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特別講涯

Nitricoxidesynthasesincardiovascularsignaling

ThomasMichel,MD,PhD,

ProfessorofMedicineandBiochemistry,HarvardMedicalSchool,andSeniorPhysician

inCardiovascularMedicine,BrighamandWomen'sHospital,Boston,MAUSA

Nitricoxide(NO)synthesizedbytheendothelialisoformofnitricoxidesynthase(eNOS)isakey

determinantofvascularhomeostasis.eNOSisexpressedinseveralcardiovasculartissuesandcells,

includingvascularendothelium,cardiacmyocytes,andbloodplatelets.eNOS-derivedNOhaswell-known

effectsonvasorelaxationandinhibitionofplateletaggregation;NOalsomodulatesangiogenesisand

endothelialcellmetabohsm.eNOS-dependentsignalingpathwaysarederangedinexperimentalmodelsof

oxidativestressandinclinicalmodelsofdiabetes,heartfailure,andatherosclerosis.

TheeNOSenzymeisregulatedbyacomplexseriesofpost-translationalmodificationsinvascular

endothehalcells,wheretheproteinistargetedtospeciahzedsignal-transducingmicrodomainstermed

plasmalemmalcaveolae.ThetargetingofeNOSisafundamentaldeterminantofNOsignalinginthe

vascularwall.Inrestingendothelialcells,eNOSisrobustlynitrosylated.AgonistactivationofeNOS

isassociatedwithitsdenitrosylationandwithtranslocationoftheenzymefromperipheraltointernal

membranes.There-nitrosylationofeNOSisdependentuponitsre-associationwithplasmalemmal

caveolae.SinceeNOSnitrosylationinhibitsenzymeactivity,theblockadeofeNOSdenitrosylationin

alteredcellularredoxstatescouldleadtotheattenuationofNO-dependentsignalingpathways.These

recentdiscoveriesofreversibleagonist-modulatedeNOSS-nitrosylationhaveledtonewinsightsinto

theregulationofNO-dependentsignahngbycellularredoxstate.Anothercriticaldeterminantof

eNOSactivityisphosphorylation:eNOSisphosphorylatedonmultipleresiduesbyseveraldifferent

proteinkinases.TheAMP-activatedproteinkinase(AMPK)directlyphosphorylateseNOS.AMPKisa

ubiquitousproteinkinasethatisactivatedbothbyADPandbyspecificAMPKkinases,includingthe

calcium-calmodulinkinasekinase-beta(CaMKKβ).CaMKKβmaybeactivatedbyreactiveoxygen

speciessuchashydrogenperoxide(H2O2).LowlevelsofHjO,playkeycellularsignalingroles,while

higherlevelsofreactiveoxygenspeciesareassociatedwithoxidativestressandvascularpathology.

OurrecentstudieshaveidentifiedakeyinterplaybetweeneNOSandH2O2inendothehalsignahng.

siRNA-mediatedeNOSknockdownleadstomarkedincreasesinendothelialcell-derivedH2O2,associated

withtheactivationofAMPK.EnhancedAMPKactivationisalsoseenintissuesandendothehalcehs

isolatedfromeNOSknockoutmice.ThesmallGTPaseRaclisanothercriticaldeterminantofeNOS

activity.RaclmodulatestheactincytoskeletonandisacomponentoftheNADPHoxidasecomplexin

endothelialcells.StatinspromotetheactivationofRaclbothinculturedendothelialcellsandinvascular

preparationsisolatedfromstatin-treatedmice.TheroleofRaclineNOSactivationrevealsfundamental

regulatoryandstructuralrelationshipsbetweenplasmalemmalcaveolae,theactincytoskeleton,andthe

extracellularmatrix.Takentogether,thesestudieshaveidentifiedinterrelatedsignalingpathwaysthat

modulateeNOStargetingandbioactivity,andhaveimportantimplicationsforNO-dependentsignalingin

vasculardiseasestates.
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ThomasMichel,Ph.D.,M.D.,F.A.C.C.

ThomasMichelisProfessorofMedicineandBiochemistryatHarvardMedicalSchool,Co-Directorofthe

LederPrograminHumanBiologyandTranslationalMedicine,andaSeniorPhysicianinCardiovascular

MedicineatBrighamandWomen'sHospital.

MichelwasbornandraisedinPortland,Oregon,andreceivedhisundergraduatedegreeinBiochemical

SciencesfromHarvardCollege.HereceivedhisPhDinBiochemistryandhisMDdegreefromDuke

University,wherehestudiedinthelaboratoryofProfessorRobertLefkowitz.HereturnedtoBoston

forhisclinicaltraininginmedicineandcardiologyatBrighamandWomen'sHospital,andcompleted

postdoctoraltrainingatHarvardMedicalSchool.HewasthenappointedtothefacultyatHarvardMedical

SchoolandBrighamandWomen'sHospital,wherehehasworkedasanactiveresearcher,teacherand

clinicianformanyyears.

Authorofmorethan130peer-reviewedresearchpapersincardiovascularsignaltransduction,Michelhas

ledstudiesonthemolecularmechanismsthatcontroltheendothelialnitricoxidesynthase(eNOS),akey

enzymeincardiovascularhomeostasis.Michel'slaboratorywasthefirsttocloneandcharacterizeeNOS

morethanadecadeago,andremainsattheforefrontofmanymajordiscoveriesinthisarea.

Michelhasgarnerednumerousprizes,includingtheJohnJ.AbelAwardinPharmacologyHehasbeen

electedtomembershipintheAmericanSocietyofClinicalInvestigation,theAmericanAssociationof

Physicians,andtheAssociationofUniversityCardiologists,andisaFellowoftheAmericanCollege

ofCardiology.MichelservedasChairmanoftheNIHPharmacologyStudySection,andhasserved

onseveraleditorialboards,includingtheJournalofBiologicalChemistryandtheJournalofClinical

Investigation.

Michelisalsoacardiologistandteacher.Heservedfor8yearsasChiefofCardiologyattheVABoston

HealthcareSystem.MichelwasthefoundingDirectoroftheHarvardGraduatePrograminHuman

BiologyandTranslationMedicine,servedasthefirstDeanforEducationatHarvardMedicalSchool,

andreceivedtheEugeneBraunwaldTeachingAwardatBrighamandWomen'sHospital.Heisthe

authorofchaptersoncardiovascularpharmacologyinleadingtextbooks,includingGoodmanandOilman's

P"γ加αCO/噌此a/BasisofTherapeutics.HecontinuesinactiveteachingrolesinvolvingHarvardCollege

undergraduates,medicalstudentsandgraduatestudentsatHarvardMedicalSchool,aswellasclinical

andresearchtraineesatBrighamandWomen'sHospital.
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A-I-l

ヒト心房モデルによるIxr阻害剤と'kup阻害剤の活動電位延長作用の検討

○村上慎吾，辻前賢司，鈴木慎悟倉智嘉久

大阪大学大学院医学系研究科薬理学講座（分子・細胞薬理学：

本研究では心房細動を対象とした抗不整脈薬として有効な薬物像を探るために、ヒト心房活動電位モデル

を用いてIk『阻害剤とIku『阻害剤の阻害様式がどのようにヒト心房活動電位延長作用に影響を持つかを考察

した。

まず最初に特徴的なIk『阻害様式を示す3つの薬剤（ドフェチリド、キニジン、ベスナリノン）の心房活動

電位延長作用の刺激頻度依存性についてCourtemanche心房活動電位モデルを用いて検討を行なった。I隆

阻害下で明確な逆頻度依存性がみられないこのモデルのIk§に遅い成分を導入することで、ドフェチリドの

逆頻度依存性が再現できた。この修正モデルを用いることで、他のIk『阻害剤でも検討を行なった。脱分極

電位ではキニジンはベスナリノンより非常に速いIk『阻害が起こす。キニジンはドフェチリドと同様に逆頻

度依存性を示したが、ベスナリノンは明確な逆頻度依存性を示さず、実験結果の逆頻度依存性と一致した。

Ik『阻害剤による逆頻度依存性の活動電位延長には、Ik*の遅い活性化成分が重要な役割を果たしており、Ik,

阻害剤の活動電位延長の逆頻度依存性はIk『に対する阻害様式に大きく依存していることが明らかになった。

Iku『阻害特性の検討では、薬物のIKu『阻害進行の速さにより活動電位延長作用に違いがでることが分かっ

た。脱分極電位でのIlCur阻害進行が速いほど活動電位長延長作用が強くなり電位非依存性阻害に近づいた。

しかし、阻害進行が遅い場合、活動電位延長作用は非常に弱く、実験でのIKu『阻害効果の確認では短いテ

ストパルスを用いることでIkut阻害進行が速い薬物を探す必要があることが分かった。さらに過分極電位

でのI&.r阻害からの回復が遅いとIKu『阻害の蓄積が起こり、活動電位延長作用は強くなることも分かった。

刺激頻度が高い場合、Ixur阻害から充分に回復する前に次の刺激が入るため、IKu『阻害の蓄積が起こり、活

動電位延長作用が強くなる刺激頻度依存性を示した。このように、活動電位延長作用はIku『阻害様式に大

きく依存することが明らかになると同時に、薬物作用の検討にモデルの使用が有効であることが示された。
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a-i-:

エンドセリンA型受容体作動性Ca^流入に関与するTRPCチャネル

の活性化機構

○堀之内孝広，比嘉綱己，朝野

北海道大学大学院医学研究科

新。西屋禎，三輪聡一

血管平滑筋に発現するエンドセリンA型受容体(ET.R)が、エンドセリン-1(ET-I)によって活性化さ

れると一過性及び持続性の細胞内Câ ﾅ濃度([Câ ],-)上昇反応が生じる。一般に、一過性の[Câ ],-上昇反

応は小胞体からのCâ の遊離､一方､持続性の[Câ li上昇反応は､ｽﾄｱ作動性Câ ﾁｬﾈﾙ(store-operated

Câ÷channel:SOCC)や受容体作動性Câチャネル(receptor-operatedCâchannel:ROCC)を介した細

胞外からのCa^非流入によるものと考えられている。最近、SOCCやROCCの実体分子として、電位非依存

性カチオンチャネルとして機能する7種類のTRPC(transientreceptorpotentialcanonical)チヤネルア

イソフォーム(TRPC1-7)が単離・同定された。しかしながら、ET̂ R作動性Câ 流入に関与するTRPC

の種類やその活性化機構については、不明な点が多い。そこで、本研究では、ETaR作動性Câ 兼チャネル

として機能するTRPCアイソフォームの同定ならびにその活性化機構について検討した。

まず、ROCCを介した受容体作動性Ca^手流入のみを評価するため、Ca^-ATPase阻害薬である

thapsigarginを用いてSOCCを活性化させた条件下、ET-1による受容体刺激を行った。その結果、ETR

とGFP融合TRPCを共発現するHEK293細胞において、TRPC3及びTRPC6が、ET-Iによって惹起され

る受容体作動性Ca^十流入に関与していることが明らかになった。また、これらチャネルの細胞内局在を共

焦点レーザー顕微鏡を用いて可視化したところ、TRPC3は主に細胞質、一方、TRPC6は細胞膜に局在し

ていることを見出した。

次に、阻害薬やTRPC変異体を用いて、TRPCの活性化機構を検討したところ、ETaR刺激により惹起さ

れるTRPC3及びTRPC6を介した受容体作動性Câ 流入に、Gq,uタンパク質、ホスホリパーゼC，Src、

PISキナーゼ､ミオシン軽鎖キナーゼ､カルモジュリン(CaM)が関与していることが明らかになった。また、

TRPCのC末端に存在するCaM/IP,受容体結合(CIRB)ドメインを欠損させると、TRPC3及びTRPC6

を介した受容体作動性Ca^寺流入が消失すると共に、TRPC3及びTRPC6の局在が細胞質及び核へと変化す

ることを見出した。

一般に、TRPCは、ホモもしくはヘテロ四量体を形成することによって、そのチャネル機能を発揮すると

考えられている。そこで、生細胞におけるET^R作動性TRPCの多量体形成パターンを明らかにするため、

蛍光タンパク質再構成法(bimolecularfluorescencecomplementation;BiFC法）を用いた可視化解析を行っ

た。その結果、細胞質においてTRPC3のホモ多量体、細胞膜においてTRPC6のホモ多量体、そして、細

胞質においてTRPC3/6のへテロ多量体の形成を認めた。

以上の知見は、ホモ・ヘテロ多量体を形成するET,R作動性TRPC3/6の活性が、上述のシグナル分子や

CIRBドメインを介して制御されていることを示唆している。
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HSP90は細胞膜受容体を介して血管新生を促進する

小倉彩世子，岩元真，善本亮

沢村達也
A-I-3

国立循環器病センター研究所脈管生理部

【目的】

Heatshockproteins(HSPs)は、細胞内において分子シヤペロンとして働くことが広く知られているが、

細胞外HSPsのシヤペロカインとしての細胞機能調節作用が新たな機能として注目を集めている。これま

でに血中におけるHSPsの存在が示され、血中量と心血管病との関連が報告されてきている。本研究では

細胞外HSPsの血管壁への作用を明らかにするため、血管内皮細胞受容体を同定し、血管機能への作用メ

カニズムを解明することを目的とした。

【方法・結果】

(I)細胞外HSPの内皮細胞への取り込みを仲介する受容体HSPreceptor(HSPR)を同定した。蛍光標識

HSP70取り込み能を指標として、ウシ内皮細胞cDNA発現ライブラリーのスクリーニングを行ったところ、

一回膜貫通型細胞膜タンパク質をコードする遺伝子が得られた。CHO細胞でこの因子を過剰発現させ、発

現量に依存してHSP70/90の取り込みが促進されることを確認した。

(2)HSPRがヒト腰帯静脈内皮細胞(HUVEC)管腔形成能に重要な役割を果たすことを明らかにした。

HUVEC内因性のHSPRの発現を、RNAiおよび抗体を用いて抑制すると、マトリケル上の管腔形成が著

しく抑えられた。この際マトリックス中に含まれるHSPがHSPRと相互作用することを免疫沈降により明

らかにした。

(3)HSPRを血管内皮特異的に発現するトランスジェニックマウスを作製し、HSPRがinvivoで血管新生

を促進することを明らかにした。トランスジェニックマウス皮下にマトリゲルを埋め込み、マトリゲル内

に形成される新生血管を半定量的に評価したところ、野生型の約4倍血管新生能が冗進していることがわ

かった。

【考察】

HSP90は、分子シャペロンとして働くだけでなく、HSPRを介して血管内皮細胞に作用し、血管新生を促

進することが明らかとなった。細胞外HSP90による血管新生は、VEGFとは独立したメカニズムであるた

め、病的血管新生の新たな治療標的としても期待できる。
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A-I-4

