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C A R m u s t b e i n v ol v e d i n t h e g e n e sis of v a s c u la r r e m o d eli n g .

K e y w o r d s: C o x s a c k i e vir u s a n d a d e n o vir u s r e c e p t o r
,
i n ti m al h y pe r p l a si a

,
v a s c u l a r s m o ot h

m u s cl e c ell s

は じ め に

コ ク サ ッ キ
ー ウイ ル ス 及び 一

部の ア デ ノ ウイ ル

ス に 対 し て 高 い 親 和 性を 持 つ 細 胞 外 受 容 体

c o x s a c ki e v ir u s a n d A d e n o vi r u s R e c e pt o r ( C A R)

が同定 された . これは免疫グ ロ ブリ ン ス
ー パ ー

フ

ァ ミ リ
ー

に属 し
,

細胞核着因子と し て機能すると

報告 されて い る が 1 ト 3 )
, 未だ そ の 生理的機能は

十分わか っ て い な い . 我 々 は過去 に C A R が胎生

5g
=

J の マ ウ ス の 脳及び心 臓に 強発現 し
,

出生直接 に

消失する こ とを明ら か に し
,

C A R が胎生期の 脳
,

心臓の 組織 の 発達, 形成 に 関与 し て い る可能性を

示 し た
4 )

. また
,

心筋細胞 にお い て生後-
･

旦は消

失 した C A R が
,

ラ ッ トの 自己免疫性心 筋炎 モ デ

ル に お い て
,

心筋炎 の 急性期に再度強発現 される

こ とを見.

L11 し
,

心筋 の リ モ デリ ン グ に関与して い

る可能性を報告 した
5)

.
し か し

,
現時点 で動脈硬

化巣や 血管平滑筋 で の C A R の 役割 に つ い て の 報

告 はな い
. 今回 の研究 で は

,
ラ ッ トの 頚動脈 パ ル

- ン傷害モ デ ル を 剛 ､ て
,
内膜を バ ル

ー ン で捺過

し た後に 新 た に 生 じる新生内膜 に C A R が発現す

る 可能性を推測 し
,

免疫組織化学 および定量的

R T - P C R 法を開 い て こ れを解析 し た. ま た
,

ラ ッ

ト大動脈 の 培養血管平滑筋細胞 に お い て
,
C A R が

発現する こ と を免疫細胞化学に て解析した .

実験動物と方法

チ ャ
ー

ル ス リ バ ー 株式会社 (Y o k o h a m a
, J a p a n )

より雄 8 過玲の S p r a g u e - D a w l e y ラ ッ ト ( 2 5 0 -

2 9 0 g) を購入 し
,

実験 に使用 し た . す べ て の 実験

手順は G uid e f o r th e C a r e a n d U s e of I 』b o r at o ry

A n i m al s ( N I H p u bli c ati o n N o . 8 6 - 2 3; N ati o n al

I n stit u t e of H e alth
,

B et h e s d a
,

M D ) に基づ き無

菌的に行われた .

ラ ッ ト頚動脈 バ ル ー ン傷害 モ デ ル

ラ ッ トを ペ ン 卜 パ ル ビ タ -

ル (5 0 m g / k g ) に て

腹腔内麻酔 し た
. 前頚 部を縦t州謁 し左頚動脈を露

出後
,

直視下 に 2 F r F o g aty カ テ
ー

テ ル ( B a x t e r

H e alth c a r e
,
S a nt a A n a

,
C A) を外頚動脈より総頚

動脈に挿入 し
,

バ ル
ー ンを広げ合計 3 回総頚動脈

の 血管内妓を搾過 し た . カ テ
ー

テ ル を外頚動脈よ

り抜去後
,

外頚動脈を結さ つ し傷を縫 合 し て終了

と し た . ほ過後 3
,

5
,
7

,
1 0

,
1 4

,
21 日目に 左総頚

動脈を摘出 し た . 対照と し て傷害を加え て い な い

検体 に つ い て も検討を行 っ た.

