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研究成果の概要（和文）：血管の壁を構成している血管平滑筋細胞は、血管に弾力性を与えることにより血圧調整に関
わる。種々の生活習慣病の発症は血管が詰まる動脈硬化症が原因となる場合が多く、このとき血管平滑筋細胞が性質の
異なる細胞へと変化する。このような病的な変化をするときに、細胞内でどのような遺伝子が関与しているのかを調べ
た結果、T-plastinを含むいくつかの遺伝子が重要な関与をしていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Vascular smooth muscle cell composing wall of blood vessel contributes the control
 of blood pressure, by stretching or contracting the cell body. Life style related illness is often origin
ated by atherosclerosis.  In such vessel, normal contractile smooth muscle cell changes its property and d
ifferentiates into synthetic phenotype.  To know the mechanism of the phenotypic change of the cell, we in
vestigated expression level of several genes, and we found that several genes including T-plastin were rel
ated to the beginning of atherosclerosis. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年わが国では深刻な高齢化社会を迎えて

おり、さらに食生活の欧米化などによる生活

習慣の変化により、虚血性心疾患（狭心症、

心筋梗塞）、脳血管障害などの動脈硬化症疾

患が増加している。この要因として脂質代謝

の異常による血管平滑筋の脱分化が注目さ

れている。動脈硬化症が進行するとマクロフ

ァージや内皮細胞から分泌される成長因子

の作用によって、血管収縮や弾力性等の機能

をはたす正常な収縮型平滑筋細胞が形質変

換をおこして収縮能のない合成型細胞へと

変化する。収縮型細胞は中膜の細胞外マトリ

ックス（IV型コラーゲン、ラミニンなど）と

接着しているが、合成型細胞はガン化した細

胞のように活発に増殖をくりかえしながら

中膜から離脱して内膜へと遊走し、最終的に

はマクロファージとともに内膜に肥厚を形

成し狭窄をひきおこす。しかし動脈硬化症を

引き起こす血管平滑筋細胞の形質変換の分

子メカニズムに関しては、いくつかの遺伝子

の候補が上がっているもののいまだ十分に

解明されていない。血管平滑筋細胞(VSMC)

