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研究目的

血管を構築するすべての成分は、循環動態によって生じる血圧および血管張力の作

用を受けるが、通常の状況においては、内皮細胞のみが血流の生み出すずり応力(shear

strcss)に暴露される。しかしながら、血管傷害などにより内皮細胞が脱落すると、血流

面に露出した血管平滑筋はshcarstIcSsに暴露され何らかの作用を受けると考えられる。

一方、経皮的動脈形成術後の再狭窄や動脈バイパス術に用いた自家静脈グラフトの内

膜肥厚においては血管平滑筋の増殖が見られ、内皮細胞傷害に伴う平滑筋細胞の血流

への暴露、および病的状況におけるshcarstressの量的および質的変化が平滑筋細胞の

増殖に影響する事が推測される。

laminarshearstrcss本研究においては、安定した層状のlaminarshcaIstrcssとは異なる

動揺性のoscmatoryshearstIessが、血管平滑筋の増殖にどのように影響するか検討した。

材料・方法

【細胞の採取、培養とsheaIstrcssへの暴露】

最寄りの屠殺場にて、ウシの胸部大動脈を屠殺直後に譲り受け、直ちにＰＢＳ液に浸

演した。縦切開し外膜を剥離、内膜を擦過除去した後、５ｍｍ四方の切片とし、細胞培

養Ⅲにおいて10％ウシ血漿加培養液(DulbccComodificdEaglemcdium,ＤＭＥIVOに浅く浸

漬した。光学顕微鏡にて紡錘形の細胞が遊走、増殖していることを確認した後、大動

脈切片を除去、細胞を継代培養した。この細胞が平滑筋細胞であることは、形態的特

徴およびa-actin抗体反応により確認した。



Ｉ型コラーゲンでコーティングしたsix-wcllplateの各wellにpassage3から６の平滑

筋細胞50万個をsccdingし､０％血漿ＤMEMに24時間おいた後､20％ウシ血漿加ＤＭＥＭ

に代え､LabLinc社製orbitalsllakcrを用いて平均動脈レベルであるl4dyne／cm2のshear

stressに暴露、または静止状態に保った（コントロール群、Odync／cm2)。また、実験

条件により、２０％ウシ血漿加ＤＭＥＭにLY294002(ｌ０Ｕｍｏｌ／エリまたはwortmannin(25

,mol/､を加えた｡

【細胞数測定】

shearstr巳sｓ（Ｏまたは14dyne／cm2）暴露前および暴露後１，３，５日に、各wellの

細胞数をCoulter社製ModclZM自動測定機を用いて測定した。

【３［H］thymidinc取込みの測定】

細胞数が増加した場合、それがＤＮＡ合成の増加によるものかを確かめるため、３［H］

thymidincの取込みを測定した。２０％ウシ血漿加ＤＭＥＭに３［H］thymidineを加え１仏Ｃｉ

／ｍＬとし、shearstress（Ｏまたはl4dyne／cm2）暴露後１，３，５日に、Bcckmaml社

製scintiUationcountcrを用いて。［H］thymidineの取込みを測定した。

【Aktリン酸化の分析】

細胞数の増加に関与する要因としては、細胞増殖の他、ceUsurvivalの促進があげら

れるが､本研究では､ccllsurvivalのpromotorのひとつであるAktの活性を分析した｡shcar

stress(l4dyne／cmz)暴露後の平滑筋細胞における総Aktおよびリン酸化Aktの発現を、

ウェスタンプロット法により分析した。

成績

six-WcUplatcの各wellに５０万個seedingされた平滑筋細胞は、0％血漿ＤMEMにおい

て24時間で平均342,560個まで減少した。２０％ウシ血漿加ＤＭＥＭに代えることにより

再び細胞数は増加したが、shcarstross(14dyne／cm2）暴露群ではコントロール群と比較

して、shearstl巳ｓｓ暴露５日までに平均20.1％多く増加した。また、3［H］thymidineの

取込みも、shearstrcss(l4dync／cmf)暴露群ではコントロール群と比較して、shearstress

暴露５日までに平均33.4%多く増加した。

血管平滑筋を平均動脈レベルである１４dync／cm2shearstressに暴露することより、

暴露後60分をピークとするAktリン酸化の促進が認められた。このshcarstressによる

Aktリン酸化の促進は、LY294002またはwortomanninによって抑制された。
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考案

