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Abstract : Angiotensin II (AII) plays an important role in various cardiovascular diseases 

associated with vascular smooth muscle cell (VSMC) growth and migration. In our previous 

study， we investigated the effect of olmesartan， an angiotensin II receptor blocker， on AII 

induced Src tyrosine kinase， extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1I2) and c-J un 

N目terminalkinase (JNK) activation and rat aortic smooth muscle cell (RASMC) migration. 

We found that olmesartan inhibit巴dAII-induced ERK1/2 and JNK activation at lower 

concentrations. On the other hand， PP2， a Src tyrosine kinase inhibitor， also inhibited AII司

induced ERK1I2 and JNK activation， but its effect on ERK1I2 was less pronounced than 

that of olmesartan. How巴ver，both olmesartan and PP2 potently inhibited AII-induced 

RASMC migration. In the present study， we investigated the involvement of Src on AII-

induced migration of RASMC using Src siRNA for gene silencing. Src siRNA was successful1y 

introduced into RASMC using transfection proc巴dures.We found that the inhibitory effect 

of Src siRNA on AII-induced JNK activation was more potent than on ERKl/2 activation in 

RASMC. 1n addition， Src siRNA effectively inhibited AII-induced RASMC migration to an 

extent similar to PP2. From these findings， it was inferred that direct inhibition of Src may be 

an巴ffectiveoption for VSMC growth and migration. Pharmacological or genetic inhibition of Src 

may be a strategy that can be used in addition to renin】angiotensinblockade for cardiovascular 

diseases involving AII， such as hypertension and atherosclerosis. 
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はじめに

アンジオテンシン II (A II) は血管収縮やアルド

ステロンの放出刺激を介して高血圧を誘発するが，さ

らに血管のリモデリングや炎症，酸化ストレス産生

に関与することが知られている1)粥状動脈硬化の
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実験的モデル動物を用いた検討では，血管平滑筋細

胞 (VascularSmooth Muscl巴 Cel!， VSMC)の過剰な

増殖と遊走によって引き起こされる血管リモデリング

は，動脈硬化の最も特徴的病態であり 2，3) 粥状動脈

硬化の病変形成の重要なステップとなっている.先

に述べた AIIの作用は主に細胞表面の angiotensin

II type 1 ( A Tl )受容体によって媒介されるもので

ある ATl受容体を介した AIIシグナルは様々な経

路に関与し， Gタンパクや受容体型，非受容体型チ

(A) 

品他5名

ロシンキナーゼに結合する.結果としてこのシグナ

ルは， mitogen-activated protein (MAP) キナーゼ

や proteinkinase C (PKC)， NAD (p) H oxidases 

の活性化，そして活性酸素種の産生を介して生理学

的，病理学的な様々な効果を発現する 4) MAPキ

ナーゼは VSMCを含む種々の細胞種の成長や遊走の

決定的な制御因子として報告されている 5-8)目さら

にMAPキナーゼファミリーの活性化や非受容体型チ

ロシンキナーゼのひとつである Srcの活性化を介した
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Fig， 1. Comparison of出einhibitory effects of olmesartan (Olm) and PP2 on angiotensin II (AII)“induced extracellular signal-

regulated kinases (ERK1I2) and c-Jun N-terminal kinase (JNK) activations in rat aortic smooth muscle cells (RASMCs)， 
After culturing in serum-free medium for 48 h， the cells were not pretreated， or pretreated with 10 nM olmesartan 

for 5 min or 10μM PP2 for 1 h， Then， the cells were stimulated with 10 nM of AII or left unstimulated for 5 min 

The activities of ERK1!2 (A) and JNK (B) were measured as described under Materials and Methods， Densitometric 

analysis of each value was normalized by arbitrarily setting the densitometric value of control cells (Cont.) to 1.0， The 

asterisks represent values that were significantly different from the values of Ang II stim叫ationin normal RASMC (帥p

< 0，01)， Each va1ue represents a mean土 S，D，(n = 3)， (Modified from Ref， 19) 
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ルメサルタン (RNH-6270)が，培養ラット大動脈平

