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背景

血 管平滑 筋細胞は通常血管中膜 に存在 し
､ 収縮に よ り血圧 や血 流を制御す る こ と を主機能 とす

る単核細胞 で ある ｡ 骨格筋細胞や心 筋細胞と異なり
､

血管平滑筋細胞は動脈硬 化や 血 管形成術

後 の新生 内膜増殖 な どの 病的状態 で は
､ 高 い 可 塑性 を示す こ とが知 られ て い る

｡
定常状態 に あ

る血 管平滑筋細胞(収縮型平滑筋細胞) に対 し
､

こ れ ら病的状態 にお い て 認お け る平滑筋細胞( 分

泌型平滑筋細胞) は
､

フ ェ ノ タイ プ転換と呼ばれ る劇的な形質転換を示 す こ と で収縮能 を著 しく

低 下させ る-一一方で 高い 運動能
､ 増殖能を獲得 し

､
さ らに蛋 白合成ある い は分泌能 を克進する こ

と で
､

プ ラ
ー

ク の 安定化作用 など血管障害修復過程に 重要な役割を担 っ て い る ｡ しか し ､
一 方

で フ ェ ノ タイ プ転換後 の 平滑筋細胞 の 増殖 は血管壁 に浸潤 した リ ン パ 球
､

マ ク ロ フ ァ
ー ジな ど

の 炎症細胞
､

血管内皮細胞 な どと の 複雑な相互作用 の 結果 ､
プ ラ

ー

ク形成 ･ 新生 内膜増殖をき

た し
､

動脈硬 化や新生 内膜増殖な ど の 血管リ モ デリ ン グ病変 の 進行 の 中心 的存在 で もあ る, ,

同様 に
､
胎児期 の み ならず成 体にお け る血 管ネ ッ ト ワ ー

ク の形成 の 際にも平滑筋細胞 はきわ め

て 重要 で
､ 分泌型平滑筋細胞 は血 管壁 を構築する た め の 豊富な細胞外器質 を高率 に分泌 し

､
血

管 ･ 脈管形成 に寄与する
o

しか しなが ら 一

旦発達 し成熟 した 血管網に お け る平滑筋細胞 は収縮

型 で あり
､ きわめ て低い 増殖能と分泌能 しか 有 しない

｡

平滑筋細胞の フ ェ ノタイプ解析と分子 マ ー

カ
ー

あ る種の 細胞 の 形質の 解析やそ の 細胞 の 同定に際 しては
､
1) そ の 細胞 に特異的な分子 マ

ー カ ー

の

存在と ､ 2) そ の 分子 マ
ー

カ
ー の 発現を認識する特異性 の 高 い 方法

､
の 両者が 不 可欠で ある

｡
平滑

筋細胞 に関 し て は ､
こ れ ま で に

､
分子 マ

ー

カ
ー

と して S M α
･

ア ク チ ン(S M ,-ヽ
1

a Cti n)
､ 一

享F 滑筋型

ミオ シ ン 重鎖(S M
･

M H C) ､ カ ル ポ ニ ン
､

S M 2 2 α
､

A C L P
､

デ ス ミ ン
､

カ ル デ ス モ ン
､

ピ ン キ ュ

リ ン
､

メ タ ビ ン キ ュ リ ン
､ テ ロ キ ン

､
ス ム ー セ リ ン

､
マ イ オ カ ルデ ィ ン な どが 多数 同定

､
報告

され て い る｡ それら の マ
ー

カ
ー

の 発現は平滑筋細胞 の フ ェ ノ タイ プ を反映 して い る ため
､

定常



状態だ け で なく 動脈硬化 ､