NO/cGMP/PKGによる血管受容体作動性TRPC6チャネルの活性

化調節分子機構

忠，高橋員一，本田啓，森誠之，井上隆了

福岡大学医学部生理学

nitricoxide(NO)血管内皮細胞から常時産生され、血管緊張度調節作用を持つ重要なフアクターである。

本研究はNO/cGMP/proteinkinaseG(PKG)を介したリン酸化が受容体作動性TRPC6channelsの活

性化に及ぼす作用について、HEK293発現系またはA7r5血管平滑筋細胞を用いて検討を行った。

TRPC6の活性化様式には、少なくとも受容体刺激・機械刺激・自発活性の3つのモードが知られている。

TRPC6蛋白質を発現した細胞に、ホスホリパーゼC共役型受容体のアゴニストであるカルバコールを投与

すると、ノイズ増加を伴う非特異的陽イオン電流が活性化されUtrpcb)、この後に機械刺激を与えると、更

に強い電流の増大が観察された。この受容体刺激によるItrpc6活性化や機械刺激によるItrpcc増大作用は

数分間のPKG活性化物質処置(SNAP:100"M、8Br-cGMP;100uM)によってほぼ完全に抑制された。

このItrpcs抑制効果はguanylylcyclaseやPKG阻害剤(ODQ,KT5823,DT-3)を加えることによって消失

した。A7r5血管平滑筋細胞のTRPC6様陽イオン電流においても同様な効果が見られた。またTRPC6の

PKGのリン酸化部位の候補のmutantを作成した結果、TRPC6-T69Aにおいて、SNAPや8Br-cGMPに

よるItrpcg抑制効果が消失した。更にYeasttwo-hybridassayの結果から、TRPC6のN末(NI-90)と

PKGIaがcGMP依存的にinteractionしていることが示唆された。

一方、細胞内に長時間（20分）以上ににわたりPKG活性化物質8Br-cGMPを投与すると、受容体刺激や

機械刺激の非存在下においても、Itrpc6様特性を示す自発性電流の再出現が観察され、この電流の出現に

PKG阻害薬KT5823の同時投与によって完全に抑制された。以上より、PKGによるTRPC6チャネル蛋

白質のリン酸化は、受容体・機械刺激によるチャネル活性化を抑制するだけでなく、自発活'性モードへの

転換を促進することが示唆された。
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A-/-5

Exercisetrainingによる生理的心肥大の分子メカニズムに対する

ASK1-p38MAPキナーゼ伝達経路の関与

○谷池正行，山口修大津欣也

大阪大学大学院医学系研究科循環器内科学

MAPキナーゼ(MARK)伝達経路は心肥大や心不全の形成において重要な役割を果たしている。しかし

生理的心肥大の分子メカニズムとMARK系の関連については不明な点が多い。我々はこれまでapoptosis

signal-regulatingkinaseI(ASKI)が圧負荷や心筋梗塞モデルにおける病的な心臓リモデリングに重要な

機能を担うことを報告している。今回我々はASKIノックアウトマウス(ASKI-/-)を用いて生理的心肥

大におけるASKl-p38シグナル伝達経路の役割について検討した。ASKI-/-と野生型マウス(WT)に対

し、1日2回1回90分間のスイミングトレーニング(swimming)を4週間実施したところ、ASKI-/-は

WTに比べ、心重量／体重比、左室拡張末期径、LVmassindexの有意な増大を認めたが、間質の線維化

や胎児性遺伝子発現に各群問で差は認めなかった。swimming中に採取したWTの心筋においてASKIの

downstreamtargetであるp38のリン酸化の増大を認めたが、ASKI-/-では認められなかった。そこで心

筋特異的p38ノックアウトマウスに同様のswimmingを実施したところ､p38非ノックアウトマウスに比べ、

ASKI-/-と同様に生理的心肥大の増大を示した。生理的心肥大のkeymoleculeであるAktのswimming中

のリン酸化はWTに比し、ASKI-/-において有意な増加を認めた。これらの結果より、ASKI-p38シグナ

ル伝達経路がAktの活性の抑制を介して生理的心肥大を制御していることが示唆された。
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A-l白《

リアノジン受容体を介するカルシウム放出活性の経時的なスイッチング

がもたらす細胞間不均一性

○中村直俊，山津徳志子，大久保洋平，飯野正光

東大院・医・細胞分子薬理学教室（飯野研究室）

血管平滑筋細胞の収縮制御には、電位依存性Ca^チャネルともに、細胞内Ca^十ストアからのCa^放出が

重要な役割を担っている。平滑筋細胞のCa^手ストアには、Ca^放出チャネルとしてリアノジン受容体とイ

ノシトール三リン酸(IP:,)受容体が発現しているが、我々の以前の研究により、リアノジン受容体活性を

持たないCa^ストアのコンパートメントがあることが示唆されていた。そこで、組織構造を維持した門脈

平滑筋細胞層のCa^濃度変化を共焦点顕微鏡で観察したところ、リアノジン受容体アゴニストのカフェイ

ン投与に対して反応する細胞と反応しない細胞が存在することが明らかになった。これは、同じ組織に属

する細胞であっても、個々の細胞が異なる表現型を持つことを示している。なぜこのような細胞間不均一

性が生じるのかを探る過程で、ヒト胎児腎由来HEK293細胞にも同様なカフェイン応答の細胞間不均一性

があり、約4割の細胞だけでカフェイン応答が観察されることを見いだした。そこで、HEK293細胞をモ

デル系として、細胞間不均一性が生じるメカニズムを解析した。限界希釈法でクローン化して遺伝的背景

を揃えても、約4割の細胞だけがカフェインによるCa^放出を示すという表現型の分離現象は変わらず見

出された。リアノジン受容体発現レベルは、細胞間で2群に別れるようなことはなかった。細胞間不均一

j性を担う細胞内過程として、細胞間のリアノジン受容体活性のわずかな差がCa^斗によるCa^十放出メカニス

ムにより増幅され、個々の細胞のCa^半応答に闘値的な特性を与えることが考えられ、実際それを支持する

結果が得られた。さらに、HEK293細胞の長時間経時的Ca^イメージングを行ったところ、個々の細胞が

平均約60時間で｢Ca^半応答陽‘性」と「Ca^寺応答陰性」を示す状態間を遷移するスイッチ現象が明らかになっ

た。以上の結果より、遺伝的に同一な哨乳類細胞が異なる表現型を示す現象が存在し、異なる表現型の間

の経時的スイッチ現象によって細胞間不均一性がもたらされることが示された。
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Pharmacologicalinterventionforpreventionofleftventricular

remodelingandimprovingprognosisinmyocardialinfarction

○石井秀樹，天野哲也，松原達昭室原豊明
A-〃白I

名古屋大学医学部循環器内科学愛知学院歯学部内科学講座

急性心筋梗塞の治療は、発症早期に主に冠動脈インターペンションにより、冠動脈の再潅流を得ることが

主要な戦略となっている。急性心筋梗塞に対する再潅流療法は、閉塞ないしそれに近い状態の冠動脈の

flowをとることができ、梗塞心筋の縮小効果、左室リモデリングの抑制、長期的な予後改善効果が得られ

るようになった。しかしながら、再潅流療法自体が、新たな心筋障害を生じさせるという現象、つまり再

潅流障害は、冠動脈インターペンションなどによる再潅流療法のメリットを減弱させてしまうものであり、

予後を悪化させる因子として知られている。よって、その対策を講じることは極めて重要な戦略となる。

従来、虚血心筋保護のメカニズムとして、本格的な心筋梗塞が発症する直前にみられるプレコンディショ

ニングという現象が注目されてきた。また、最近は虚血再潅流後に再度心筋を虚血にさらすポストコンディ

ショニングの概念も広がっている。虚血プレコンディショニング現象は、本格的な虚血に先行して起きる

短時間の虚血が梗塞による心筋のダメージを軽減するという知見であり、一方ポストコンディショニング

は、心筋梗塞後に虚血と再潅流が短時間に複数回繰り返されると、梗塞範囲の縮小効果が見られ、再潅流

障害による心筋ダメージを軽減させる現象のことを言う。そして、現実的な方法として、虚血プレコンディ

ショニング、ポストコンディショニングの概念を応用する薬理学的インターペンションが実践されている。

これまで、アデノシン、ニコランジル、カルペリチド、スタチン等が、薬理学的に同様の効果を上げるの

ではないかと期待され、臨床的な研究もなされてきた。特に本邦で開発されたニコランジルは、プレコン

ディショニングのエンドファクターであると考えられるミトコンドリアK-ATPチャネルを直接開口させ

る作用と、NOdonorというユニークな作用を持ち合わせており、多くの研究で虚血性心疾患症例に対し

て、良好な結果を及ぼすことが報告されている。我々は、急性心筋梗塞患者に対して、冠動脈インターペ

ンション前に経静脈的にI2mgのニコランジルを単回投与することで、梗塞サイズ縮小効果、微小循環改

善効果を認め、‘慢’性期の左室リモデリングを強く抑制し、極めて強い予後改善効果を発揮することを発表

した（αγc"/α"on.2005;112:1284-1288､ααbetesCαγe.2006;29:202-206)。この中で､虚血プレコンデイシヨ

ニング効果が薄れるとされる高血糖の患者でもニコランジルを投与すると効果があるという面白い結果を

認めた。

今回の論文（αγc"jα"on.2008;118:2710-2718)は、上記の自験例を主として、急性心筋梗塞の再潅流療法に

追加する薬理学的インターペンションにつき、最近の治験をまとめたものである。
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A-II-2

グレリンのミトコンドリアATP感受性カリウムチャネルとホスファチ

ジルイノシトール3キナーゼを介する心筋保護作用

○稲村直樹，西田洋文，原田新太郎，友野尚弘，花開孝宏，松本明朗，

中谷晴昭

千葉大学大学院医学研究院薬理学

【目的】成長ホルモン分泌促進物質受容体(GHSRIa)の内因性リガンドであるGhrelin(GHR)が心筋保護

効果を持つことが近年報告されているが、その作用機序の詳細は明らかとなっていない。GHSRIaはGo/

Gil共役型のGPCRであり、ホスホリパーゼCとジアシルグリセロールを介してPKCを活性化する。虚血

再潅流障害に対する心筋保護効果において重要な役割を果たすミトコンドリアATP感受性r(mitoKATp)

チャネルはPKCによって活性化されることから、GHRがGHSRIaからPKCを介してmitoKATpチャネル

を活性化するという仮説が立てられる。また、GHRはホスファチジルイノシトール3キナーゼ(PI3-K

を活性化させることが知られているが、このPI3-Kは虚血再潅流傷害に対する防御機構として注目されて

いるRISK(reperfusioninjurysalvagekinase)pathwayの構成要素である。これらのことから、われわれ

はGHRの虚血再潅流障害に対する心筋保護効果にmitoKATpチャネルもしくはPI3-Kが関与するか否かを

検討した。

【方法】ウサギ心室筋細胞のブラボプロテイン自家蛍光反応を用いてmitoKATpチャネルの活性化を評価し

た。またLangendorH潅流心モデルを用いて30分虚血、120分再潅流後の梗塞サイズを1%TTC溶液染色

で測定した。

【結果】GHR(1nM)は単独でフラポプロテイン蛍光に対して影響を及ぼさなかったが、mitoKATP

チャネル開口薬diazoxide(DIAZ)によるフラボプロテイン蛍光増強効果（ミトコンドリア脱共役

剤2,4-dinitrophenol投与時の蛍光強度を100%として28.5±3.4%)を40.6±3.3%まで有意に増強し

た(p<0.05vs.DIAZ)。そのGHRのブラボプロテイン蛍光増強効果はmitoKATpチャネル遮断薬：

5-hydroxydecanoate(5HD、500uM)およびGHSRIaantagonistである[D-Lys-3]-GHRP-6(10nM)に

より完全に抑制されたものの、PI3K阻害薬であるLY294002(5uM)では抑制されなかった。また霜

Langendorff潅流心モデルにおける虚血再潅流傷害に対してGHR(0.3,I,3nM)は再潅流時10分間の適用

により，梗塞サイズを対照群（669±22％）に比して濃度依存的に縮小させた（60.5±38％､52.9±33％、

442±2.7％)。そしてGHR(InM)の梗塞サイズ縮小効果は5HD、PKC阻害剤chelerythrine(I|aM)

およびLY294002で抑制された(69.3±4.0%、66.3±3.1%、66.6±3.3%)。

【結論】以上の結果より、GHRはGHSRIaからPKCの活性化を介するmitoKATpチャネルの開口とPI3-K

の活性化の両経路を介して虚血再潅流傷害に対して心筋保護効果をもたらすことが示唆された。
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A-n-3