抗体, 組織の準備, 免疫組織化学

マ ウ ス の C A R の 細胞内ド メ イ ンを構成する 1 7

の ア ミ ノ 酸残基 ( K T Q Y N Q V P S E D F E R A P Q ) か

ら なるポリ ペ プチ ド鎖を合戒 し
,

こ の 抗原で 免疫

し た白色ウサギの 血清 の 免疫 グ ロ ブリ ン分画を精

製 し
,

ウ サギ抗 マ ウ ス C A R 抗体と し て 免疫組織

化学 に 使用 した 6)
. 摘出 し た頚動脈は周囲 の 結合

組織を十分剥離 し た の ち に
,

O C T コ ン パ ウ ン ド

(s a k u r a Fi n et e c h n ic al
,

T o ky o
, J a p a n) に旬埋 し

液体窒素 で 凍結 し零下 8 0
o

C で 保有 し た . 連続別

Jキ作成後 A P S コ ー ト ス ラ イ ドガ ラ ス ( M at s u n a m i

Gl a s s
,
O s a k a

, J a p a n) に貼トル
,
Z a m b o n i 液 で 3 0

分間固定 し た . 杭 C A R 抗体 の 他に
,
lI

'

rL管内皮細胞

の マ
ー

カ
ー

と し て 杭 第 8 因子 関連 抗 原 抗 体

(F ⅥⅠI R A g ; Z y m e d
,
S a m F r a n ci s c o

,
C A )

,
糾柑包増

殖 の マ
ー

カ
ー

と し て マ ウ ス 杭 p r olif e r ati n g c ell

n u cl e a r a n tig e n ( P C N A) モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体

( clo n e P C I O ; D A K O
,

C a r pi n t e ri a
,

C A ) に て 免疫

染色を行 っ た . ウ サギ抗体は ビオ チ ン 化ヤギ抗 ウ

サ ギ免疫 グ ロ ブリ ン ( N i c hi r ei
,

T o ky o
,
J a p a n)

及び
,

F I T C 結 合 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ( V e c t o r
,

B u rli n g a m e
,

C A ) に て
,

マ ウ ス 抗体は ロ ダ ミ ン 結

合 ヤギ肌 マ ウ ス 2 次抗体 ( V e ct o l
･

) に て 検出 し

た . 対照と し て ウ サギ Ig G を
一

次抗体と し て 同様

の 手順 で 免疫組織化学を行 っ た .

定量的 R T P
-

C R

摘 出 し た頚動脈 の サ ン プ ル か ら ト リ ゾ ル 試薬

( L if e T e c h n o l o g i e s
,

T o k y o
, J a p a n ) を開 い て
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T ot al R N A を抽 出し
,

2 〃g の T ot al R N A か らラ ン

ダ ム プラ イ マ ー 及び T a k a r a P C R キ ッ ト V e r . 2 .1

(T ak a r a
,

T o k y o
,
J a p a n) を用 い て c D N A を作成

し
,

最終 的 に 2 0 〃1 の 溶液に調整 した . 定量的

P C R に 必要な C A R 及び標準遺伝子 と し て γ-

a c ti n の t e m pl at e を作成 した . サ ン プ ル か ら の

c D N A を C A R
, γ- a cti n の プ ラ イ マ

ー

( C A R -

5
'

: G A A C A G A G G A T C G A ん1A A G C T 丸久A G
,

C A R -

3
'

: T C G T r A C T C G T A A A G T G A A T A C A A T) , γ-

a cti n - 5
'

: A G C C T T C C T T C C T G G G C A T G G A G T
,

γ- a cti n - 3
'

: T G G A G G G G C C T G A C T C G T C A T -

A C T 8)) に て 増幅し
,

その P C R 産物を p G E N - T

ベ ク タ ー に ラ イ ゲ
- シ ョ ン し

,
こ れを大 腸菌

(J M I O 9) に組み 込み培養した後
,

回収し たプ ラ

ス ミ ドを精製し
,

t e m pl at e と した . 10 0 倍に希釈

した t e m p r at e 及び
,

サ ン プル か ら の c D N A 5 〃1 を

C A R 及び γ- a cti n の 定量的 R T - P C R に使用した .

両 者 を プ ラ イ マ
ー

及び 蛍光 プ ロ - ベ ( Li g h t

C y cl e r F a st St a rt D N A M a st e r S Y B R G r e e n I;

R o c h e , I n di a n a p oli s
,

I N ) に て 増幅し
,

9 4
o

C 1 0

分 の 初期変性を行 っ た の ち変性ス テ ッ プ 9 4 ℃ 1

分
,

ア ニ ー

リ ン グ ス テ ッ プ 5 8
o

C l . 5 分
,
伸長ス テ

ッ プ 7 3 ℃ 2 分の 3 ス テ ッ プ過程 で P C R を 3 5

c y cl e 行 っ た
. 得られた標準曲線か ら Lig ht C y cl e r

ソ フ トウ ェ ア - を用 い て計算し
,

ス タ
ー

ト時の

C A R 及び γ- a cti n の 定量化を行 っ た . 最終的な

C A R m R N A 量 は C A R / γ
- a cti n の 比 で示 し た .