滑筋細胞 (RatAortic Smooth Muscle Cell， RASMC) 

における AII車Ui数による ERK1/2とJNKのj舌性化

と遊走を阻害することをみいだした 19) その際，オ

ルメサルタンの MAPキナーゼ阻害効果は強いものの

(Fig. 1)，細胞遊走阻害効果はより高い濃度で確認さ

れ (Fig.2)その効果に詑離がみられたーまた同時に，

Src阻害薬PP2の MAPキナ」ゼ阻害効果は顕著でな

いものの細胞遊走阻害効果は強いことが観察された

(Fig. 1及び3).そこで本研究では， AII刺激による

RASMC細胞内情報伝達系と細胞遊走における Srcチ

ロシンキナーゼの役割について明らかにする目的で，

Src阻害薬PP2に加えて SrcsiRNAを用いて， AII

刺激による MAPキナ」ゼ活性化に対する阻害効果と

細胞遊走に対する効果を検討した.

オルメサルタン (RNH-6270) は第一三共株式会

社 (Tokyo) から提供頂いたものを使用した.その

ほか以下の試薬を購入した:A II (Peptide Institute， 

アンジオテンシンE刺激による血管平滑筋細胞の遊走に対する Src阻害と MAPキナ}ゼ阻害効果の比較

実験材料及び方法

薬試

extracellular signal同regulatedkinase 1/2 (ERK1/2) 9)， 

c-Jun N-terminal kinase (JNK) 10) の活性化は AII

が誘導する VSMCの遊走 11)にとって非常に重要であ

ることも報告されている VSMCの過剰な遊走は血

管壁のリモデリングや新生内膜の形成，中膜の肥厚を

誘発する.これらは粥状動脈硬化へと導き，それに引

き続く心血管疾患の原因となる. VSMCの増殖や遊

走に関連した心血管疾患の病態形成における AIIの

役割は，これらのシグナル伝達経路の活性化を媒介し

て行われることが報告されている 12)ー

AIIとATlの結合部で競合するアンジオテンシ

ン受容体詰抗薬 (AngiotensinReceptor Blockers， 

ARB) は，降圧薬として利用されている 大規模臨

床試験では， ARBは脳卒中や虚血性心疾患，糖尿病

性腎症の様な心血管や腎の合併症のリスクを下げる効

果があることが示されている 13-18) それゆえ， ATl 

受容体を遮断する事によって ARBはVSMCの増殖

や遊走によって引き起こされる血管リモデリングや組

織の損傷を抑制する可能性があり，この ARBの効果

で心血管や腎のイベント抑制j効果がもたらされている

と考えられる.以前に我々は， ARBの一つであるオ
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Fig. 2. Inhibitory effect of olmesartan on angiotensin II (AII) -induced rat aortic smooth muscle cell (RASMC) migration. Cells 

were not pretreated or were pretreated with olmesartan (Olm) for 5 min. Then， tbe cells were stimulated with 100 nM 

of AII， or left unstimulated， wounded using a yellow pipette tip， and cultured for 24 h. After these cells were stained and 

photographed， the cells between the 2 rims were counted under 5 different microscope fields. Values were normalized 

by arbitrarily setting the counts of control cells to l.0. The asterisks represent values that were significantly different 

from the values of AII stimulation in normal RASMC (， P < 0.05ゾ申P く 0.01).Each value represents a mean士 S.D.(n 

= 3). (Modified from Ref. 19) 
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Inc.，Osaka) ; PP2 (Calbioch巴m，San Diego， CA， 

USA) ; phospho【ERK1/2抗体と phospho-JNK抗体

(Cell Signaling Technology， Danver， MA， USA) ; Src 

抗体 (UpstateTechnology， Lake Placid， NY， USA) 

Srcのnon-silencingsiRNA (B】BridgeInternational， 

Inc.， Cupertino， CA， USA) ; Src の Stealthselect 

RNA interference (siRNA)， Lipofectamin巴

RNAiMAX， Srcの活性化型を検出する抗Src[pY418]