虚血性心不全に対する内皮一心筋共培養細胞シートの移植

○関根秀一，清水

東京女子医科大学先端

大和雅之，岡野光式

虚血性心疾患や拡張型心筋症にともなう重症心不全に対して、脳死患者からの心臓移植が最終的な治療法

となっているが、ドナー不足が大きな問題となっている。そこで近年、新たな治療法として注目されてい

るのが細胞を用いて欠損した組織を治療する再生医療であり、すでに骨髄由来細胞や筋芽細胞を不全心筋

に移植し血管あるいは心筋を再生させることで心機能を改善させる治療法が臨床応用されている。また細

胞浮遊液の注入に次ぐ次世代の治療法としてティッシュエンジニアリングによって再構築した心筋組織を

移植する研究が始まっており、世界的には生分解性3次元スキャフオールドや脱細胞化組織に心筋細胞を

播種し組織を再構築する方法や、心筋細胞とコラーケンを混合して鋳型に播種し心筋組織に成型する技術

が用いられている。一方、我々は細胞シートエ学の技術を用い細胞シートを積層化することによりパッチ

状の機能的心筋組織を再生し、それを心筋梗塞部へ移植することで心機能が改善することを示してきた。

心機能改善効果のメカニズムとして細胞シートから分泌される種々のサイトカインによる血管新生がひと

つの重要な因子であることが明らかとなっている。本研究では心筋虚血部位に移植する再生心筋グラフト

内へ内皮細胞を導入することで、さらに血管網新生を促進させ、より心機能改善効果を高めることができ

るのではないかと考え、内皮一心筋共培養細胞シートの移植を試みた。具体的には、GFP陽‘性新生仔ラッ

ト心室から磁気細胞分離装置(MACS)により分画したCD3II場性細胞(GFP陽性内皮細胞）とGFP陰性

新生仔ラット心筋細胞を混和することにより内皮一心筋共培養細胞シートを作製した。内皮細胞は単独の

培養で見られるような敷石状の形態はとらず、心筋細胞間で網目状に進展・増殖した。この内皮細胞の網

目構造を維持したまま共培養細胞シートを積層化して、左冠動脈前下降枝結紫後2週間のラット心筋虚血

モデルの心外膜表面に移植した。コントロール群として心筋細胞単独の積層化細胞シートの移植を行った。

移植4週間後、心臓超音波検査装置により心機能解析を行ったところ、内皮一心筋共培養細胞シート移植

群では心筋細胞単独シート移植群に比べ、より高い心機能改善効果を示した。実体蛍光顕微鏡観察では移

植グラフトが心外膜表面へしっかりと生着し、グラフト由来GFP陽性の新生血管がホスト血管と結合して

いることが確認された。さらに免疫組織染色によりグラフト内の新生血管は共培養した内皮細胞とホスト

由来内皮細胞の双方で再構築されることやグラフト由来内皮細胞が心筋虚血部位にも遊走し、血管壁の一

部を構成することも明らかとなった。本研究の結果は血管を構成する細胞をあらかじめ細胞シート内に導

入しておくことで、血管新生能力ならびに心機能改善効果の高い再生移植組織の作製が可能であることを

示すものであった。
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A-II-4

心筋細胞の容積調節はイノシトールリン脂質によって制御される

○山本信太郎'2，喜多紗斗美'，市島久仁彦2，

'福岡大学医学部薬理学，2佐賀大学医学部生体

頴原嗣尚2

構造機能

岩本隆宏

【目的】

心筋細胞における細胞容積調節の破綻は心機能障害につながるため、そのメカニズムの解明は心肥大・心

不全の病態の理解および新規創薬ターゲットの発掘の観点から重要である。これまで我々は心筋細胞の一

過性膨張に対する調節性容積減少(regulatoryvolumedecrease;RVD)には､細胞容積調節性アニオンチヤ

ネル(volume-regulatedanionchannel;VRAC)が重要な働きをしていることを明らかにしてきた。本研

究では、イノシトールリン脂質が新たなVRAC制御因子として細胞容積調節に重要な役割を果たすことに

ついて報告する。

【方法・結果】

I)マウス心室筋細胞を酵素処理により急速単離し、細胞外液の低浸透圧刺激による細胞容積変化をCCD

カメラを用いて画像解析した。さらにホールセルパッチクランプ法を適用して、VRACを介するクロライ

ド電流を記録した。

2）低浸透圧刺激によるVRACの活性化は、LY294002(PISキナーゼ阻害剤)、抗PIP2抗体および抗PIPS

抗体の細胞内投与により抑制された。LY294002によるVRAC抑制作用は、PIPSの細胞内投与により消失

したが、PIP2の細胞内投与では変化しなかった。また抗PIP2抗体のVRAC抑制作用もPIPSの細胞内投

与により消失したが、抗PIPS抗体の抑制作用はPIP2の細胞内投与により影響されなかった。

3）次にLY294002のRVD自体への効果を検討した。LY294002の前投与は低浸透圧刺激による初期の容積

増加に影響を及ぼさずに、RVDのみを有意に抑制した。これは、LY294002のVRAC抑制作用に基づく効

果と考えられた。

4)Gq蛋白を介したPLC活性化によるPIP2減少の影響を調べるために、αlアドレナリン受容体、エジ

ドセリン受容体、アンジオテンシンII受容体の作動薬およびPLC刺激薬m-3MSFBSを投与したところ言

これらの薬物はいずれもRVDとVRAC活性化を抑制した。

5）さらにPIPS産生が減弱した動物モデル(I型糖尿病モデルマウス、PIP5キナーゼドミナントネガテイ

ブ高発現マウス）およびカベオリン3欠損マウスの心筋細胞で細胞容積調節機構を調べると、RVDはいず

れも減弱または消失していた。

【考察】

以上の結果より、イノシトールリン脂質シグナルはVRACを介する細胞容積調節に重要な役割を果たすこ

とが示された。PIPSの単独投与ではVRAC活性化を誘導できないが、抗PIPS抗体やPIPS産生抑制が低

浸透圧刺激によるVRAC活性化を抑制したことから、PIPSはVRACの浸透圧センサーの主要な制御因子

である可能‘性が考えられた。この細胞容積調節のシグナル伝達には細胞膜ミクロドメイン（カベオラ）の

関与が示唆された。
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A-〃と夕

心筋梗塞後治癒過程と左室リモデリングにおけるhigh-mobility

groupbox1proteinの役割

○河野隆志'，安斉俊久2，内藤広太郎2，宮庄拓3，岡本実3，

横田博3，山田晋吾4，前川裕一郎2，高橋寿由樹2，吉川勉2，

石坂彰利2，小川聡2

'東京歯科大学市川総合病院循環器科，2慶磨義塾大学循環器内科，

3シノテスト中央研究所

心筋梗塞後左室リモデリングは心筋梗塞後の予後を決定する重要な因子であり、炎症と関連することが近

年注目されている。High-mobilitygroupboxIprotein(HMGBI)はクロマチン編成に関与するDNA結合

蛋白として初めは同定されたが、組織損傷の結果として壊死細胞より細胞外に放出されると炎症'性サイト

カインとしてマクロフアージの活性化に関与することが明らかにされた。また活性化マクロファージから

もHMGBIは分泌されることが報告され、HMGBIが梗塞後炎症及び左室リモデリングのkeymediatorと

なる可能性が考えられた。我々は急性心筋梗塞症例における血清HMGBI値測定の有用‘性について評価し

た後に、ラット心筋梗塞モデルに抗HMGBI中和抗体を投与し梗塞後左室リモデリングにおけるHMGBI

の役割について検討した。

ST上昇型急性心筋梗塞患者35例において血清HMGBI値を測定し（入院時、入院後6，12，18，24，72

時間及び7日)､血清HMGBI値とC反応性蛋白(CRP)値及び入院中合併症（ポンプ不全､心破裂､心臓死）

との関連について検討した。最大HMGBI値は最大CRP値と正の相関を示し(p<0.01)､ポンプ不全､心破裂、

心臓死の合併例では非合併例と比較して有意に高値であった(p<0.05)。

次に雄ウイスターラットを用いて左冠動脈近位部結紫による心筋梗塞モデルを作成し、梗塞部のHMGBI

mRNA及び蛋白を定量解析し、免疫組織化学的染色を用いてHMGBI発現の局在について検討した。さら

に抗HMGBI中和抗体投与群(IOmg/kg/日連続7日間皮下注射）とコントロール抗体投与群に分け、炎

症性サイトカインmRNA及びマクロファージ浸潤について定量解析し、左室機能、血行動態、左室リモデ

リングについても検討した。

HMGBIの発現は梗塞後3日より有意に上昇し14日においても冗進しており(p<0.05)､変性した心筋細胞、

炎症細胞、筋線維芽細胞などに由来していた。中和抗体投与により、梗塞後3日の梗塞部におけるtumor

necrosisfactor-a及びinterleukin-1βの発現及びマクロファージ浸潤が抑制された(p<0.05)。しかしなが

ら中和抗体投与群では、梗塞後14日目の左室拡張末期径増大、左室駆出率低下、左室収縮期最大圧増加率

低下、左室拡張末期圧上昇を呈し(p<0.05)、組織学的検討でも梗塞部擁痕の非薄化及び非梗塞部の肥大を

認めた(p<0.05)。従って、中和抗体によるHMGBIの抑制は梗塞後炎症を抑制したが、左室リモデリング

をむしろ助長させることを明らかにした。

急性心筋梗塞症例において血清HMGBI値は院内合併症及び予後の有用な予測因子となる一方で、HMGBI

は左室リモデリングを規定する梗塞後炎症及び治癒過程において重要な役割を果す可能性が示唆された。
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多菌性敗血症マウスモデルでの心筋リモデリング関連分子の変化に対

するpitavastatinの治療効果

○冨田賢吾'2，高野健一'，山本誠士'，横尾宏毅'，松田直之3

畠山登2，山崎光章2，服部裕一’

'富山大学大学院分子医科薬理学講座，2富山大学大学院麻酔科学講座､

3京都大学大学院初期診療・救急医学分野

【はじめに】敗血症は手術後感染などで起こりうる病態で、種々の抗菌薬が上市されている現在においてな

お死亡率が高い。その理由の一つは、敗血症が細菌感染をきっかけに全身性に炎症反応を及ぼす結果、心

臓においては心筋虚血、心機能障害を引き起こすからだと考えられている。そこで本研究では、敗血症に

おける急性期心リモデリングに着目し、心筋線維化に関する検討をおこなった。また、大規模臨床試験結

果より、その投与歴が敗血症予後に正の相関を示すことが知られるスタチンを用い、敗血症に対する効果

について検討した。

【方法】8-10週齢の雄性BALB/cマウスにCLP(cecalligationandpuncture)を施行し多菌性敗血症マウ

スモデルを作成し解析をおこなった。CLPマウスおよび対照マウスには手術4日前から脂溶性スタチンの

pitavastatin3mg/kg/dayあるいは同等量の生理食塩水の腹腔内投与をおこなった。生理食塩水投与の対

照群、CLP群およびpitavastatin投与の対照群、CLP群の4群について、セボフルレン麻酔下でそれぞれ

の群のマウスより心臓を摘出し、リモデリングに関与するmatrixmetalloproteinase(MMP)ファミリー

の活性、遺伝子発現、およびその関連分子について、Gelatinzymography、Westernblotting、Real-time

RT-PCRを用いて評価した。

【結果】線維化が形成されるときに発現するとされるMMP9およびMMP2の活性についてGelatin

zymographyによる解析をおこなった。CLP群ではMMP9，MMP2の活性化が上昇したが、pitavastatin

を投与したCLP群においてはその上昇は軽度であった。また、Real-timeRT-PCRの解析では、CLP群に

おいてMMP9，TIMPI、コラーゲンtypeⅢ遺伝子の発現上昇が認められることから、心リモデリングの

初期変化が進行していることが予想された。これに対し、pitavastatin投与はこれらの遺伝子発現を減少

させた。

【結語】敗血症によって引き起こされる心機能障害は、救命率を左右する大きな問題である。CLP誘発性敗

血症マウスを用いた本研究の結果から、スタチンは、敗血症時の心臓リモデリングを改善して心機能障害

を軽減する可能'性が示唆される。
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人工多能性幹(IPS)細胞からの心血管細胞分化誘導と応用

○楢崎元太，山下潤
A-III-1

京都大学再生医科学研究所幹細胞分化制御研究領域

【背景】人工多能性幹(IPS)細胞は、分化した細胞にいくつかの転写因子を導入することで作製される旺

性幹(ES)細胞様の新たな幹細胞であり、拒絶のない移植材料や病因解明の新たなシールとしての利用が

期待されている。作製されたIPS細胞を医学領域へ応用するためには、特定の細胞系列への分化誘導方法

が必要である。そこで、我々の確立したES細胞分化システムを応用することで(I)IPS細胞から中旺葉

及び心血管系細胞への誘導を試み、ES細胞との比較を行うこと。また、(2)樹立されたIPS細胞分化誘導

系を応用した創薬スクリーニングシステムの樹立を試みた。

【方法-(I)】未分化ES細胞、IPS細胞はフイーダー細胞上で維持した。分化はIV型コラーゲン上にて分

化培地を用いて45日間培養して行い､誘導されたFlkl陽性中旺葉(Flkl+)細胞をFACSにより純化した。

Flkl+細胞をVEGF存在下に再培養することで動静脈内皮細胞を誘導した。心筋・血球・リンパ管内皮細

胞は､マウス骨髄ストローマ細胞0P9と共培養により誘導した。各分化段階の細胞を遺伝子発現(RT-PCR)

や免疫染色、電気生理学的検討等により評価した。

【方法-(2)]IPS細胞より誘導したFlk-I陽性細胞をコラーゲンゲル中で培養することで、血管内皮細胞と

壁細胞から構成される血管様構造がi〃〃"γ0で誘導された。この血管新生誘導システムに、以前我々が海

洋無脊椎動物ライブラリーより同定した新規HDAC阻害剤Azumamide(Az)を添加しその生物作用を検

討した。

【結果-(1)1ES細胞及びiPS細胞は、ほぼ同様の分化動態を示した。すなわち、分化誘導34日後より

Flkl陽性細胞が出現した。Flkl陽性細胞から、動静脈リンパ管内皮細胞、心筋細胞、血球細胞がES細胞

と同様の方法により誘導可能であった。分化誘導による遺伝子発現変化及びFlkl陽性率や心筋・血管内皮

細胞の分化効率もES細胞とほぼ同等であった。

【結果-(2)1Azは、濃度依存的に血管新生を阻害した。IPS細胞血管形成モデルにより、Azの血管新生

抑制作用を検証できた。

【結論】マウスIPS細胞はi〃〃"γ0での中旺葉系細胞分化に関し、ES細胞と同等の分化能及び分化動態を

示した。従って、iPS細胞は特定の旺葉への分化に関して、ES細胞と同等のレベルまで充分に再プログラ

ミングされており、ES細胞において開発・確立された分化誘導法は、IPS細胞にも応用可能と考えられる。

また、我々の樹立したiPS細胞血管誘導システムは、新規血管作用物質のスクリーニングシステムとして、

応用可能で有ることが示唆された。iPS細胞を分化誘導及び創薬研究へ応用するための基本的研究システム

の構築に成功した。
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脳内アドレナリンα2受容体を介した昇圧反応機序における視床下部

室傍核(PVN)内神経系の関与

○岡本和明，坂田貴昭花房伸幸，川嶋博巳

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科臨床薬学

【目的】

我々はこれまでに、無麻酔無拘束ラットにおいて脳室内にアドレナリンα2受容体作動薬を投与すると昇

圧反応が生じる事、その昇圧反応はPentobarbital麻酔下で抑制され、降圧反応に転じることを報告してき

た。また、血管運動中枢の一つである視床下部室傍核(PVN)へのα2受容体作動薬の微量投与によって

も昇圧反応が惹起されることから、PVNがα2受容体作動薬投与による昇圧反応の発現部位であることを

示唆してきた。一方、PVNには抑制性神経であるGABA作動性神経や興奮性神経であるグルタミン酸作

動性神経など、多くの神経が密に存在し、invitroの実験においてPVN内α2受容体はGABA神経系出力

を抑制的に調節していることが知られている。そこで今回、無麻酔無拘束ラットへのα2受容体作動薬の

脳内投与による昇圧反応におけるPVN内GABA作動性神経、およびグルタミン酸作動‘性神経の関与につ

いて検討した。

【実験方法】

Wistar系雄‘性ラットに側脳室内およびPVN内薬物投与用カニューレと腹部大動脈内に血圧測定用カニュー

レを慢性的に留置した。ラットを無麻酔無拘束下で脳内にα2受容体作動薬であるClonidineを投与し、血

圧、心拍数変化を観察した。また、PVN内GABA作動性神経の関与を検討するため、GABA、GABAa受

容体作動薬Muscimol、GABA,受容体遮断薬Bicuculine，GABAa受容体作動薬BaclofenをそれぞれPVN

内前処置した時のClonidineによる血圧と心拍数変化を観察した。さらにグルタミン酸作動'性神経の関与を

検討するため、イオンチヤネル型グルタミン酸受容体遮断薬であるKynurenicacidをPVN内前処置した

際のClonidineによる血圧、心拍数変化を観察した。

【結果】

Clonidineの側脳室内またはPVN内投与により、濃度依存的で持続的な昇圧反応と心拍数の減少が観察さ

れた。これらの昇圧反応はGABAのPVN前処置により有意に抑制された。またClonidinePVN内投与に

よる昇圧反応において、Muscimol、BaclofenのPVN前処置により有意に抑制された。さらに、Bicuculine

のPVN前処置によっても有意に抑制された。KynurenicacidのPVN前処置ではClonidineによる昇圧反

応に影響はみられなかった。

【総括】

無麻酔無拘束ラットにおいて､ClonidineのPVN内投与により生じる昇圧反応は､PVN内のGABA,受容体、

およびGABAn受容体を介したGABA神経作動性抑制性神経活動がα2受容体刺激によって抑制された結

果、グルタミン酸作動性神経以外の興奮性神経系の脱抑制が生じて昇圧反応が惹起される機序が示唆される。
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A-III-3

