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ABSTRACT 
Atherosclerosis increases with age， and the main cause of atherogenesis is considered to 

be an endothelial cellular dysfunction with aging. In this study， we searched for genes， 

whose expression levels were different between cultured endothelial cells (ECs) at ear1y 

(E) and late (L) passages with a differential hybridization screening method. Two cDNAs 

with significant1y different expression were obtained. One was a mitochondria-coded gene 

for NADH dehydrogenase subunit-1 (ND-l) ， and the other was the elongation factor 1-al欄

pha(EF-1α). A1terations of RNA expression during cel1ular aging was demonstrated by 

Northern blot analyses. The expressions of the ND 縛一→命輸ω-1and the EF.伊白白→-白-但白

L一ECsand in the E一ECs，respectively. These genes have previously been reported to play 

important roles to maintain normal cellular functions and a1ter the expression during aging 

in other cell systems. The results suggest that the two genes may be markers for aging of 

ECs， and further indicate that the differentia1 hybridization is useful to isolate new marker 

genes for atherosclerosis. 
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はじめに

虚血性心疾患および脳血管轄害は今日の死亡原

悶の多くを占め，予防的治療の研究が望まれる成

人病である.動脈硬化はこれらの疾患の発生に大

きく関与しており，この動脈における病理学的変

化は加齢とともに進行することが明らかにされて

いる14) lfil管内皮細胞 (ECs)は加齢とともに機
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械的刺激・高脂血症・高血圧・免疫学的刺激・細

胞毒性刺激等の様々な刺激に暴露され，これらの

刺激による内皮細胞障害が動脈硬化症発症の契機

となる25)-28) この障害は，内皮細胞の抗血栓性

機能・選択的透過性・血管作動性物質の産生・分

裂能の保持等の正常機能に異常をきたし，また，

障害により失われた内皮細胞周閤の内皮細胞は血

管内膜が露畏しないように分裂をし，血管内腔表

面を覆う22) 慢性的耕激の加わる血管部位ではこ

のような細胞分裂が繰り返され，ついには細胞の

老化を引き起こす結果となる.そして，正常機能

の失われた老化内皮細胞は動脈硬化をさらに進行

させると考えられている.これらの事実より，血

管内皮細胞の老化は動脈硬化発症の重要な原因の

一つであると考えられている.

血管内皮細胞の老化と動脈硬化との関連を議論

する上で重要な現象の lつに，in vitroおよびzn

VlVOでの内皮細胞の形態学的変化が挙げられる.

大動脈の非硬化部における典型的内皮細胞は，単

核で，円~紡錐形の細胞質を持ち，周閤の細胞と

密に接着している.ところが，動脈硬化巣の内皮

細胞は典型的な形態をとどめておらず，紹胞面積

や形態も不均一である23) これらの細胞は多核性

で，細胞面積も大きく，時には典型的内皮細胞の

3~5 倍の面積を有することもある.さらに細胞

接着に関しでも，周聞の細胞とは比較的疎に接す

ることが多い34) これらの形態学的特徴は長期継

代培養を行った培養内皮細胞と類似しており 8)，

細胞増殖速度の低下・細胞面積の増大・多核性な

どの特徴を示す24) これらの形態学的観察より，

動脈硬化巣の内皮細胞は老化した内皮細胞であ

り33)，内皮細胞の老化が動脈硬化の要国として考

えられている.しかし，この分野に関する分子生

物学的研究は少なく，動脈硬化進展を内皮細胞老

化関連遺伝子の発現変化と結び付けて実証しよう

とする研究はほとんど行われていない状況であ

る. 2， 3の生化学的および形態学的な内皮細抱

老化関連事項は提唱されているが4)8)13)32)33)，動脈

硬化巣形成への関与は明らかにされてはいな

いおそのため，内皮細胞の加齢とともに変化し，

動脈硬化巣形成に関与するような分子マーカーが

必要とされている.

