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論 文 内 容 の 要 旨

低分子量G蛋白RhoのエフェクターであるRho-associatedkinase(ROCK)はミオシン軽鎖リン酸化を介してカルシ

ウム感受性を上昇させることにより,血管平滑筋細胞 (VSMC)のトーヌスを増強させる｡我々はこれまでにナトリウム

利尿ペプチドやアンギオテンシンⅡなどの血管作動性物質が血管トーヌスの調節のみならずVSMCの遊走 ･増殖をも制御

することを明らかにしてきた｡今回,VSMCのトーヌス調節系であるRho-ROCK経路のVSMCの遊走 ･増殖調節にお

ける意義を,主としてROCK特異的阻害薬で-27632を用いて検討した｡

培養ヒト大動脈vsMCのDNA合成はY-27632(0.3-30JJM)処理により用量依存的に抑制された｡VSMCにRhoA

あるいはROCKのdominantnegative体を発現させたところ,BrdUの取り込みは有意に抑制された｡またY-27632処理

により,PDGF-BB,LPAにより誘導されるVSMCの遊走も用量依存的に抑制された｡

Y-27632を正常圧Wistarラットに全身持続投与し,課動脈バルーン傷害を施行した｡Y-27632投与期間中,収縮期血

圧は対照に比し20-30mmHg低下し,血管組織中Y127632濃度は,既報および上記のinvitroでの結果から示唆される有

効かつ特異的なROCK阻害濃度に-敦したoY-27632は傷害14日目の新生内膜形成を用量依存的かつ著明に抑制した (内

膜 ･中膜比;対照群 ‥o･92±0･21,Y-27632(35mg/kg/day)投与群 :0.34±0.06,Y-27632(70mg/kg/day)投与群 :

0､･22±0.02)｡同程度の降圧を示すヒドララジン投与群では新生内膜形成は影響されず,Y-27632/による新生内膜抑制作用

は血圧下降を介するものでないことが示された｡

ROCKはミオシンフォスフアタ-ゼ調節サブユニットであるMYPTlのリン酸化により酵素活性を抑制し,その結果ミ

オシン軽鎖 (MLC20) のリン酸化量を上昇させる｡ 今回MYPTlおよびMLC20のリン酸化はバルーン傷害血管で克進して

いたが,Y-27632投与傷害血管では非傷害血管レベルにまで抑制されていた｡この結果から,傷害血管におけるROCKの

活性化が示唆された｡

Rhoによる細胞増殖の制御機構としてCyclin-dependentkinaseinhibitorのひとつであるp27kiplの発現減少が報告され

ている｡ また,p27kiplの発現減少はバルーン傷害血管におけるVSMC増殖と相関することも明らかにされている｡今回傷

害7日後の血管ではVSMCの増殖孝反映して,p27kiplの発現は非傷害血管に比し減少していた｡一万,㌢ 27632の投与に

よりp27kiplの発現レベルは非傷害血管と同程度にまで回復していた｡この結果からY-27632＼による新生内膜抑制効果の少l

なくとも一部はVSMC増殖抑制作用を介していると考えられた｡

本研究によりinvitro串よびinvivoにおいてVSMCの増殖 ･遊走制御におけるROCKの意義が解明され,ROCKが

血管トーヌスのみならず血管リモデリングをも制御していることが示された｡またROCK活性化は高血圧症ならびに増殖

性血管病変に共通の要因であると考えられた｡したがってROCK阻害は血管ト ヌス ･血管リモデリングの双方を制御す

る細胞内シグナル経路を抑制するものであり,高血圧症 ･動脈硬化症などに対する有効な治療法として期待される｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

低分子量 G蛋白RhoおよびそのエフェクターであるRho-AssociatedKinase (ROCK)は血管平滑筋のカルシウム感

受性上昇を介して血管 トーヌスを増強し,高血圧症の病態生理において重要な役割を果たすことが報告されている｡ 本研究

では血管リモデリングにおけるROCKの意義を検討したO

培養ヒト血管平滑筋細胞 (VSMC)のDNA合成は,ROCK特異的阻害薬であるY-27632処理,およびRhoまたは

ROCKのドミナントネガティブ体遺伝子の導入によって抑制された｡ さらにVSMCの遊走もY-27632処理により用量依

存的に抑制された｡

WistarラットにY-27632を全身持続投与し,褒動脈バルーン傷害を施行すると,傷害血管の新生内膜形成はY-27632

投与群において対照群に比し有意に抑制された｡傷害血管ではROCKの基質であるミオシンフォスフアタ-ゼ調節サブユ

ニットおよびミオシン軽鎖のリン酸化が上昇しており,ROCK活性の克進が示唆された｡また,傷害血管ではサイタリン

依存性キナーゼインヒビターp27klplの発現が減少していたが,これはY-27632投与により解除された｡これらの結果か′ら,

ROCKはinvitroおよびinvivoにおいてVSMCの遊走 ･増殖を調節していることが明らかになった｡

以上の研究はROCKの血管リモデリングにおける意義の解明に貢献し,高血圧症 ･動脈硬化症の成因の研究に寄与する

ところが大きい｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認ゆる｡

なお,本学位授与申請者は,平成13年2月7日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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