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論文内容の要旨

(目的)

動脈硬化の本質は，血管平滑筋細胞 (SMC) の増殖，遊走及び表現型変化にあり，その過程において血小板由来

増殖因子 (PDGF) が重要な役割を演じていることはすでに知られている。 PDGF は増殖因子であると同時に遊走

因子であり，アクチンフィラメント (AF) の再編成を惹起する。 fibroblast では， phorbol ester 処理により AF

の再編成に伴って細胞接着性に変化が生じることを確認しており，細胞骨格構築と細胞接着に密接な関連があると考

えられる。

本研究は， PDGF による SMC 接着性の変化を検討しその生物学的意義を明らかにすることを目的とする。

(方法及び成績〉

使用した細胞は，ラット肺動脈平滑筋細胞株(PAC- 1 )であり， 10% FCS を含む DMEM にて継代培養を行なっ

たり 各アッセイ前に，細胞を0.2% FCS 条件下培養した。低 FCS 条件下では， PAC-1 細胞は，分化型となり，

α-アクチンの発現が促進される。

まず， PAC-1 細胞の PDGF 反応性を検討した。 PAC- 1 細胞を o -10ng/ml PDGF (human recombinant 

PDGF-BB) 存在下， 3 日間培養し細胞数を計測した。 PAC-1 細胞は PDGF 濃度依存性に増殖しまた総アク

チン中の α 幽アクチン量は， PDGF 濃度依存性に減少した。

PDGF は， PDGF 受容体が有するチロシンキナーゼ (TK) 活性を介して細胞増殖を促進することが既に知られ

ている。そこで， TK 阻害剤，ハービマイシン A (HM-A) を用いて， PDGF 反応性への阻害効果を検討した。

PDGF (10ng/ml)存否下， 0 -1μg/ml HM-A 条件下にて，細胞を， 3 日間培養し細胞数を計測した。そ

の結果， HM-A は， PDGF 濃度依存性増殖を抑制することが明らかになった。この時， PDGF による α-アクチン

の発現低下は， HM-A により抑制された。次に PDGF 依存性チロシンリン酸化反応に対する HM-A の阻害効果

を，抗ホスホチロシン抗体を用いた Western blotting 法により検討した。 HM-A 非存在下， SDS-PAGE 上約180

kDa の分子量を有する蛋白質が PDGF 依存性にチロシンリン酸化されるが，そのリン酸化は， HM-A により阻害

円
。



された。

PDGF は，遊走因子として AF の再編成を惹起することが既に報告されている。 PAC-1 細胞においても PDGF

処理によりストレスファイパーが崩壊することが，ローダミン標識ファロイジンを用いた蛍光染色にて確認された。

PDGF による AF の再編成は， HM-A 及び他の TK 阻害剤ゲニスタインにより抑制された。

ストレスファイバーの終着部は，細胞と細胞外マトリックスの接着部であることから， PDGF による AF の再編

成に伴うインテグリンの局在変化を，抗インテグリン α5 ﾟ 1 抗体を用いた蛍光抗体染色にて検討した。 PDGF 処

理前，細胞表面に均一に局在したインテグリンは，処理15分後，細胞の中心部に集積しその後不均一な局在を示す

ようになった。

次にファイフ守口ネクチン (FN) への PAC- 1 細胞の接着性に対する PDGF の影響を検討した。 FN をコートし

た培養皿に o -40ng/ml PDGF 存在下，浮遊細胞を15分間静置し接着した細胞数を計測した。その結果 PDGF

により，有意に細胞の FN への接着が低下することが明らかになった。

FN コート及び非コート培養皿に PAC-1 細胞を培養し両者の PDGF による脱分化に対する反応性を総アクチ

ン中の α ーアクチンの量を検討することにより比較した。培養皿を FN コートすることで，インテグリン， FN 栢互

作用を強化することにより， PDGF による α-アクチンの発現低下は，抑制された。逆に培養液中にインテグリン，

FN 相互作用を減弱させる，オリゴペプチド GRGDSP 或いは抗インテグリン α5βl 抗体を添加することにより，

PDGF 処理と同様に α-アクチンの発現低下を認めた。

(総括)

PDGF は TK 活性を介して AF の再編成を惹起する。この過程で， SMC の FN への接着性が低下しそれによっ

て， SMC の脱分化が促進される o PDGF の情報伝達系に，インテグリンが関与している可能性が示唆されたロま

た，これらの知見は，動脈硬化における SMC の遊走と脱分化を同時に説明しうる， PDGF の作用機序のモデルと

考えている。

論文審査の結果の要旨

血小板由来増殖因子を介する'情報伝達系の研究は， ras , PLC 等の蛋白質を中心として行われてきたが，それらの

down stream に存在する具体的な target は不明である。本研究は，平滑筋細胞の血小板由来増殖因子に対する反

応性を培養平滑筋細胞株 (PAC- 1) を用いて細胞接着性の観点から解析したものである。その結果，血小板由来増

殖因子刺激により 1 )受容体チロシンキナーゼが活性化され，細胞の形態変化が生じること， 2) 細胞接着性が低下

すること， 3) 細胞接着性低下は，平滑筋細胞遊走のイニシエーションであると同時に，脱分化を促進することにあ

る，という知見を得た。培養平滑筋細胞株を用いており，正確な意味での平滑筋細胞の形質を反映しないという欠点

はあるものの，得られた知見は動脈硬化における平滑筋細胞形質転換のー側面を把握したものである。

以上の理由により本研究は，学位に値するものと考えられる。
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