本実験では，内皮細胞老化関連遺伝子(マー

カー)を単離するため，培養老化内皮細胞を動脈

硬化巣の内皮細胞のモデルとして用い，細胞老化

とともに発現量の変化する遺伝子をディファレン

シャルハイブリダイゼーション法により単離し

た.さらに，継代数の異なる培養内皮細胞におい

て，これらの遺伝子の発現量の変化を検索し，細

胞の増殖との関わりについても検討した.

材料および方法

内皮細胞培養

ヒト騎帯静脈内皮縮胞 (HUVECs)は，分娩直

後の新鮮な瞬帯静脈よりJaffeらの修正法11)を用

いて得た.内皮細胞 (ECs)はトリブシン処理に

よって血管より剥離し，Ol00mmコラーゲンコー

トディッシュに播種した (25020C0L1; CORN-

ING).培地は199培地 (05909，Nissui Phar-

maceutical CO. ， L TD)に10%ウシ胎児血清， 50μ 

g/ml内皮細胞増殖補助因子 (ECGS;Collabora-

tive Research Inc.)， 100μg/mlのへパリンおよ

び抗菌剤(100unit/mlペニシリンGおよび100μ

g/mlストレプトマイシン)を加えたものを使用

した18) 継代は，細胞が70~80%飽和密度の状態

に達した時点でPBS(一)で2度洗浄し， 0.1%トリ

プシン/0.04%EDTAにてディッシュより剥離

し 1ディッシュあたり 3x 105細胞を10mlの培

地で継代培養した.培地は 3日おきに交換し 5

%C02湿度調整インキュベーターにて37
0

Cで培養

した.細胞数の算定はコパスライド (HYCOR

BIOMEDICAL INC.)を使用した簡便法にて行

った.内皮細胞の確認は，凝国系第咽悶子関連抗

原の検出および形態学的特徴により判断した11)日

55348， Fluorescein-conjugated rabbit IgG frac-

tion to goat IgG(whole molecule)， Cappel;Goat 

IgG(H+L)to human Factor i且 Nordicimmuno-

logical laboratoriesJ.細胞倍加数 (PDs)は以下

の公式で求めた.

PDs二lOg2(細胞収穫数/細胞播種数)

そして，その累計を累積細胞倍加数 (cumulative

PDs;CPDs)とした.

RNAの抽出
トータJレRNAとメッセンジャーRNA(mRNA)

は細胞寿命の34%を経過 (20CPDs)した継代初

期細胞 (Earlypassage cells; E細胞)，および細

胞寿命の99%を経過 (56CPDs)した細胞寿命直

前の細胞 (Latepassage cells; L細胞)より抽出

した.RNA抽出12時間前に培地を全交換し，サ
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ブコンフルエントの状態の単層細胞よりRNA抽

出を行った. トータルRNAは，グアニジンチオ

シアネート法により処理を行い抽出した3) ポリ

(A)+RNAはFasttrack mRNA isolation kit (K 

1593-02， INVITROGEN)により抽出した.

RNAの保存状態はエチジウムブロマイド染色ホ

ルムアルデヒドゲル上の28Sおよび18Sリボゾー

ムRNAのバンドの状態で評価した.

cDNAライブラリーの作成

二本鎖cDNAはE細胞のポリ (A)+RNAより

cDNA synthesis system plus(RPN.1256， Amer幽

sham)を用いて作成した.まず，オリゴ(dT)12-18 

をプライマーとして用い，逆転写酵素-

RNaseH.DNAポリメラーゼにより反応を行っ

た.T4 DNAポリメラーゼにて乎滑末端を形成

し， ECoR 1 -Not 1 -BamH 1アダプター (4510，

Takara)をライゲーション後，リン酸化反応を行

った.その後， 0.8%アガロースゲlレ/0.5x

TBEバッファー， 0.5 x TBEバッファー中にて

600bp~ 10kbpの大きさのみを選択分離し，え-

ZAPIIベクター (236211，Predigested Lamda 

ZAP II /ECoR 1 cloning kit; 203003， DNA liga-

tion kit; Stratagene)に組み込んだ.Giga-Pack II 

Packaging extract(20214， Stratagene)にてパッ

ケージングを行い，コンピテント大腸麗細胞

(XL1-Blue; 236211， Stratagene)にトランスフ

ァーした.ライブラリーをアガープレート上でコ

ンフルエントの飽和密度になるまで増殖させ，

SMバッファーで再懸渇した.