中枢神経発生期におけるベリサイト前駆細胞の脳微小血管網へのリク

ルートメント

○山本誠士1，村松昌2，大津毅2，高橋宏行3，東英梨月14，

堂本光子4，高野健一1，生谷尚士5，長井良憲5，高津聖志5，

薄井勲6，戸這一之6，新飯田俊平7，渡谷正史2，松田直之8，

服部裕一’

|富山大学大学院分子医科薬理学講座2東京医科歯科大学大学院分子腫傷医学，3東京大学保健健康推進本部

4金沢工業大学ゲノム生物工学研究所5富山大学大学院免疫バｲｵ創薬探索研究講座6富山大学医学部第一内科

7国立長寿医療ｾﾝﾀー 研究所遺伝子蛋白質解析室8京部大学医学部初期診療救急医学分野

【はじめに】脳微小血管は血管内皮細胞とペリサイトによって構成される。近年、ペリサイトが脳微小血管

の血流をコントロールすることが報告され、脳血管における生理学的重要性が示された。また脳血管周囲

のペリサイトが血液脳関門(blood-brainbarrier;BBB)の機能発現に重要であるとも考えられている。一

般的に、ペリサイトは血管周囲に存在する結合組織由来の間葉系（幹）細胞から発生・分化すると考えら

れているが、中枢神経系におけるペリサイトリクルートメントの詳細に関する検討はなされていない。

【方法】免疫組織化学的検討では、共焦点顕微鏡を用いて胎生期の脳血管発生を詳細に観察した。胎仔頭部

より調整した細胞をflowcytometry法で分画し、培養後ペリサイトマーカーで染色を行った。また、GFP

マウス旺頭部より分画した細胞を用い、matrigelinvivoassayおよびexplantcultureを試み、GFP陽'性

細胞の動態を観察した。さらに､macrophage形成不全マウスを用いた免疫組織化学的検討も行った。また、

macrophage形成不全マウスと野生型マウス胎仔脳を用い、ペリサイト関連遺伝子の発現をmicroarrayに

よって比較検討した。

【結果】胎生10.5日のマウス旺の脳血管発生を詳細に観察した結果、ユニークな血球系マーカー陽性細胞

(CD31+F4/80+CD45+細胞）が中脳背側部にリクルートされてくることを見出した。また、GFP陽性細胞

を用いたmatrigelplugassayおよびexplantcultureの結果、GFP陽'性細胞はペリサイトに分化し、inside

vasculatureを被覆することが示された。Macrophage形成不全マウスを用いた免疫組織化学的検討では、

ペリサトマーカーであるNG2陽'性細胞の劇的な減少が観察された。Microarray解析では、macrophage

形成不全マウスにおけるペリサイト関連遺伝子群の発現減少が認められた。

【結語】ペリサイトは血管周囲に存在する結合組織由来の間葉系（幹）細胞から発生・分化すると考えられ

ているが、本研究の結果から、脳血管発生期におけるNG2陽性ペリサイトの少なくとも一部は、造血幹細

胞が起源であることが強く示唆された。

－40－



A-III-4

β2作動薬Ritodrine刺激後の肝臓での網羅的遺伝子発現解析

英利2，藤村昭夫2，輿水

理学講座分子薬理学部門

崇鏡

アドレナリンβ2受容体作動薬リトドリン(Ritodrine)は切迫早産治療薬として子宮収縮を抑制するが

使用の際には全身性に投与するため、心血管系を始め子宮以外の様々な組織でも強力なβ2受容体刺激効果

が観察される。今回私達は動脈硬化性病変の進展に重要な役割を果たす肝臓に注目し、β2受容体作用薬が

引き起こす遺伝子発現変化を網羅的に解析することによって得られた新知見を報告する。

まずリトドリン長期投与動物モデルを作成し、その肝臓での遺伝子発現変化を対照群と比較することによ

り、β2受容体刺激による変動遺伝子を導出した。すなわち、C57BL/6マウスにリトドリン(200mg/

kgi.p.)を2週間連続投与し肝臓の遺伝子発現変化を解析したところ、2.0倍以上発現が充進した遺伝子Iま

71個存在し、その中にはlipocalin2(Lcn2),metallothionein2(Mt2),CDS6,ELOVLfamilymember6

(Eiovie)などが含まれていることがわかった。一方で0.5倍以下に発現低下した遺伝子は79個あり、その

中にはVIAvasopressinreceptor(Avprla),T-box3(TbxS),lipaseendothelial(Lipg)などが見られた。

これらの顕著な発現変化が見られた遺伝子をDAVIDプログラムを用いて遺伝子オントロジーごとにまと

めて順位付けを行ったところ、発現充進した遺伝子も、発現低下した遺伝子も上位に脂質・糖代謝関連の

プロセスが多く見られた。このことから、β2受容体刺激により何らかの脂質・糖質代謝の変化が肝臓で段

き起こされていることが考えられる。

これまでの研究からβ2受容体欠損マウスでは野生型に比べて体重が減少し、組織脂肪量も低下することが

示されている(Chruscinskietal.1999)。そこで実際に2週間連続投与したマウスの体重変化を見てみると、

リトドリン投与群で顕著な体重増加が観察された。また、グルコース負荷時の血中グルコース濃度はリト

ドリンの単回投与によってsaline群に比べて速やかに定常レベルへと低下することが観察された。加えて

興味深いことに、この速やかな血中グルコース濃度の低下は2週間リトドリンの連続投与を行ったマウス

では観察されなかった。

以上の解析の結果からβ2受容体刺激は肝臓で脂質・糖質代謝関連の遺伝子発現を変化させることにより、

生体の脂質・糖質に対する反応性に影響を及ぼすことが示唆された。このことはβ2受容体作用薬の新たな

利用法に繋がるだけでなく、その副作用解明の一助になることが期待される。また、循環系におけるβ2受

容体作用解明にも大きな役割を持つものと思われる。
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4-/77-5

スピロノラクトンはDOCA/食塩高血圧ラットの傍尿細管毛細血管

(PTC)の減少を抑制し尿細管間質線維化を阻止する

○岩津好隆'，武藤重明'，藤津元郎2，中津英子'，草野英二

'自治医科大学腎臓内科，2ふじさわ内科クリニック

【目的】近年、尿細管間質の慢性低酸素状態または虚血が尿細管間質障害の原因として注目され、『chronic

hypoxiahypothesis』と提唱されている。尿細管細胞や間質の血流はPTCによって供給され、PTCが減

少すると尿細管間質は慢性の低酸素状態に陥り、最終的に線維化すると考えられている。そこで我々は、

PTCがDOCA/食塩高血圧ラットの尿細管間質線維化にどのような機序で関与するのか検討した。【方法｝

左腎摘後、DOCA+食塩水(D群)、DOCA+食塩水十スピロノラクトン(S群)、vehicle+食塩水(C

群）を1週または4週投与した3群のラットで、以下の項目を比較した。機能的解析として、収縮期血圧

(sBP)、尿蛋白排世量(UPE)、尿中N-acetyl-β-D-glucosaminidase（NAG)、クレアチニンクリアランス

(CCr)を測定した。形態的解析は腎皮質組織切片を用いて以下の染色を行った。picro-siriusred染色によ

る尿細管間質線維化の程度の評価と、免疫組織化学染色にて尿細管間質のPTC密度や、線維化関連増殖因

子{transfbrminggrowthfactor-β1（TGF-β）と結合組織増殖因子(CTGF)]、低酸素で誘導される血管

新生促進因子[血管内皮増殖因子(VEGF)]、血管新生阻害因子[thrombospondin-I(TSP-1)1および癌抑

制転写因子(p53)の尿細管間質での発現を検討した。また､TUNEL法と免疫組織化学染色によるアポトー

シス陽性PTCと、二重免疫組織化学染色によるPCNA陽性PTCの検出を行った。【結果】4週のD群で

はC群に比べ、sBP、UPE，尿中NAGの増加、CCrの低下および尿細管間質の線維化とTGF-β、CTGF

発現の増加を認め、これらは全てS群で正常化したが、1週では3群で不変であった。1週と4週のD群

ではC群に比べ、PTC密度の減少と、アポトーシス陽'性PTCおよびVEGF発現の増加を認め、これらは

S群で改善した。一方、4週のD群ではTSP-Iとp53の発現増加を認め、S群で抑制されたが、1週では

TSP-Iの発現は3群間で不変であった。4週のD群では1週に比べVEGFの発現が著明に増加していたに

もかかわらず､PCNA陽性PTCは3群間で差がみられなかった。【結論】DDOCA/食塩高血圧ラットでは、

尿細管に機能的、形態的異常がみられない病初期(I週）に、まずPTCの減少とそれによる尿細管間質の

低酸素状態が生じ、その後（4週）尿細管間質の低酸素状態が持続・増強することによりTGF-βやCTGF

が誘導され尿細管間質の線維化が出現すること、2)DOCA/食塩高血圧ラットの2つの病期でPTC減少

の機序は異なり、1週ではTSP-Iとは無関係に内皮細胞のアポトーシスがPTC減少に関与したのに対し、

4週ではp53によって誘導されたTSP-IがPTC内皮細胞のアポトーシスと増殖抑制を引き起こし、VEGF

の内皮細胞増殖促進作用をブロックすることでPTCの減少が生じたこと、3)ミネラルコルチコイド受容

体桔抗薬のスピロノラクトンはこれらを抑制することにより尿細管間質線維化の発症を阻止することが明

らかとなった。
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A-777-6

食塩／アルドステロンによる心臓の炎症と線維化促進の分子機序-ASK1を

介する組織レーン・アンジオテンシン系活性化と酸化ストレス冗進の重要性一

○中村太志'，小川久雄2，光山勝慶’

'熊本大学大学院生体機能薬理学，2熊本大学大学院循環器病態学

【目的】アルドステロン(Aldo)の直接的な心血管障害作用が注目されているが、その分子機序は不明であ

る。今回、MAPKKKのひとつであるASKIが、Aldoの心血管障害の機序に中心的役割を演じていること

を初めて証明した。【方法】野生型マウスとASKIノックアウトマウス(ASKI-/-)に1%食塩水を飲水投

与し、それぞれのマウスを生理食塩水投与群（コントロール群)、Aldo投与群、Aldo投与十カリウム補充

群の3群に分けた。浸透圧ポンプを用いて生理食塩水あるいはAldoを4週間持続注入後、心血管および腎

障害、炎症、酸化ストレス、およびRA系への影響を比較検討した。【結果】Aldoの投与により血圧上昇

と尿アルブミン排世の増加、血中カリウム値の低下を認めたが、野生型マウスとASKI-/-間で有意差はな

かった。すなわち、ASKIはAldoによる高血圧、腎障害、低カリウム血症に関与しないことがわかった。

野生型マウスでは、Aldo投与により心臓ASKIのリン酸化が冗進し、その下流分子pS8も活性化された蓬

さらに、Aldo投与により著明な冠動脈周囲や心筋間質でのマクロファージ浸潤、心筋間質線維化、MCP-1

mRNA発現の増加、TGF-51^1型コラーゲンのmRNA発現増加がみられたが、Aldoによるこれらの

障害は野生型マウスと比べASKI-/-で著明に減少した。また、カリウム補充により低カリウム血症を補正

しても、Aldoによる心血管障害はASKI-/-で同様に減弱した。以上から、血圧上昇、腎障害、低カリウム

血症とは無関係に、ASKIは食塩/Aldoによる心血管での炎症や繊維化の促進機序に直接的に関与してい

ることがわかった。さらに､Aldoによる心血管障害と関連の深いNADPHオキシダーゼやRA系に注目し、

ASKIとの関連性を検討した。野生型マウスでは、Aldo投与により心臓でのNADPHオキシダーゼ活'性ｲf

を介するスーパーオキシドの著明な増加、心臓のACEとATI受容体のmRNAおよび蛋白の著明な発現

増加がみられたが、これらの増加はASKI-/-で有意に減少した。また、野生型マウスでは、Aldo投与によ

りNADPHオキシダーゼサブユニットNox2やNox4蛋白の発現増加がみられたが、この中でNox2の発現

はASKI-/-で著明に減少した。すなわち、食塩/Aldoによる心臓での酸化ストレス冗進、RA系活性化に

ASKIが関与していることがわかった。【結語】(1)食塩/Aldoによる心臓の間質および冠動脈周囲におほ

る炎症､線維化の機序にASKIの活性化が関与している。(2)ASKIは､Nox2を介したNADPHオキシダー

ゼ由来のスーパーオキシド産生増加と、ACEやATI受容体のupregulationによる局所RA系の活性化を

介し、食塩/Aldoによる心血管障害に関与している。以前から指摘されているRA系活性化と酸化ストレ

ス冗進を介した食塩/Aldoの心血管障害の分子機序を明らかにした。
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A-777-7

マウス腸間膜動脈濯流標本における血管反応性の解析

○和家祥大'，藤原弘喜'，高山房子'，北村佳久2，川崎博己’

'岡山大学大学院・医歯薬学総合研究科・臨床薬学，2岡山大学大学院・医歯薬学
総合研究科・医薬管理学

【目的】

我々はこれまでに、抵抗血管に富むラット腸間膜動脈血管床を用いた潅流実験において血管緊張度調節が、

血管収縮性交感神経と血管拡張性CGRP含有神経によって、相互に調節されていることを見出し、さらに、

高血圧等の病態下ではこれら神経調節機能が変化していることを明らかにしてきた。今後、さらに病態時

における血管周囲神経機能変化の解析を進めるために、遺伝子欠損マウスなどの病態モデルを用いること

は、非常に有用であると考えられる。そこで､本研究では、マウス抵抗血管反応の基礎的知見を得る目的で、

マウス腸間膜動脈血管床を用いて潅流標本を作製し、その血管反応について薬理学的に検討した。

【方法】

C57BL/6系雄性マウスから、腸間膜動脈血管床を摘出し、潅流標本を作製した。Krebs液を一定流量で潅

流し、潅流圧変化を血管緊張度変化として測定した。経壁電気刺激(PNS)を行い、神経性の血管反応を、

また、acetylcholineを用いて内皮依存性弛緩反応を、sodiumnitroprussideを用いて内皮非依存‘性弛緩反

応を観察した。さらに、sodiumdeoxycholateを用いて血管内皮除去を行った標本を用いて血管反応性変

化を検討した。

【結果・考察】

静止緊張下においてPNSを行うと、刺激頻度依存的な血管収縮反応が観察された。この反応はNa十チャ

ネル遮断薬tetrodotoxin、交感神経遮断薬guanethidineおよびαl受容体遮断薬prazosinにより抑制さ

れたことから、交感神経由来収縮反応であると考えられる。Methoxamineにて潅流圧を上昇させ、PNS

を行うと、血管弛緩反応が観察された。この反応はtetrodotoxin、capsaicinおよびCGRP8-37により抑制

されたことから、Capsaicin感受性神経由来弛緩反応であると考えられる。また、内皮細胞除去標本では、

acetylcholineによる血管弛緩反応は、ほぼ消失したが、sodiumnitroprussideによる血管弛緩反応には変

化がなく、またPNSによる神経性反応も確認できた。以上の結果より、マウス腸間膜動脈血管床において、

内皮保持標本、内皮除去標本ともに、ラットと同様な、PNSによる交感神経およびCGRP含有神経を介し

た血管反応が観察された。今後、様々な病態モデルの標本を用いることで、病態時における血管周囲神経

機能変化のより詳細な解析が可能になると考えられる。
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B-7-7

腫傷新生血管への血管周囲神経分布を標的とする新規抗腫傷薬の開発弓

Nervegrowthfactor(NGF)のマウス腫傷増殖抑制効果

○合田光寛：

川崎博己：

能木沙織'，網谷慶介'，芳原成美2，北村佳久E

'岡山大学大学院医歯薬総合研究科臨床薬学，2岡山理科大学理学部臨床生命科

学科薬理学，3岡山大学大学院医歯薬総合研究科医薬管理学

【目的】

腫傷の増殖、拡大には血管新生が必須であり、新生した血管から血液の供給を受けることで腫傷は増殖す

ることが知られている。しかし、腫傷新生血管には血流調節に関与する血管周囲神経は分布していないこ

とが知られている。細・小動脈の血管緊張度は、主に血管周囲神経によって制御されており、組織血流調

節に重要な役割を果たしている。一方､創傷時､病的状態で誘導される新生血管は､組織への血液供給を担っ

ており、新生血管を介した血流制御が、疾患の進展や創傷治癒に大きく関与すると考えられている。我々

の研究室では、新生血管においても血管周囲神経が分布していること、また、神経成長因子であるNerve

growthfactor(NGF)が新生血管の血管周囲神経の分布を促進することを報告している。したがって、腫

傷新生血管に血管周囲神経を分布させ、これら神経によって腫傷への血流が調節できれば、腫傷の増殖

拡大を制御できる可能性が考えられる。そこで、NGFを用いて腫傷増殖に及ぼす影響についてinvivoで

検討した。

【方法】

腫傷増殖実験では、BALB/c系nudemouseを用い、腫傷細胞はヒト前立腺癌細胞であるDUI45細胞とヒ

ト繊維肉腫細胞であるHTI080細胞を用いた。腫傷細胞を腹側部皮下に移植し、腫傷移植後21日目から浸

透圧ミニポンプ用いてNGFまたは生理食塩水を一定期間持続投与した。腫傷体積を1週間に2回測定し、

腫傷摘出日までの経時的腫傷体積変化を検討した。また、NGFまたは生理食塩水暴露後のDU145細胞で

の腫傷増殖試験も行った。さらに、摘出した腫傷組織内の新生血管量、血管平滑筋量について、免疫組織

化学的に検討した。

【結果】

腫傷細胞を移植したnudemouseにおける腫傷体積は徐々に増大した。NGF2週間投与群において、腫傷

増殖速度は生理食塩水投与群に比較して有意に抑制され、NGF投与中止後も腫傷増殖速度は有意に抑制さ

れた。また、NGF投与によって、マウス生存率も延長された。しかし、NGF曝露によって、DU145細胞

の増殖能に影響は認められなかった。さらに、NGFは腫傷内新生血管量には影響を与えなかったが、血管

平滑筋量の有意な増加が確認できた。

【考察】

NGFは腫傷細胞への直接作用ではなく、腫傷新生血管のへ血管平滑筋細胞の動員を増やし、血管成熟を促

進することによって腫傷増殖を抑制する可能性が考えられる。
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B-I-2

