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研究成果の概要（和文）：我々は網羅的遺伝子発現解析の結果からニコチンの暴露がヒト血管平滑筋細胞(HSMCs)の表
現型を収縮型から合成型に変化させたことを示しました。HSMCsが合成型に脱分化するに伴い、MAPKシグナル経路が活
性化された結果、細胞遊走能が上昇した可能性が示唆された。私たちは、ニコチンが直接、HSMCの血管の中膜から粥状
プラークへの細胞遊走を促進している可能性を明らかにした。そして、そのHSMCの脱分化に伴い変動するマイクロRNA
を同定した。

研究成果の概要（英文）：We indicated that the exposure of nicotine had changed the human vascular smooth 
muscle cells (HSMCs) phenotype from contractile-type to a synthetic-like type by the results of the 
exhaustive gene expression profiling analysis. When the HSMCs were de-differentiated into synthetic 
phenotype, their migration increases, which might be the result of enhanced activation of MAPKs. We 
propose that nicotine directly may promote the migration of HSMCs from the tunica media to atheromatous 
plaques in the vascular intima. We have identified a microRNA that varies in accordance with the 
de-differentiation of the HSMCs.

研究分野： Molecular Pharmacology
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1.  研究開始当初の背景 

 

 近年、我が国は深刻な高齢化社会を迎えており、さ

らに喫煙や食生活の欧米化などによる生活習慣の変

化などの影響で、虚血性心疾患、脳血管障害、閉塞性

動脈硬化症などの動脈硬化症疾患が増加している。こ

の動脈硬化症の要因の一つとして血管平滑筋細胞の

脱分化が注目されている。これはプラーク形成に伴

い、通常は収縮型として分化した血管平滑筋細胞

が何らかの刺激により収縮型から遊走・増殖型に

形質転換して、中膜の平滑筋層からプラーク部分

に遊走し増殖するためではないかと考えられてい

る。しかしながらその詳細な分子機構に関しては

良くわかっていない 1)。一方、喫煙がアテローム性

動脈硬化症の危険因子である事から、その疾患メ

カニズムの解明にマクロファージや血管内皮細胞

を用いた多くの研究アプローチが行われている 2)。

喫煙により体内に取り込まれる成分は無数にある

が、主要成分であるニコチンが血管平滑筋細胞へ

の直接作用に関する研究報告は少ない。それは

ニコチンが循環器系に影響を及ぼすことは古くか

ら知られていたが、血管平滑筋細胞にニコチン性

アセチルコリン受容体は見つからず、ニコチンの

循環器系への作用は交感神経や血管周囲神経を

介しておこなわれるというのが一般的な認識であ

った為である。ところが、近年ニコチンが血管平滑

筋細胞に直接作用している可能性が我々のグル

ープも含めて相次いで報告された 3),4)。我々はモ

ルモット脳底動脈由来のGBaSM-4細胞株を用い、

ニコチンが α7 型ニコチン性アセチルコリン受容体

を介して誘引物質として働くことを報告した 5)。さら

に、GBaSM-4 細胞株はニコチンに慢性的に暴露

することで遊走能および細胞増殖能が促進する事

も報告した 6)。 

 
2.  研究の目的 

 
 本研究ではニコチンが分化した収縮型の血管平

滑筋細胞をどの様な分子機構で脱分化させるの

か？また、脱分化により、どの様なメカニズムで収

縮型から増殖・遊走型に形質が変わるのか？この

問いに答える為に、ヒト大動脈由来の初代血管平

滑筋培養細胞(HSMC 細胞)を用いて、形質転換

を引き起こすニコチンを暴露した際に、変動する

マイクロ RNA を含む血管平滑筋分化マーカー遺

伝子の網羅的遺伝子解析を中心に行う事で、そ

の分子機構を明らかにする事を研究の目的とす

る。 
 

3.  研究の方法 

3.1 培養細胞と分化培養 

 ヒト大動脈由来の HSMC 細胞は Cambrex 社から

購入した。HSMC 細胞を 231 培地により培養した

後、血清を除き、24 時間後に 1 ng/ml TGF-β を加

え、48 時間分化させた。分化後、細胞遊走能が最

も促進する 0.1μM ニコチンを加えて 0 時間 （コン

トロール）、24 時間、48 時間の細胞をセルスクレイ

パーで回収し、リアルタイム PCR 用のサンプルとし

た。 

3.2 リアルタイム PCR 

 全 RNA は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 

with gDNA Remover (東洋紡)を用いて逆転写反

応を行い合成した。リアルタイム PCR 反応は、

LightCycler SYBR Green 1 Master (Roche 
Diagnostics 社)を用いて LightCycler 480 (Roche 