リン酸化部位特異的抗体は Invitrogen(Carlsbad， 

CA， USA)から購入した その他の全試薬は市販の

材料をそれ以上精製することなく使用した

細胞

動物の処理はUSN ational Institutes of Health (NIH 

publication No. 85-23， revised 1985)から出版された

“Guide for the Care and Us巴ofLaboratory Animals" 

に基づき，奈良県立医科大学の動物実験倫理委員会

により承認を得た上で、行った 雄性Sprague-Dawley

系ラットの胸部大動脈を切除し直ちに penicillin

(100 U/ml) とstreptomycin(100μ g/ml) を含む

3 
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Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) に浸

潰した 結合組織と脂肪組織を試料から切除後に，大

動脈を切開し，鋭利な鋲を使用して内膜表面を穏や

かに擦ることで内皮細胞を取り除いた 剥皮された

大動脈を約 3mm四方片に切り， 3つの 35mm培養

皿 (Falcon，Becton Dickinson， CA， USA) に内膜面

を下に配置した. 10%のウシ胎仔血清と penicillinI 

str巴ptomycinを含む DMEMを，培養組織を覆うた

め，配向性を阻害しないように穏やかに培養皿に加え

た.培養皿表面に遊走してくる VSMCを7-10日間

培養し配置した大動脈片をj成菌した細いピンセット

を使用して分離し培養液で洗浄した 一旦，細胞

を35mmの培養皿にコンフルエントにし，短時間の

トリプシン処理により回収し， T】75フラスコ (Iwaki，

Osaka) に移して培養した (passage1)目細胞遊走

assayを除く実験では，初期の継代培養細胞 (passage

2-5)をserum金田 DMEMによる 48時間の培養後に

使用した.細胞:選定 assayでは serum-freeDMEMに

よる前処置を 24時間とした.VSMCの純度は既報の

ごとく，形態学的観察やミオシンの免疫染色に基づい

E時間t.01隅 ppま AII 眼i聞 PP2 

AII 

Fig. 3. Inhibitory effect of olmesartan (Olm) and PP2 on angiotensin II (AII) -induced rat aortic smooth muscle cell (RASMC) 
migration. Cells were not pretreated. or were pretreated with 100μM olmesartan for 5 min or 1 μM  PP2 for 1 
h. Then， the cells were stimulated with 100 nM of AII or left unstimulated， wounded using. a yellow pipette tip， and 
cultured for 24 h. After the cells were stained and photographed， the cells between the 2 rims were counted under 5 
different microscope丑elds.Values were normalized by arbitrarily setting the counts of control cells (Cont.) to 1.0. The 
asterisks represent values that were significantly different from the values of AII stimulation in normal RASMC (" Pく
0.01). Each value represents a mean士 S.D.(11ニ 3).(Modified from Ref. 19) 
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て90%以上になるように細胞を調製した 20) 細胞の

生存率は 0.2%trypan blueの排除により観察しその

結果は98%以上であった

s剖iR卜NA

トランスフエクシヨンは発売元のフプ。ロトコ一ルに

従つて行ワた RASMC細胞懸濁液を 6

トに播種したた.2担4時間後， Opti-MEMに希釈した Src

のRNAiduplexとLipofectamineRNAiMAXを混和

し， 10-20分間室温で放置した

その他の既知の mammaliangeneをターゲット

としない Src の non-silencingsiRNAをnegative

control とした.その 1~， Srcの RNAiduplex-

Lipofectamine RNAiMAX複合体を各wellに添加し，

48時間培養した後に実験に使用した

ウエスタンブロット

細胞を sωod出ium口moωrt也hι肝O

冷 phoωsphat句巴【bl加uffe臼r巴ds鈎a!凶lin問巴(伊PBSω) でi洗先浄した.

