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背景： 狭心症等虚血性心疾患は合成型平滑筋細胞の増殖や変性マクロファージ（泡沫化

細胞）やその他の細胞外基質からなる動脈硬化性プラークや冠インターベンション後に見

られる新生内膜等による急性・慢性の血管内腔狭窄として特徴付けられる。KLF5 は

Sp/KLF 因子として知られる zinc finger 型転写因子群に属し、これまで数々の研究より冠

動脈病変における血管平滑筋の増殖にその発現が関与する事が知られている。また非心血

管系細胞に於いては細胞増殖を引き起こし、特に癌化に関連する因子として多く報告され

ている。同様に KLF5 は病的刺激（アンギオテンシンⅡや phorbol ester）により誘導され

る因子であり血管バルーン障害モデル等により新生内膜内に発現が引き起こされる事が知

られている。 しかし現在までの所、実際に KLF5 が心血管病変や平滑筋等動脈硬化変化の主

体をになう細胞群において直接的に細胞増殖を促進させているのか、また KLF5の直接的抑制は

細胞増殖を減弱させ今後の動脈硬化促進抑制の治療ターゲットとなり得るかについては報告され

ていない。本研究においてはまず KLF5 の血管病変に於ける細胞増殖への直接的な作用に焦点

をおき、血管障害モデル及び血管平滑筋細胞へと強制導入を行い血管リモデリングに於ける

影響とそのメカニズムを Sp1 群との比較も含め in vivo&vitro にて評価した。 

１－１



方法および結果： ｱﾃﾞﾉｳｲﾙｽを用いて KLF5 及び zinc finger 型転写因子である Sp1 をラットバ

ールーン血管障害後に強制導入し新生内膜の増生について免疫染色・新生内膜形成について

の形態計測を行った。新生内膜の形成は empty 群や Sp1 群に比して有意に KLF5 導入群にて

増生していた(KLF5 group: intima/media ratio 1.39+/-0.23SD, empty/Sp1 group: I/M ratio 

0.70+/-0.23SD)。また KLF5 群では PCNA 染色を用いた増殖細胞比率がやはり有意に

empty 群、Sp1 群に比して増加していた。初代継代細胞ラット大動脈平滑筋細胞への導入・

強制発現でも KLF5 群で顕著に細胞増殖促進効果を認め、またチミジンアナログである

BrdU の取り込み率も著明に上昇しており DNA 合成促進が示された。フローサイトメトリ

ーを用いた細胞周期解析では KLF5 導入群において S 期（DNA 合成期）に存在する細胞比

率が飛躍的に上昇しており KLF5 強制導入により細胞周期が促進される事が伺われた。加

えて KLF5 強制導入を行った細胞群では細胞周期を S 期へと進行させる事により促進する

ことが知られている cyclin D1 の発現上昇が蛋白・mRNA 双方にて確認された。ルシフェ

ラーゼを用いたレポーターアッセイではKLF5の用量依存的な cyclin D1への発現増強効果

が確認された。Cyclin D1 プロモーター領域の欠失変異体を用いた検討では Sp1 モティー

フ部位でのレポーター活性に有意差を認め Sp1 モティーフを cis-element ととして KLF5

は cyclin D1 への転写活性を増強すると判断された。更にラット血管平滑筋細胞において血

清刺激の有無を条件として KLF5 によるクロマチン免疫沈降を行った所、KLF5 は cyclin 

D1 プロモーターと増殖刺激がある場合に相互作用する事が想定された。RNA 干渉を用い

た gene  silencing の検討では細胞増殖、細胞周期促進ともに KLF5 の knock down により

コントロール群に比して低下、減少を認めた。 

考察： 上記の結果から以下の 3 点が挙げられる。 

① 血管平滑筋細胞は収縮型(contractile type)として存在するが新生内膜等病的状態では

増殖・遊走を特徴とする合成型へと形質変換（脱分化）を行うとされている。形質転換

における KLF/Sp1 ファミリー転写因子群の関与の重要性は既に報告されている通りで
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あるが exogenous な強制発現においても各転写因子特異的な変化が観察され血管リモ

デリングにおける重要性が確認された。KLF5 の強制発現はバルーン障害等病的刺激下

において平滑筋等新生内膜の細胞増殖を促進し、結果として血管リモデリングを増悪さ

せる。同じ Zn finger 型転写因子である Sp1 の強制発現では Empty 群と同程度の新生

内膜形成であった点から考えると KLF5 の心血管病変に於ける特異性が伺える。 

② これまでの特に癌腫での検討では KLF5 は細胞腫、また刺激等の状況により増殖促進、

抑制双方に働き得ると報告されていた。しかし血管平滑筋・筋線維芽細胞を使用した今

回の検討では血清刺激下の KLF5 は強力に細胞増殖を促進し、またその作用の一端は直

接、プロモーター上の Sp1 モティーフを介して cyclin D1 の発現増強による事が明らか

になった。以上の結果より KLF5 は SMemb や PDGF-A を介した血管平滑筋の形質転

換及び cyclin D1 の直接的な転写増強による細胞増殖効果の両面より血管リモデリング

促進を行うと想定された。 

③ KLF5 は血管リモデリングにおいて SMemb、PDGF-A 等形質転換に関わる因子を始め、

PAI-1、iNOS 等種々の autocrine・paracrine 因子を産生し病態の促進に関わることが

知られている。また hetero-knockout マウスを用いた検討で血管障害への新生内膜・肉

芽組織の形成やアンギオテンシンⅡ刺激への心肥大形成が抑制されることが証明され

ている。本研究ではプラスミドを担体とした KLF5 の RNA 干渉を行い効率的に KLF5

の発現抑制を行った結果、細胞増殖・細胞周期促進効果減弱効果が認められた。以上よ

り RNA 干渉による KLF5 を標的とした治療的介入は血管平滑筋等の増殖が主体となる

病態において有効である可能性が高い事が示された。 
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