Diagnostics 社) により測定および解析を行った。

得られたデータはサイクル比較法（ΔΔCt 法）により

解析し、相対定量を行った。目的遺伝子に対する

相対定量値は 18S rRNA との 比率で算出した。  

3.3 ウェスタンブロッティング 

 ニコチン暴露48時間後のHSMC細胞を用意し、

protease 阻害剤カクテル （Complete, Roche 社）

と phosphatase 阻害剤カクテル（PhosSTOP, 

Roche 社）を含む T-PER Reagent(Thermo Fisher 

Science 社)を用いて回収後、超音波処理 により

細胞抽出液を調製した。SDS 電気泳動後、血管

平滑筋分化マーカー蛋白質の検出はウェスタ

ンブロッティング法により行った。MAPK、

ERK、JNK のリン酸化レベルは、リン酸化特異

的抗体を用いてウェスタンブロット法により

行った。 

3.4 細胞内カルシウム濃度測定 



 大阪大学の永井健治教授より譲与して頂いた

Nano-lantern(Ca2+)/pcDNA3 よ り

pIRES-GFP-Nano- lantern を作成し、HSMC 細胞

に FuGene6(Roche 社 )を用いて導入した。

Nano-lantern(Ca2+)を導入した HSMC 細胞は 0.1

μM ニコチン存在下および非存在下で 48 時間

培養した後 96-well プレートに移した。細胞内カ

ルシウム濃度測定は 0.1μM ニコチンにより刺激

後、直ちに 20μM の coelenterazine-h を基質として

加え、Perkin-Elmer 社の EnSpire により化学発光

強度を測定した。ニコチン性アセチルコリン受容体

の阻害剤である 10μM メカミラミンは 0.1μM ニコ

チンの刺激の３０分前に投与した。 

3.5 網羅的リン酸化プロテオーム解析 

 抽出全蛋白質溶液に最終濃度が 80％になるよう

にメタノールを加え、全蛋白質を遠心にて回収し

た。沈殿を８Ｍ尿素溶液に溶解し、100 μg の全タ

ンパク質を還元アルキル化後、トリプシン・リシルエ

ンドペプチダーゼで完全消化した。消化産物はモ

ノリス C18 tip により脱塩濃縮後、Phos-tag agarose 

/C18 二相チップを用いてリン酸化ペプチドを分離

濃縮した。Phos-tag agarose /C18 二相チップの素

通り画分は MonoSpin チタニア（ＴｉＯ）によりリン酸

化ペプチドを回収した。得られたペプチドは QTrap 

4500 LC/MS/MS 質量分析装置（AB Sciex）を用い

てポジティブモード及びプレカーサｰイオンスキャ

ンによるネガティブモードにより解析を行った。得

られた質量データは Protein pilot（AB Sciex）により

解析した。 

 

3.6 培養上清に含まれるマイクロ RNA の解析 

 HSMC 細胞は血清を除き、24 時間後に 1 ng/ml 

TGF-β を加え、48 時間分化させた。分化後、

0.1μM ニコチンを加えて細胞遊走能が最も促進

す る 、 48 時 間 の 培 養 細 胞 上 清 を 3D-Gene® 

miRNA Oligo chip（東レ（株））にて解析を行った。 

3.7 統計学的処理 

 多 群 間 比 較 に は ボ ン フ ェ ロ ー ニ 法

（Bonferroni-Dunn post hoc test）、2 群間比較には

スチューデントの t 検定（Student T test）を用いた。

P 値が 0.05 未満を有意とした。 

 
4.  研究の成果(結果) 

