10 週齢のマウス大腿部に
筋注した。48時間後に大腿筋を摘出し、タン
パク質を調製後、strep-tactin にてアフィニ
ティー精製を行った。 
（3）細胞レベルでのインタラクトーム解析 
細胞はラット頚動脈より単離した血管内皮
細胞（rAECs）を使用した。遺伝子導入後、
プラバスタチン（1 ・M）で処理した rAECs
よりタンパク質を抽出した後、strep-tactin
カラムにてアフィニティー精製を行った。 
 
いずれも SDS-PAGE にて展開した後、銀染色
を行いバンドを切り出した。トリプシンにて
ゲル内消化を行った後、MALDI-TOF 質量分析
計（BRUKER DALTONICS 社）にてタンパク質を
同定した。 
 
B.Hsc70 の内皮機能における機能の解析 
（1）細胞はヒト臍帯静脈血管内皮細胞
（HUVECs）を使用した。Hsp70 阻害剤として
KNK437 を 100 µM で使用した。プラバスタチ
ンは 1 µM で使用した。 
（2）内皮機能 
内皮機能の評価項目にはボイデンチャンバ
ーによる細胞遊走、マトリゲルを用いた脈管
形成、eNOS のリン酸化を用いた。 
（3）血管新生評価 
KNK437(50 µg/g)を前投与したマウスに下肢
虚血を作成し、レーザードップラー血流測定
器にて血流の回復を 5日間計測した。5日目
の組織切片を作成し、CD31 免疫染色にて血管
密度を評価した 

４．研究成果 
A.インタラクトーム解析 
（1）頚動脈を標的としたインタラクトーム
解析 
strep 精製とそれに引き続いた銀染色の結果、
Akt の発現タンパク量が不十分であることが
わかった。よって結合タンパクをほとんど認
めなかった。EGFP を発現する組換えアデノウ
イルスを用いて、遺伝子導入後、頚動脈の組
織切片を作成し、観察するという方法でも遺
伝子導入効率を検討したが、いずれも低く、
strep 精製にとって十分量のタンパクを得る
ことができないことが判明した。 
（2）大腿筋を標的としたインタラクトーム
解析 
strep 精製とそれに引き続いた銀染色の結果、
Akt の発現タンパク量が不十分であった。よ
って結合タンパクをほとんど認めなかった。
遺伝子導入後、大腿筋のタンパク抽出液を作
成し、western blot にてタンパク質の発現を
検討したが、strep 精製を行うのに十分なタ
ンパク質が用意できないことが判明した。 
（3）細胞レベルでのインタラクトーム解析 
①rAECs を用いたインタラクトーム解析の結
果、恒常的に Akt1 結合する 22 種類のタンパ
ク質を同定した。そのうちの一つに Hsp70 フ
ァミリー分子を複数同定した。 
②プラバスタチンの処置によって Aktへの結
合が亢進するスポットを複数確認したが、質
量分析の結果、同定には至らなかった。 
 
B.Hsp70 の内皮機能における機能の解析 
（1）KNK437 はプラバスタチンが誘導する細
胞遊走、脈管形成を阻害した。(図 1)KNK437
はプラバスタチンが誘導する eNOSリン酸化、
Akt リン酸化を阻害した。以上より、KNK437
による Hsp70ファミリーの阻害は内皮機能低
下を誘発することが明らかとなった。その際
の、分子機序として Akt のリン酸化抑制を認
めた。（図 2） 
（2）KNK437 はマウス下肢虚血における血流、
血管密度の回復を有意に抑制したことから
血管新生にとって必須であることが明らか
となった。（図 3，4） 
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