血 管障害な ど の病 的状態にお け る平滑 筋細胞 の フ ェ ノ タ イプ 変換 の

解析 ､
あ る い は平滑筋細胞 の 同 定に 用 い られ て きた

｡
し か し

､
こ れ ら の 平滑筋細胞分子 マ

ー カ

ー

を用い て 病的状態にお け る平滑筋細胞自体 の 同定 ､
あ る い は標識 を行 な う こ と に つ い て は

､

マ
ー カ ー

の 特 異性 ､
マ ー カ ー

を認識する方法双 方 の 特異性に問題 が ある
o

S M α - ア ク チ ン は細胞

が 平滑筋細胞 の 形質を獲得 した比較的早期 に発現す る分子 マ ー カ ー と し て 知 られ
､

早期 平滑筋

細胞分子
･ 分化 マ ー カ ー

と し て 用 い られ て い る
o 確か に S M α - ア ク チ ン は成体 ‥

iE 常 の 状態 で

は特異性 が 高 い 分 子 マ ー カ ー で あ り ､
か つ 高感度 で 比 較的 高 い 特 異性 を持 つ 抗 体ク ロ

ー

ン

( 1 A 4
･

S I G M A) が広く販売され 入手 も容易 で あ る こ とか ら
､ 平滑筋細胞 の 分子 マ ー カ ー と し て の

使用頻度が圧倒的に高 い
｡

しか しなが ら ､
心筋細胞ある い は骨格筋細胞で の 発現 ､ 創傷治癒過

程 ､
腫癌細胞

､
血 管リ モ デ リ ン グな どの 状況に おけ る活性化繊維芽細胞 あ る い は血 管内皮細胞

で の 発 現な ど非平滑筋細胞 にお ける発現が多数報告され て お り
､ 定常状態と異 なる病的状態に

お け る S M α - ア ク チ ン の 発現 は必ず しも平滑筋細胞 の 存在 ･ 状態を代表 しな い
｡

し か し
､

他に

s M α
･

ア ク チ ン を しの ぐ特異性
､
利便性 をも つ マ ー

カ
ー が 存在 しない こ ととも あ い ま っ て

､
実際

には動脈硬 化 ､ 新生 内膜形成 ､
あ る い は血管

･ 脈管新生 な ど病的状態 の 平滑筋細胞 フ ェ ノ タ イ

プ解析や平滑筋細胞自体 の 同定 の 際にも S M α
- ア クチ ン が汎用 され て い る の が実情で あ る

o

一 方
､ 平滑筋型 ミオ シ ン 重鎮(S M

･

M E C) は現在 h - カ ル デ ス モ ン と並 ん で最も特異性 の 高い 平滑

筋細胞 の 分子 マ ー カ ー と考 えられ て い る
｡
S M

･

M H C に は C 末端構造 の 異なる オ ル タナ テ ィ ブ ･

ス プ ライ シ ン グ産物 で ある 2 つ の ア イ ソ フ ォ
ー ム S M l( 2 0 4 k D a) ､

S M l(2 0 0 k D a) が存在 し
､

そ

れ ぞ れ さ らに N 末端 の 異 なる 2 つ の ア イ ソ フ ォ
ー ム を 有 し て い る(S M I A

,
S M I B

,
S M 2 A

,

s M 2 B) 0
S M - M H C は収縮蛋 白で あるが

､ 非筋肉型 ミオ シ ン 重鎖( n o n m u s cl e M H C : N M M H C)