ディブァレンシャルプラークハイブリダイゼーシ

ョン法

E細胞とL細胞とのmRNA発現の差異を検索す

るためにディブァレンシャルプラークハイブリダ

イゼーション法を用いた.その概略を図 lに示し

た.インサートを含む 2X 104プラークを，12枚

のが128…mmナイロンメンブレンフィルターにそ

れぞれトランスファーし，それらのレプリカフィ

lレターも作成した.E縮胞とL細胞に出来するプ

ロープは以下のように作製した.2μgのポリ (A)+ 

RNAに対し0.5μgのオリゴヘキサマーを使用し，

1 xまeverseTranscriptase (RT)バッファー，

1.2mMジチオトレイトール， 1mM非標識

dATp.dGTp.dTTP， 4μMの非標識 dCTP，50 

μCi[α_32PJ-dCTP (> 3000Ci/m mol)の混合溶液

中で37
0

C，90分， 200unitのsuperscriptTM 

RNaseH-Reverse transcriptase(GIBCO)で反応

した.ポリ (A)+RNAをアルカリで分解した後，

フェノ-)レ/クロロホlレム抽出にて精製後，

Sephadex G-50スピンカラムで非結合ヌクレオチ

ドを除いた.これをスクリーニンク中のプローブと

して用いた.各メンブレンを，同じ放射活性量の

E細胞由来およびL細胞由来のプロープにて，ハ

イブリダイズした.メンブレンは，プレハイブリ

ダイゼーションバッファー(5 x SSC/O. 1% 

SDS/5mM EDTA/50%ホルムアミド/5xDen-

hardt液/200μg/mlサケ精子DNA)にて42
0

C，12 

時開放置後，放射活性プローブおよび最終濃度10

%となる景の硫酸デキストランを加え， 42
0

C， 48 

時間ハイブリダイズした. 2 x SSC/O. 1%SDSに

て65
0

C，5分間，続いてO.1%SDS/0. 1 x SSC 65 

OC， 10分間洗浄し， -800Cにて48時間オートラジ

オグラフィーを行った.その結果より，それぞれ

の細胞に優位な発現を示したプラークを選択し

た.セカンドスクリーニングに擦し，それぞれの

ファージ溶液をゆ82一mmナイロンフィルターメン

ブレン (HybondN + ; Amersham)に200プラーク

を形成するようにトランスファーした.そして，

ファーストスクリーニングと同様にプレハイプリ

ダイゼーション・ハイブリダイゼーション・洗浄

そしてオートラジオグラフィーを行った.そして，

それぞれの細胞に鍾位に発現したブラークを増殖

し， small-scale preparation法10)にてプラスミド

DNAを抽出した.このプラスミドDNAを制限酵

素ECoRIもしくはNot1でダイジェストし 1

%アガロースゲル/0.5%TBE中にて電気泳動す

ることによりインサートDNAを分離し，フェノー

ル/クロロホルム抽出にて精製した.