20 mM  Tri治s-HCα1(pH 7.4)， 150 mM  N aCI， 1 mM  

ethylenediaminetetraacetic acid (EDT A)， 1 mM  

ethyleneglycot巴traaceticacid (EGT A)， 1 % Triton 

X】100，2.5 mM sodium pyrophosphate， 1 mM s 

-glycerophosphate， 1 mM sodium orthovanadate， 1 

μg/mlleupeptin並びに 1mM phenylmethylsulfonyl 

fiuorideを含む細胞溶解液を細胞に添加し 4'Cにて

30-60分間作用させた.その後，凍結融解に続いて

超音波処理を行った後に遠心分離 (16，000x g，40C) 

し上清の蛋白濃度を proteinassay bicinchoninate 

kit (Nacalai Tesque， Kyoto) を用いて測定した.細

胞可溶化液を sodiumdodecyl sulfate (SDS) ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動し，その蛋白を既報の

方法 211に基づいて polyvinylidenefiuoride (PVDF) 

membran巴s(Bio-Rad， CA USA)に転移させた.そ

のPVDFmembraneを5%スキムミルク含有0.1% 

Tris-buffered saline Tween】20(TBS戸T)でブロッキ

ングし， 1次抗体， 2次抗体 (horseradishperoxidase 

conjugated) と順に反応させた対象を enhanced

chemiluminescence (Amersham， Buckinnghamshire， 

UK) を用いて発光させてフィルムに感光し， NIH 

imageによる濃度測定により定量化した

Wound healing assay 

細胞の遊走を測定するために， wound healing 

assayを行った.細胞を S巴rum岳-eeDMEMで24時

間培養した後，条件に応じて MAPキナ」ゼ阻害薬，

Src阻害薬での前処置を行い，さらにオルメサルタ

ンによる処理を行った.その後，細胞に AIIを添加

すると共に，チップで培養皿の底面に線状の傷をつ

けて24時間培養した培養後， Diff【Quick(Sysmex， 

Kob巴)で染色を行い，顕微鏡写真を撮影した 1検

体につき 5視野撮影し，遊走してきた細胞の平均値を

その値とした.

統計学的処理

実験は3回行い，測定値を means土 S.D.(標準偏差)

で示した 2-W ay analysis of varianc巴(ANOVA)で

集団の偏差に差がないことを決定し，各群の有意差は

Fisher' s post【hoctestを伴う modifiedιtestで判定し

た p< 0.05を統計的に有意であると判定した

結 果

A. RASMCにおける AII刺激による ERIく1/2，

JNIく及びSrc活性化の時間経過と濃度依存性の

検討

AII刺激による MAPキナーゼ、及びSrcの活性化

を評価するために，成長静止期にある RASMCにA

E刺激を加えた.AII刺激による ERKl/2，JNK及

ぴSrcの活性化の測定は材料及び方法の項で述べたと

おりである RASMCにおける ERK1/2及びJNKは

AII刺激後2分以内に活性化され， 5分後にピ」ク

が見られた，同様に AII刺激における Srcの活性化

は2分後にピークを迎え，その大きさは約2倍であっ

た ]NK及びSrcの活性化はピークを迎えた後に減

少に転じたが， ERKl!々/

次に RASMCのAIIによる ERKl/々2，]NK及びSrc

活性化の濃度依存性を検討した RASMCにおける

ERKl/2及び]NKはAIIの濃度依存的に活性化され，

AII 濃度が100nMで最大となった.一方， SrcはA

Eの濃度依存的に活性化され， A II 濃度が10nMで

ピークを迎えた.これらの結果は，以前に報告した我々

の結果 19) と同様であり，以下の実験では， RASMC 

の遊走実験を除いてAII濃度を 10nMに固定して実

験を行い， AII刺激による MAPキナーゼの活性化及
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ぴSrcの活性化については 5分及び2分のインキユ

ベーション時間で検討することにした目

B. RASMCsにおける SrcsiRNAのtransfection

による Srcsilencingの至適化

次に RASMCsにおける SrcsiRNAの導入効率を

検討するため， Src silencingのための SrcsiRNA 

の至適化を行った (Fig.4) 各 SrcsiRNA量での

Src knockdownの程度は，抗 Src抗体によるウエ

スタンプロットによって行い， scramble siRNA (25 

pmol， B-Bridge) をnegativecontrolとした. Src 

knockdownの効率は， Src siRNA量を増加させるほ

ど上昇し，25pmolでほぼピークの 80%に達した(Fig

4). Src siRN A量の上昇により細胞障害性が増すこと

の可能性を考慮し本実験における至適SrcsiRNA 

量を 25pmolに決定し，以下の実験では 25pmolの

Src siRNAを用いることにした.

