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背景及 び 目的

動脈硬 化 の進 展 に は 様々 な因子 が 関与 し
､ それ らが複雑に絡 み合 い なが ら進

展す る ｡ re nin - a n gi o t e n si n s y st e m ( R A S) は動脈硬 化や血管形 成術後 の 再狭窄

な ど の 成 因に お い て 重要 な役割を演 じて い る こ と は広く 知 られ て い る ｡ 特 に血

管機能に お ける様 々 な過程 で の シ グナ ル 伝達と して 重要 な位置 を占め て い る ｡

動物 で の 血管傷害モ デ ル で ､ a ngi o te n sin - c o n v e rti n g e n z y m e ( A C E ) 阻害剤 は 新

生 内膜形成を有意に 抑制す ると の 多く の 報告 が ある ｡ これ らは
､

R A S は新生 内

膜形 成で重要 な位置を しめ て い る こ と を示唆 して い る ｡

しか し
､

ヒ トに お い て A C E 阻害剤は血 管形成術後 の 新生 内膜形 成 を十分 に抑

制 で き なか っ たと の 報告もあ る｡ こ れ ら の報告に よると R A S を抑制 す る こ とで
､

新生 内膜形成抑制 に お い て 必 ず しも十分な効果 が得られ な い こ と が言 える ｡
こ



の 原 因 と して
､

サ イ トカ イ ン な ど の 因子 に よ っ て も新生 内膜増殖 が 進 み
､

そ の

た め R A S 単独抑制 が 十分 な抗動脈硬 化作用 をもた らさな い 可 能性 が 考え ら れ る｡

サイ トカ イ ン で あるtu m o r n e c ro sis f a ct o トα (T N F -

α) は動 脈硬 化 な どの 進展 に

寄与 し ､ 血 管再 狭窄部 位 に よく発 現 して い る こ と も 示 され て い る ｡ それ ゆ え

T N F -

α は R A S 同様 に新生内膜 の 形成 の シ グナ ル 伝達に お い て 重要 な役割を演

じて い ると考 えられ る ｡ 本 研究 で は T N F -

α に注 目 し ､ R A S お よ び T N F -

α を抑制

す る こ と で新生 内膜形成を十分に抑制 で き る か を検討 した ｡

R A S の シ グナ ル 伝達にお い て
､ 活性 酸素種 (r e a c tiv e o x y g e n s p e ci e s ; R O S )

の 産生 は重 要 な位置を占め て い る ｡ R O S は酸化 ス ト レ ス を通 して
､

血 管機 能 障

害と r e m o d e‖n g に 寄与 し ､ 動脈硬 化 を促進す る｡

R O S を産 生す る経路 は様 々 に 存在 し ､ 特 に血 管炎症 に 関連 し て い る酵 素は

v a s c u一a r N A D P H o xid a s e が よ く 知 られ て い る ｡ そ の 他 に も mit o c h o n d ri al

re s pir at o ry c h ai n などが あり ､ M ito c h o nd rial s y s te m で の R O S 産生 は ､
ア ポ ト

ー

シ ス に 関連 して い ると され て い る｡

新生 内 膜 の 形 成や 血 管炎症 に お い て m o n o c yt e c h e m o a ttr a ct a n t p r ot ei n
- 1

( M C P - 1) は重要 な位置を占め て い る ｡
M C P -1 は 血管壁 に 単球や マ ク ロ フ ァ

ー

ジ の 浸潤 を促 し ､ 血管形成術後 の 再狭窄 な どに お い て 関与す る こ とが 報 告 され

て い る ｡

血管炎症 にお い て M C P -1 は 重要 な因子 で ある ため ､ 本研究 で は M C P - 1 の 発

現 を
一

つ の 指標と して
､

ど の よ うに R A S と T N F -

α に よ る炎症 が 促進す る か を特



に R O S の 関与 を中心 に検討 した ｡

研 究方法

6 週令オ ス y Vis ta r ラ ッ ト胸 部大動脈 よ り採取 した 平滑筋細胞 ( rV S M C s) に ､

a n gi ot e n si n ll( A n g ll) と T N ト α で 刺激 し ､ 細胞 内 R O S 産生 を蛍光 プ ロ
ー ブ で あ

る D C F H - D A に て 測定 した｡ R O S 阻害剤 で ある N - a c etyl c y st ei n ( N A C ) ､
N A D P H