ノーザンブロティング

E縮胞とL細胞より抽出したそれぞれのトータ

ルRNA10μgを50%ホルムアミド中， 65
0

C， 5分

にて変性した後，急冷し， MOPSバッファー

(0.02M MOPS/O. 1M酢鞍ナトリウム/0.02M

EDTA)中で 1%アガロース/ホルムアルデヒド

ゲル (SeaKemGTG)にて泳動した.RNAはナ

イロンメンブレンにトランスファーした.プロー

プは，スクリーニングにて選択したインサート

DNAを鋳型に，ランダムプライミング法により
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作製した.メンブレンは， 5 x SSPE/50%ホル

ムアミド/0.5%SDS/200μg/mlサケ精子DNA

溶液中に42
0

C，4 ~ 8持間インキュベートした後，

放射線標識プローブを最終線量 1x 106cpm/m1に

なるように加え， 42
0

C， 12時間ハイブリダイズし

た.O. l%SDS/O. 1 x SSCにて65
0

C，10分の洗浄

を2田行った.泳動したトータlレRNA量を確認、

するために度ハイブリダイズしたメンブレン

を煮沸したO.l%SDS中で洗浄しプロープを剥が

した後，内因性コントロールとしてGAPDHプ

ロープのハイブリダイズを行った.オートラジオ

グラブィーはデンシトメーターにてシグナルの強

亡 ヨ
Early-passage HUVECs 

purified mRNA 

1 st strand synthesis 

byRT 

poiy(Afdigest w 
RNaseH 

度を測定した.そして，サンプルのシグナル強度

/GAPDHのシグナル強度比をそれぞれの発現レ

ベルとした.これにより，差を認めたクローンを，

以下のノーザンプロットにも使用した.

さらに，内皮細胞老化に伴うこれらの遺伝子の

発現の変化を検索した. 12， 17， 29， 42， 49 

CPDsのそれぞれサブコンブルエント状態の内皮

紹胞より抽出したトータルRNAを用いノーザン

プロッティングを行った.

DNAシークエンスと栢再性の検索

スクリーニン列こより得たcDNAはpBluescriptII 

E3  
Late-passage HUVECs 

2nd strand synth田is
by DNA polymerase 

----帽・・・ー・ー AAAAA 

plating on 

membrane 

E-問 gesγicc側 clone

insert cDNA preparation 

す
Northern blotting 

(confirm the result ) 

hybridization 

O ・O・
O O O 

o 0 • 

しp缶 sageprobe 

図1 ディファレンシャルハイブリダイゼーション法の概略
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培養日数
血管内皮細胞の増殖曲線
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内皮細胞と同様に核周囲の細胞質が染色された

(図4) .対照としてヒト線維芽細胞の染色も施
行したが，染色性は認めなかった(データは示し

ていなし、)• 

図2

SK(一)ベクター (Stratagene)にサブクローン化

し， BcaBESTジデオキシシークエンシングキッ

ト (6017，宝酒造)によりジデオキシ法により塩

基配列を決定した.その相向性の検索はGen-

Bank(パージョン 77.0)を用いたー

ディファレンシャルハイブリダイゼーション

E細胞とL細胞に優位に発現するシグナルを検

索した.ファーストスクリーニングより34クロー

ンを選択した. 7クローンは、 E細胞で優位に，

27クローンはL縮胞で優位に発現するものであっ

た.さらにセカンドスクリーニングにより最終的

に13クローンが選択された.7クローンがE細胞，

6クローンはL細胞に優位に発現するクローンで

あった(図 5).この13プラスミドDNAからイン

サートDNAを切り出し， 25プローブDNAを得た.

ノーザンプロッティング

セカンドスクリーニングテの結果を，ノーザンプ

ロッティングを用いて確認した. 25プロープ

DNAのうち 5クローンが実際に発現に差異の

細抱培養

累積細胞倍加数 (CPDs)と培養B数との関係

は函 2に示した.細胞寿命に近づくにつれ，継代

間摘は次第に伸びる兆候を示した.寿命の約75%

を経過すると，増殖速度が低下した.58CPDsfこ

達した時点で，内皮細胞は継代後3週間を経過し

てもコンフルエントに達せず，形態学的にむ多核

を持つ細胞の率が高まりこのCPDsを内皮細胞の

寿命と結論した(図 3). 