Src 
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C. RASMCにおける AII刺激による ERK1/2及び

JNKの活性化に対する SrcsiRNAの阻害効果

の検討

ATl受容体は AIIが誘導する細胞内シグナルの起

点であり，そのシグナルは非受容体型チロシンキナー

ゼのひとつである Srcや MAPキナーゼへと伝達され

る SrcはAIIの誘導する ERK1/2や JNKの活性化

に重要な役割を果たしており， VSMCの遊走の主要

制御因子のひとつである 以前に我々は，オルメサル

タンと Srcチロシンキナーゼ阻害薬である PP2のA

E刺激による ERK1/2及びJNK活性化に対する阻害

効果を比較検討した 19) その結果，オルメサルタン(10

nM) はRASMCにおける AII刺激による ERK1/2

とJNKの活性化をどちらも強力に阻害したものの，

PP2はAII刺激による ERK1/2活性化に対する阻害

効果は弱く， JNK 活性化も完全には抑制しなかった

(Fig. 1) この ERK1/2とJNKの活性化に対する

Srcの関与の程度を明らかにするため， Src siRNAに

よる発現阻害を行った細胞を用いて同様の実験を行っ

た (Fig. 5). その結果， PP2を用いた実験結果と同

機耕輔費襲輔炉問耕輔剛山輔験嚇輔蝉糊脚

む 闘む 2.5 12.5 25 50 75 

畠rcsiR陪A(pmol.4盛時
Fig. 4. Effect of siRNA for Src on Src expression in cultured rat aortic smooth muscle cells (RASMCs). Cells were transfected 

with the indicated amount of Src siRNA or negative control (NC) siRNA for 48h. After culturing in serum-free medium 

for 24 h， cells were harvested and assayed. Src expression was measured as described under Materials and Methods. 

Densitometric analysis of each value was normalized by arbitrarily setting the densitometric value of control cells to 1.0. 

Each value represents a mean土 SD(n = 3). The asterisks represent values that were significantly different from the 

values of the control in normal RASMC (" P < 0.01) 
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様に SrcsiRNAのERK1/2活性化に対する阻害効果

は中程度であり， ]NK活性化も完全には抑制されな

かった これらの実験結果から， RASMCにおける A

E刺激による ERK1/2の活性化における Srcの関与

の程度は弱く， ]NKの活性化により密接に関与して

いることが示唆された.

D. A II刺激による RASMC遊定に対する Src

siRNAの阻害効果

以前に我々は， All刺激による RASMCの遊走に

対するオルメサルタンの阻害効果の濃度依存性を検

討し (Fig. 2)，その効果を Srcチロシンキナーゼ阻

(A) 

pERK112 

15 

量副童叩 話

Q 

AU 
Q 

(nM) 

〔日}

pJNK 

40 

電12Q

F露-連唱ヨ10 

凶
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害薬である PP2のそれと比較検討した 19) オルメサ

ルタンは Allによる RASMC遊走の阻害に高濃度を

要したものの (Fig. 2)， PP2は比較的低い濃度でA

E刺激による RASMC遊走を強力に阻害した (Fig

3) .これらの結果と， PP2の顕著ではない MAPキ

ナーゼ阻害効果 (Fig. 1) との議離を探求するため，

PP2の代わりにSrcsiRNAを用いて同様の実験を行っ

た目その結果， PP2を用いた実験結果と同様に Src

siRNAは AII刺激による RASMC遊走を強力に阻害

した (Fig. 6) これらの実験結果は， AII刺激によ

るRASMCの遊走に対して， ERK1/2や ]NKの間接

的な阻害よりも Srcに対する直接阻害の方がより効果

O 10 

Sr，り削除れ総

Src滋i持組

Fig.5. Effect of Src siRNA on angiotensin II (AII) -induced extracellular signal-regulated kinases (ERK1I2) and c.Jun 

