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【背景】

レチ ノイ ドは天然 ある い は 合成 の どタ ミ ン A 類似化 合物で ､ 白 血病治療 の ほ か ガ ン

の 治療や 予防薬 と して 研 究され て い る ｡ そ の 生物学的効果 は レチ ノイ ド受容体 で あ る

レチ ノ イ ン 酸受容体 ( R A R) と レチ ノイ ン X 受容 体( R X R) によ っ て 仲介され る ｡ R A R

ば all-tl
-

a n s レチ ノイ ン酸 (A T R A ) と 9 - cis - レチ ノイ ン酸 (9 - ci s- R A ) , R X R は 9 -

cis l む1 と結合 し こ れ ら の レセ プタ
ー

は 両者 と も α
, β ､ γ の アイ ソ フ ォ

ー

ム を も つ
｡

血管平滑筋細胞で は R X R γを除くす べ て の レチ ノイ ド受容体 が発現 して い る が ､ R A R

β の 発現 は 非常 に低 い
o

血 管傷害時に は A T R A に よ り血管新生 内膜 を構成す る 血 管平

滑筋細胞 の 増 殖が抑制され る こ とが示さ れた こ とか ら ､ 副作 用 を減少 させ る べ く ､ レ

チ ノイ ド受容 体サ ブタイ プ選 択薬 と血 管 平滑筋細胞の 関係 に つ い て 様 々 な研 究が な さ

れて きた
｡

R A R βに 関 して の 血管平滑筋細胞で の 役割に つ い て はまだ報告はな い
｡

しか し R LI R

βの 発 現が食道京平 上 皮癌の 分化度 に 関係して い る こ と
､

R A R β の 外因性の 過剰発現

や A T R /1 に よ る内因性 の R A Iくβ発現 が , ヒ ト肺 窟平 上皮癌 の 増殖抑制効果 に 重要 で

ある こ とが示唆 されて い る ｡ こ れ ら の こ とか ら R A R βは榎抑制遺伝 子で ある と考 えら
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れ て い る ｡

井環 fC レチ ノイ ド (A C R) は i n vi v o で も i n v it r o で も肝癌細胞 の 増殖を抑制する

こ とが 示 され , 臨床試験 で も経 口 投 与に よ る肝癌 再 発 の 抑 制が示 され た合成 レチ ノイ

ドで あ る ｡ ま た ヒ ト へ の 投与 で も副作 用がな く安全性 の 高 い こ とが報告 されて い る
｡

近 年 A C lく は , R A R β を優先的 に 介して そ の 薬物効果 を きたす こ とが報告 され , A C E

の と卜肝癌細胞の 細胞増殖抑制効果 は ア ポ ト ー

シス に よ る こ とが 明 らか に な っ て い る o

しか し こ れ まで A C R の 抗動脈硬化作用 に つ い て は研究 されて こ なか っ た ｡

K L F 5 は zi n c -fi n g e r 型転写 因子で K rtl p p el11ik e f a ct o r f a m ily の
一

員で ある
｡
K L王I5

の 発現 は成体 の 正 常動脈で は ほ と ん どみ ら れな い が ､ 血 管傷害に よ り そ の 発現 が誘導

さ れ る こ とが 報告さ れ て い る ｡ K L F 5 は R ノ1 R α と 結 合し ､ そ の 下 流遺伝 子 で あ る

Pl a t el e t D e ri v e (1 G r o w t h F a ct o r A ( P D G F - A ) 遺伝子 の 転写調 節を す る こ と も知 ら

れて い る
｡

そ こ で私 は A T R A を比較 対照 と して 用 い て A C R に 血管 リ モ デリ ン グ抑 制効果 があ

る か検討し ､ A C R の 分子学的作用機序に K L F 5 が関与 して い る か検 討した ｡

【方法 と轄果】

マ ウス 右大腿 動脈 にカ フ を 留置 して カ フ 傷害 モ デル を作 成 し , 大豆 油 ( コ ン ト ロ
ー

ル) ､ A C lそ, A T R A を 5 週 間経 口 投与 した
.

Ela sti c a v a n Gi e s o n 染色 に よる A C R 群

の 新生内膜の 形成は ､ コ ン トロ
ー

ル
､
A T R A 群 と比較して 投与量依存性 に抑制された o

また T t T N E L 染色 に よ る 新生 内膜中の ア ポ ト ー

シス 陽性細胞率 は A C R 群の ほ うが コ

ン ト ロ
ー ル 群 よ り 上 昇して い たが , A C R 投与量 とア ポ ト

ー

シ ス 陽性細胞率 の 関係は 反

比例で あ っ た ｡ I n vi v o で は培養血管平滑筋細胞に A C R を負荷する と A C R は濃度依

存性 に 血管平滑筋細 胞 の ア ポ ト ー

シ ス を誘導 し細胞 増 殖を 抑制す る こ とが ､ ア ポト ー

シ ス ア ッ セイ によ っ て 示された
｡

また血管平滑筋細胞 に A C R ま た は A T R A を負荷す

る と , R T l
)
C R , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トい ずれの レ ベ ル で も A C R は A T R /1 よ り 早期 に