心筋細胞においてフェリチン重鎖の減少は遊離鉄および酸化ストレス

の増加をもたらし細胞死を誘導する

○大宮

大阪大与 学弄

俊吾，

研究禾

〔背景および目的〕心不全の発症および進展には、酸化ストレスの充進が関与していると考えられている。

一方、遊離鉄は活性酸素種の生成を介して酸化ストレス冗進に寄与するが、その利用能はフェリチンによ

り制御されている。フエリチンはフェリチン重鎖(FHC)およびフェリチン軽鎖から成り、FHCのフェロ

オキシダーゼ活性により遊離鉄を取り込み隔離する。すなわち心不全発症機序において、FHCを介した遊

離鉄制御が重要な役割を果たしている可能性が考えられるが、その詳細は明らかではない。

〔方法および結果〕まず､マウスの心筋梗塞後不全心におけるFHC蛋白質の発現レベルをウエスタンプロッ

ト法を用いて検討したところ､偽手術群に比し有意に減少していた（偽手術群の36.6％､p<0.05)。一方､脳、

肺および肝臓等におけるFHC蛋白質の発現は、両群間で有意な差を認めなかった。そこで、心筋梗塞後不

全心での遊離鉄の蓄積をプルシアンブルー染色にて評価したところ、偽手術群に比し、心筋梗塞群で遊離

鉄陽性細胞数は有意に増加していた。さらに､酸化ストレスの程度について､4-hydroxy-2-nonenal(4-HNE)

に対する免疫染色にて評価したところ、偽手術群に比し心筋梗塞群において染色度が有意に増強していた。

以上より、invivoの不全心筋では、FHCが減少し遊離鉄および酸化ストレスが増加していることが明らか

となった。

不全心におけるFHC発現減少の機能的意義を検討するため、単離培養したラット新生仔心筋細胞に、FHC

を標的とする低分子ヘアピン型RNA(shRNA)を発現するアデノウイルスベクターを感染させた。非特異

的shRNAを発現するアデノウイルスベクターを対照群とし、FHC蛋白質減少と細胞死、鉄代謝および酸

化ストレスとの関係を検討した。感染4日後にFHC蛋白質の有意な発現の低下を認めた（対照群の53.7%、

p<0.05)。ウイルス感染6日後にCelltiterblueassaykitを用いて細胞死を検討したところ、FHC欠失細

胞群では、対照群に比し細胞生存率の有意な減少を認めた（対照群の45.6％、p<0.05)。また、FHC欠失

細胞群では､鉄陽‘性細胞数および4-HNE陽性細胞数の割合が有意に増加した。一方､鉄キレート剤のデフェ

ロキサミン(DEO)投与で、それらの割合は有意に減少した。さらにDEOは、FHC欠失細胞群における

細胞生存率の減少を有意に抑制した。抗酸化剤のN-アセチルシステインの投与も、同様の抑制効果が見ら

れた。すなわち、FHCの減少は遊離鉄および酸化ストレス依存性に心筋細胞死を惹起することが示された。

〔総括〕不全心で認められるFHCの発現低下は、遊離鉄および酸化ストレスの増加を介して心筋細胞死を

誘導し、心不全の進展に寄与する可能性が示唆された。
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B-I-3

IGF-1による血管平滑筋細胞の遊走に対するアディボネクチンの影響

○石淫有紀石津啓介

士屋浩一郎玉置俊晃

徳島大学大学院へルスバイ

元林有紀木平孝高，池田康将冨田修平，

オサイエンス研究部薬理学

【背景・目的】

脂肪細胞由来ホルモンの一種であるアデイポネクチンは、各種成長因子の作用を阻害することによって抗

動脈硬化作用を有することが最近の研究により示唆されている。一方、インスリン様成長因子-1(IGF-1)

は強力な生理活性物質であり、動脈硬化進展の段階に応じてその増悪と粥腫安定化の両方に寄与している

ことが知られている。そこで我々は本研究において、IGF-1による血管平滑筋細胞の遊走と細胞内シグナル

伝達経路に対するアデイポネクチンの影響を検討した。

【方法】

実験には培養ラット大動脈平滑筋細胞(RASMC)を用いた。細胞の遊走はmodifiedBoydenchamber法

を用いた。各種kinaseの活性化はウエスタンブロッテイング法にて検討した。

【結果・考察】

アデイポネクチンはIGF-1によるRASMCの遊走を濃度依存的に抑制し、IGF-1による細胞遊走に関与す

るextracellularsignal-regulatedkinase1/2(ERK1/2)の活性化を抑制した。また、アデイポネクチンは

RASMCにおいて5'-AMP-activatedproteinkinase(AMPK)を活性化することを確認した。AMPK活性

化薬である5-aminoimidazole-4-carboxamideriboside(AICAR)は、アデイポネクチンと同様に、IGF-1に

よるRASMCの遊走及びERK1/2の活性化を抑制した。一方、IGF-1により惹起されるAktの活性化およ

IfAktの下流にあり抗アポトーシス作用を示す蛋白であるBadのリン酸化は、アデイポネクチンの前処置

によって影響を受けなかった。以上の結果から、アデイポネクチンはAMPKの活性化を介してIGF-Iによ

るERK1/2の活性化を抑制し、血管平滑筋細胞の遊走を抑制する可能性が示唆された。さらにIGF-1に対

するアデイポネクチンの作用は、細胞遊走に対して選択的であり、粥腫の破綻の制御に関与するAkt-Bad

リン酸化経路に対しては影響を示さなかった。すなわちアデイポネクチンは血管に対するIGF-1の作用を

調節することで、動脈硬化の発症・増悪を抑制し得る可能性が示された。
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B-I-4

S1P2受容体は三量体G蛋白質̂12/13およびGoへの共役を介してRho依存的、しかし
Rhoキナーゼ非依存的な機構により血管平滑筋細胞のRac活性および細胞遊走を抑制する

○高島伸一郎杉本直俊，多久和典子，岡本安雄，吉岡和晃，高村雅之

金子周一，多久和陽

金沢大学大学院医学系研究科血管分子生理学

【背景と目的】血管中膜平滑筋細胞の内膜への遊走は、動脈硬化病変の形成における重要な過程である。し

たがって血管平滑筋細胞の遊走能を制御することは血管内膜増殖性病変を治療する上で有用な手段となり

得る。リゾリン脂質スフインゴシン-1-リン酸(SIP)は、さまざまな細胞においてSIP特異的G蛋白結

合型受容体(GPCR)ファミリーを介して多用な生理作用を引き起こす。特に興味深いのはSIPが血管平

滑筋細胞においてSIPレセプターに結合し血小板由来増殖因子(PDGF)によるRacの活性化と細胞遊走

を抑制することである。今回、SIPによるRacと細胞遊走抑制のシグナル伝達機構を明らかにした。【方

法】Wistarラット大動脈培養平滑筋細胞を用い、PDGF、SIP、アンギオテンシンIIなどの細胞遊走にお

よぼす効果をボイデンチェンバー法にて評価した。細胞内Rho、Rac活性はプルダウン法を用いて測定し

た。各G蛋白質αサブユニットのC末端ペプチド（G‘-CT）をアデノウイルスを用いて発現させ、各々の

G蛋白質と受容体(GPCR)との結合を特異的に抑制した。アンジオテンシンⅡ受容体ATI受容体とGn12

の融合タンパク発現プラスミドを遺伝子導入した。【結果】血管平滑筋細胞においてPDGFによって惹起さ

れる細胞遊走とRacの活性化のSIPによる抑制は選択的S1P2受容体遮断薬によって解除された。アデノ

ウイルスを用いてG‘l2-CT,G似,3-CT,G‘q-CTを発現させるとPDGFによって惹起される細胞遊走とRac活

性化のSIPによる抑制は解除されたが、G.s-CTの発現や百日咳毒素の前処理では解除されなかった。すな

わち、SIPによる遊走．Rac抑制にはGi2/13かつG,が不可欠であることが示された。また、Gal2-CT,Gal3‐

CT,Gmq-CTの発現はSIPによるRho活性化を抑制した。Rhoを不活化するボツリヌスcs毒素はPDGF

によるRac活性化および細胞遊走のSIP抑制を解除したが、Rhoキナーゼ阻害剤やRhoキナーゼの優性抑

制変異体の発現は影響を与えなかった。ATIはG,を介してCâ 兼を動員したが、Rhoの活性化やPDGFに

よるRac活性化および細胞遊走は抑制しなかった。すなわちGq単独の活'性化ではRho活性化やRac抑制

をひきおこすには不十分と考えられた。ところが、G‘,2融合ATI受容体を発現させるとアンジオテンシ

ンⅡ刺激によりRho活性化がおこり、さらにPDGFによるRac活性化および細胞遊走の抑制も認められ

た。PLC阻害薬はSIPによるRhoの活性化に影響を与えず、またホルボールエステルによるPKC活性化

はSIPのようにはRhoを活性化しなかった。すなわちSIPの細胞遊走やRacの抑制効果はPLC系経路を

介さなかった。【結論】血管平滑筋細胞において、S1P2受容体はG12/13およびG,の両者に共役して協調し

てRhoを活性化する結果、Racおよび細胞遊走を抑制することが明らかとなった。
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B-7-5

大動脈縮窄症におけるVentricular-VascularStiffening

○岩本洋一，先崎秀明，河野一樹，増谷聡，石戸博隆，竹田津未生，

小林俊樹

埼玉医科大学国際医療センター小児心臓科

【はじめに】大動脈縮窄症(CoA)では、治療により狭窄部圧差が軽快した後も高血圧を示す事がある。こ

れまで、大動脈近位部血管壁の硬化がこの主因として理解されてきた。今回我々は、CoA術後残存高血圧

は血管壁のみならず､左心室壁の硬化が重要な役割を演じているという新しい知見を得たので報告する。【方

法】バルーン拡大､Stent留置､手術のいずれかにより､CoA部圧差が5未満となった16例の術前後のカテー

テル検査時に、IVC閉塞中の心室圧断面積関係を構築した。心室壁硬度は収縮末期Elastance(Ees)、血管

壁硬度は動脈Elastance(Ea)から求め、術後の経時変化とともに、対照群としての小短絡VSD22例と比

較した。【結果】術前CoA患者におけるEesは､Eaと共に､対照群に比し有意に高値をとった(P<0.01)o

術後67±7.2ケ月の時点で、Eaは動脈S廿丘nessと共に有意に低下し(P<0.001)、心室後負荷の軽減と動

脈壁硬度の低下が示唆されたが、その値は対照群に比し尚も高値を示した(120±39%、P<0.01)。一方：

Eesも術後有意に低下したが、対照群に比し高値を示し(150±51%、P<0.001)、Eaの低下から予測さ

れる収縮期血圧を平均25±12%増加させ、血圧上昇の約75%分が心室壁硬度上昇により説明された。さ

らにEes高値は、Balloon拡大術直後のParadoxicalHypertensionの一因である事も判明した。また、CoA

術後患者では､左心室壁硬化が関与して、ドブタミン負荷による血圧上昇が対照群に比し顕著で(P<0.05A

CoA術後患者にみられる運動時高血圧の原因である事も示唆された。【結語】CoA術後患者では、血管壁

硬度の上昇と共に、左室壁硬度の増加があり、安静時、運動時血'千k昇の大きな原因となっている。従って、

CoA術後患者においては、血管壁のみならず心室壁のReverse-Remodelingを図る内科的治療の積極的介

入の必要性が示唆され、今後その有効性につき前方視的に検討する必要があると考えられた。

－49－



B-I-6

海洋由来新規化合物halichlorineの薬理作用：血管平滑筋細胞およ

び血管内皮細胞を用いた検討

○壷阪義記村田幸久

尾崎博

東京大学大学院農学生命

木下一哉，山田薫，上村大輔，堀正敏

科学研究科獣医薬理学教室

【背景・目的】Halichlorine(HCLN)はクロイソカイメンから抽出されたアザスピロ[4.5]デカン環を持つ海

洋性アルカロイドで、その生理・薬理作用については報告されていない。そこで本研究では、①血管平滑

筋の収縮能②血管内皮の血球接着能に対するHCLNの薬理作用について検討した。

【方法】①SDラットから摘出した内皮除去大動脈を用い、収縮張力の測定とCa^蛍光指示薬であるfura-2

を用いた平滑筋組織の細胞内Ca^十濃度変化の測定を行った。さらに、ラット大動脈平滑筋細胞株(A7r5)

を用いてWhole-cellパッチクランプ法を行い、脱分極刺激によって生じる内向きBa^寺電流を測定した。②

ウシ大動脈内皮細胞(BAEC)を用い、血球接着因子(VCAM-1、ICAM-1，E-selectin)の発現をRT-PCR

法で、ヒト単球系細胞株(U937)を用いて内皮細胞との接着能を検討した。さらに免疫染色法にて、内皮

細胞のNF-/cBp65活'性を核内移行が観察される細胞数をカウントして定量した。

【結果】①HCLN(10nM-10uM)の累積投与はラット大動脈平滑筋に対して収縮作用を示さなかった

が、高濃度K"(65mM)およびphenylephrine(1wM)による収縮を濃度依存的に抑制した。HCLN

による収縮抑制の程度はphenylephrine収縮と比べて、高濃度r収縮においてより大きかった。また、

HCLN(10uM)は高濃度r刺激による大動脈平滑筋の細胞内Ca^斗濃度上昇を有意に抑制した。さらに、

HCLN(10uM)の前処置は、A7r5の脱分極刺激による内向きBâ 電流を強く抑制した。②BAECにお

いて、HCLNの前処置(10uM,2時間）はLPS刺激(Sus/ml,3-6時間）によって上昇するVCAM-1、

ICAM-1、E-selectinの発現量とU9S7の接着を強く抑制した。次に内皮細胞の接着因子発現を制御するNF-

XBの活性に対するHCLNの作用を検討した。HCLNの前処置(10uM,2時間）はLPS刺激(3us/ml

1時間）によるNF-/cBp65の核内移行を有意に抑制した。

【考察】以上の結果より、①HCLNは血管平滑筋の電位依存性L型Ca'十チャネルを阻害し、脱分極刺激に

よる細胞内Ca^.濃度上昇とそれに伴う平滑筋収縮を抑制すること、②HCLNはLPS刺激による血管内皮

細胞のNF-/cBの活性化を阻害して、細胞接着因子の発現を抑制し、単球との接着能を抑制することが示

唆された。

これらの成績により、HCLNは高血圧や動脈硬化を含む血管の病態に対する新たな治療薬開発の糸口とな

ることが期待される。
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B-II-1

食後高血糖を想定した急性的高血糖および高インスリン状態における

神経性血管反応の異常

○座間味義人'2

川崎博己’