と し て N M M H C I A
,
B が あ る｡ そ の うち N M M H C

-

B は胎児期 ある い は分化度 の低 い 平滑筋に発

現す る S M e m b と同一 で あ り 非平滑筋細胞 で も発 現す る
｡

し か し
､ 特 異性 が 高い と され る

S M - M H C に も非平滑筋細胞 で の 発現 に関す る報告が複数存在する ｡
し か しなが ら そ の原 因は

S M - M H C の 検出方法 の 問題 と考え られ て い る｡
つ ま り ､ それ ら の 報告 で も用 い られ ､

こ れ ま で

販売され 入 手可能 であ っ た抗 S M M H C 抗体は N M M H C と交叉 反応 を認 め る こ とが わか っ て お

り ､ そ の 特異性は決 し て 高い とは い え ない
｡

以 上 の よう に平滑筋細胞 の フ ェ ノ タイ プ解析 ､
ある い は そ の 動向 の 追跡 の 際 の 平滑筋細胞 の 同

定に あた っ て は
､

こ れ ま で そ の 検 出特異性 に関す る議論が絶えず繰 り返 され て きた
｡

内膜増殖あるい はプラ
ー ク形成時における平滑筋細胞の 動向とその起源

動脈硬 化にお ける プ ラ
ー

ク
､

ある い は増殖 した新生内膜に存在する平滑筋細胞は
､

こ れ ま で
､

R o s s ら あ る い は S c b w a rt z ら の報告な どか ら
､ 局所 の 中膜 由来の 平滑筋細胞が炎症細胞浸潤な

どの 周 囲環境 か ら の 刺激 を受け
､

フ ェ ノ タ イ プ転換 を行な い なが ら新生 内膜 ある い はプ ラ
ー ク

内に進入 し増殖す る と考え られ て きた
｡

しか しなが ら､ 近年 にな っ て
､ それ ら の 細胞 の 少 なく

とも 一

部は骨髄由来細胞由来で あるとす る新たな仮説 を裏付 ける報告が相次 い で い る
｡

そ の 最

初 の 画期的 な報告 と して
､

S a t a ら は放射線照射に よ り骨髄 を十分破壊 した野 生 型 マ ウ ス に
､

L a c Z( または G F P) をす べ て の 細胞に発現す る遺伝子操作 マ ウ ス で あ る R O S A 2 6 マ ウ ス( ま たは

G F P マ ウ ス) の 骨髄 を移植 し た骨髄 キメ ラ マ ウ ス( B M T R O S A 2 6
→

W T あ る い は B M T G F P~-
･

W T) を用

い て 血管障害 モ デル を作成 し
､ そ の 増殖 した 内膜を観察 した と こ ろ

､
L a c Z ( また は G F P) の 発
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現 を認 めた o それ ら の 陽性細胞が 同時に S M α
･

ア ク チ ン を共発現する こ と を示 し
､

血管障害後

の リ モ デリ ン グ に際 し､ 骨髄由来細胞が少なく とも平滑筋
"

様
"