血管平滑筋細胞の 内因性 R A Rβの 発現を誘導した ｡ 次 に血管平滑筋細胞に r eti n oi c a c i(I

r e s p o n s e el e m e n t ( R A R A E) を も つ プ ロ モ
ー タ ー

遺伝 子 ､ 各 R A R サ ブタイ プと A C R

をコ ･ トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンする と
,

A C R 存在下 の R I R E は R A R β存在時 に最も活性

が-L 昇 し た o さ ら に血管平滑筋細 胞 に Ⅰ払 Rβを過剰 発現 さ せ 外 因性 の R A R βの 発現 誘

導下 の 血 管平 滑筋細 胞 で ア ポ ト
ー

シス ア ッ セ イ を行 っ た結果 ､ R A R βの 発現量依存惟

に 血管平滑筋細胞 の アポ ト ー シ ス が誘導され た. I n v i v o で はカ フ 傷害モ デル の 新 生内

膜で も l

:1 C R 群は コ ントロ ー

ル群 と異な り , 新生内膜血管 平滑筋細 胞で R A Rβの 発現｣-_

昇を認め た ｡

一方で A C R は K L F 5 安定発現細胞の 細胞増殖を抑制した ｡ ま た免疫沈降で は , A C R

は 1i A R (ユに結合する と R A R α と K L F 5 の 結合 を A T R A よ り減 弱さ せ た
｡ 同様 に蛋白結

i - 2



合 ア ッ セ イで も ､ A C R は R A R α と K L F 5 - D N A b i n (li n g (1 (二) m a i n の 結合 を .

･1 T R ノ

,:1 よ り

減弱 させ た ｡ 対照的に R T - P C R で は A T R A と異な り j＼C R は 血管 平滑筋細胞 の 内因性

の K L F 5 の 発現 を減少させ なか っ た｡ しか し P D G F - A に対 して は
,
ⅠくT ll

) C Iミで は ノ1 C li

は血管 平滑筋細胞の内因性の P D G F - A の 発現を A T R A よ り減少さ せ た｡ さ らに R !1 R α

と K L ド5 を Ⅰ
〕
T) G F - A プロ モ ー タ ー 遺伝子 に コ ･ トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン し , A C R また

は A T R Ll を 負 荷 した ル シ フ ェ ラ
ー ゼ ア ッ セ イ で は , A C R は A T R A よ り 低濃度 で

P D G F--- 八 プロ モ
ー タ ー の 活性 を抑制 した .

【考察】

本研究で 私 は ､ i n v i v o 血管傷害モ デル で A C R が内膜平滑筋細 胞 の アポ ト ー

シ ス を

促進 させ る こ と で新生内膜形成 を抑制す る こ とを示 した
｡

よ っ て レチ ノイ ドに より 血

管 平滑筋細 胞 の ア ポ ト ー シ ス が誘導され る こ とは , レチ ノ イ ド の 血管 平 滑筋細胞増 殖

の 制御に と っ て 重要な メカ ニ ズ ム の
一

つ で ある こ とが示 唆され た ｡ また 血管 平滑 筋細

胞 で は レチ ノ イ ドに よ る ア ポ ト ー

シ ス誘導 の 作用 は 血 管 リ モ デリ ン グ抑 制作用 に寄 与

し , そ の 作用 を生じる A C R は 血管平滑筋細胞の 増殖抑制に有効で ある と考 え られた ｡

ま た 本研究 か ら A C R が A T R A よ り血 管平滑筋細胞増殖抑制効果 を も ち , A C R が

A T R /11 よ り内因性 の R A Rβの発 現上昇 を誘導した こ とで ､ R A R βは レチ ノイ ドに よ る細

胞 増殖抑制効果 を修飾 して い る こ と ､ R A R βは 血 管 平滑筋細胞 の 増 殖を制御す る 重要

な因子 とな る 可能 性が考 えられ た ｡
こ の よ う に R A Rβは血管 平滑筋細胞 増殖を抑制す

る 遺伝 子 と して の 働 きをも つ 可能 性が あり , 血管平滑筋細胞で R A Rβの 発現を誘導す

る レチ ノイ ド ､ 特に血管平滑筋細胞で優先的に R A Rβの発現 を介して 作用す る A C R は
,

R A R βに よ る 血 管平 滑筋細 胞の ア ポ ト
ー

シス を誘導 , 促進 す る 薬剤 と して 血 管病変抑

制に有用 な効果 をも つ と考 えられた ｡

さ らに A C R 投 与ある い は外因性 に血管平滑筋細胞 の R A Rβの 発現 を増強 させ る と容

量依存 的 に血 管 平滑筋細胞 の ア ポ ト ー

シ ス が促進 して い た こ とで ､ 血 管 平滑筋 細胞で

も R A lミβの 発現 上昇 は 血管 平滑筋細 胞の ア ポ ト ー

シ ス を誘導 し細胞 増殖抑制効果 を も

つ こ と が 示唆 さ れた ｡
これ ら の こ とか ら血 管平滑筋細胞で の R A Rβの 発現低下 は

､ 定

常 状態 で は , R A Rβの 血管平滑筋細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘導 効果 , お よ びそ の 作用 で 生