高取真吾'，金霊'，細田美穂'，佐々木健二噂

'岡山大学大学院医歯薬学総合研究科臨床薬学，

2岡山大学大学院医歯薬学総合研究科医薬分子設計学

【目的】糖尿病発症以前の境界型患者に食後の高血糖を抑えるα一グルコシダーゼ阻害薬を投与すると高

血圧の発症が有意に抑制されるという報告があることから、食後高血糖が糖尿病における高血圧の原因の一

つになっていると考えられている。そこで本研究では、伽””系において神経’性血管反応を観察できる脊

髄穿刺ラットを用いて、食後高血糖を想定した急性的な高血糖と高インスリンが共存する状態における神経

性および血管作動物質による血圧反応を検討した。また、高血糖あるいは高インスリンの各単独条件下にお

ける血圧反応についても検討した。さらに、高血糖あるいは高インスリンの各単独条件下における血圧反応

性変化の機序を明らかにするためにレニンーアンジオテンシン系(RAS)の関与についても検討した。

【方法】脊髄穿刺ラットを作製し、急性的な高血糖と高インスリンが共存する状態を作製するために頚静

脈よりグルコースを持続注入した。また、高血糖単独の条件にするために内因性のインスリン分泌を抑制

するoctreotideを前投与した状態でグルコースを持続注入した。また高インスリン単独の条件にするため

にインスリン持続注入と同時に正常血糖を保つ目的でグルコースを持続注入した。持続注入開始30分後

に脊髄電気刺激およびnoradrenalineの静注による昇圧反応を観察した。またhexamethoniumで自律神経

節を遮断し、methoxamineで平均血圧を100mmHg程度に上昇させた後に脊髄電気刺激およびcalcitonin

gene-relatedpeptide(CGRP)、acetylcholine、sodiumnitroprussideによる降圧反応を観察した。RAS抑

制薬としてlosartanを用い、インスリンと同時に持続注入した。

【結果・考察】高血糖および高インスリンが共存する条件下において、脊髄電気刺激による交感神経性の

昇圧反応はコントロール群に比べて有意に大きくなった。一方、自律神経節を遮断し平均血圧を上昇維持

した脊髄穿刺ラットにおいて、グルコース群における脊髄電気刺激によるCGRP神経性の降圧反応はコン

トロール群に比べて有意に小さくなった。それに対して各種血管作動物質による血圧反応はグルコース注

入によって影響されなかった。また、高血糖単独条件下では、交感神経》性昇圧反応はコントロール群に比

べて有意に大きくなったが、CGRP神経性降圧反応では有意な差は認められなかった。一方、高インス'J

ン単独条件下における交感神経性昇圧反応はコントロール群に比べて有意に大きくなったが、CGRP神経

性降圧反応では有意に小さくなった。さらに高血糖単独条件下における神経性血管反応の変化はlosartan

の併用持続注入により抑制されなかったが、高インスリン単独条件下における反応の変化はlosartanによ

り有意に抑制された。

以上の結果から、食後高血糖における急I性的な高血糖と高インスリンは神経性血管反応の異常を引き起こ

すという知見が得られ、その機序の一部にはレニンーアンジオテンシン系が関与していると推察される。

このような食後高血糖の繰り返しによって、血管緊張度調節異常が生じ、高血圧発症に寄与している可能

'性が示唆される。
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Oxidativestressinmononuclearcellsplaysadominant

roleintheiradhesiontomousefemoralarteryafterinjury

○萩田澄彦'2，大坂瑞子'，下門顕太郎2，吉田雅幸

'東京医科歯科大学生命倫理研究センター，2同血流制御内科学

BackgroundLeukocyterecruitmentplaysapivotalroleduringinflammationaftervascularinjury.The

importanceofoxidativestressinvascularinjuryanditsmodulationbyAngiotensinIIreceptorblockers

(ARB)aredemonstrated.Weexaminedthecontributionofleukocyte-associatedoxidativestressinacute

phaseleukocyterecruitmentanditsmodulationbyARB.

MethodsandResultsMaleC57BL/6miceweretreatedwithOlmesartan(5mg/kg/day)orvehiclefor

7dayspriortothetransluminalwireinjuryofthefemoralartery.Intravitalmicroscopyoftheartery

revealedthatthemechanicalinjuryincreasedadherentleukocytesatboth24hoursand7daysafter

injury,whichwassignificantlyreducedbyolmesartantreatment.Dihydroethidium(DHE)-associated

fluorescenceintensity,anindicatorofoxidativestress,observedinvehicle-treatedmicewassignificantly

diminishedafterolmesartantreatment.Moreover,apocynin(10mg/kg/day),anicotinamide-

adeninedinucleotidephosphate(NAD(P)H)oxidaseinhibitor,showedasimilarinhibitoryeffect

ontheleukocyteadhesionat24hoursand7daysafterinjury.Whenadoptivetransferofperipheral

mononuclearcells(MNCs)werecarriedout,MNCsharvestedfrommiceafterwireinjury,butnot

fromthosewithoutwireinjury,exhibitedadhesiontotherecipientinjuredartery.Further,olmesartan

treatmentofMNCs,butnotofinjuredvasculature,reducedMNCsrecruitmenttotheinjuredartery.

WhenwetriedadoptivetransferofPMNtocheckpotentialcontributionofneutrophils(PMN)in

observedleukocyteadhesionafterinjury,incontrastwithMNCs,adhesionofPMNwasprominentat24

hours,butnot7daysafterinjury.AndolmesartantreatmentsignificantlyreducedPMNadhesionat24

hoursafterinjury.Moreover,flowcytometricanalysisshowedoxidativestressandexpressionofCDllb

ofMNCfrominjuredmouseslightlyincreasedcomparedtothesefromnoinjuredmouseandolmesartan

treatmentreducedthemtobasallevel.

ConclusionThesedataindicatethatleukocyterecruitmenttothemechanicallyinjuredarteryis

mediatedbyoxidativestressinMNCs,butnotinvasculatures.Treatmentwitholmesartanblocked

leukocyterecruitmentbyantagonizingMNC-associatedoxidativestress.
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B-〃白3

心臓礎索に特異的に発現している血管新生抑制因子Tenomodulinと

膳索断裂発症との関連について

○木村成卓12,伯野大彦2，四津良平2，福田恵一2

'済生会宇都宮病院，2慶膳義塾大学医学部

【目的】心臓において、弁膜は無血管組織であることが知られているが、様々な弁膜疾患でその無血管性が

破綻していることが知られている。Chondromodulin-Iは軟骨組織より抽出された血管新生抑制因子であ

り、心臓弁膜に豊富に発現し、正常な弁構造を維持するのに重要な役割を果たしていることを我々は明ら

かにした。一方弁膜同様無血管組織である健索の構造維持及び病態発症にいたる分子的メカニズムについ

てはいまだ未知である。今回我々はChondromodulin-IのC末端と相同性を有し、健組織から抽出された

Tenomodulinという膜貫通蛋白質に特に注目し、腔索の構造維持及び病態発症にいたる分子的メカニズム

について解析した。

【方法・結果】

(1)マウス各胎生期、成獣およびブタの心臓を用いて、RT-PCR法、Westernblotting法により腫索におげ

るTenomoduinの発現を解析した。胎生14.5日よりTenomodulinの発現は認められ､健索特異的であった。

(2)ヒト剖検例及び手術例における膳索組織標本を作製し､HE-EVG染色及び各種一次抗体(Tenomodulin,

VEGF-A,MMP-1,2,S,9,13等）を用いた免疫組織化学染色を施行、病態発生のメカニズムについて解析した。

正常ヒト腫索において、Tenomodulinは内皮下のエラスチンが豊富な層に同心円状に発現していた。ヒト

健索断裂症例ではTenomodulinの発現は断裂部に一致し消失しており、同部位にはVEGF-A，MMP-1,2,

13の強い発現、炎症性細胞浸潤、異常な新牛血管が認められた。

(3)臆索間質細胞の初代培養を行い、その培養上清を用いてヒト冠動脈内皮細胞の血管管腔形成能、遊走

能に対する作用を解析した。縫索細胞の培養上清には血管内皮細胞の管腔形成能及び遊走能を抑制する作

用が認められ、これらの作用はTenomodulinのsiRNAを用いることにより減弱させることができた。

(4)犬の腫索損傷モデルを作成し、健索の組織学的変化を経時的に評価した。健索の内部（中心部）に向

かい経時的に新牛血管、VEGF-A、MMPの発現が認められるようになり、ヒトの腫索断裂組織における所

見と酷似していた。

【結語】Tenomodulinは血管新生抑制因子として縫索構造の維持に重要であり、Tenomodulinの欠失・血管

新生促進・MMP活性化が複合的に関与し腫索の変性さらには断裂をきたすメカニズムが示唆された。
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B-〃白4

ProstaglandinDoは肥満細胞から産生される腫傷血管新生阻害物質

である

○村田幸久1，有竹浩介2，中川貴之3，堀正敏1，裏出良博2，

尾崎博’

'東京大学大学院農学生命科学研究科獣医薬理，2大阪バイオサイエンス研究

所分子行動生物学部門，3東京大学大学院農学生命科学研究科獣医外科

【目的】

COX-2とその産生プロスタノイドの一つであるPGE.の腫傷血管新生促進作用については多く報告されて

いるが、PGD,についての詳細は明らかにされていない。本研究では造血器型PGD,合成酵素(H-PGDS)

の腫傷成長における役割を検討することを目的とした。

【方法・結果】

H-PGDS欠損マウス(KO)の背部皮下に移植した腫傷(LewisLungCarcinoma)ではPGD,産生は検出さ

れず、その成長速度は野生型マウス(WT)への移植腫傷と比較して有意に速かった。病理切片を観察した

ところ、H-PGDSKO移植腫傷の内部では血管新生とマクロファージの浸潤が充進しており、それに伴う腫

傷壊死部の縮小が確認された。腫傷内の血管新生関連遺伝子のmRNA発現を解析した結果、H-PGDSKO

への移植腫傷ではWTと比較してTNFa,VEGF、MCP-1の有意な発現上昇が確認された。

H-PGDSの全身欠損により観察される移植腫傷の成長充進は、KOマウスへWTの骨髄を移植することに

より抑制されたため、血球細胞由来のPGDaが腫傷の成長抑制に寄与していることが示唆された。H-PGDS

発現細胞をさらに特定するために免疫染色を行った結果、腫傷内の肥満細胞にその強い発現が確認された。

また、KOへの移植腫傷で発現上昇が確認されたTNFαも肥満細胞に強く発現していることを確認した。

H-PGDSKOとWTの両マウスの骨髄から分化させた肥満細胞を肥満細胞欠損マウスに移植して腫傷成長を

観察した結果、H-PGDSKO肥満細胞の移植はWTのそれよりも腫傷成長を有意に加速した。これらの結果

から肥満細胞由来のPGD2が腫傷血管新生抑制物質であることが示された。

最後に、腫傷刺激を与えたH-PGDSKOの腹腔肥満細胞では、WTのものと比較してTNFαを含む血管新

生関連遺伝子の発現上昇が認められたが、BW245Cの腹腔投与によるPGD,受容体DPの刺激はこれらの

遺伝子発現の上昇を抑制した。

【考察】

以上の結果より、PGDzは肥満細胞のH-PGDSによって産生される新たな腫傷血管新生抑制物質であること

が証明された。その抑制機序として、PGD2が肥満細胞自身のDP受容体を刺激することで、TNFαを含

む血管新生関連遺伝子の発現を抑制することが示された。
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スフインゴシン1‐リン酸(S1P)輸送体Spns2による心臓発生の制

御機構

山口明人，西毅，望月直梗

大阪大学産業科学研究所

【目的】脂質メデイエーターであるスフインゴシンI-リン酸(SIP)は、標的細胞膜上に存在するSIP受容

体(SIPrSlPs)を介して細胞増殖・細胞遊走など多彩な生理活性を発揮する。ゼブラフイツシユの初期発

生において、SIPは心臓前駆細胞の移動を制御しており、smが破壊されたS〃2変異体は心臓前駆細胞の

移動異常により二股心臓の表現型を示す。我々が作製した片ol57変異体はs”2変異体と類似した二股心臓

の表現型を示すことから、ルol57の原因遺伝子がSIPシグナル伝達を制御しうると考えられた。本研究は

hol57変異体の原因遺伝子を同定し、その原因遺伝子のSIPシグナル伝達における役割を明らかにするこ

とを目的とする。

【方法】肋157変異体の原因遺伝子の同定はマーカー遺伝子を用いたゲノム・マッピングより行った。

kol57の原因遺伝子とs〃2との遺伝学的な相互関係は、mRNAやSIPの受精卵への注入実験により解析

した。月ol57変異体の原因遺伝子がSIPの輸送を制御しうるかは、SIPの放出を測定することにより解析

した。

【結果・考察】我々は、遺伝学的解析により、片ol57変異体の原因遺伝子が新規膜分子妙"s2であること

を明らかとした。SIP,機能阻害旺が示す二股心臓の表現型は、spns2mRNAの注入により回復できなかっ

た。これに対し、片ol57変異体の表現型は、SIPの注入により回復できたことから、Spns2は、SIP,の上

流で機能していると考えられた。Spns2は、12回膜貫通型の輸送体と相同性を示した。そこで、我々は、

Spns2がSIPの輸送体として機能しうるか検討した。CHO細胞にSIPの合成酵素であるスフインゴシン

キナーゼを強制発現させると、細胞内におけるスフインゴシンからSIPへの変換は増強されたが、CHO細

胞のSIP放出活性は低く、生成されたSIPは細胞内に蓄積された。このCHO細胞に妙"s2を遺伝子導入

すると、SIPの細胞外への放出が観察されたことから、Spns2がSIPの輸送体として機能していることか

示唆された。功"s2の初期発生における発現は厳密に制御されていることから、Spns2は初期発生における

SIPの局在を制御することにより、心臓前駆細胞の移動を制御していると考えられた。
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定量的CardiactroponinTノックダウンによるゼブラフィッシュ,C