4.1 血管平滑筋分化マーカー遺伝子の変動 

 リアルタイム PCR 解析の結果、ニコチン暴露に

より、収縮型の分化マーカーである myosin II 11

と SM22 の遺伝子発現は 24 時間後にいったん有

意に増加するが、48 時間後には myosin II 11、

α-Actin、SM22 は有意に減少し、高分子カルデス

モン(H-caldesmon)は減少傾向を示した。遊走・増

殖型のマーカー遺伝子である myosin II 10、

β-Actin の遺伝子発現はニコチンの暴露後、時間

依存的に有意に増加した。 

 0.1μM ニコチンにより暴露により血管平滑筋細

胞の細胞遊走および増殖能が促進することを報

告した 8)。ニコチンの暴露が HSMC 細胞の分化マ

ーカー遺伝子をどの様に変化するかを調べた結

果、ニコチンの投与後 48 時間で収縮型の分化マ

ーカーである myosin II 11、SM22、α-Actin、

H-caldesmon の遺伝子発現が減少することから収

縮型の遺伝子発現が低下していると考えられる。

しかし、２４時間の場合 myosin II 11 と SM22 の遺

伝子発現が一過的に上がるのは TGF-β の作用が

遅れて現れているのかも知れない。また、遊走・

増殖型のマーカー遺伝子である myosin II 10 や

β-Actin がニコチン暴露から４８時間で増加してい

ることから、ニコチンは血管平滑筋の収縮型から

遊走・増殖型に形質転換している可能性が示唆

された 7),8) 9)。 

 更に、それぞれの形質転換に特異的なマーカ

ー蛋白質の抗体を用いたウェスタンブロット解析

により、蛋白質量を調べた結果、ニコチン暴露後

48 時 間 には 収 縮 型 の分 化 マ ー カ ー で あ る

myosin II 11、SM22、H-caldesmon の蛋白質量は

有意に減少したが、α-Actin には有意な変化は見

られなかった。それとは反対に遊走・増殖型のマ

ーカーである myosin II 10 は増加傾向を示し、

β-Actin は有意に増加した。 

 タンパク質レベルの解析においても、48 時間の

ニコチンの暴露によりアクトミオシン系では遊走・



増殖型の myosin II 11 と β-Actin が増加し、収縮

型である myosin II 10 が減少していることからも遊

走・増殖型に形質転換していると考えられる。通

常、myosin や Actin などの構造蛋白質は急速な

変化を示さないが、４８時間でアクトミオシン系の

構成成分に大きな変化が現れるのは非常に興味

深い。さらに血管平滑筋の分化マーカーである

SM22 や H-caldesmon も減少している事はこの形

質転換を裏付けている。 

4.2 細胞遊走に関わるシグナル解析 

 次にニコチン暴露 48 時間後の HSMC 細胞に

おける細胞遊走シグナル伝達分子のリン酸化レベ

ルを調べた。P38 MAPK、ERK(1/2)、JNK リン酸

化レベルの変化を測定した結果、ERK(1/2)のリン

酸化レベルはコントロールと比較して有意に増加

した。p38 MAPK と JNK のリン酸化レベルはコント

ロールと比較して増加傾向を示した。 

MAP-kinase 系(p38MAPK、ERK(1/2)、JNK)の

シ グ ナ ル 解 析 デ ー タ の 結 果 は こ れ ら の

MAP-kinase シグナル経路が活性化している事を

示しており、細胞遊走に関わる経路が惹起されて

いる可能性が示唆される。これらの結果より、ニコ

チンは TGF-β で収縮型に分化させた血管平滑筋

細胞を遊走・増殖型細胞へと形質転換することに

より、細胞遊走能及び増殖能を促進させている可

能性が考えられる。 

4.3 細胞内カルシウム濃度の変化 

 HSMC 細胞をニコチンで刺激すると細胞内カル

シウム濃度は 0.02ｍＭの ATP で刺激した場合と

同様に有意に上昇する。ニコチンで刺激する３０

分前にメカミラミンを前投与しても、カルシウムの