細胞 に ま で 分化す る こ とを証

明 した
｡

そ の 後 ､ 他 の 動物種 で も ､ また他 の 手法 を用い た研究 で も同様 の報告 がなされ ､
い ま

や骨髄由 来細胞 は ､ 細胞融合 の 可能性 は否定 で き な い もの の
､

血 管リ モ デリ ン グ時にお け る平

滑筋細胞 の 起源 の 少なく と も
一

部と して 確立 し つ つ あ る
｡

し か し な が ら ､
上記に述 べ た ように

､

こ れ ら の 報告 の ほ とん どが S M α
-

ア ク チ ン を用 い て お り
､

非平滑筋細胞 で の 発 現の 可 能性 は否

定 で きない 上 に ､ 特異性 の 高い分子 マ
ー

カ
ー

S M
･

M H C な どの 発現は ほと ん ど検討され て お らず
､

また
､

一

部検討され て い て もそ の 検出法 の 特異性に 問題が あ る｡ ま と める と ､
こ れ ら の 報告 に

より病変部に動員され た骨髄由来細胞 は
､

少 なく と も
一

部の 平滑筋細胞形質 を発現す る段階 ま

で 分化す る こ とは証明され たが
､ そ れ ら の 細胞 が明確 な平滑筋細胞 で あ る か に つ い て は 依然明

らか で な い
｡

本研究 の 主た る 目的は
､

病 的状況
､

生理的状況 にお い て 動員され る分泌型平滑筋細胞 の 起源 を

検討する こ と で あ る
｡

本研究 にお い て ､ 我 々 はまず S M M H C の 転写調節遺伝子 座に L a c Z 遺伝

子 を挿入 し た遺伝子 改変 マ ウ ス を作製 し､ さらに S M - M H C の う ち S M l に特異的に反応す る新

た な抗 S M l 抗体を作製 した ｡ そ の 両者 を用 い て
､

血 管障害後 の 新生 内膜増殖 モ デ ル
､

血管新生

モ デル にお ける高分化平滑筋細胞 に対する骨髄細胞 の 寄与を検討 した
｡

方法と結果

S M
･

M E C 遺伝子 の 転写調節領域 内の e x o n 2 に対 し L a cZ 遺伝子 を挿入 した遺伝子 改変 マ ウ ス を

作製 し
､

そ の - テ ロ マ ウ ス にお け る(S M
･

M H C + /. L a c Z マ ウ ス) 胎児 ､ 成体臓器 を Ⅹ g a l 染色 に て 評

価 し た と こ ろ
､

L a c Z 遺伝子 発現は 血管平滑筋細胞､ 内臓平滑筋細胞に限局 して い た
｡ さら に新

た に作製 した S M l の C 末端 に対 し特異的に反応す る S M l 抗体 によ る免疫染色 を行な っ て Ⅹ g a l

染色と の 対比 を行な っ た と こ ろ S M M H C 陽性細胞 は L a c Z 発現細胞と ほ ぼ完全に一致 し て お り ､

抗体 の 遺伝子 改変 の 成功と ､ 高い 特異性 を示 し て い た｡ さらに ､
S M ･ M H C 十/ 七 a c Z マ ウ ス を用 い て

ガ イ ド ワ イ ヤ -

を用い て 大腿動脈 に対す る血管障害後 内膜増殖 モ デ ル にお い て 同様 の検討 を行

な っ た と こ ろ
､ 新生 内膜 内でも L a c Z すなわ ち S M I

M H C の 発現が観察され た
c

こ の こ とは双 方

の 特異性 が正 常臓器 にお い て の み ならず
､

病的状態で も維持 され る こ と を示 して い た
｡

そ の 一

方で
､

S M α ア クチ ン の発現は
､

内膜
､ 中膜の みならず外膜側 にも認 められ

､ 非平滑筋細胞 で の

発現が示 唆され た
｡
続い て

､
S M

-

M H C + /･ L a c Z マ ウ ス の 骨髄細胞 で骨髄 を置換 した骨髄 キ メ ラ マ ウ

ス( B M T S M ~ M H C +/- L a c Z
→

W T) に対 し ワ イ ヤ
ー

障害を行 い
､ 増殖 した新生内膜内 の L a c Z 発現を検討 し

た
｡

S M - M H C は高分化平滑筋細胞 で 発現する ため
､ 慢性期にな っ て初 め て 発現す る可能性 が あ

っ た
｡ そ の た め観 察期 間を 決定す る 目的 で

､ 障害され た 野生型 マ ウ ス の 大腿 動脈 に お け る

S M - M H C の m R N A 発現を時間経過 に従い 検討 した
｡
S M M H C の 発現は障害か ら ほぼ 5 週か ら

8 週 に発現 の ピ ー

ク を認め
､

そ の後次第に低下 した
｡ それ に対 し S M α- ア ク チ ン 発現 の ピ ー

ク

は より早 期( 3 週 後) に認 められ た
｡

こ の結果か ら､ 骨髄キメ ラ マ ウ ス( B M T S M ･ M II C ･ /- L a cZ
-

W T) に対

する血管障害後 4
､ 1 2

､
1 6 週 後に検体 を採取 し

､ 慢性期 と して 3 0 週後 に観察を行な っ た
｡ 請

細に検討 を行な っ た結果 ､
内膜内に L a c Z の発現は ま っ たく認 め られなか っ た

｡ それ に対 し
､

血

3



管新生 ･ 脈管新生 の モ デル で あ る下肢虚 血 モ デ ル を 同 マ ウ ス( B M T S M ~ M H C ' /~ L a c Z → W T) に作製 し
､