は心筋や骨格筋と異なり可塑性があり、分化

後でも血管内の環境の変化により、活発に増

殖する未分化の細胞へと脱分化する性質が

あり形質変換と呼ばれている。この現象は動

脈硬化症疾患や血管壁傷害においてひんぱ

んに観察される。本研究では形質変換時に特

異的に発現量の変動する遺伝子の動態を細

胞レベルで解析することにより、その詳細な

細胞内ネットワークの全容を解明できるの

ではないかと考えられる。 

 
２．研究の目的 
血管平滑筋細胞(VSMC)は骨格筋や心筋と異

なり可塑性があり、血管組織において正常な

収縮型細胞に分化後であっても血管内の環

境の変化により、収縮能の低い未分化の合成

型細胞へと脱分化する。また脈間形成や血管

新生の際には合成型細胞が増殖後に収縮型

細胞に分化する。このように形質が変化する

と細胞内で発現しているタンパク質の組み

合わせやネットワークが大きく変化するこ

とが予想される。しかしその全容はいまだ十

分には明らかになっていない。本研究ではす

でにスクリーニングした収縮型あるいは合

成型細胞特異的な遺伝子を手がかりにして、

それらと相互作用する因子を同定すること

により、そのネットワークを分子レベルで明

らかにすることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）プラスミドの作成 

 スクリーニングした遺伝子を大腸菌で発

現するため、マウス VSMSの total RNAか

ら合成した cDNA をテンプレートに用いて

T-plastin, eukaryotic elongation factor beta, 

rho GTPase 3, SM22, myosin regulatory 

light chain (LC20)の全長を PCRで増幅した。

T-plastin, eukaryotic elongation factor beta, 

SM22, お よ び LC20 は pET21d の

NcoI/EcoRI 部位にサブクローニングした。

また rho GTPase 3は pGEX6.1にサブクロ

ーニングした。これらのプラスミドを

BL21(DE3)に形質転換し、IPTGで誘導をか

けて大腸菌での発現をおこなった。 

 T-plastinの全長(アミノ酸残基 1-630)、及

び N 端のアクチン結合部位(アミノ酸残基

1-375)、C端のアクチン結合部位(アミノ酸残

基 376-630)を PCR で増幅し、pEGFP の

EcoRI/BamHI 部位へサブクローニングをお

こなった。 

（２）タンパク質の精製および免疫 

発 現 し た T-plastin は 硫 安 分 画 、

DEAE-toyopearl クロマトグラフィーで精製

した。発現した SM22 は硫安分画、

SP-toyopearlで精製した。発現した LC20は

硫安分画後も大腸菌由来の不純物が多かっ

たため、0.1 M NaClを加えて 80℃、5分加

熱して大腸菌のタンパク質を熱変性させて

から遠心して上清を集めた。これらの



T-plastin, SM22, LC20をSDS-PAGEにアプ

ライし、それぞれのバンドを切り出して電気

的に溶出してから抗原に用いた。抗原とアジ

ュバントである Titer Max Goldを等量混合

しトリに免疫した。T-plastinについては追加

免疫を 6回、SM22については 7回、追加免

疫を, LC20 については 8 回おこなって抗体

価が十分上昇していることをウェスタンブ

ロットで確認した。 

 トリ胸筋の骨格筋α-actin、砂嚢平滑筋γ

-actin、ブタ大動脈平滑筋α-actin はアセト

ンパウダーから精製した。砂嚢平滑筋

tropomyosinは砂嚢を 0.5 M NaCl, 20 mM 

Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTTで抽出後、熱

処理、硫安分画、DEAE-toyopearl クロマト

グラフィーで精製した。 

（３）T-plastinと actin線維の結合実験 

T-plastin と actin 線維の結合は 0.5 mg/ml 

actin, 0~0.3 mg/ml T-plastin, 20mM 

Tris-HCl (pH7.5), 1 mM MgCl2, 1 mM DTT

でおこなった。その後混合溶液を高速遠心あ

るいは低速遠心して、actin 線維との結合量

および actin 束化活性をそれぞれ定量した。

上清と沈殿を SDS-PAGE にアプライし、

plastin のバンドをデンシトメトリーで定量

して、actinとの結合量を算出した。 

（４）VSMCの培養 

ラット大動脈 VSMC はラットの腹部大動脈

を摘出後、イソジンで無菌処理してからコラ

ゲナーゼで 12時間消化し、VSMCを分散さ

せた。これをディッシュに移し、遊走してデ

ィッシュに付着した細胞を使用した。10%血

清(FBS)を含む DMEM で培養を行い、細胞

数が増加した 2~3 週間後の細胞を実験に使

った。マウス大動脈由来の血管平滑筋培養細

胞株AC01も 8%血清(FBS)を含むDMEMで

