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論文内容の要旨

[目的]

ω3 系多価不飽和脂肪酸であるエイコサベンタエン酸 (EPA) は抗動脈硬化作用を持つこと、心血管保護作用を持

つことが既に知られている。しかし、その正確な機序はまだ明らかにされてはいない。酸化ストレスや炎症性サイト

カインなどの動脈硬化促進因子は、血管内皮細胞にアポトーシス誘導すること、その結果発生する血管内皮細胞の脱

落が、動脈硬化を進行させることが知られている。本実験は、 EPA が血管内皮細胞をアポトーシスから保護しうるか

どうかについて、また、生存シグナルとして知られているAkt を介するシグナル伝達経路がその機構に関与している

かどうかについて検討した。

[方法]

1. 細胞培養:実験にはヒト瞬帯静脈内皮細胞を用いた。接着の消失による細胞死 (anoikis) はプラスチックチュー

ブを用いた浮遊培養下で検討した。 2. 蛋白発現量の確認:ウエスタン・ブロット法を用いて、 FLICE-inhibitory 

protein (cFLIP) やリン酸化Akt のタンパクの発現を確認した。また、デンシトメーターを用いての発現量の定量を

行った。 3. アポトーシスの測定: Annexin V と propidium iodide でラベルした細胞を用い、フローサイトメータ

一法によりアポトーシスを定量的に測定した。 4. 遺伝子導入:アデノウイルスを用いてAkt、 cFLIP を導入した強

制発現系による実験を行った。

[成績]

EPA は、無血清刺激により低下した抗アポトーシス蛋白 cFLIP の発現を回復させた。この EPA による cFLIP の

発現増加作用は、 PI3 キナーゼの阻害薬である wortmannin によって一部抑制された。また、 EPA は実際に PI3 キ

ナーゼの下流シグナルで、あるAkt の活性化を誘導した。さらに、アデノウイルスを用いてAkt 遺伝子を導入すると

cFLIP の発現が誘導された。このことから、 EPA による cFLIP の発現誘導にはAkt の活性化が一部関与すると考え

られた。 EPA は、無血清刺激によって誘導される血管内皮細胞のアポトーシスを抑制したが、接着の消失によって誘
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導される細胞死 anoikis も抑制した。これに対して、Akt を活性化する IGF-l では anoikis 抑制作用が認められなか

った。 IGF-l は細胞接着下ではAkt の活性化を誘導し、 cFLIP の発現を促進したが、浮遊培養下においてはこれらの

作用が消失した。これに対して、 EPA はAkt の活性化を誘導しなかったが、 cFLIP の発現を促進した。さらに、ア

デノウイルスを用いて cFLIP を強制発現させた血管内皮細胞においては、 anoikis の抑制が確認された。次に、 EPA

によるアポトーシス抑制作用を、ラットより採取した下大動脈を用いた ex VlVO の系で検討した。無血清刺激により

誘導された血管内皮細胞のアポトーシス、及び血管内皮細胞の脱落が、 EPA によって抑制されることが確認された。

[総括]

EPA は、 cFLIP の発現をAkt 依存性及び非依存性に促進することで血管内皮細胞のアポトーシスを抑制し、抗動

脈硬化作用を発揮する可能性があると考えられた。

論文審査の結果の要旨

血管内皮細胞の生存を保つことは、動脈硬化を抑制する上で非常に重要である。血管内皮細胞のアポトーシスを介

した内皮機能の低下は、動脈硬化を促進し、心血管イベントの発生を引き起こす原因になる可能性がある。エイコサ

ペンタエン酸 (EPA) は抗動脈硬化作用および心血管イベント抑制作用を有することが知られているが、その作用機

序は不明である。本研究は、 EPA が、アポトーシスを抑制する内因性の Caspase inhibitor として作用する FLIP

(FLICE-inhibitory protein) の発現を回復することで、内皮細胞の生存を促進することを初めて明らかにした。す

なわち、 EPA は、ヒト瞬帯静脈内皮細胞において、無血清培養下で低下する FLIP の発現レベルを回復すること、接

着の喪失によって誘導されるアポトーシス(Anoikis) を EPA の前処置は抑制すること、また、 EPA がアポトーシス

を抑制する生存シグナルで、あるAkt の活性化を誘導することを明らかにした。また、Akt の上流である PI3 キナーゼ

を活性化する Insulinlike growth factor-l (IGF-l) の刺激においても、同様の FLIP 発現レベルの回復作用と Anoikis

の抑制作用が確認されたが、興味深いことに、既に非接着状態にある内皮細胞においては、 EPA はAkt の活性化を

介さずに FLIP の発現レベルを充進し、Anoikis を抑制した。この効果は IGF-l では見られなかった。以上の結果は、

EPA がAkt 依存性および非依存性に FLIP の発現を允進することで、血管内皮細胞の生存を促進することを初めて示

すものであり、 EPA の持つ抗動脈効果作用機序の理解において新たな知見を提示しており、学位に値するものと認め

る。