じ る血 管 平滑筋 細胞増殖抑制効果 を抑制す る こ とで 細胞 は 生存す る も の の ､ 血管傷害

時 に は Ii A R βの 作用 がな い ため 調 節不能な血管平滑筋細胞の 増殖が生 じ ､ 結果 と して

血 管平滑 筋細胞の フ ェ ノ タイ プ の 変 換が生 じる の で は な い か と考 え られ た ｡ また こ れ

まで 上之A R は R A R リガ ン ドと結合す る こ とで活性化が促進されそ の 機能を発 して い る

と され て い る が . R A R βはリガ ン ド未結合 状態 で も ア ポ ト ー

シ ス を 誘導す る と い う 生

物学的効果が 生 じて い る こ とが示唆された｡ しか し R A Rβが血管平 滑筋細胞の ア ポ ト

シ ス 促進 に関与す る なら ば レチ ノイ ド投 与下 の 血管平滑筋細胞で は R il R βが発現す る
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ため ､ i n vi v o 血管傷害モ デル で は 血管 中膜 に存在 す る血 管 平滑筋細 胞で も ア ポ ト シ

ス が促進 さ れ 中膜 面積が減少す る こ とが 予想 され る ｡ しか しなが ら A C R 投与
~~
F の 傷害

血管の 中膜面積は保たれて い た ｡
で は こ の 差が生じる理 由は何で あ ろうか ｡ 二1 つ に は ､

中膜内で の 血管 平滑筋細胞 の 位置 に より レチ ノイ ドに よ る ⅠミA Rβの 発現 に差が 生 じて

い る 叶能性が考 え られ た｡ 2 つ に は レチ ノイ ドに より血管 平滑筋細胞の R /

11 Rβが発現

しア ポト ー シ ス が促進 さ れる 過程で
,

アポ トーシ ス に括抗す るサイ トカイ ン な ど の 何 ら

か の メ デ ィ エ ー タ - が 同時 に 誘導 さ れ両者 の 作用 が相殺 され る ため ､ 見か け上 は 中膜

面積が保た れて い る可能性が考 え られた ｡

--
-

方 1く
_
L F 5 を介 した A C R の 効果 は ､ 定常状態で 結合 して い る R A R (ユと K L F 5 -I )ⅠうT)

に対 し A C R が そ の 結合を解離 させ る こ とで , K L F 5 の 下流遺伝子で ある P I) G ト A 遺

伝 子 の 内因性 の 発現 ､ お よ びそ の 転 写 を抑制す る こ とが示 された ｡ .

:1 C lモ は Ⅰむ＼R βを優

先的 に 介 して 作用 す る もの の 定常 状態で は血管平滑筋細 胞の 内因性 の R ;

11 R βの 発 現 は

極小で ある こ とか ら ､ A C R は R A Rβ低発現下で は, R A R (ユと K L F 5 を介して 血管リ モ

デリ ン グ抑制効果 に関与 して い る可能性 が示さ れた ｡ しか し血管 平滑筋細胞で は A C R

投与後 6 時 間で R A Rβの 内因性 の 発現が誘導され る こ と , A C R が 6 時 間以_
L 負荷され

R A R βの 発現が 生じる 血管平 滑筋細胞 で は A C R は R A R βを介して 作用す る こ とか ら ､

A C R の R A R (ユ と K L F 5 を介した作用機序 が A C R の 効果発現 に必須で ある とは 言い 難

い と考 え ら れた ｡

以__L の こ とか ら私は R A Rβの 新規 血管傷害改善 の 作用 ､ すなわち R LI Rβが 血管平滑

筋細胞 をア ポ ト ー

シ ス へ 誘導す る こ と ､ R A R βの 早期 の 発 現上昇 とそ の 持続 をきたす

A C R が ､ 傷害血管 の 内膜平滑筋細胞をア ポ ト ー シ ス に導 き新生内膜増殖抑制 に つ なが

る こ とを示 した｡
こ の よう に R A R βは血管リ モ デリ ン グ抑制効果 に と っ て 重要で あ り ､

R A R βを優先 的に 介して 作用す る A C R は抗動脈硬化作用治療 薬と して優 れた薬剤で あ

る と考え られ た｡
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