4

週 間後 に観察 し た と こ ろ
､
虚血 下肢内 に認 め られ る新生 血管壁細胞 の 一 部に L a c Z の 発現 を認 め

た
｡ 同様 に

､ 創傷治癒 モ デ ル ある い は肝臓部分切除後 の 血 管新生 に お い て も
､

新生 血管 の 一部

に 骨髄由来高分化型平滑筋細胞 を意味す る L a c Z 陽性細胞 を認 めた
｡ 次に 骨髄 由来細胞 の 高分化

型平滑筋細胞 - の 潜在的分化能力 を評価す る目的 で
､
S M M H C + /- L a c Z マ ウ ス 骨髄細胞 中の 単核球

を分離 しP D G F
-

B B 存在下に培養 した ｡ 1 4 日間培養後 にⅩ g al 染色を行な っ た と こ ろ
､ 約 1 0

1

3 0 %

の細胞に L a c Z の 発現が認 められた ｡ L a c Z 発現頻度は抗体に より認識 された S M l 発現頻度 と一

致 して い た｡ さ らに
､ 長期間(2 8 日間) 培養 した骨髄単核球は S M

- M H C 遺伝子 の うち S M l の み

の 発現 を若干なが ら認 めた
｡

考案と結語

我 々 の 検討 で は ､ 骨髄(単核球)細胞 の 少なく とも
一

部 は高分化型平滑筋細胞 へ の 分化能力 を有 し

て お り ､ 平滑筋細胞 が フ ェ ノ タイ プ転換 を行な い なが ら寄与す る新生 内膜増殖 ある い は血 管 ･

脈管新生 の 局面 で は ､ どちら にお い て も骨髄細胞 は動員 され る が高分化型平滑筋細胞 に分化す

る の は ､ より 生理 的状態に 近 い 血 管 ･ 脈管新生 の 場合 の み で
､ 新生内膜増殖 の 際 には高分化型

平滑筋細胞 にま で 分化す る こ とは ない こ とが 示 され た ｡ 新生内膜内形成時 と血 管 ･ 脈管形成時

の 骨髄由来細胞 の 平滑筋細胞 と し て の 分化度 の 違 い に つ い て は今後 の 検討 を要す るが
､ そ の 原

因と し て
､ 炎症 の 強弱な どの 周囲環境 の 差が関与 し て い る可 能性が 考え られ る ｡ 本研究 は骨髄

由来細胞 の 血管リ モ デリ ン グ - の 寄与を特異性 の 高 い S M
-

M H C を用い て検討 した初め て の 報

告で ある
｡

こ れ ま で の 同様 の 研究 で は ほ とん どの 場合 S M α ア クチ ン が平滑筋細胞 の 分化 マ
ー

カ

ー

と し て 用 い られ て い たが
､ 本研究 で は 1 ) 分子 マ ー カ ー と して S M - M H C を用 い た

､
2 ) 遺

伝子 を ノ ッ ク ダウ ン しない で レ ポ ー タ ー 遺伝子 をプ ロ モ
ー タ ー 領域な ど に ノ ッ クイ ン し た い わ

ゆ る トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 比 し て L a c Z 遺伝 子 の 非 特異 的発現 が 少 な い と さ れ る

S M - M H C ノ ッ ク ア ウ ト ･ L a c Z ノ ッ クイ ン マ ウ ス を用 い た
､

3 ) こ れ ま で使用され て い た抗体

に比 し て 非常 に特異性な抗体を用 い た
､ な ど の 理由 に より

､ 実験系自体 の 特異性 を高め る こ と

に成功 した
｡ もちろん こ の - テ ロ マ ウ ス(S M

･

M H C ' /･ L a c Z マ ウ ス) にお け る S M M H C の 発現は野

生型と比 較 した場合 ､
正常臓器 で も ､ 新生内膜 にお い て も明らか に低~

下し て お り ､
こ れ が原因

で 骨髄由来分化型 平滑筋細胞 の 検出感度が低 下する 可能性 は否定 できな い
｡. そ の 意味で 本研究

の 結果 を検討す る際には十分な考慮が必 要で ある
｡

今回我 々 は少 なく とも骨髄単核球分画 が高分化型平滑筋細胞 にま で分化 しうる こ とを示 した が
､

骨髄細胞中 の どの ような細胞が平滑筋細胞 に分化 し得 る の か
､

ある い は骨髄細胞由来 の 平滑筋

細胞と中膜 由来の 平滑筋細胞 に何 らか の相違が あるか
､

な どさらに詳細な検討 を行なう こ と で
､

動脈硬化な ど血管リ モ デリ ン グの 病態解明に寄与 でき る可能性 が あ る0
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