N.terminal kinase (JNK) acti、rationsin rat aortic smooth muscle cells (RASMCs). Cel1s were transfected with 25 pmol 
of Src siRNA or the same amount of negative control siRNA for 48h. After culturing in serum.free medium for 24h， 

transfected cells were treated with AII， or left untreated， for 5 min. ERK1/2 (A) and JNK (B) activities were measured 

as described under νlaterials and Methods. Densitometric analysis of each v日luewas normalized by arbitrarily setting 

the densitometric value of control cells to 1.0. Each value represents a mean土 SD(nニ 3).The asterisks represent 

values that were significant1y different from the values of the control in normal RASMCs (柿P< 0.01). 



(32) 越

が高い可能性を示唆している目

考 察

本実験研究において，我々は AII刺激による

RASMCの遊走や細胞内シグナル等の変化に対する

Src siRNAの効果について検討した.我々の研究の

主な知見は以下の通りである まず， RASMCにお

いて SrcsiRN A 25 pmolで80%に達する Src蛋白

質発現の抑制が観察され， Src遺伝子の silencingに

siRNAが有効であることが確認された。 SrcsiRNA 

はRASMCにおける AII刺i数による ERKl/2活性化

を中程度に抑制し， JNKの活性化の阻害は ERKl/2

の阻害より顕著であった.次に， Src siRNAによる

AII刺激による RASMCの遊走の阻害の程度は Src

阻害薬の PP2と同程度に強力であり， Src遺伝子の

silencingがRASMCの遊走阻害に効果を示すことが

明らかになった.

ERKll2と JNKの活性化は AII刺激による

RASMCの遊走において，重要な役割を果たしてい

る22お) 細胞の遊走は細胞骨格の再構築が必要とな

車
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り，細胞骨格に関わるチロシンキナ}ゼのリン酸化や

接着斑複合体の形成に関与する剖) VSMCにおいて，

AII刺激によって誘導される接着斑複合体形成と細

胞骨格の再構築はAT1受容体刺激によって媒介され，

c-Srcを必要とすることが報告されているお加えて，

Srcのリン酸化は ERKll2と JNKの活性化を経て起

こる AII刺激による VSMCの遊走に必要不可欠で、あ

るとも報告されている11)以前の我々の研究におい

て， Src阻害薬の PP2がERKl/2活性化を中程度に

抑制し， JNK活性化の阻害は ERKl/2の阻害より強

力で， PP2の阻害効果に差がみられた 19) 本研究で我々

は， PP2の代わりに SrcsiRNAを用いて同様の検討

を行い，やはり Src阻害は， AII刺激による ERKl/2

活性化よりも JNKの活性化を顕著に阻害することが

確認された (Fig，5) この実験結果は， Srcが少なく

とも部分的に AII刺激による ERKl/2とJNKの活

性化の上流に存在することを示している.また， Src 

siRNAによる Src阻害は， AII刺激による ERKl/2

活性化よりも JNKの活性化を顕著に抑制したことか

ら， AII刺激による Srcのリン酸化は ERKl/2の活

思 10 

Sr時剖日制A
Fig. 6. Inhibitory effect of Src siRNA on angiotensin II (AII) -induced rat aortic smooth muscle cell (RASMC) migration. Cells 

were transfected with 25 pmol of Src siRNA or the same amount of negative control siRNA for 48 h. After culturing in 

serum目freemedium for 24 h， transfected cells were stimulated with 100 nM of AII or left unstimulated. Then. the cells 

were wounded using a yellow pipette tip， and cultured for 24 h. After the cells were stained and photographed， the cells 

between the 2 rims were counted under 5 di宜erentmicroscope fields. Values were normalized by arbitrarily setting 

the counts of control cells to 1.0. The asterisks represent values that were significantly different from the values of AII 

stimulation in normal RASMC作P< 0.01). Each value represents a mean士 S.D.(nニ 3)
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性化よりも ]NKの活性化により深く寄与することが

判明した.これらの結果は， VSMCにおいて AIIに

よる ERK1/2の活性化は主にひSrcに依存するお)と

いう以前の報告と異なっている 現時点では，この矛

盾を説明するのは難しい. しかしながら，私たちの

実験結果からは， RASMCにおける AII刺激による

ERK1/2の活性化経路が一部Srcを介したものである

ものの，それ以外の経路の存在の可能性も示唆してい

る.