阻 害剤 で あ る ap o c y ni n
､ そ して m ito c h o n d ri aA re s pir a t o ry c h ai n 阻 害剤 の

ro t e n o n e の 効果 を ､
R O S 産生 に お い て 検討 した ｡ また 同様 の 条件 で

､
M C P - 1

と G A P D H の 発現 を re a 川 m e P C R 法に よ り解析 した ｡ A n g ll と T N F -

α に よ る

M C P -1 の 発 現 にお い て ､ a n g io te n si n ll ty p e l 受容体の 括抗薬で ある v als a 什a n

( V al) と T N F -

α re c e p to r に 対 す る d o m i n a n t n e g a ti v e m uta n t を発 現 す る

a d e n o vi ru s( A d T N F R △C) の 効 果も検討 した ｡

内因性 A n g ll 及 び T N F - α の 作用 を検討す る た め ､ W ist a r ラ ッ トの 大腿 動脈

に wir e 傷害を施行 し､ 内因性 A n g ll を抑制す る た め V aI を投与 した｡ ま た ､ T N F - α

の シ グナ ル を抑制す るた め ､ A d T N F R △C を感 染させ た｡ 対照群と して G F P を

発現す る a d e n o vi ru s ( A d G F P) の 感染も行 っ た ｡
これ ら の 大腿動脈傷害モ デ ル

は 3 日後 に M C P - 1 の 発 現 を r e a =i m e P C R で評価 し ､ 1 4 日後 に は組織 学的検討

を行 い
､

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 浸潤 は E D -1 染色 に て 検討 した ｡

実験結果

rV S M C s で の A n g H と T N F - α に よ る M C P ･1 の 発現 の 影響

A n g ll は用 量依存的に M C P - 1 の発 現 を促進 し
､

A n g ll 投与 下 ( 1 0
~ 7

m ol/L) で



の M C P -1 の 発 現は V al 前投与 に て 抑制 され た｡ T N F -

αも 同様 に M C P - 1 発 現 を

用量依存的に促 進 し ､ T N ト α (1 0 ng / m l) に よ る M C P - 1 の 発 現は A d T N F R △C

を感 染 させ て お く と有意 に抑制 され た｡ 低濃度 の A n g l] ( 1 0
-9

m o l/L) と T N F -

α

( 1 0 ng / m l) 同時投与す る と M C P - 1 の発 現 は ､
T N F -

α (1 0 n g / m I) 単独 投与 に

比 較 して 著 しく増加 を認 め た｡ さらに A n g l 仰 0
~ 7

m ol/L) に よ る M C P -1 発現 は ､

低濃度 の T N F - α ( 0 .1 n g/ m l) 前投与 に より
､

A n g H 単独 投与 と比 べ 著明に増強

され た ｡

r V S M C s で の A n g H と T N F - α に よ る M C P -1 発現 に お ける R O S 阻

害剤 の 効果

N A C (5 0 0 p m oJ/ L) を前投与 した 上 で A n g ll と T N F -

α に よ る M C P -1 発 現 は

有意に抑制 され た が ､ そ の 抑制 の 程度は c o ntr ol と同等ま で は抑制 しなか っ た ｡

また a p o cy ni n (3 0 p m ol/L) あ る い は ､
r ot e n o n e (1 0 トI m OJ/ L) をそ れ ぞれ 前投

与す る と有意に A n g ll と T N F - α に よ る M C P -1 発現 を抑制 した ｡ そ して こ の

a p o c y ni n と ro te n o n e を同時 に投与す る と
､
N A C 前投与と同程度に M C P - 1 発現

を抑制 した｡

r V S M C s で の A n g H と T N F - α に よ る R O S 産 生 にお け る R O S 阻害

剤 の 効果

ⅣS M C s にお い て A n g ll と T N F -

α は それぞれ 単独 で R O S 産生 を増加 させ ､

A n g Jl と T N F - α 同時刺激 を行うと ､ R O S 産生 は 単独 刺激より 強く誘発 され た ｡

a p o c y ni n と ｢o te n o n e をそれ ぞれ別 に 前投与 して おくと ､ A n g ll と T N ト α に よ る



R O S 産 生 を抑制 した ｡ N A C 前投与 も R O S 産生 を抑制 し
､

無刺 激 の c o ntr ol 群

と ほ ぼ同等の R O S 産生 に まで 低下 した ｡ r V S M C s に a p o c y ni n と ｢ o te n o n e を同

時 に前投 与す ると ､ R O S の 産生 は N A C と同程度 に抑制 され た ｡

動脈傷害 モ デ ル で の 新生 内膜形成 と マ ク ロ フ ァ
ー ジ浸潤 ､ 及 び

M C P -1 の 発現 に対する 内因性 A n g ll と T N F - α抑制 の 効果

大腿 動 脈傷害 モ デ ル に お け る 新生 内膜 の 形 成及 び マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 浸潤 は

c o n tr ol に比 較 して ､ V a [ 投与(3 m g/k g/d a y) で 有意に抑制 された ｡ A d G F P 感染は

c o ntr ol 群 と 比 較 して有意な差 は 認 め なか っ たが ､ A d T N F R △C 感染 で は新生内膜

の 形 成 ､ 及 び マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 浸潤 は有意 に抑制 され た ｡ V a l 投与 と A d T N F R △C

