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３． 研究のねらい 

 血管内面を覆う内皮細胞には、血流に起因する流れずり応力が作用している。血流が増加す

ると血管内皮細胞がその変化を感知し、血管径を増大させると共に、組織での毛細血管数を増

加させる等のリモデリング反応を起こし、生体の恒常性の維持に重要な役割を果たしている。し

かし現在まで、内皮細胞が血流刺激をどの様に感知し応答するのか、その分子機構は明らか

ではない。本研究では、この問題を解明する為、血管で生じる力学現象をナノスケールで解析

し、流体力学的に設計した装置を用いて、定量的な流れずり応力を作用させた血管細胞を最新

の画像化技術を駆使して解析する。 

 

４． 研究成果 

 内皮細胞の血流センシング機構を理解するためには、内皮細胞が流れずり応力を最初に感

知する機構とそれに関わる血流センサー分子の本体を明らかにすることが最も重要である。こ

れまで血流センサー分子の候補としては細胞膜に存在するイオンチャネルや、細胞と細胞外マ

トリックス間の結合に関わるインテグリン分子、細胞の形態を維持しているアクチンフィラメント

などの細胞骨格分子などが挙げられているが、まだ確定していない。最近、我々は内皮細胞の

流れずり応力感知にカルシウムイオンを介した機構が働いていて、流れずり応力の大きさに依

存して細胞内のカルシウムイオン濃度を上昇させる分子として ATP 作動性カチオンチャネル

P2X4 が働いていることを見出した。そこで本研究では、このイオンチャネルに焦点をあて、内皮

細胞の血流センシングの分子機構の解明を目指した。 

  流れずり応力依存的なカルシウム流入に関与するATP作動性カチオンチャネルのサブタイ

プであるP2X4 遺伝子をノックアウトしたマウスの内皮細胞では、流れずり応力によるカルシウ

ム流入とそれに引き続くNO産生が起こらず、そのことが血圧の上昇や血流変化に対する血管

の拡張反応やリモデリングの障害につながった。最近、我々はこの流れずり応力によるP2X4

の活性化に流れずり応力依存的に内皮細胞から放出されるATPが重要な役割を果たしている

ことを見出した。内皮細胞に流れずり応力を作用させると、その強さ依存性に内因性ATPが放

出されるが、これを阻害するとP2X4 を介するCa2+流入反応が著明に抑制された。従って、流れ

ずり応力によるATP放出の機構を探ることは流れずり応力の情報伝達の解明につながると考

えた。 

 

１）流れずり応力依存的な ATP 放出に ATP 合成酵素の働きが関与する。 

 ヒト肺動脈内皮細胞（HPAECs）に流れ刺激を 1 分間与えたときに灌流液中に放出されてくる

ATP 量を luciferin-luciferase 法で定量した。流れずり応力の大きさに依存して細胞外に ATP が

放出され。このとき、細胞内 ATP 濃度には変化が起きなかった。この流れ刺激による ATP 放出

に寄与する分子を探索する為に各種の阻害剤を用いた所、ATP 合成酵素の阻害剤である

angiostatin、piceatannol が流れずり応力に伴う ATP 放出を顕著に抑制することが確認された。

同様に、ATP 合成酵素のβ-subunit に対する抗体（ATP synthase β Ab）によっても ATP 放出反

応が有意に抑制された。一方、angiostatin、piceatannol、ATP synthase β Ab 共に細胞内 ATP

濃度に影響を及ぼさなかったことから、膜表面で ATP 合成酵素に作用し、その機能を抑制する

と考えられる。これらの所見は HPAECs において膜表面の ATP 合成酵素が流れ誘発性の ATP

放出に中心的な役割を果たしていることを示唆している。 
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２）内皮細胞膜のカベオラに ATP 合成酵素が存在する。 

 ATP 合成酵素が HPAECs の細胞膜に存在するかについて、ATP synthase β Ab を用いた免

疫蛍光染色で検討した。抗体が細胞膜を透過しない条件で得た染色写真から ATP 合成酵素は

細胞表面に存在すること、その分布は細胞膜全体に局在するのではなく、細胞の一部の辺縁

部分に集中することが示された。同様の分布は ATP 合成酵素のα-subunint に対する抗体を使

った免疫染色でも確認された。一方、抗体が細胞膜を透過する様に、細胞を triton X-100 で処

理する条件で行った免疫染色では、ATP 合成酵素がミトコンドリアの場所に一致して豊富に分

布していた。HPAECs を細胞膜カベオラの構成蛋白である caveolin-1 及びコレステロールに富

む脂質ラフトのマーカー蛋白である cholera toxin B の抗体で免疫染色を行った所、ATP 合成酵

素は caveolin-1 および cholera toxin と共局在していることが判明した。これらの結果から ATP

合成酵素が細胞膜の脂質ラフトに caveolin-1 と共存していると考えられる。この事実を更に確

認するため、a detergent-free sucrose density gradient method で細胞膜の caveolae rich 

fraction 得て、ATP synthase β Ab と抗 caveolin-1 抗体を使った immunoblot analysis を行った。

その結果、ATP 合成酵素が細胞膜の caveolae rich fraction に特異的に分布していることが示さ

れた。 

 