培養をおこなった。DIF-1および DIF-3は群

馬大学の久保原禅博士から譲渡されたサン

プルを使用した。培養液に DIFを添加する場

合は、これら DIF化合物を DMSOで可溶化

させてから培地に加えた。 

 ヒ ト 大 動 脈 由 来 の 初 代 培 養 系

(HuAoSMCs)は 231培地に 5% FBS, 2ng/ml 

bFGF, 0.5 ng/ml EGF, 5 ng/ml heparin, 5 

μg/ml insulinを添加して培養した。細胞を

分化させる場合には、1ng/mlの TGF-βを添

加した。タンパク質の発現レベルはウェスタ

ンブロットおよびDNA microarrayで解析を

おこなった (3D-Gene Human Oligo chip 

25K)。ニコチンに 48 時間暴露した

HuAoSMCs とニコチンに暴露していない

HuAoSMCsのそれぞれから total RNAを抽

出して使用した。この total RNAから cDNA

を合成して realtime PCR に使用した。

Myosin II 10, Myosin II 11, α-actin, β

-actin, SM22については realtime PCRをお

こなって発現レベルを定量した。 
 
４．研究成果 

（１）VSMC の形質変換における T-plastin

の関与の検討 

 RNA 干渉の予備実験として培養平滑筋細

胞内 AC01 において T-plastin の挙動につい

ての解析をおこなった。大腸菌で発現した

T-plastin を免疫してポリクローナル抗体を

作成した。この抗体を用いて、マウス大動脈

由来の AC01 細胞内での T-plastin の発現量

および細胞内分布を検討した。ウェスタンブ

ロット、リアルタイム PCR を用いた解析に

よると、T-plastinの発現量は無血清状態で培

地に PDGF を添加すると時間とともに発現

量が低下した。また培地に TGF-βを添加す

ると T-plastin の発現量が時間とともに増加

した。細胞の固定をして間接蛍光抗体法で抗

T-plastin 抗体および抗α-actin モノクロー

ナル抗体で二重染色した。TGF-βを添加した

細胞において、T-plastin はα-actin を含む

stress fiberに局在することが観察された。ま

た細胞を回収して、ウェスタンブロットによ

り T-plastin の発現量の変化を定量し、他の

マーカー遺伝子の発現量の変化のパターン



と比較した。PDGF を添加した細胞では

T-plastin の発現量が少なかったが、TGF-β

を添加した細胞では発現量が多かった。α

-actinおよび高分子量 caldesmonについても

同様の結果が得られ、T-plastinが分化マーカ

ーとなりうる可能性が示唆された。T-plastin

はアクチン線維を束化するタンパク質であ

るが、それ以外の生理活性がないかについて

も検討をはじめている。 

  T-plastinのVSMC細胞内での発現量が少な

いため、T-plastinの細胞内局在を詳細に調べ

るためにはGFPベクターを作製し、平滑筋細胞

に導入する必要がある。T-plastinの全長(アミ

ノ酸残基1~630)、及びN端のアクチン結合部

位(アミノ酸残基1~375)、C端のアクチン結合

部位(アミノ酸残基376~630)をpEGFPの

EcoRI/BamHI部位へサブクローニングをお

こなった。 

（２）T-plastinと actin線維との結合の定量 

 大腸菌で発現したT-plastinは骨格筋actin、

砂嚢平滑筋 actin、大動脈平滑筋 actinのいず

れとも結合した。T-plastin の砂嚢平滑筋γ

-actin 線維や大動脈平滑筋α-actin 線維に対

する結合能は、骨格筋α-actin線維に対する

結合能よりもやや高かった。T-plastin と

actinとの結合は Ca2+存在下の場合も EGTA

存在下の場合もほぼ同等だった。T-plastinは

いずれのactinアイソフォームの線維も束ね

ることが 確認された。さらにこの actin 線

維の束形成は Ca2+依存的で、10-7 M 以下では

束が形成されるが、Ca2+濃度が 10-6 M 以上で

はこの束形成がおこらなかった。これは暗視

野光学顕微鏡観察、および遠心法で上清と沈

殿の組成を SDS-PAGE で解析する方法のい

ずれでも確認できた。しかし発現した

T-plastinとアクチンとの結合は、細胞骨格系

タンパク質のなかでは親和性が低く、結合実

験によって推定した解離定数は 5 X 10-6 M で

あった。また砂嚢平滑筋由来 tropomyosinは

T-plastin と actin との結合を容量依存的に

阻害した。 

 上記のポリクローナル抗体を用いて、ブタ

大動脈に T-plastin が存在することがわかっ

たので、大動脈から T-plastin を種々の条件

で抽出し、硫安分画、Phenyl-toyopearl、

DEAE-toyopearl というプロセスで T-plastin

