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くはしがき〉

動脈硬化症などの生活習慣病や癌などの疾患においては血管の病変が重要な関与をし

ている｡血管に弾力性を与えている平滑筋細胞は､状況によって性質の異なる細胞-と

形質変換する｡動脈硬化症病変において血管平滑筋細胞は､正常な収縮をする｢収縮型｣

細胞から筋線維に乏しく細胞外マ トリックスを多量に分泌する ｢合成型｣型細胞-と変

化する｡また胎児期での血管発生や成人での毛細血管の新生においては､平滑筋が未分

化の状態から分化した ｢収縮型｣細胞-と変化するoLかし形質変換の分子レベルでの

変化については不明の点が多く､それを解明することにより様々な疾患の発症のメカニ

ズムが解明されると期待される｡そこで培養平滑筋細胞を用いて形質変換の卓デル系を

作成し､形質変換において発現量の変化する遺伝子を網羅的にスクリーニングすること

にした｡さらに特定できた遺伝子の発現レベルを詳細に解析した｡
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研究成果

研究の目的

血管平滑筋は分化の進んだ筋線維の発達した ｢収縮型｣､および未分化で増殖をする｢合

成型｣の2種類の細胞に形質変換する｡平成 16年度までの研究で培養血管平滑筋細胞

をPDGF処理によって合成型様細胞､酪酸ナ トリウムPa-butyrate,NaB)処理によって収

縮型様細胞を作製することができるようになった｡そこでそれらの2種類の細胞に特異

的な遺伝子を選別するために､サブ トラクションライブラリーを作成して､スクリーニ

ングして遺伝子を同定することにした.

以下のような研究計画で実験を遂行した｡

1)サブ トラクションライブラリーの構築

2)ライブラリーの塩基配列の決定と相同性検索

3)ハイブリダイゼーションによる発現量の差のチェック

4)形質変換後に増減する遺伝子のスクリーニングと発現量の定量

5) ミオシンの機能を調節する因子の解析

研究結果

1)サブ トラクシ~ヨンライブラリーの構築

平滑筋は状況に応じて分化の進んだ筋線維の発達した収縮型､および未分化で増殖をす

る合成型の2種類の細胞に形質変換する｡この過程を明らかにするため培養旦管平滑筋

細胞をPDGF処理によって合成型様細胞､酪酸ナ トリウムPa-butyrate,NaB)処琴によっ

て収縮型様細胞を作製し､それら甲細胞に特異的な遺伝子を検索することにした.それ

ぞれの細胞から mRNA を単離L cDNA を合成し､サブ トラクション法(clontechPCR

selectdifferentialsubtractionkit)によりPDGF処理細胞特異的遺伝子とNaB特異的遺伝子

をスクリ｣ニングし､それぞれについてpENTJTEVプラスミド-topoisomerase反応で

挿入してプラスミドライブラリーを構築した｡

2)ライブラリーの塩基配列の決定と相同性検索

プラスミドを大腸菌に形質転換し､PCRによって 100bp以上のインサー トをもつクロー

ンを同定し､シークエンス､BLAST解析をおこなった｡ pDGF特異的ライブラリーか

らは2300クローンを単離し､そのうち740クローンについてシークエン_スをおこない､

230クローンの遺伝子が特定できた｡これ′らの中には分泌系､転写因子等の核内タンパ

ク質､リボソームに関連する遺伝子が多く含まれていたoまた NaB特異的ライブラリ



-からは1200クローンを解析し､そのうち440クローンについてシークエンスを行い､

160クローンについて遺伝子が特定できた｡これらの中には細胞骨格系､プロテオソー

ム系の遺伝子が多く含まれていた｡

3)ハイブリダイゼーションによる発現量の差のチェック

実際に上記の方法で得られたクローンがそれぞれPDGF処理細胞､NaB処理細胞で有意

に発現の差が見られるかをハイブリダイゼーションでチェックした(clontechdi飴rential

screeningkitを利用)｡まずスクリーニングしたクローンをpcRで増幅しナイロン膜にド

ットプロットしたものを4セット用意した｡それぞれのナイロン膜に4種類のプローブ

を反応させて､仮想的No血emハイブリダイゼーションをおこないシグナルをイメージ

ヤーで定量した｡使用したプローブはサブ トラクションする前のPDGF処理細胞､およ

びNaB処理細胞のcDNA､さらにforwardsubtraction､およびreversesubtractionしたtDNA

の4種類である｡その結果有意に特異性が認められたものがPDGF処理細胞では15ク

ローン､NaB処理細胞では 19クローンに集約された｡pDGF特異的遺伝子は SIOOA4,

Salvadorhomologue,gamma-actin,alpha-tubulin,zincflngerProtein289,homerhomologue,

DnaJhomologue,Hoxl･3gene,DEADboxpolypeptide,nngfingerproteinll,rhofamily

GTPase3等であったo一方NaB特異的遺伝子はSIOOA6,afadin,serum inducibleprotein

kinase,rhoGTPaseactivatingprotein2,motofusink,vascularcelladhesionmolecule1,vacuolar

proteinsorting37A,eukryotictranslationelongationfactわr1alpha1,splicingfactorl､SC-35,I

metastasissuppressor1,kinesin-associatedprotein3等であった.