３）細胞膜の ATP 合成酵素は ATP 産生能を有している。 

 膜表面に存在するATP合成酵素の機能を調べるため、HPAECsに3H-labeled ADPを作用させ、

上清中のヌクレオチド誘導体の相対量を薄層クロマトグラフィ（TLC）で定量した。作用後 1 分以

内で上清中に3H-labeled ATPが出現し、５分後に最大となり、その後減少した。このとき細胞内

には3Hの放射活性がほとんど検出されなかったことから、3H-labeled ADPは細胞内では代謝さ

れず、細胞表面で反応していると考えられる。細胞をATP合成酵素の阻害薬であるangiostainで

処理すると、細胞表面での3H-labeled ADP から3H-labeled ATPへのconversionが著明に抑制さ

れた。これらの結果はHPAECsの細胞膜に存在するATP合成酵素はADPからATPを合成する

機能を有していることを示している。 
 

４）カベオラ・ラフトの破壊は流れ誘発性 ATP 放出反応を消失させた。 

 ATP 合成酵素がラフトに局在することが流れ誘発性 ATP 放出にどのような意味があるかを検

証した。細胞膜のコレステロールを除去する作用がある methyl-β cyclodextrin（MβCD）で

HPAECs を処理した所、脂質ラフトが消失し、ATP 合成酵素が細胞膜全体に広く分布するように

なった。これにコレステロールを添加すると再びラフトが現れ、ATP 合成酵素も細胞辺縁の一部

に集積して分布するようになった。Western blot による定量から、MβCD とコレステロールによる

細胞処理は細胞全体と膜に存在するATP合成酵素やcaveolin-1の量には影響を及ぼさないこ

とが示された。HPAECs を MβCD で処理すると流れ刺激依存性の ATP 放出は有意に抑制され

た。この MβCD の ATP 放出抑制効果はコレステロールの添加で回復した。このことは流れ誘発

性の ATP 放出に細胞膜 ATP 合成酵素が関わるためにはラフトに分布することが必須であるこ

とを示唆している。 

 更に、ATP 合成酵素が caveolin-1 と共存することが流れ誘発性 ATP 放出にどのような意味

があるかを検証した。HPAECs に caveolin-1 の siRNA を導入した所、細胞膜の ATP 合成酵素

の分布に大きな変化は見られなかったが、caveolin-1 の発現が明らかに減少した。一方、ATP

合成酵素の発現には変化が認められなかった。Caveolin-1 の細胞膜における発現を siRNA で

抑制すると、流れ誘発性の ATP 放出が明らかに抑制を受けた。このことは流れ誘発性の ATP

放出に細胞膜 ATP 合成酵素が働く上で、caveolin-1 との関係が重要であることを示している。 
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５． 自己評価 

 本研究課題では、血管内皮細胞の血流センシング機構を解明するという目標に対して、既存

の実験方法に加えて、イメージングを中心とした新たな手法を試行錯誤の基に立ち上げること

に挑戦した。研究期間内に結論に到達した課題もあったが、実験系の樹立に時間を有した為結

論にまで至っていない系もある。しかし、研究成果②に記載した通り、主な課題の解決に必要な

基礎の準備と検討は既に終了しており、今後も引き続き研究課題を推進することで、当初の目

標を更に発展させようと考えている。 

 

６． 研究総括の見解 

血管内皮細胞の血流センシング機構を解明するため、装置の開発から細胞生物学、薬理学

的手法、さらにイメージング手法を取り入れて、独自の実験系を綿密に構築した。特に、ヒト肺

動脈内皮細胞（HPAECs）に流れ刺激を与えたときに灌流液中に放出されてくる ATP 量を定量

することにから、膜表面の ATP 合成酵素が流れ誘発性の ATP 放出に中心的な役割を果たして

いることを見出し、剪断応力による ATP 放出が細胞膜カベオラ付近から放出されることを明ら

かにしたことは、大きな成果である。これらの知見をさらに発展させ、血管の老化と予防への足

がかりに貢献することを期待する。 
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