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論文内容の要旨

【背景と目的】

アポトーシスは、生体にとって不要になった細胞を取り除くための生理機構であるが、血管系においてもその恒常

性維持に重要な役割を果たしている。しかし、注目すべきことに、酸化 LDL などの動脈硬化促進因子は内皮細胞に

アポトーシスを誘導し、エストロゲンなどの抗動脈硬化因子は内皮細胞のアポトーシスを抑制することが報告されて

いるo したがって、内皮細胞のアポトーシスは動脈硬化の発症機構に関与する可能性がある。逆に言えば、動脈硬化

促進因子による内皮細胞のアポトーシスを抑制することができれば動脈硬化の発症を予防できる可能性があると考え

られるo しかし、内皮細胞におけるアポトーシス調節機構は未だ明らかではな L 、。本研究は、血管系における内皮細

胞のアポトーシス調節機構を明らかにする目的で、血管平滑筋細胞が内皮細胞のアポトーシス誘導機構に対してどの

ような役割を果たすかを検討した。

【方法】

内皮細胞と血管平滑筋細胞は各々の単独培養および細胞間接触を持たない共存培養を行った。 NO 産生は培養液中

の N02 を Griess 法を用いて測定した。アポトーシスは APO-BRDU™ kit を用いフローサイトメトリー法で測定し

た。免疫組織染色には ABC 法を用いた。アポトーシス抑制蛋白 Bcl- 2 およびアポトーシス促進蛋白 Bax は FITC

ラベルした抗 Bc1-2抗体および抗 Bax 抗体を用いてフローサイトメトリー法で測定した。内皮細胞への bcl-2 cDNA 

の導入は electroporation 法を用いた。

【結果】

1 )大量の NO は内皮細胞にアポトーシスを誘導した。この NO によるアポトーシスの誘導は内皮細胞特異的増殖

因子 vascular endothelial growth factor (VEGF) によって一部抑制された。

2 )内皮細胞における Bcl- 2 蛋白の発現は NO によって低下したが、 VEGF は NO による Bcl- 2 蛋白の低下を一部

回復させた。一方、 Bax 蛋白の発現は NO によって上昇したが VEGF はこの NO による Bax の発現レベルの

上昇を一部抑制した。

3 )次に、血管平滑筋細胞を共存培養すると、興味深いことに内皮細胞における NO による Bc1- 2 の発現低下やア

ポトーシスの誘導が完全に抑制された。また、これらの血管平滑筋細胞による抗アポトーシス効果は VEGF に

対する中和抗体により一部解除された。
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4) さらに、内皮細胞に bcl-2を強制発現させると大量の NO によるアポトーシスの誘導が抑制された。

【総括】

本研究は、内皮細胞の抗アポトーシス機構における血管平滑筋細胞の重要性を明らかにした。すなわち、血管平滑

筋細胞が可溶性因子を介して近傍の内皮細胞における抗アポトーシス蛋白である Bcl- 2 レベルを維持すること、ま

たこの結果、内皮細胞が NO を介したアポトーシスに対して抵抗性を獲得すること、さらに、可溶性因子のーっと

して VEGF が関与することを明らかにした。最近、不安定プラークにおいては脂質の沈着やマクロファージなどの

炎症細胞浸潤のほか血管平滑筋細胞の数が減少していることが明らかにされていることから、これらのプラークにお

いては内皮細胞が NO を介したアポトーシスに対して感受性が充進していることが推察される。したがって本研究

は、プラークの不安定化の機序を考える上で重要な知見を与えると考える o

論文審査の結果の要旨

本研究は、内皮細胞の抗アポトーシス機構における血管平滑筋細胞の重要性を明らかにしたものである。すなわち、

血管平滑筋細胞は可溶性因子を介して近傍の内皮細胞における抗アポトーシス蛋白 Bcl- 2 レベルを維持することに

よって NO を介したアポトーシスに対して抵抗性を獲得させること、さらに、可溶性因子のーっとして VEGF が関

与することを明らかにしている。心筋梗塞などの心血管イベントの発症機構は未だ明らかではないが、最近、心血管

イベントを発症したプラークにおいては脂質の沈着やマクロファージなどの炎症細胞浸潤のほか血管平滑筋細胞の数

が減少していること、さらに、酸化ストレスや NO などのフリーラジカルが過剰に産生されていることが報告され

ているo 本研究は、血管平滑筋細胞の数が減少しているプラークにおいては内皮細胞における抗アポトーシス蛋白 B

cl-2 レベルが低下し、さまざまなアポトーシス誘導機構に対して内皮細胞の感受性が充進している可能性を示して

おり、心血管イベント発症の機序を考える上で重要な知見を与えると考えられる。
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