多くの臨床試験はアンジオテンシン変換酵素

(Angioten Converting Enzyme， ACE) 阻害薬と

ARBが高血圧患者の心血管イベントのリスクを減少

すると報告している 27剖これらの知見を基にすると，

ARBとACE阻害薬は， AIIの誘導する細胞の遊走

や増殖と関連した粥状動脈硬化形成を抑制することが

推測できる.この概念は，オルメサルタンが顕著に

AII刺激によるRASMCの遊走を阻害したという我々

の以前の研究によっても支持される 19) しかしその際，

オルメサルタンの MAPキナ}ゼ、阻害効果は強いもの

の (Fig，1)，細胞遊走阻害効果はより高いj農度で確認

され(Fig，2)その効果に議離がみられたまた同時に，

Src阻害薬PP2のMAPキナーゼ阻害効果は顕著でな

いものの細胞遊走阻害効果は強いことが観察された

(Fig. 1及び3) そこで我々は， PP2の代わりに Src

siRNAを用いて AII刺激による RASMC遊走の阻害

効果を検討した.以前の我々の検討 (Fig.3) と同様

に， Src siRNAは AII刺激による RASMC遊走を強

力に阻害した (Fig.6) これらの実験結果は， Srcは

細胞の遊走において決定的な因子であるという以前の

研究報告の結果と一致している 7，8) Src siRN AはA

E刺激による ERKll2の活性化に対しては部分的な

阻害効果を示したが (Fig.5)， Src siRNAはAII刺

激による RASMCの遊走に対しては強力な阻害効果

を示した (Fig.6). しかしながら， Src siRNAによ

るRASMC遊走の阻害効果は完全ではなく， AII刺

激による RASMCの遊走において， Srcのリン酸化

以外の細胞内シグナル伝達経路が関与している可能性

を示唆している.その上，オルメサルタンがAII刺

激による RASMCの遊走を 100μMを超える高濃度

で阻害したという結果は， A II刺激による ERK1/2，

]NKの活性化に対する阻害の結果と一致しない (Fig.

1，及び2) しかしながら，実験で用いた Wound

healing assayのような手法の場合には， A IIの刺激

によって細胞増殖や細胞肥大など細胞遊走以外のメカ

ニズムにも影響する可能性がある.この可能性は，こ

れらの AIIが誘導する様々な効果を阻害するために

は他のアプローチが必要であることを示唆している，

以上をまとめると，我々の実験研究の結果から Src

のリン酸化を介した細胞内シグナル伝達系の活性化は

AII刺激による RASMCの遊走に必要不可欠である

ことが明らかになり，間接的な MAPキナーゼ阻害よ

りも Srcの直接阻害の方がより効果の高い可能性を

示唆している

。+ .:4 
市目 白岡

本研究において，我々は RASMCにおいて Src

siRNAがSrc遺伝子の silencingに有効であることを

明らかにした.さらに， Src siRNAを用いた RASMC

における AII束。i数による ERKl/2i舌 tl:イ~と ]NK 活

性化の阻害効果の比較実験により， AII刺激による

Srcのリン酸化は ERKll2の活性化よりも ]NKの活

性化により深く関与することが判明した.また， Src 

siRNAによる AII刺激による RASMC遊走の阻害の

程度は Src阻害薬PP2と同程度に強力で、あり， Src遺

伝子の silencingがRASMCの遊走阻害に効果を示す

ことが明らかになった.これらの知見は， Srcチロシ

ンキナーゼの直接阻害が， ARB等による降圧作用に

加えて， VSMCの遊走が関わる血管リモデリングの

抑制作用を有する可能性を示している
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