こ の 定量的 R T - P C R 法の 信頼性は以前に も報告

し た 9) 10)

血管平滑筋細胞培養

ラ ッ ト胸 部 大 動 脈 よ り 血 管平滑 筋細 胞 を

e x pl a n t ati o n 法 で採取 し 1 1)
,
6 0 m m コ ラ

ー

ゲ ン タイ

プ 1 コ ー トの培養皿 ( B i o c o at; B e ct o n D i c ki n s o n
,

B e df o r d
,

M A) 上 で イ ン ス リ ン
,

E G F
,

b F G F の

孫 加 さ れ た 培 養 液 ( S M C P - S T I M ; B e c t o n

D i c ki n s o n) 5 m l と ともに 3 7 ℃ で培養 し た . 4 日

目に 浮遊組織を回収 し培養液を交換 ,
8 日目に 培

養血管平滑筋細胞 を c ell s c r a p e r を 剛 ､ て 剥離
,

回収 し
,

サイ ト ス ピ ン に て プ レ パ ラ ー トを作成
,

抗 C A R 抗体 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 発色 ( D A K O )

に て
,

マ ウ ス 抗 α - s m o o t h m u s cl e a c ti n 抗 体

5 31

( cl o n e l A 4 ; Sig m a , S t . L oi s
,

M O) を A P P A P 法

( D A K O) にて免疫染色を行 っ た.

統計学的処理

m R N A 量の 表記 は m e a n ＋S E に て行い
, 各群 の

m R N A 量を B o n f e r r o ni 法に て 比較した . p < 0 .0 5

を統計学的に有意と した .

結 果

ラ ッ ト頚動脈 バ ル ー ン傷害組織 に お ける C A R
,

P C N A の 局在

図 1 に頚動脈 の 連続切片に お ける
,

C A R 及び

P C N A の 発現を示す. 同時に血管内皮細胞 の マ
ー

カ
ー

と して第 8 因子関連抗原 ( F V IIIR A g) の 免

疫染色を行 っ た . 無処置 の 血管 ( d O) で は C A R

は血管内皮細胞に発現 し
, 中膜 には発現を認め な

い .
バ ル ー ン傷害の 5 日目 で は内皮細胞 は擦過さ

れ欠落して い る が
, 中腰第 1 層に C A R の 発現 し

た. 7 日目になると
,
中順 の C A R の 発現は消失し

,

新た に生 じた新生内膜 に強く C A R を発現するよ

うに なり,
こ の 細胞 の 核は P C N A に て染色 され

た
. 再生さ れ つ つ ある血管内皮細胞 は F V III R A g

陽性細胞と し て 新生内膜 の 表面に認 め られ るが
,

新生内膜の 細胞群 と は明 ら か に 区別 されて い る .

1 4 日日になると
,

新生内膜で の C A R の 発現 は消

失 し
, 再生中の 血管内皮細胞 の み が C A R で 染色

されるようにな っ た
.

定量的 R T
-

P C R

傷害血管 にお ける C A R m R N A の 発現量 の 経時

的変化を図 2 に示す. C A R/ γ- a cti n m R N A の 定

量値の m e a n ＋ S D は以下 の 如く である . 傷害前

( 0 . 0 7 2 ＋ 0 . 0 2 7 : n
- 8)

,
傷害後 3 日 ( 0 . 0 7 5 ＋

0 .0 2 7 : n
- 5)

,
5 日 ( 0 .1 2 4 ＋0 .0 2 7 : n

- 7) ,
7 日

( 0 . 1 8 0 ＋ 0 .0 3 8 : n - 8) ,
1 0 日 (0 .1 5 2 ＋ 0 .0 2 4 :

n - 7)
,

1 4 日 ( 0 . 1 3 5 ＋0 . 0 1 0 : n - 5)
,

2 1 日

( 0 . 1 2 2 ＋ 0 .0 1 5 : n
- 6) . 傷害前 の ラ ッ ト の 頚動

脈 で の C A R m R N A の 発現は低 い レ ベ ル に ある が
,

障害後増加 し 7 日後にピ ー ク に達 し (p
- 0 .0 0 5 0)

,

そ の 後徐 々 に 減少傾向 し た .

培養血管平滑筋細胞

ラ ッ トの 胸部大動脈 か ら採取 し p ri m a ry c ult u r e
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F V u 生温A g

C A 鼠. F 且T C i P C N A ･ R h ( d a m i rl e

図 1 ラ ､

ノ 卜王f 働 脈 ハ ル - ン傷害 に お け

る C A R
,

P C N A お よ び F V II I R A g

の 局! =L . D a y O は 非傾苦n
'

lL 管を

示す. 左図 : C A R ( F I T C : 緑) ,

右図 : F ⅥII R A g ( FI T C ) .

