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研究成果の概要（和文）：低分子GタンパクRhoとそのエフェクターであるROCKはアクチン系細胞骨格の再構築を介した
細胞の収縮や遺伝子発現の調節などを行う。ROCKにはROCK1とROCK2の2つのアイソフォームが存在する。本研究ではROC
K2による血管内皮機能調節機構について検討した。培養血管内皮細胞において、ROCKの特異的阻害剤は血管内皮の炎症
を抑制したが、ROCK2のノックダウンによっても同様の結果が得られた。さらにROCK2ノックアウトマウス由来のマクロ
ファージではLPS刺激によるMCP-1の発現が抑制された。以上の結果から、ROCK2は血管内皮やマクロファージの機能調
節に重要な役割を有することが示された。

研究成果の概要（英文）：The process of atherosclerosis is affected by interactions among numerous biologic
al pathways. Accumulating evidence shows that small GTP-binding protein Rho and its effector Rho-kinase (R
OCK) play an important role in the development of atherosclerosis. ROCK has two isoforms, ROCK1 and ROCK2.
 However, it is unclear how ROCK2 regulates endothelial function. To this end, we first examined the effec
t of ROCK inhibitors on endothelial function. We found that ROCK inhibitors such as Y-27632 and fasudil at
tenuates endothelial inflammation markers including MCP-1. Furthermore, knockdown of ROCK2 reduced MCP-1 e
xpression levels in endothelial cells. Finally, we isolated peritoneal macrophages from ROCK2-deficient an
d wild-type mice. LPS induced MCP-1 expression in the cells derived from wild-type. Interestingly, inducti
on of MCP-1 was inhibited in ROCK2-deficient cells. These finding indicate that ROCK2 plays an important r
ole in the development of atherosclerosis.
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１．研究開始当初の背景 
低分子量 G 蛋白 Rho のエフェクターである
Rho-kinase(ROCK)には ROCK1 と ROCK2
の 2つのアイソフォームが存在することが知
られている。ROCK1 と ROCK2 はアミノ酸
配列で約 65%の相同性を有しているが、各々
のノックアウトマウスを用いた検討では、
ROCK1 と ROCK2 が互いの機能を代償せず、
異なった機能を持つ可能性が示唆されてい
た。Rho/ROCK シグナルの過剰な活性化が血
管内皮機能障害を惹起することが報告され
ているが、ROCK アイソフォームが異なった
機能を有するのかどうかについては明らか
にされていなかった。 
 
２．研究の目的 
ROCK2 による血管内皮機能調節機構を明ら
かにする。さらに、ROCK2 が動脈硬化や細
小血管障害の発症機転に果たす役割を明ら
かにすること。 
 
３．研究の方法 
培養血管内皮細胞(HUVEC)を用いてROCK阻害
剤で処理あるいは siRNA で ROCK をノックダ
ウンした細胞における動脈硬化関連遺伝子
の発現プロファイルを検討する。また、ROCK2
ノックアウトマウスを用いた解析を行う。 
 
４．研究成果 
まず、最初に ROCK が血管内皮機能障害の形
成に果たす役割を明らかにするためにRhoの
活性化を誘導することで知られるトロンビ
ンを用いた実験を行った。その結果、トロン
ビ ン で HUVEC を 刺 激 す る と monocyte 
chemoattractant protein 1 (MCP-1)の発現
が増加したが、ROCK 阻害剤である Y-27632 は
この発現誘導を抑制した。Y-27632 は siRNA
を用いた検討ではROCK1ノックダウン細胞よ
りもROCK2ノックダウン細胞においてトロン
ビンによって誘導されるMCP-1の抑制がみら
れ、ROCK2 が血管内皮細胞における主要アイ
ソフォームとして機能している可能性が示
唆された。メカニズムの検討では、ROCK を阻
害 す る こ と に よ っ て p38MAPK お よ び
NF-kappaB 依存性のシグナルが抑制され
MCP-1 の発現が抑制されることが明らかとな
った。さらに、我々は 2型糖尿病モデルであ
る db/db マウスに ROCK 阻害薬であるファス
ジルを投与して検討を行ったところ、ファス
ジル投与群では非投与群に比べて大動脈壁
での MCP-1 の発現が有意に抑制されていた。 
 以上の結果から、糖尿病状態における血管
内皮機能障害の形成に ROCK が重要であると
考え、次に我々は小胞体ストレスによる血管
内皮機能障害に ROCK が果たす役割を検討し
た。小胞体ストレス誘導因子として知られる
ツニカマイシンで HUVEC を刺激したところ
vascular cellular adhesion molecule 1 
(VCAM-1)の発現が誘導された。この発現誘導
には unfolded protein response (UPR)が関

与するが、中でも ATF4-CHOP 依存性シグナル
に着目して検討を行った。ツニカマイシン刺
激により、血管内皮における Rho/ROCK 活性
は上昇した。そして ROCK 阻害剤であるファ
スジルはツニカマイシンによって誘導され
た ATF4-CHOP の発現を抑制し、VCAM-1 の発現
を低下させた。このように、糖尿病状態にお
ける血管内皮機能障害に ROCK が重要な役割
を果たすことが示された。 
 最後に我々は、ROCK2 の特異的な作用をよ
り詳細に検討するためROCK2ノックアウトマ
ウスを用いた解析を行った。動脈硬化の形成
には血管内皮のみならずマクロファージも
重要な役割を担う。そこで、ROCK2 ノックア
ウトマウスより腹腔マクロファージを抽出
して検討を行うこととした。ROCK2 ノックア
ウトマウスはホモ接合体が胎生致死のため、
ヘテロ接合体を用いて検討を行った。その結
果、Figure1 に示すように、LPS 刺激による
MCP-1 、 plasminogen activator inhibitor 
(PAI)-1 および hypoxia-inducible factor 1 
(HIF-1)など動脈硬化関連遺伝子の発現が

ROCK2 ノックアウトマウス由来のマクロファ
ージでは抑制されていることが明らかとな
った。 
 以上の結果から、ROCK2 は血管内皮機能や
マクロファージ機能調節に重要な役割を有
し、動脈硬化の形成を促進する可能性が示さ
れた。 
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Figure 1. ROCK2ノックアウトマクロファージにおける炎症系マーカーの発現
ROCK2+/+およびROCK2+/-由来のマクロファージをLPS (50 ng/ml)で4時間
刺激し、real-time PCRを行った。* p<0.05
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