上昇には変化がなかった。次に、予めニコチンを

48 時間暴露した HSMC 細胞を再びニコチンで刺

激すると細胞内カルシウム濃度は更に有意に上

昇した。メカミラミンを前投与するとその増加した

一部のカルシウム上昇は阻害される。しかし、完

全には阻害されなかった。 

4.4 網羅的リン酸化プロテオミクス 

 ニコチン暴露した HSMC 細胞内でどの様な蛋

白質がリン酸化されているのかを網羅的に調べる

試みを行った。Phos-tag agarose で単離濃縮したリ

ン酸化ペプチドをイオントラップ型の MS/MS 質量

分析装置で解析した結果、細胞遊走や細胞増殖

シグナルに関わる蛋白質を含む約 400 のペプチ

ドが特異的にリン酸化されている事がわかった

（未発表データ）。Phos-tag agarose と MonoSpin

チタニアでは明らかに Phos-tag agarose の方がよ

り多くのリン酸化ペプチドを捕捉していることがわ

かった。 

4.5 脱分化に関わるマイクロ RNA の変動 

 ニコチン暴露した HSMC 細胞で発現が減少す

るマイクロＲＮＡは miR671 や miR92a など 14 種

類が検出された。逆に発現が増加するマイクロＲ

ＮＡは miR27a や miR365 など 33 種類が検出さ

れた。これらの中で一部のマイクロＲＮＡを HSMC

細胞に遺伝子導入すると細胞遊走能や増殖能が

増加する事がわかった（未発表データ）。 ではニ

コチンはどの様なメカニズムで収縮型から遊走・

増殖型への形質転換を引き起こし脱分化するの

であろうか？第一に考えられるのは我々が既に報

告した血管平滑筋細胞に発現しているニコチン

性アセチルコリン受容体を介したシグナル伝達系

が予想される 7)。そこで、ニコチン性アセチルコリ

ン受容体は細胞内カルシウム濃度を上昇させる

事から、ニコチンの刺激で細胞内カルシウムが上

昇するか否かを調べた結果、HSMC 細胞をニコ

チンで刺激すると細胞内カルシウム濃度は上昇

するが、ニコチン性アセチルコリン受容体の拮抗

薬であるメカミラミンではそのカルシウム上昇には

ほとんど影響を与えない。ところが、予め４８時間

ニコチンを暴露した HSMC 細胞ではコントロール

の細胞に比べて細胞内カルシウムの上昇は促進

され、それはメカミラミンにより部分的に阻害され

た。これはニコチンの暴露により HSMC 細胞でニ

コチン性アセチルコリン受容体の発現が上昇する

ことと一致している。しかしながら、少なくともメカミ

ラミンで阻害されない顕著な細胞内カルシウムの

上昇が見られる。最近、嗅上皮細胞においてニコ

チンが Olfactory 受容体に直接作用して細胞内カ

ルシウムを上昇させていることが明らかにされてい

る 10)。我々の網羅的遺伝子解析のデータにおい



て も HSMC 細 胞 にニ コ チ ン を 暴 露 す る と 、

Olfactory receptor 2G6 や Olfactory receptor 10A3

がそれぞれ 2.68 および 2.63 倍に発現量が増加し

ている。ニコチンは血管平滑筋細胞においてもニ

コチン性アセチルコリン受容体以外の受容体を介

した新しいニコチンによるシグナル経路が存在す

るのかも知れない。今後、更に詳細なシグナル解

析を検討する必要がある。 

 我々はニコチンが血管平滑筋に直接作用すること

により惹起される血管病に関して、血管平滑筋細胞の

細胞遊走や増殖などの表現系の変化としてのフェノ

ーム解析、培養上清のマイクロ RNA を含む網羅的遺

伝子解析におけるトランスクリプトーム解析、そしてリ

ン酸化プロテオーム解析とオミックス研究を展開した。

得られた基礎データは莫大であり、今後はバイオイン

フォマティクスの手法を取り入れたドライ解析をもとに

個々のマイクロRNA分子の薬理学的および生化学的

なウェット解析を引き続き行っていく。 
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