‾F
-
団 :

c A R ( 禄) と P C N A ( ロ タ ミ ン 7)]J{)

の
ー
ー:_東栄色. 拡大率 は D ay ()

,
5

,

7 は × 40 0
,

D a y 1 4 は × 2 0 0
,

二

重攻凸は × 8 00 .

C A 耽T ll R N A ( r a tio l

0 .2 5

0 .
2 0

0 .) 5

0 .1 0

0 .0 5
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那須野 : ラ ッ ト頚動脈 バ ル ー ン 傷害 モ デ ル に お け る 新生内膜 で の C o x s a c ki e Vir u s a n d A d e n o vir u s

R e c e p t o r ( C A R) の 発現 とそ の 意義

を行 っ た血管平滑筋細胞は
, 新錘形の 細胞形態を

示 し
,

8 日の 培養で s u b c o n 且u e n t の 状態とな っ た
.

こ の 細胞は ｡ - s m o oth m u s cl e a cti n 陽性,
C A R 陽

性 であり
,
i n vit r o で も増殖中 の 血管平滑筋細胞 は

C A R を強く 発現すると い う こ と が示 された ( 図

3) .

考 察

無処置 の ラ ッ ト頚動脈 で は C A R は血管内皮細

胞 に の み 発現 し
,

m R N A の b a s eli n e l e v el は これ

に由来すると考え られた
.

バ ル ー ン傷害後 7 日目

にな ると
,

新生内膜 の 形成が明ら か と なり, 新生

内膜を構成する血管平滑筋 は C A R を強く発現 し

た .
これら の 細胞 の核は P C N A を強く発現 してお

り
,

活発 な 増殖を 行 っ て い る こ と が示 さ れ た
.

新生内膜 に発現し て い た C A R は 1 4 日目に は消失

し
,

血管内皮細胞 で覆われる こ と で血管 の修復が

完了し た こ とが わか る . C A R の m R N A の 経時的

推移 は新生内膜 の形成と並行 し ており
,

新生内膜

の増殖 の 終了とと もに b a s eli n e l e v el に復帰 し た .

新生内膜を構成する細胞 の 由来は内皮下 か ら移動

して き た血管平滑筋細胞 と考え られ て い る が
12)

,

今回の i n v it r o の 培養で増殖中 の 大動脈壁 由来血

管平滑筋細胞 が C A R を発現 し て い た こ と は こ れ

を支持する観察と考 えられる. 以上より
,
C A R の

発現は新生内膜平滑筋細胞 の増殖 に 密接 に関与し

て い ると考 えられる .

ま た, 傷害早期 の 新生内膜出現以前 ( 5 日目)

に中膜第 1 層 すな わち血管平滑筋細胞層 に C A R

が発現 し て い ると い う点が注目される . 既存の 血

管平滑筋が 血管内皮によ る被覆を奪われ
,

c el レ

t o - c ell c o n t a ct が失われた ため に C A R が発現 し

たと い う可能性を示 し て い ると考え られた.

臨床 的な観点 か らは
,

C A R は ア デ ノ ウ イ ル ス の

高親和性受容体 で あり
,

新生内膜 で そ の 発現 が増

強されて い る こ と は
,

ア デ ノ ウイ ル ス ベ ク タ
ー を

用 い た遺伝子導入 が各種動物 の バ ル ー ン傷害血管

の 新生内膜 で高 い 効率を示す
1 3 ト 16) こ と の メ カ

ニ ズ ム を説 明する と 考 え ら れる . V C A M - 1 は

C A R と相同性が高く
,
血管壁 へ の ア デ ノ ウイ ル ス

5 33

ベ ク タ ー の 結合に 関与 し て い ると の 報告 1 7) もあ

るが
,

今回 の 検討 か ら は む しろ C A R その もの が

新生内膜 へ の 遺伝子導入 に重要な働 きを し て い る

と推測された
.

C A R が傷害血管で発現する こ と が示 さ れた が
,

そ の 発 現 を 調 節 す る 機構 は わ か っ て い な い
.

c ell - t o - c ell c o nt a ct が疎に な っ た箇所で C A R が

発現 し, 密に な る と 消失 する と い う こ と か ら
,

c el ト t o - c ell c o n t a ct が C A R の 発現を調節する可

能性が推測される .
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