細胞は，生化学的・形態学的に内皮細胞と考え

られた.細胞は，小さな円~多角形を示し，敷石

状配列を示した〔図 3(a)]. また，凝固系第祖国

子関連抗原に対する蛍光免疫染色により，典型的

果結
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(a) 

(b) 

(c) 

図3 血管内皮細胞

(a)培養初期内皮細胞:多角形~球形の細胞質を持ち，核/細胞質比が大きい.

(b)老化内皮細胞:不整形の細胞質を持ち，核/細胞質比が小さい.

(c)異型細胞:老化および動脈硬化巣によく見られる内皮細胞であり多角を有し，大きな細胞質を特徴

とする.図の細胞は培養老化細胞で多数見られた.

見られるものであった(表参照). 4プロープ
DNAは， E細胞に優位に， 1プロープDNAはL
細胞に優位に発現を示していた.結果は図6に示

した.ECD-8によるシグナルは1.0kbのRNAサ
イズを示し， L細胞に優位な発現を示した.ECD 
-17によるシグナルは2.1kbのRNAサイ ズを示し，

E細胞に優位な発現を示した.

老化に伴うこれらの遺伝子の発現レベルの変化

は図7に示した.ECD-8によるシグナルは，老
化とと もにその強さを増し， 49CPDsでイlt下を示
した.ECD-17によるシグナルは，老化とともに
その強さを急激に低下させ， 29CPDsを経過する
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図4 抗第咽因子関連抗体による内皮細胞の蛍光染色

凝固第祖国子は細胞質に存在し，蛍光染色でよく染色されている.核は染色されない.

a) (b 

c) (d 

図5 セカンドスクリーニングのオートラジオグラフィー

a， cおよびb，dは同ーのプレートのレプリカである.a， bはEarlypassage cells (E細胞)をプロープと

してスクリーニングを行い， c， dはLatepassage cells (L細胞)をプロープとしてスクリーニンク、、を行っ

た.bで示した矢印のシグナルは， E細胞に優位に発現しており，このクローンをECD-17とした.cで、示

した矢印のシグナルは， L細胞に優位に発現しており，このクローンをECD-8とした.
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表 細胞間で発現に差の見られた5クローンの解析結果

RNA 

Clone 
cDNA Length RNA Length abundance Sequence 
(bp) (kb) Ratio data 

(Early/Late) 

ECD-1 700 1.7 1.39 

ECD-3 500 1.9 1.77 

ECD-5 1000 2.05 1.97 

ECD-8 950 1.0 0.47 + 

ECD-17 1100 2.0 9.29 + 

(a) ND・1 (b) EF-1梅M

E L E L 

1.0 kb-
2.1 kb-

GAPDH GAPDH 

図6 ノーザンブロットによる遺伝子発現量の検討

Ear1y passage cells (E)およひボLatepassage cells (L)のトータルRNAを電気泳動後，ナイロンフィルター

にトランスファーした.(a)ではECD-8(ND-1)をプロープとしてハイブリダイズし， 1kbにL細胞に優

位なシグナルを認めた.(b)ではECD-17(EF -1 a1pha)をプロープとしてハイブリダイズし， 2.1kbにE

細胞に優位なシク*ナルを認めた.内在対照はGAPDHを用いた.

と一定の発現を示した.

cDNAシークエンス

ECD-8およびECD-17の塩基配列を決定し，そ

の相向性検索の結果， ECD-8はヒトミトコンド

リアDNAデヒドロゲナーゼサブユニット 1(ND-

1) 17)， ECD-17はエロンゲーションファクター

1 -αメッセンジャーRNA(EF-lα)19)であること

が判明した.

考察

動脈硬化巣の血管内皮細胞は分裂を繰り返した

老化細胞であり ，老化に伴う細胞機能低下は動脈

硬化巣進展の大きな誘因の一つであると考えられ

ている.しかし病理学的，生化学的研究におい

て上述の考えを支持する結果が得られているが，
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累積細胞倍加数

ND-1およびEF-1a1phaの老化lこともなう発現量の変化

(a)老化にともなって発現が増加し， 42CPDsでピーク， 49CPDsではやや減少した.