4)形質変換後に増減する遺伝子のスクリーニングと発現量の定量

上記の集紛されたクローンに対してプライマーを作製し､リアルタイム PCRをおこな

って PDGF処理細胞とNaB処理細胞での発現量に有意に差があるかを確認した｡2種

類の細胞で発現量の差が2倍以上認められたものは Ca2+結合蛋白質である SIOOA4,

SIOOA6､およびα-actinなどであったoそこでSIOOA4,SIOOA6の全長をクローニング

し､大腸菌で発現蛋白質を作成した｡さらにこの発現蛋白質とCa?+依存的に相互作用す

る因子3種類を培養平滑筋細胞から単離することができた｡これらについては現在アミ

ノ酸シークチンスを決定する準備を行っている｡さらに上記の発現蛋白質を抗原として

ニワトリに免疫して卵黄抗体の作成した｡またアフィニティー精製を行って､特異的抗

体を作成した｡

5)ミオシンの機能を調節する因子の解析



EF-handカルシウム結合タンパク質ファミリーの SIOOA4は非筋細胞においてミオシン

の線維形成を調節することが報告されている｡そこでSIOOA4の平滑筋ミオシンの線維

形成に対する影響を調べた.SIOOA4はCa2'依存的に非リン酸化ミオシンの重合を阻害

することがわかった｡しかしリン酸化ミオシンに対しては線維形成を阻害することはな

かった｡またミオシン線維安定化因子p32存在下でもこ■のSIOOA4の阻害効果が観察さ

れた｡

今後の研究の展開

上記のスクリーニングによって有意に発現量に差のあった残 りのクローンにっいても

リアルタイムPCRによって同様な解析を続けていく予定である｡さらにPDGFを添加

後､1日後､2日後､3日後の細胞からmRNAを単離して､PDGF処理細胞特異的な

遺伝子の発現量の時間変化を追跡していく予定である｡同様に NaBを添加してからの

時間変化を追って､NaB処理細胞特異的遺伝子の発現量の時間変化を追跡したい｡これ

らの実験により特異的遺伝子の発現と筋線維の構成要素の発現量の変化との相関を調

べたい｡またこれらの遺伝子を大腸菌で発現することによって､pulldownassay法によ

って平滑筋細胞内でこれらの遺伝子と相互作用する因子の単離をおこないたい｡

要約

血管平滑筋は分化の進んだ筋線維の発達した ｢収縮型｣､および未分化で増殖をする｢合

成型｣ の2種類の細胞に形質変換する｡培養血管平滑筋細胞をPDGF処理によって合成

型様細胞､酪酸ナ トリウム(Na-butyrate,NaB)処理によって収縮型様細胞を作製し､そ

れらの細胞に特異的な遺伝子のサブ トラクションライブラリーを作成することにより

スクリーニングした｡PDGF特異的ライブラリーからは230クローンが､NaB特異的ライ

ブラリーからは160クローンの遺伝子が特定できた｡これらのクローンをナイロン膜に

ドットプロットした膜を4枚ずつ用意し､特異性を確認するため仮想的Northernハイ

ブリダイゼーションをおこなった｡使用したプローブは､サブ トラクションした2種類

のcDNA､およびサブ トラクション前の2種類のcDNAである｡その結果有意に特異性が

認められたものが PDGF処理細胞では 15クローン､NaB処理細胞では 19クローンに集

約された｡そこでこれらのクローンに対してプライマーを作製し∴リアルタイムPCRを

おこなってPDGF処理細胞とNaB処理細胞での発現量に有意に差があるかを確認した｡

2種類の細胞で発現量の差が2倍以上認められたものはCa2+結合蛋白質であるSIOOA4,

S′100A6､およびα-actinなどであった｡そこでSIOOA4,SIOOA6の全長をクローニング



し､大腸菌で発現蛋白質を作成した｡さらにこの発現蛋白質とCa2十依存的に相互作用す

る因子 3種類を培養平滑筋細胞から単離することができた｡これらについては現在アミ

ノ酸シークエンスを決定する準備を行っている｡今後は有意に発現量に差のあった残 り

のクローンについても同様な解析を続けていく予定である｡

SUMMARYOFRESEARCHRESULTS

Vascular smoothmusclecell(VSMC)showstwotypicalphenotype,contraction-typeand

synthetic-typeuponvari9uSSituations.Wedeveloped血odelsystemofphenotyPicmodulation

byuslngCulturedVSMC,P53LMACOl･UponadditionofPDGF,theVSMCchangedto

synthetic-typephenotype,anditchangedtotypicalcontraction-typephenotypeinthepresence

ofsodium butyrate(Na-B),whichinducegrowthsuppressionbyinhibitingacetylationofDNA.

WeisolatedtnRNAfromthesetypicaltwotypesofcellandconstructedsubtractionCDNA

library.Wesequencedinsertsofthelibrary,andscreened230clones&omPDGF-specific

library,and160clones丘omNaB-specificlibrary･.Furtherinsertsofeachclonewerespottedto

nylonmembraneandexaminedbyputativeNorthem?ybridizationtoconfirmthespeciflCityin

eachtypesofcell. Four setsofmembranewashybridizedwithfoursetsofprobes,two

subtractedcDNAs andtwooriginalcDNAs fromPDGF-andNaB-treatedcells.As aresult,15

clones丘omPDGF-speciBclibraryand19clones丘omNaB-specificlibrarywereconfirmedin

thespecificityoftheexpression･Toquantifytheexpressionlevelof血eseclonesinPDGF-and

NaB-treatedcell,WemddepnmersetsforeachcloneandexaminedwithrealtimePCR.Clones

showing2-folddi飴 renceofexpressionamongthesetwotypesofcellwereSIOOA4,SIOOA6,

i-actinandothers.Weisolatedthefull-lengthCDNAofS100A4andS100A6byRTIPCR,and

expressedthesegenesinbacteria.UsingthesegeneproductsweafTlnityp血fledthreeproteins

thatinteractwithS1004andSIOOA6proteinS&omtheVSMC.