を精製することができるようになった。平滑

筋の臓器から精製したインタクトの

T-plastinについてもactin線維との結合実験

をおこなった。組織から直接得られた

T-plastinと大腸菌で発現した T-plastinとを

使って骨格筋α-actin線維との結合を比較し

たところ、actin 線維との親和性に差が見ら

れなかった。 

（３）形質変換におよぼすニコチンの作用 

ニコチンは VSMC の遊走を促進することが

知られているが、VSMCが長時間ニコチンに

暴露されると形質変換に影響を及ぼすこと

が予想される。そこで本研究では VSMC の

形質変換に対するニコチンの直接的な効果

について調べることにした。ヒト大動脈由来

の初代培養系 HuAoSMCs に TGF-βを加え

てマーカー遺伝子と MAPK の発現量の変化

を定量することにした。タンパク質レベルお

よび mRNA レベルで、ニコチンの長期投与

により合成型のマーカーであるmyosin II 10

の発現量が増加した。また VSMC の分化マ

ーカーである notch受容体の発現量が減少し

た。ウェスタンブロットではβ-actinの発現

量がニコチンの添加により 1.58 倍に増加し

た。高分子量 caldesmon や SM22 のような

分化マーカーの発現量がそれぞれ 0.39 倍あ

るいは 0.74 倍に低下した。またニコチンは

p38 MAPKと ERKの活性をそれぞれ 1.3倍

あるいは 1.9倍増加させた。このことはニコ

チンへの長期暴露が HuAoSMCsを収縮型→

合成型へシフトさせたことを意味している。

このことから動脈硬化症において VSMC が

血管壁のプラークへと遊走する際に、ニコチ

ンが重要な関与をすることを示唆している。 



（４）血管平滑筋細胞の形質変換におよぼす

DIF化合物の効果 

 DIF (differentiation inducing factor)はキ

イロタマホコリカビDictyosteriumから単離

された分化誘導因子であるが、その後抗がん

剤の differentiol と化学構造が似ていること

から、抗細胞増殖作用、抗腫瘍作用があるこ

とが確認されるようになった。VSMCはFBS

存在下で長期間培養すると形質変換をおこ

し、平滑筋マーカー遺伝子の発現量が低下し、

細胞増殖が活性化されることが報告されて

いる。これは FBSに含まれる PDGFなどの

種々の増殖因子が、VSMCの形質変換（脱分

化）を誘導するためだと考えられる。そこで

本研究ではDIF化合物がVSMCの脱分化(収

縮型→合成型への変化)を抑制するかどうか

について解析することにした。 

 平滑筋細胞の形質変換に影響を及ぼす可能

性のあるDIF化合物(DIF-1およびDIF-3)を

ラット大動脈平滑筋の初代培養系に添加し、

形質変換の時間変化について解析する方法

について検討した。通常の 10 %血清にさら

に DIF 化合物を培養液に添加して培養する

と、平滑筋マーカータンパク質であるα

-actinおよび calponinの発現量が増加した。

培養液から DIF 化合物を取り除くとこれら

の遺伝子の発現レベルが元に戻り、DIF化合

物の作用に可逆性があることが確認された。

また細胞の増殖速度および細胞の形態の観

察により、DIF化合物が血清存在下での試験

管内培養において収縮型→合成型への形質

変換を抑制する可能性が示唆された。このこ

とから適切な濃度の DIF 化合物存在下では

平滑筋細胞が正常な収縮型の状態を維持す

ることが可能になり、種々の実験に適用でき

ることが期待される。一方 p53遺伝子ノック

アウトマウス大動脈由来のAC01細胞でも同

様に DIF化合物の作用を調べたが、より低い

濃度で細胞毒性が見られた。 

 マウス大動脈由来の VSMC である AC01

株は、培地から FBS を除いてから、PDGF

や TGF-βを添加すると数日後に合成型およ

び収縮型に良く似た性質の細胞へと変化す

る。そこでこのモデル系に DIF-1 あるいは

DIF-3を添加し、細胞の形態変化を観察する

とともに、数日後に細胞を回収しウェスタン

ブロットで平滑筋マーカー遺伝子の発現量

を解析した。DIF-1やDIF-3は 10~30μMの

濃度範囲で AC01細胞の増殖を抑制した。こ

の抑制効果は DIF-1 よりも DIF-3 の方が強

かった。DIF-1や DIF-3を添加すると平滑筋

マーカー遺伝子のα-actinの発現量が増加し

た、しかし別のマーカー遺伝子である

calponin や高分子量 caldesmon については

結果にばらつきが多く、発現量が増加すると

いう結論を得るは困難だった。  ラット

VSMCの初代培養の系では、長期に培養する

と マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ る 高 分 子 量

caldesmon の発現量が徐々に低下するが、

DIF-1やDIF-3を添加するとこの低下が抑制

された。 
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