(b) 12~29CPDsにかけて，発現量が減少し，以後ほぽ同様の発現最を維持した.

累穣組路傍加数

函7

トコンドリアDNA[NADHdehydrogenase subu-

nit-1 (ND-l) ] 17)であり， L細胞で優位な発現が

認められた.他の lつはe1ongationfactor 1-a1-

pha(EF-lα) 19)であり， E細胞で擾イ立な発現が認

められた.ヒトミトコンドリアDNAは16569bpの

環状構造を持ち，ミトコンドリアマトリックス内

に存在する酸化的リン酸化反応に関わる13のサプ

ユニットを持ち， ND-1はその lつであり，電子

伝達系の複合体Iの一部を形成する35) 最近の研

究では，老化過程においてミトコンドリアDNA

にさまざまな変異が起こり，その結果ミトコンド

リアエネルギーの産生低下が起こることが判明し

てきている9)35) たとえば，加令とともにラット

の肝臓・心筋ではミトコンドリアDNA最の減少

が発生すること1)，ヒト脳・心筋・肝臓では4977

bpの欠失が発生することなどが報告されてい

るの.mRNAレベルにおいても，ウシの心筋では，

早胎期と比して晩胎期や成熟期では2.5~4倍に発

現が増加し，老年期では急激に減少することが確

認されている20) これらの老化に伴う変化は，結

果的にミトコンドリアエネルギーの産生低下を生

じると考えられている.また，ディファレンシャ

ルハイブリダイゼーション法および，サブトラク

ション法を用いて，ヒト線維芽細胞の老化に伴っ

てミトコンドリアDNAのチトクロームb.ND-

subunit4の発現量が増すことも報告されている5)

これらの結果は，われわれの結果と…致し，ミト

分子レベルでの実証はほとんどなされていな

い5)35)36) そのため，内皮細胞老化に伴い変化を

きたす遺依子を単離し，内皮細胞老化関連マー

カーとして動脈硬化巣に応用することが動脈硬化

進畏機構解明のきっかけとなると考えた.われわ

れは、これらの遺伝子をデ、イブァレンシャルハイ

ブリダイゼーション法により検索した.ディファ

レンシャルハイプリダイゼーション法は，ある遺

伝子，もしくは遺伝子のファミリーの発現を，異

なった条件下での組織・細胞聞から検索する手段

の一つである. したがって，この方法により選択

された継代初期もしくは老化内皮細胞に霞位に発

現する遺伝子は動脈硬化巣進展に関わる遺伝子で

ある可能性を持つと考えられる.

継代初期細胞と老化細抱との最大の相違点は細

胞の増殖速度であるため，それぞれの細胞の増殖

時期において発現量に差が見られる遺伝子は老化

に関連した遺伝子であると考えられ，老化のマー

カーとして応用しうると考えた.本実験において

は増殖状態にあるサブコンフルエントの状態の内

皮細胞からmRNAを抽出した.細胞処理の12時

間前に培地を全交換することにより細胞を増殖状

態におき，細抱周期によらず，細胞老化にのみ依

存する遺伝子を単離することができた.

最終的に invitroの老化において変化する遺

伝子を 5つ得た.そのうち，発現量の変化の大き

い2つの違法子の境基配列を決定した. 1つはミ
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コンドリアDNAのmRNAレベルでの発現増加は

ミトコンドリアエネルギーの産生障害の補填の機

構とも考えられる.最近，ミトコンドリアDNA

異常と老化についての議論が盛んにされており，

本研究による結果は，老化に伴う遺伝子発現変化

は内皮細胞の機能低下の原悶である可能性も示唆

される.

