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論文内容の要旨

【目的】 Fas は TNF-α 受容体ファミリーに属する I 型膜蛋白質で、 Fas リガンド (FasL) が結合してアポトーシス

を誘導する。 Fas は、心血管系の細胞を含むほとんど全ての細胞に発現するが、 FasL は主に免疫系の細胞に発現す

る。しかし、その後、 FasL が網膜や皐丸などで発現し、免疫系からの隔離 (immune privilege) に関与することや、

心筋や血管内皮にもある程度発現することが明らかにされている。ところで、血管内皮は血管の恒常性に重要な役割

を果たすため、アポトーシスを介した内皮細胞の消失は、動脈硬化や炎症を惹起することが予想される。しかし、重

要なことに、正常では内皮細胞が Fas を介したアポトーシスに対して非常に抵抗性を示すことが知られている。また、

最近、 Fas が圧負荷に対する代償性心肥大の機構に関与することなど、アポトーシス以外の生理作用を有する可能性

が報告されている。本研究は、血管内皮において Fas が血管内皮においてアポトーシス以外の生理作用、特に、内皮

機能の中心を担う一酸化窒素 (NO) の産生機構に関与する可能性を検討することを目的とした。

【方法ならびに結果】

1. 内皮細胞は、ヒト瞬帯静脈内皮細胞 (HUVEC) を用い、アポトーシスの検出は、抗 ANNEXIN V抗体を使

用したフローサイトメータ一法を用いた。リコンビナント FasL は、 Fas 感受性細胞である Jurkatt T 細胞に

アポトーシスを誘導したが、以前の報告と同様、 HUVEC に対してはアポトーシスを誘導しなかった。しかし、

FasL は、 HUVEC において内皮型一酸化窒素合成酵素 (eNOS) の発現を促進した (Western blot 法)。重要

なことに、Akt の上流シグナル phosphatidylinositol 3-kinase に対する inhibitor 存在下では、 FasL による

eNOS の発現促進作用は消失し、アポトーシスが誘導された。この結果は、用いた HUVEC に内在するアポト

ーシス機構が正常に機能すること、 PI3 キナーゼ/Akt 系が内皮細胞における Fas を介した生理作用を決定する

上で重要な役割を果たす可能性を示す。実際、Akt の活性化を示すリン酸化が FasL 作用後 5 -60 分の一過性

に誘導された。また、マウスの大動脈を用いた器官培養系において、アゴニスト作用を有する抗 Fas 抗体 Jo2

がAkt のリン酸化を血管内皮に誘導した (ABC 法を用いた免疫組織染色)ことから、 in vivo の血管内皮にお

いても Fas を介したAkt の活性化が誘導されることが推察された。



2. eNOS は血圧の調節機構に重要な役割を持つため、次に Fas 欠損マウス (IpJ.うと野生型マウスにおける血圧

を動脈内にカテーテルを挿入して比較したところ、 IpJ.' が野生型に比し若干高血圧であることが明らかになっ

た。さらに、 NO 合成阻害薬 NG-nitro・L-arginine (L-N泊四) (5 mg/kg/day) を 6 週間飲水から投与するこ

とによって内因性の NO 産生を慢性的に抑制すると、野生型マウスの血圧は大きく上昇したが、 IpJ.' では血圧

のさらなる上昇が認められなかった。

3. IpJ.' の血圧上昇のメカニズムをさらに検討する目的で、両群マウスから摘出した大動脈標本を用いて血管の収

縮や拡張反応性を比較した。その結果、 phenylephrine に対する収縮反応性に差はなかったが、 NO の産生を

示す acetylcholine による内皮依存性血管拡張反応が、 IpJ.' では野生型マウスに比べ有意に減弱することが明ら

かになった。これらの結果より、 m VIVO において Fas の活性低下によって eNOS を介した NO の産生が実際

に低下することが推察された。

[総括】

本研究は、内皮細胞において Fas の活性化がアポトーシス以外の生理作用、すなわち、 eNOS の発現を生存シグナ

ルAkt 依存性に誘導することを初めて明らかにした。また、 Fas 欠損マウスを用いることによって、 in vivo におい

ても Fas が eNOS の発現を調節することによって、血管の内皮依存性拡張反応性、さらには、血圧の調節機構にも関

与する可能性を示した。 eNOS は、血圧の調節だけでなく、動脈硬化、血管新生などの病態に関与することから、本

研究により、 Fas がこれらの病態における新しい治療ターゲットになる可能性があると推察される。

論文審査の結果の要旨

Fas は Fas リガンドと結合することにより細胞にアポトーシスを引き起こし、細胞死を誘導する I 型膜蛋白質であ

る。しかし、近年の研究で Fas にはアポトーシスと無関係な生物学的作用があることが報告されている。今回竹村幸

宏は Fas のアポトーシスと無関係な作用として以下のことを報告した。血管内皮細胞において Fas が Fas リガンド

と結合したシグナルがアポトーシスを誘導することなく、生存シグナルであるAkt の活性化を誘導し、内皮型一酸化

窒素合成酵素の発現を上昇させる。しかし、Akt の上流シグナルであるフオスフアチジルイノシトール 3 リン酸の阻

害薬の存在下では、内皮細胞は Fas リガンドによって内皮型ー酸化窒素合成酵素の発現を上昇ではなくアポトーシス

を起こす。このことにより、 Fas のシグナルによる内皮型一酸化窒素合成酵素の発現を上昇はAkt依存性であること

が示された。また、血管内皮細胞機能の低下によって生体に生じる変化と、しては血圧の上昇があるが、生体において

は細胞表面で Fas の発現が減少しているマウス(lpr マウス)では、野生型マウスに比べ、血圧の上昇が見られた。

さらに、一酸化窒素合成酵素阻害薬である NG-nitro・L-arginine による長期間の一酸化窒素合成酵素の阻害により野

生型マウスの血圧は大きく上昇したが、 lpr マウスでは上昇が見られなかった。さらに、アセチルコリンによる大動

脈輪の内皮依存性の弛緩反応が、 lpr マウスでは野生型のマウスに比べ減少していた。これらの事実より竹村幸宏は

内皮細胞において Fas の活性化がアポトーシス以外の生理作用、すなわち、 eNOS の発現を生存シグナルAkt 依存性

に誘導することを初めて明らかにした。また、 Fas 欠損マウスを用いることによって、 in vivo においても Fas が eNOS

の発現を調節することによって、血管の内皮依存性拡張反応性、さらには、血圧の調節機構にも関与する可能性を示

した。 eNOS は、血圧の調節だけでなく、動脈硬化、血管新生などの病態に関与することから、本研究により、将来

的に Fas がこれらの病態における新しい治療ターゲットになる可能性があることを示し、この論文の内容は学位に値

すると考える。