不全モデルの心機能解析

田中利男’a尋

メテンI

梨清2，島田康人1,3.4西村有平'a4

ノミクス，2トランスレーショナル医科学

支援センターバイオインフォマティクス，

西村訓弘2

CardiactroponinT(TNNT2)は心筋症における原因遺伝子のひとつであり、肥大型、拘束型、拡張型と

いう3種類の異なる病態を誘発することが知られている。TNNT2とこれらの病態との関係は、"り"γ0お

よび加加”による多面的手法により明らかにされつつある。しかしながら、病態におけるTNNT2機能の

定量的解析は未だ報告されていない。そこで我々は、ゼブラフィッシュTNNT2の定量的ノックダウン法

を開発し、心機能におけるTNNT2の分子機能を明らかにすることを目的とした。

Morpholinoantisenseoligonucleotide(MO)によるmRNA翻訳阻害において、MO導入量を微調整するこ

とによりノックダウンレベルを自在に操ることが可能になった。その鍵となるのは、個々の受精卵におけ

るMO導入量の定量化にある。実際に、TNNT2-M0と内部標準物質としての蛍光ラベルControl-MOを混

合し、受精卵へ注入することにより、ゼブラフィッシュ体内の蛍光強度と心臓における表現型との関係は

相関した。高い蛍光強度をもつ個体は心停止や房室弁閉鎖不全による血液の逆流などを発症し、全身浮腫

が著しい心不全病態を示した。一方、中程度の蛍光強度をもつ個体は血液の逆流や全身浮腫はないが、静

脈洞に著名な血液貯留を認めた。このように、定量的TNNT2ノックダウン法により、心機能解析に適し

た新しい心不全モデルを確立した。そこで、このモデルに対するj〃汐加0イメージングによる新しい心機能

解析法を開発した。具体的には、特殊な蛍光色素の生体染色により、血築は染まるが心筋壁は染まらない

性質を利用して心室内腔を可視化した。このイメージング法により、心室内径と心室壁運動速度を測定し、

収縮末期および拡張末期容積、一回拍出量、%Fractionalshortening(%FS)、Ejectionfraction(EF)な

どを算出した。これらの結果より、TNNT2の発現低下により、拡張末期径の選択的な短縮と、収縮および

拡張速度の低下を伴う心機能障害を明らかにした。また、この心不全モデルは、TNNT2mRNAの導入に

より症状が著明に改善された。これらの結果から、心不全病態がTNNT2の発現低下によることが明らか

となった。

本研究では、TNNT2の定量的ノックダウンにより、心室の拡張機能障害と収縮期および拡張期における運

動速度の低下が誘導され、心不全を発症することを明らかにした。私たちが開発したゼブラフィッシュ心

不全モデルおよび心機能解析法は、TNNT2の分子機能解析だけでなく、TNNT2発現低下に伴う心不全の

病態解明や新しい治療薬スクリーニングにおいて有用であると考えられる。
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心筋梗塞の病因におけるNO合成酵素システムの役割

正人2，下川宏明3，柳原延章4

2内科学，2琉球大学医学部薬理学，

自，4産業医科大学医学部薬理学

尾辻豊'’

3東北大学大学院医

【目的】一酸化窒素(NO)合成酵素(NOS)システムは､神経型(nNOS)､誘導型(iNOS)､内皮型(eNOS》

の3種類のアイソフオームで構成されている。従来、生体内におけるNOSシステムの役割が、L-NAME

やL-NMMAなどの非選択的NOS阻害薬を用いて薬理学的に研究されてきた。しかし、これらのNOS阻

害薬には、様々な非特異的作用が報告されている。事実、我々も、NOS阻害薬の長期投与による血管病

変形成が、実はNOS阻害と無関係の機序で惹起されるという意外な事実を見出した（αγc"ﾉα"on2002,

ATVB2004)。このように、生体内におけるNOSシステムの真の役割は、未だ十分に解明されていない。

この点を検討するために、我々は、NOSシステム完全欠損マウス（トリプルn/i/eNOSs欠損マウス）を世

界に先駆けて開発した(PNAS2005)。本研究では、このマウスにおける心血管系の異常を検討した。

【方法及び結果】トリプルNOSs欠損マウスは幸運にも胎生致死ではなく誕生したが、生存率は野生型マ

ウスに比して著明に低下していた。死因の病理学的検索では、このマウスの実に半数以上が、高度の冠動

脈硬化を伴う自然発症の心筋梗塞で死亡していた。さらに、冠動脈の外膜には肥満細胞の浸潤が認められ、

心筋梗塞の発症における冠スパスムの関与も示唆された。我々の知る限り、このマウスは実験に有用な世

界初の自然発症心筋梗塞マウスモデルである。冠危険因子の検索では、このマウスに、内臓肥満、高血圧、

高脂血症、耐糖能異常、インスリン抵抗性などのメタボリックシンドロームの病態がすべて揃って認めら

れた。重要なことに、このマウスの心血管組織にはレーン・アンジオテンシン系の活性化が認められ、さ

らに､アンジオテンシンII1型受容体(AT,)桔抗薬(ARB)をこのマウスに10ヶ月間長期経口投与すると

上記心血管病と予後はすべて有意に改善した。

【結論】生体内のNOSシステムが破綻すると､自然発症の心筋梗塞が惹起されることを初めて明らかにした．

この機序には、AT,経路の活性化が重要な役割を果たしていることが示唆された（αγc"/α"on2008)。
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タウリントランスポーター遣伝子欠損マウスは心筋細胞萎縮を伴い心

筋症を発症する

○伊藤崇志'，木村康2，

大石昇平2､藤尾慈2，

'兵庫医療大学薬学部2大阪式

魚住頼子2，村岡聡子2

研究科

背景：タウリンは全身に広く分布し、心筋において豊富に存在するアミノ酸である。タウリンの生理作用

は抗酸化細胞内浸透圧調節カルシウムハンドリング，胆汁酸抱合など多岐にわたる。これまでにタウ

リンの種々の心疾患に対する改善効果が報告されているが、タウリンの心筋における病態生理学的意義は

不明である。そこで、我々はタウリンの細胞内輸送を担うタウリントランスポーター(TauT)の遺伝子欠

損マウス(TauTKOマウス）を作製し、組織中タウリン量低下の心筋に及ぼす影響を解析した。

方法:TauTKOマウス心筋の表現型の解析は､心エコー法による心機能解析､組織学的解析､ノーザンブロッ

ト法による心不全マーカー遺伝子の解析により行った。また、遺伝子発現変動の網羅的解析のためDNA

マイクロアレイを用いて解析し、得られたデータはリアルタイムPCR法により確認した。

結果:TauTKOマウスにおいて心筋中タウリンの欠乏が確認された(6.7±2.7(wild)v.s.<0.01(TauTKO)

umol/gwetweight)oTauTKOマウスは野生型マウスに比較して体重，心重量が低く、また、心機能の

解析から心拍出量の低下が認められた(FS%:32.3±3.6vs22.5±2.2)。組織学的検討から、TauTKOマ

ウスの心臓切片において心室壁の非薄化、心室の拡張が見られ、さらに、心筋細胞横断面積の減少が認め

られた(211.2±5.0v.s.153.6±5.2urtf)。また、TauTKO心筋における心不全マーカー遺伝子(ANP,

BNP,5-MHC)の顕著な発現増加が確認された。これらの結果より、タウリン欠乏が心筋細胞萎縮に起因

して心筋症の発症に関わることが示唆された。さらに、DNAマイクロアレイの結果より、TauTKOマウ

スにおいて細胞内浸透圧調節に関わる遺伝子群の発現増加が見られたことから、浸透圧負荷に応答するシ

グナル経路の代償的な活性化が考えられた。

結論：以上より、タウリンは心筋において浸透圧調節物質としての機能から細胞サイズの保持に関わり、

心機能の恒常'性に寄与することが示唆された。
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生体内分子イメージングによる慢性炎症病態の解析

～肥満脂肪組織リモデリングと血栓形成過程～

○西村智，長崎実佳，真鍋一郎江藤

東京大学循環器内科・TSBMl，JSTさきがけ

浩之，永井良三

,慢‘性炎症を背景とする動脈硬化・肥満・メタボリックシンドロームといった病態では、実質細胞の機能異

常のみでなく、間質の免疫・炎症性細胞や血管機能異常が重要であると考えられる。これらの細胞のダイ

ナミクスを生体内で検討するために、我々は、「生体内で細胞をみて、働きを知る」ことのできる「生体内

分子細胞イメージング」を開発し、従来の分子生物学的手法を用いた研究の限界点へアプローチを重ねて

きた。

近年、心血管イベントのリスク要因としてメタボリックシンドロームが注目されている。内臓肥満は‘慢性

炎症に伴い脂肪組織の再構築（リモデリング）と機能異常を引き起こすと考えられている。肥満脂肪組織

では、脂肪細胞の肥大・増殖に加え、各種炎症性細胞や血管内皮細胞を含んでおり、多細胞からなる複雑

病変といえる。

我々は、「生体内分子細胞イメージング」を脂肪組織に適応し、肥満脂肪組織で、脂肪細胞分化・血管新生

が空間的に共存して生ずることを示した(Nishimuraetal,2007Diabetes)。さらに、慢性炎症を基盤とし

て肥満脂肪組織の微小循環において炎症性の細胞動態が生じていることを示した。血管内皮・マクロファー

ジ・血小板の相互の活性化が内臓肥満に伴う慢性炎症を増幅し、肥満脂肪組織のリモデリングと機能異常

に寄与していた(Nishimuraetal,2008JClinInvest)。

さらに、脂肪組織の間質には多くのリンパ球が存在し、肥満に伴いCD8陽‘性T細胞が増加していた。こ

のT細胞はマクロファージの分化・遊走・活性化を促しており、脂肪組織へのマクロファージ浸潤の初期

のトリガーがCD8T細胞の浸潤であることが示された(Nishimuraetal,2009NatureMedicine)。

また､本手法では生体内の単一血小板の細胞動態も明らかとなり、血栓形成過程における単一血小板の動態・

形態変化が示された。血小板機能に異常を来す各種遺伝子改変動物を用いて、「生体内の血小板における遺

伝子機能」が明らかになった。本手法では、血小板・血管内皮・白血球といった各種細胞の体内動態に加

え、血流やずり応力なども同時に評価可能であり、詳細な血栓形成メカニズムの解析が可能になっている

(Nishimuraetal,2009JClinInvestunderminorrevision)。

このように、慢性炎症病態では、複数の細胞種からなる細胞間ネットワークの破綻が本態と考えられ、単

一の臓器や細胞の異常では全てを説明できない。今後、本イメージング手法によって、細胞ネットワーク

の病的破綻の詳細な分子メカニズムが明らかになると思われる。
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マウスウイルス性心筋炎におけるマスト細胞の役割：2系統の

mutantmiceを用いた検討

1．2

松森昭’

医学研究科循環号 内科学，2大津赤十字病院循環器添

【目的】マスト細胞は、細胞内穎粒に多種多様な化学伝達物質、サイトカインを含んでおり、さまざまな炎

症性疾患で大きな役割を果たすことが知られているが、近年、動脈硬化、心疾患におけるマスト細胞の関

与が報告されている。今回我々は、2系統のマスト細胞欠損マウスを用いて、脳心筋炎(EMC)ウイルス

による心筋炎を作製し、心筋炎におけるマスト細胞、SCF(マスト細胞増殖因子)-c-kit(SCF受容体）の

関連について調べた。【方法】2系統のマスト細胞欠損マウス(RW/Ŵ :c-kitreceptor欠損②Sl/Sl":

SCF欠損）とそのWTマウスに対し、EMCウイルスをlOpfu腹腔内接種して心筋炎モデルを作成し、7

日後の心臓の組織学的所見、14日後の生存率を検討した。さらに、これら2系統のマウスに対しそれぞ

れの方法でマスト細胞を再構築させて、同様に心筋炎モデルを作成し、心筋炎組織の評価と、mMCP4,

-5、MMP-9の遺伝子の発現を検討した。マスト細胞の再構築の方法は、w/w''マウスに対しては、その

WTの骨髄細胞をSCF,IL-3存在下に4週間培養し、経静脈的に移植する方法を、Sl/Sl"マウスに対しては

mouserecombinantSCF(30ag/kg/day)を21日間連日皮下投与する方法を利用した。【結果1W/W"、

si/sr'群は、それぞれのWT群に対して、生存率は良好であった。また組織学的評価でも、炎症細胞浸

潤、壊死ともに軽度であった。マスト細胞を再構築させたw/w"、Sl/Sl"群では、その対照群(normal

w/w''、Sl/Sf)に対して、炎症細胞浸潤、壊死ともに悪化を認めた。さらに、mMCP-4,-5,MMP-9の遺伝

子発現は、マスト細胞を再構築させたw/w''群では、その対照群(normalW/W")に対して、有意に上

昇しており、mMCP-4とMMP-9、mMCP-5とMMP-9で相関関係も認められた。

【総括】マウスウイルス性心筋炎において、マスト細胞による線維化のプロセスが、急性期に始まっている

ということが示唆され、マスト細胞活性化抑制や、SCF-c-kitシグナル伝達の制御により心筋炎の治療が

可能となることが示唆された。
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B-I〃と5

救命の連鎖の継続的な改善と院外心停止後の救命率向上～大規模地域

網羅研究ウツタイン大阪プロジェクトより～

○石見拓，川村孝

京都大学保健管理センター

＜背景＞

心疾患による死亡の多くは病院外での突然死であり、日本では､毎年5万人が心臓突然死で亡くなっている。

突然心停止となった方を救命するためには､早期の通報､心肺蘇生､電気ショック､二次救命処置からなる「救

命の連鎖｣が機能することが重要であると古くから言われているが､｢救命の連鎖｣を改善する試みが実際に

院外心停止例の救命率改善に寄与しているか否かは、よく分かっていない。本研究は、病院前救急医療の

改善が院外心停止後の救命に与える効果について検討することを目的とした。

＜方法と結果＞

1998年5月から2006年12月までの間に発生した、院外心停止の連続症例を対象とする前向き・人口ベー

スの観察研究を行った。主要評価項目は、神経学的に良好な状態での1ケ月生存とした。脳機能良好な状

態での生存と関係する要因を評価するため、多変量ロジステイック回帰分析を行った。42873例の蘇生の試

みられた成人院外心停止例のうち、目撃のある心原性心停止8782例を解析対象とした。虚脱（心停止）か

ら119番通報、心肺蘇生開始、最初の電気ショックまでの時間は、それぞれ、中央値(4分位）で4(2-

11)分から2分(1-5)、9(5-13)分から7(3-11)分、19(13-22)分から9(7-12)分へと短

縮していた。目撃のある心原性心室細動からの脳機能良好な状態での1ケ月生存は6％（6/96）から16%

(49/297）へと増加していた(p<0.001)。全ての目撃のある心原性心停止においては、早期の心肺蘇生（真

分経過することに対する多変量調整オッズ比0.89，95%信頼区間0.85-0.93)と早期の気管挿管(1分経過す

ることに対する調整オッズ比0.96,95％信頼区間094-099）が良好な転帰と関係していた。心室細動症例

においては、早期の電気シヨックのみが良好な転帰と関係していた(I分経過することに対する調整オッズ

比0.84,95％信頼区間080-088）

＜結論＞

大規模な人口ベースのコホート研究から、救命の連鎖の改善により、院外心停止からの生存が継続的に増

加することが示された。院外心停止からの救命における早期の二次救命処置の追加効果も示唆された。

本研究により、「救命の連鎖」という従来から指摘されていた、心停止例救命のための救急システム構築の

必要性が客観的に証明されたことで、各地の救急システム改善を促し、院外心停止例の救命率向上に寄与

することが期待される。
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B-777-6

フルクトース飲水負荷誘発インスリン抵抗性モデルラツトにおけるカ

ルシトニン遺伝子関連ベブチド(CGRP)神経枯渇の影響

○細田美穂'，岩田久美子'，座間味義人2，川崎博巳’