EF-lαは，すべての蛋白質合成に関与する蛋白

である.転写の蛋白伸長過程においてリボゾーム

上のアミノアシル部位にアミノアシlレtRNAを結

合させる働きをもっ.ショウジョウパエやマウス

では，加令とともにEF-lαがmRNAレベルで減

少することがわかっている16) 培養ヒト線維芽細

胞でも， EF-lαの活性レベルが寿命の80~85%ま

では維持されるものの，その時期を過ぎると急激

に低下することも確かめられている2) ラットに

おいてもこの加令に伴う活性低下が認められてい

る.また， EF-lα遺伝子を増加発現されたショウ

ジョウパエは対象群と比較して，その寿命が延長

したという報告もある30) これまでの報告と合わ

せ，本研究におけるわれわれの結果から， EF-lα 

はinvivoおよびinvitroともに内皮細胞老化過程

において重要な働きを示すと考えられる.EF-lα 

の老化過程への関与については詳細な説明は現在

までなされていないが，最近細胞骨格の再構築に

も関与していることが報告されており31)，細胞増

殖・蛋白合成・細胞周期の調節などの関与から，

老化過程を調節する蛋白である可能性も示唆され

てきている6) すなわち，この遺伝子の発現低下

は細砲の増殖低下，蛋白合成の低下をきたし，結

果として内皮細胞の機能低下をもたらすと考えら

れる.

ミトコンドリアは，増殖などに関わる細胞のエ

ネルギー供給の器官として機能しており，この

DNA変異もしくは欠失は細胞の正常機能の喪失

と関連が深い.また， EF-lαも細胞増殖および蛋

白合成と関連が深い蛋白質である.われわれの得

た2つの遺伝子は，内皮細胞の増殖および正常機

能を調節するのに不可欠な遺伝子であり，これら

の遺伝子の変化は動脈硬化発症に深く関連してい

る可能性もある.これらの内皮細胞老化における

生理学的な働きについて明確にすることはできな

かったが，内皮細胞老化の良いマーカーとして利

用しうると考えられる.今後，in situ hybridiza-

tionなどにより，動脈硬化巣内皮細胞上でこれら

の遺伝子の発現量を確認することにより，内皮細

胞老化と動脈硬化との詳細な関連を示しうると考

えられる16)

ディファレンシャルハイブリダイゼーションに

より老化関連遺伝子の単離を試みる研究はこれま

でにいくつかなされているが，それらは正常ヒト

線維芽細胞5)6)36)，SV 40形質転換線維芽細胞29)，

ワーナー症候群由来線維芽細胞21)などにより行わ

れていた.今田，われわれは動脈硬化に関連する

遺伝子として血管内皮細胞特異的老化関連遺伝子

の単離を目的としたため，ヒト騎帯静脈内皮細胞

を用いた.また，本実験はこのような目的に，デ

ィファレンシャルハイブリダイゼーションを用い

た初めてのケースであり，実験系としても老化に

関連すると考えられる 2つの遺伝子の単離を成功

させたことより，この分野の研究に新たな一歩を

開拓したと考えている.この実験系は，内皮細胞

特異的老化関連遺伝子を単離し，動脈硬化進展機

構の解明に大きく寄与するものと考えられ，今後

多くの成果を期待しうる.

結 語

1.ディファレンシャルハイブリダイゼーション

法により血管内皮細胞老化において発現量に変化

をきたす2つの遺伝子， ND-lおよび、EF-lαを単

離した.

2. これらの遺伝子は正常内皮細胞機能の維持に

不可欠であり，その発現異常は内皮細胞機能低下

をもたらすと考えられた.

3.ディファレンシャルハイブリダイゼーション

法は，老化に関連する遺伝子を単離しうる有用な

実験系であり，今後この方法により動脈硬化に関

連する遺伝子を単離し得ると考えられた.

稿を終えるにあたり，本研究を行う機会をお与え

頂きました鳥取大学医学部第l内科真柴裕人教授，ご

指導・御校閲頂きました鳥取大学医学部細胞工学教室

押村光雄教授に深く感謝いたします.
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