本研究の結果は、次のように要約される。すなわち、血管平滑筋は、平均動脈レベ

ルの動揺性shcarstlcssに反応して、細胞増殖と３［H］thymidineの取込みを促進させ、

またAktの活性化も促進させた。

shearstrcssが血管平滑筋の増殖を促進させるという本研究の結果は他の研究者たち

の報告と異なるものであった。Sterpctti､Ucbaはいずれも､ShcarStｪCSSは血管平滑筋の

増殖を抑制すると報告している。しかし、彼らが用いたのはlaminarshearstressであり、

本研究におけるoscinatoryshcarstlessとは性状が異なるshcarstressである。異なる性状

のshearstressの影響は、細胞増殖に対して異なるタイプの刺激として作用したと考え

られる。laminarshearstressは安定した層流を反映したモデルであり、oscinatoryshcar

stressのほうがより生理的な血流に近いと思われる。病的状況における血流のモデルと

しては、laminarshcarstrcsSよりもoscillatoryShCarstrcssのほうが適しているであろう。

細胞数の増加は、細胞増殖の促進だけでなくccllSurvivalの促進によってももたらさ

れる。Aktは、血管平滑筋を含むさまざまな種類の細胞においてcellsurvivalを促進し

アポトーシスを抑制することが知られている。本研究ではshearstressが血管平滑筋に

おいてAktの活性化を促進させることを示したが、このことは、shcarstressによる平滑

筋細胞数の増加は、細胞増殖だけでなくcbllsurvivalの促進によっても説明される可能

性を示唆する。

血管平滑筋において、growthfactorなどの刺激に反応してAktが活性化されることが

報告されており、また、gmwthfactorによる細胞増殖の促進がPI3KRAkt系刺激伝達経

路を介することも報告されている。血管平滑筋細胞は､生体内で通常はshearstressに

曝されることはないが、内皮細胞の脱落を伴う動脈損傷によって、平滑筋細胞は動脈

レベルのshcarsh℃ssに暴露されることになる。本研究で示されたshearstrcssによる平

滑筋におけるAktの活性化は、血管損傷後の平滑筋増殖においてPI3K-Akt系が活性化

されることの機序を説明しうる可能性がある。

結語

血管平滑筋は私動揺性血流ずり応力に対して直接反応し、ＤＮＡ合成、細胞増殖およ

びPI3-kinase-Akt系信号伝達経路の活性化を促進する。これらの結果は、血管内皮細胞

の脱落を伴う血管傷害において血管平滑筋が増殖する機序の一因を示唆する。
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(動揺性血流ずり応力は血管平ii3筋細胞の

増殖とAktリン酸化を促進する）

血管平滑筋細胞は、通常、一層の内皮細胞に覆われており、生理的条件では
血流のずり応力、shcarsh造ssにさらされることばない。

しかし､パルーン血管拡張術や何らかの内H蝋鰯といった病的状況においては、

血管平滑筋が血流面に現れ､she画stressによる影響を受けると考えられる。 ￣ 

方、動脈バイパス手術に使用された自家静H､グラフトやパルーン血管拡張術後
の再狭窄病変においては、血管平滑筋の増殖を伴う内膜肥厚観察されるが、 平

瀞筋細胞の数の増加には、細胞増殖とともにアボトーシスの抑制、cCUSuWival

も関与していると推測される。そこで本鰭文では、血管平滑筋細胞の増殖およ

ぴcc1lSUWivalにおいて､Shcar鉋露sがどのように作用を及ぼすかを横射した。
実験の結果、
｡｡ 

● 

(1)l4dyne/CmZのshcmstJ巳ssに暴露された血管平滑筋細胞では、

コントロール群（Ｏｄｙｎｇ/bmz）に比べて平均約２０%多く細胞数が増加した。②
トリチウムロ】ymidinBの取込みも、１４dymcshcarstress群ではコントロール群に
比べて平均約33%多く増加した。



⑥ccIIsuwivalのpmn砲0orのひとつであるAktはＵ血管平滑筋細胞を平均動脈

レベルである14.y】】G/Cm2sllcarsh巴ssに暴露することにより、活性化の促進が見

られた。．

安定した層流ずり応力であるIaminarShBarstz進ssを用いた研究者たちは、shcar

shessは血管平滑筋細胞の増殖を抑制すると報告したが、本研究で用いた

oscillatcIyShCar麺CSSとは異なるタイプのShearsh巳ssであり、本研究で念頭にお

いた病的状況のモデルとしては、oScillatmyshcarstzessのほうが、より実際の血

流に近いと考えられる。

本研究の結果《病的状況における血流のshca『strBssは、血管平滑筋細胞の増

殖を促進させることが明示され、また、shBarsrCssは血管平滑筋細胞における

Aktの活性化も促進させアポトーシスを抑制することが示唆された｡これらは、

末梢勵脈の閉塞性疾患の病態あるいはバイパス術後のクラフト不全の病鰻に対

する研究の発展に貢献するところ犬であると考えられる。なお、論文提出者に

対する論文内容および関連領域に対する質問に対しては、適切、明解な回答が

得られ、学力も十分と判断された。以上より、本審査委員会は、本論文は博士

（医学）に値すると判定した。
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