感 染を同 ラ ッ トに 行 うと ､ 新生 内膜形 成及 び マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 浸潤 は よ り 著明

に抑制 され た ｡
N A C 投与(2 0 0 m g/k g /d a y) も 同様に有意に抑制 された ｡ ラ ッ トの

血圧 は い ず れも血圧 に有意な差 は認 め られ なか っ た｡ 大腿動脈 の M C P - 1 の 発現

は ､ c o ntr ol と 比 べ V al 投与
､

N A C 投与で 有意に抑制された ｡ また
､

A d T N F R △C

感染 は M C P -1 の 発 現に お い て 有意な抑制 を認 め た ｡ また ､ v al 投 与と A d T N F R △C

感染 を同 ラ ッ トに行 うと
､

M C P - 1 の発 現 は単独投与 ､ ま た は感 染に 比 べ 有意に

低 下 した｡

考察

動脈硬化 の 進展や血 管形成術後 の再 狭窄な どの病 因 にお い て ､ R A S は 中心 的

な位置を占め て い る が
､

R A S 単独抑制 で は ､ 血 管形成術後 の 再狭窄な どの 十分

な抑制 が得 られ な い と の 報告が 多 い
｡ 我々 は ､ 〃S M C s に お い て A n g ll と T N ト α



は
､ 協調 的 に R O S 産生 と M C P - 1 の 発現 を促 す こ と を確 認 した ｡ M C P - 1 発 現誘

導 に は R O S を介す る 可能 性が 示唆され た ｡

本研究 で は A n g ll と T N F - α に よ る M C P - 1 発 現 にお い て R O S は そ の 経路に 関

与 し ､ N A D P H o xid a s e と m ito c h o n d ri al r e s pir a t o ry c h ai n は A n g ll と T N F - α刺

激 に よ る R O S 産 生 の 主要 な s o u r c e で あ ると考えられ た ｡

今回使 用 した濃度で の N A C 前投与 は ､ ほ ぼ無刺激 な状態 の R O S 産生 ま で 抑

制 した が
､

M C P - 1 発現 に 関 して は無刺激 な状態 に ま で は抑制 しなか っ た ｡ こ れ

らの 結果 よ り ､ M C P 1 1 発現 に お ける A n g ll と T N F - α の 協調 的 な作用に は R O S

以外 の 細胞 内伝達経路が存在す る こ とが示唆 され た｡

大腿動脈 の w ir e 傷害で の 新生 内膜形成と マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 浸潤 ､ 及 び M C P - 1

の 発 現 は ､ N A C 前投与に より 抑制 され ､ こ の 結果 は新生 内膜 の形 成にお い て ､

R O S が 関与 して い る報告 と合致 して い る ｡
A n g l] と T N F -

α の 両者 の 抑制 で は 単

独抑制 と 比 べ 有意に M C P - 1 の 発 現が 軽減され た｡ 以上 よ り 内因性 の A n g ll と

T N F -

α は血管炎症 を協調 的 に増強 し ､ 少 なくと も
一

部は R O S 産生 ､ M C P -1 の

発 現そ して マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 浸潤 を介 して い る こ とが 考察され た ｡

R A S を抑制す る こ とは 血管炎症 を抑 える こ とに お い て 重要 で あ る が
､

さらに

心血管イ ベ ン トの 雁 患率や 死 亡 率を減少 させ る た め に は ､

一

つ の 選択 肢と して

抗炎症サ イ トカ イ ン療法が 重要 で ある と考えられ た｡

結論

A n g ll と T N ト α は ､ 少 なく とも
一

部は R O S 産生 と M C P -1 の発 現 を介 して 血

管炎症を促進 する ｡ A n g ll ､ T N トα 単独 で の 作用 に 比 べ
､ 両者の 存在 で は相乗的



に作用 し
､

血管炎症 を協調 的に促進 す る ｡