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科’臨床薬学，2医薬分子設計与

【目的】

我々は、15%フルクトース溶液を自由飲水させて作製したインスリン抵抗性モデルラット(Fructose

DrinkingRat;FDR)において、血圧上昇とともにカルシトニン遺伝子関連ペプチド(CGRP)含有神経性血

管弛緩反応が減弱していることを明らかにしている。このようにCGRP神経機能の変化がインスリン抵抗

性病態の進行に関与している可能性が示唆されるため、今回、フルクトース負荷ラットにCGRP枯渇物質

であるResiniferatoxin(RTX)処置を行い、インスリン抵抗性病態と血管周囲神経の機能および分布変化

について検討した。

【方法】

5週齢Wister系雄性ラットにRTX(40̂ g/kgi.p.)処置を行い、CGRP枯渇ラットを作製し、6週齢時か

ら15％フルクトール溶液を4週間もしくは10週間自由飲水にて与え、CGRP枯渇インスリン抵抗‘性モデル

ラットを作製した。また、対照として、溶媒投与群、フルクトース負荷溶媒投与群、RTX処置群を作製し、

その間の収縮期血圧、心拍数を測定した。実験終了時に空腹時血糖値及び血清インスリン値を測定した。

実験終了後摘出腸間膜動脈血管床潅流標本を作製し、交感神経'性収縮反応、CGRP神経'性弛緩反応を測定

した。また、摘出腸間膜動脈の血管周囲神経をtyrosinehydroxylase(TH)抗体及び、CGRP抗体を用い

て免疫染色し、各神経分布密度を画像解析ソフトを用いて定量した。

【結果・考察】

フルクトース負荷群およびフルクトース負荷RTX処置群の収縮期血圧はフルクトース負荷4週間から溶媒

投与群に比べて高値を示し、負荷10週間目ではさらに高値を示した。また、フルクトース負荷群およびフ

ルクトース負荷RTX処置群において、正常血糖値と高インスリン血症が見られ、インスリン抵抗'性が確認

された。摘出潅流標本実験では、フルクトース負荷4週間、10週間のいずれの時期においてもRTX処置

群において、交感神経性収縮反応の有意な増大と、CGRP神経性弛緩反応の有意な減弱が見られた。また、

フルクトース負荷群・フルクトース負荷RTX処置群において、TH含有交感神経の分布密度の増加が認め

られた。さらに、フルクトース負荷群においてCGRP含有神経分布の減少が確認された。一方、RTX処置

群ではCGRP神経分布ほぼ消失していた。以上の結果から、CGRP神経機能減弱や喪失は交感神経機能の

冗進を起こし、インスリン抵抗性病態時における交感神経充進に寄与する可能性が示唆される。
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B-/77-7

スタチンの多面的作用発現におけるFGF2の関与

○塩田正之，川本由貴子，泉康雄，中尾隆文，岩尾洋

大阪市大院・医・分子病態薬理

【目的】HMG-CoA還元酵素阻害剤（スタチン）には、コレステロール合成阻害以外に心血管に対して直

接的に作用し、心血管機能を充進させること（多面的作用）が知られている。これらの分子機序としてイ

ソプレノイド産生系の抑制とPISK/Akt経路の活性化、さらにはMARK経路の活性化が知られているが、

PISK/Akt経路やERK経路の活性化メカニズムに関しては依然不明なままである。そこで、スタチンによ

るAkt活性化およびERK活性化に対する塩基性線維芽細胞増殖因子(FGF2)の関与を検討した。

【方法】プラバスタチンは1uMで､FGF2の機能阻害にはFGF2中和抗体(5ug/ml)､FGF受容体(FGFFR1)

の阻害にはSU5402(10uM)を使用した。プラバスタチンが促進する血管内皮細胞(HUVEC)の細胞遊走ミ

脈管形成に対するFGF2の関与はTranswellassay，Matrigelassayにて検討した。FGF受容体、Akt、

ERKの活性化はウエスタンプロットにて評価した。

【結果】FGF2中和抗体はプラバスタチンによる内皮細胞の増殖を優位に抑制した。またFGF2中和抗体は

プラバスタチンが誘発する細胞遊走、脈管形成をコントロールレベルにまで抑制した。プラバスタチン添

加30分以内にFGFR1、Akt，ERKのリン酸化を認めたが、これらAktおよびERKのリン酸化はFGF2

中和抗体、SU5402によって優位に抑制された。さらにFGF2の由来を明らかにするために内皮細胞をヘノ青

リンにて洗浄した後、プラバスタチンを添加したところ、ERK、Aktの活'性化は認めなかった。

【結論】スタチンの血管内皮細胞に対する多面的作用発現にはFGF2が関与していることが明らかになった。

またその際のFGF2は細胞膜表面に貯蔵されたものが関与していることが示唆された。
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DehydroepiandrosteroneasSigma､1receptoragonistamelioratespressureoverload-inducedmy船ardialhy船｢trophyandinjuryin

ovariectomizedrats鵬拙ﾗｯﾄ|輔いてｼﾏ.1郷ｱゴﾆｽﾄdehydroepiandrosterone!鵬献縄#棚ｶﾋ棚鴎鯛蝿,｝

一般No.1
シェニュアリンブイヤン，○福永浩言

東北大学大学院・薬学研究科・薬理学分野

Objective:Dehydroepiandrosterone(DHEA)anditssulfate(DHEAS)arethemostabundant

circulatingneurosteroidssecretedfromtheadrenalcortexandthelevelsdeclinewithadvancing

agebothinmenandwomen・DecreasedDHEAlevelsareassociatedwithendothelialdysfunction

andincreasedcardiovascularmortalityinpostmenopausalwomen.Sigma-1receptorwhichisthe

endoplasmicreticulum(ER)proteinwithtwotransmembranesegmentsregulatesvoltagegatedK*

channelandIPSreceptor(1).However,thepathophysiologicalrelevanceofSigma-1receptorremains

unclearinthecardiacfunctions.WehereinvestigatedtheroleofDHEA,alsoknownasSigma-1receptor

(Sigma-IR)agonist,onpressure-overload(PO)-inducedmyocardialhypertrophyaminjurytodefine

mechanismsunderlyingitscardioprotectiveaction(2).Methods:Wistarratssubjectedtobilateral

ovariectomy(OVX)werefurthertreatedwithabdominalaorticstenosisbetweentherightandleft

renalarteries.DHEA(15and30mg/kg)wasadministeredorallyonceadayfor14daysstartingfrom

2weeksafteraorticbanding.Results:Timecoursestudyindicatedthattheleftventricle(LV)weight:

bodyweight(BW)ratioincreasedtime-dependentlyfrom1to4weeksafterPOwithsignificantinverse

regulationofSigma-IRexpression.TreatmentwiththeSigma-IRagonist,DHEA,significantlyattenuated

PO-inducedmyocardialhypertrophywithincreasedexpressionofSigma-IRintheLV.DHEAalso

attenuatedhypertrophy-inducedimpairedLVenddiastolicpressure,LVdevelopedpressureandLV

contractility(±dp/dt,,,,J.DHEAtreatmentsignificantlyrestoredPO-inducedimpairedeNOSandAkt

activities.Conclusion:Weheredocumented,forthefirsttime,thepotentialroleofSigma-IRexpression

inthehearttoattenuatePO-inducedmyocardialhypertrophyinovariectomizedrats.DHEAtreatment

protectsPO-inducedcardiacinjuryviaupregulationofSigma-IRandstimulationofAkt-eNOSsignaling

inovariectomizedrats.

1.Highlyselectiveareceptorligandselevatedinositol1,4,5-trisphosphateproductioninratcardiac

myocytes・NovakovaMetal.,EurJPharmacol.353:315-327(1998).

2.StimulationofSigma-1receptorsignalingbydehydroepiandrosteroneamelioratespressureoverload-

inducedhypertrophyanddysfunctioninovariectomizedrats.BhuiyanMSandFukunagaK.Expert

OpinionTherTargets13:1-13(2009)
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一綴No.2

ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害薬のデスミン心筋症病態へ

の影響

○三部篤，宮内のり子，

国立成育医療センター研究P

昭人

【目的】

低分子ストレスプロテインB5(HSPB5;別名α-β-クリスタリン）の点変異（アルギニン→グリシンf

R120G)はデスミン心筋症の原因であることが分かっている。この疾患は、細胞内にデスミンおよび

HSPB5を含む不溶性凝集体を形成する特徴を持ち、HSPB5R120Gタンパクを心臓で過剰発現しているト

ランスジェニック(TG)マウスでその病態が再現される。しかし、この疾患の有効な治療法は未だに存在

しない。本研究では、心肥大や心不全の病態進行阻害に有効であるとされているヒストン脱アセチル化酵

素(HDAC)阻害薬のデスミン心筋症への効果を検討した。

【方法】

Invivoデスミン心筋症モデルとして、マウスαミオシン重鎖プロモーターにより心筋特異的にHSPB5

R120Gタンパク質を過剰発現しているTGマウスを用いた。また、invitroモデルとして、新生児ラット心

筋細胞に野生型HSPB5あるいはHSPB5R120Gを含むアデノウイルスベクター(10M.O.I)を加え、それ

ぞれのタンパク質を発現させ､その表現型を解析した。HDAC阻害薬は､invivoモデルではバルプロ酸(100

mg/kgを4週間腹腔内投与)を､およびinvitroモデルではトリコスタチンA(100nMを72時間)を用いた。

【結果および考察】

心臓特異的にHSPB5R120Gを発現させることにより、マウスはデスミン心筋症を発症した。HSPB5

R120Gマウスにバルプロ酸を投与したところ、心筋重量の増大および心筋細胞内の不溶性凝集体量の増加

を認めた。TGマウスと同様に、HSPB5R120Gを発現している心筋細胞にトリコスタチンAを処置する

と､細胞内の不溶性凝集体の増大および細胞生存率の低下が認められた。すなわち、デスミン心筋症病態は、

バルプロ酸やトリコスタチンAなどのHDAC阻害によって悪化することが示唆される。この機序を検討

するため、HDAC6の発現を選択的に低下させるsiRNAを心筋細胞に処置した。その結果、HDAC6の選

択的ノックダウンにより、HSPB5R120G誘発細胞内凝集体の増大と細胞生存率の低下が認められた。

【結論】

これらの知見は、デスミン心筋症病態にHDAC6が関わっていること、およびHDAC6を阻害することに

よりデスミン心筋症病態が悪化することを示唆する。
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受容体結合蛋白質Jablによるエンドセリン受容体の発現レベル調節

機構

○西本新，西屋杉

北海道大学大学院医学研男

聡一

GPCR(Gprotein-coupledreceptor)の細胞内への取り込み､細胞膜への再輸送､蛋白質分解を行うリソソー

ムヘの輸送といった細胞内輸送は、ヘテロ三量体G蛋白質以外のGPCRkinase(GRK)やβ-arrestin等の

GPCR結合蛋白質群(GPCR-interactingproteins:GIPs)によって制御されていると考えられており、実際

に、最近の研究の進歩により50以上の新たなGIPsの存在が明らかになっている。GIPsの大半はGPCRの

カルポキシ末端領域(C-tail)に結合し、GPCRの細胞内輸送や細胞内シグナル伝達を制御しており、その

制御機構の破綻は種々の疾患の発症・進展に関与していると考えられている。GPCRファミリーに属する

エンドセリンA型受容体(ET^R)のレベルの増加は､心不全､高血圧､動脈硬化症等の心血管系疾患の発症・

進展において重要な役割を果たしているが、ET^Rの細胞内輸送を制御するGIPsに関しては現在までのと

ころ、明らかになっていない。そこで我々は、ET.RC-tailと結合する新規蛋白質分子を単離・同定するた

め、酵母ツーハイブリッド法を用いてETaRC-tailをベイトとした成人ヒト心臓cDNAlibraryのスクリー

ニングを行い、10数種類のET,R結合蛋白質を同定した。これらのETaR結合蛋白質の中に細胞周期制御

蛋白質であるp27や黄体形成ホルモン受容体の前駆体と結合し、それらを分解に導き、ユビキチン連結酵

素(ES)の正の制御因子としての機能を持つJabl(Junactivationdomain-bindingprotein1)が含まれてい

た。ET̂ RとJablの結合はGSTpull-downや免疫沈降により確認され、両者は細胞膜近傍で共局在してい

た。JablノックダウンによりETaR発現レベルが上昇し、それに伴ってET-1刺激によるERKリン酸化も

増加した。一方、Jabl過剰発現によりこれらは減少した。Jabl過剰発現下において、蛋白質合成阻害剤で

あるシクロヘキシミド処理後のETaRturnoverの速度やETaRのユビキチン化レベルが増加した。さらに

アゴニストであるET-1でETaRを刺激するとアゴニスト誘導性の蛋白質分解が引き起こされ、ETaRレベ

ルは時間依存的に減少していく一方、ETaRに結合しているJabl量は増加した。またETbRC-tailをベイ

トとした同様のスクリーニングにおいてもETnR結合蛋白質としてJablが同定され、ETaRよりも代謝回

転が速いETbRでは、より多くのJablとの結合が認められ、ユビキチン化レベルが著しく高いことが明ら

かになった。これらの結果よりJablとエンドセリン受容体との結合様式とエンドセリン受容体の蛋白質分

解に強い関連性が認められた。今後、エンドセリン受容体のユビキチン化に関わるユビキチン結合／転移

酵素(E2),ユビキチン連結酵素(ES)の同定を行い、Jablによるエンドセリン受容体蛋白質分解の分子機

構の全容を解明していきたいと考えている。
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カニクイザルを用いたたこつぼ型心筋症モデル作製とβ遮断薬の効果

○泉康雄，塩田正之，中尾隆文，岩尾

大阪市立大学大学院医学研究科分子病態薬理学
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【目的】さまざまな心疾患の終末像である慢性心不全に対してβ受容体遮断薬が有効であるが、その作用機

序については不明な点が多い。本研究では、β受容体遮断薬の薬物反応性がヒトと類似するサルを用いて

心不全モデルを作成し、β受容体遮断薬の作用機序を明らかにすることを試みた。

【方法】3から8才の雄性カニクイザルに対し、イソフルラン吸入麻酔下でエピネフリン10ug/kg/minを

3時間持続静脈内投与し、24時間後に再度、持続投与を行った。2回投与後24時間目に左室駆出率(EF)

を測定し、EFが40%以下のものを心不全モデルとした。心不全カニクイザルに対して、β受容体遮断薬メ

トプロロール0.3mg/kgあるいは生食を静脈内投与し、24時間後に心機能を測定した後、心臓を摘出した．

左心室は基部、中間部および心尖部に分け、組織染色を行った。さらに、基部・心尖部それぞれからRNA

を抽出し、マイクロアレイ法および定量real-timePCR法により、遺伝子発現について検討した。

【成績】エピネフリン2回投与により、左室心尖部の壁運動が他の部位に比べて著しく低下している、いわ

ゆる「たこつぼ型」心不全状態を呈した。メトプロロール投与により、EFは約30%から40%に有意に改

善した。マイクロアレイ法による遺伝子発現では、コントロール群心尖部に比べてとエピネフリン投与群

心尖部における遺伝子発現が2倍以上あるいは05倍以下のものを選び、その中で、基部で同様に変動して

いる遺伝子を除いた結果、約2500もの候補遺伝子が含まれた。基部に比べて心尖部ではエピネフリン投与

によって発現が変動する遺伝子が多いこともわかった。BNPやオステオポンチンなどの心不全関連遺伝子、

リアノジン受容体2などのカルシウムシグナル関連遺伝子、アドレナリン受容体などのアドレナリン関連

遺伝子、アンジオテンシノーゲンやアンジオテンシン受容体などのレニンアンジオテンシン系関連遺伝子、

チトクロームCやミトコンドリア転写因子Aなどのミトコンドリア機能関連遺伝子等の発現変化について

調べた。また、ルクソール・ファースト青染色を用いて心筋障害について調べたところ、エピネフリン群

で認められた心筋障害は、メトプロロール投与にて改善した。

【結論】エピネフリンをサルに投与して心不全モデルを確立した。このエピネフリン心不全モデルは心不全

に対するβ受容体遮断薬療法の薬理機序を明らかにする上で重要なツールとなると考えられる。
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第19回日本循環薬理学会

く要旨集の訂正〉

本学会要旨集に下記の訂正および追記がございます。

お詫びさせていただくとともに、謹んで訂正させていただきます。

･16ページ上方「座長多久和陽先生の肩書についてロ

誤:金沢大学'恒常性制御学(旧第一内科)循環器内科

正:金沢大学大学院医学系研究科血管分子生理学

｡78ページ追記「協賛法人および企業一覧』

日本新薬株式会社


