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金沢大学十全医学会雑誌 第9 8巻 第1 号 20 卜 2 1 9 く19 8 9J

動脈平滑筋細胞 の 増殖 と コ ラ ー

ゲ ン 産生 に 関す る研究

金沢 大学医学部病理学第 一 講座 く主任 二 中西 功夫教授I

桧 井 裕

く平成 1 年 2 月 3 日受付1

20 1

本研究 に お い て著者は ま ず と 卜大動脈硬化症 の 進展 に伴 う 内膜肥厚性病変の 型 別 コ ラ ー ゲ ン り ，

肌 押 ，
V 及びV王勤 分布の 変化を 免疫組織 学的に 観察 し た ． 続 い て ， 家兎大動脈よ り採取 ． 培養 し た継

代第2 代 の 平滑筋細胞 を用 い て
，
血 小 板 由来成長因子 くpl a t el e t ．d e ri v e d g r o w th f a c t o rl ，

イ ン タ
ー

ロ イ

キ ン 1 くi n t e rl e u k i n
－11 及 び ト ラ ン ス フ ォ

ー ミ ン グ成 長因子 P くt r a n s f o r m i n g g r o w th f a c t o r －b e t al の も

と で細胞 が増殖す る際の コ ラ
ー ゲ ン 合成能 に つ い て検 討し た ． 初期病 変の 脂肪斑 及 び び ま ん性線推性肥

厚く8 症 椰 で は
，

工
，
I工I

，
工V

，
V l 型 コ ラ ー ゲ ン が い ずれ もび ま ん性 に 分布 して い た ． こ の う ちIV 型 コ

ラ
ー

ゲ ン は紡錘形 の 内膜平滑筋細 胞 に 沿 っ て 陽性で あ っ た ． V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は内膜 平滑筋細胞 に 認 めら

れ る こ と が あ っ た ． 進行性病変の う ち粥腰 形成 を伴わ な い 線推性硬化巣 く2 症 椰 で は ， びま ん性線推性

肥厚 に お け る型別 コ ラ T ゲ ン 分布 と同様 で あ っ た が
， 複合型 病変と 粥腫形成 を伴う線椎性 キ ャ ッ プ く4

症イ那 で は
，
工 ， 肛 W ，

V工型 コ ラ ー ゲ ン の分布が 不 均等で
， V 型 コ ラ ー ゲ ン が不規則に 線推束問や平滑

筋細胞周囲 に 認め られ る特徴が あ っ た ． 培養 2 日目 く対数増 矧 剛 及 び 4 日目くサ ブ コ ン フ ル エ ン ト期1

に P D G F O ． 5 単位I m l
，

5 単位I m l J L － 1 0 ． 1 単位ノm l
，

1 単位I m l i T G F P l O p M ，
1 0 0 p M をそ れ ぞ れ

添加 して
，

ウ シ 胎児血清 tf et al b o v i n e s e r u m I の み の対照群と 比 較 す る と
，
細胞 増殖 は P D G F 及 び

Iし1 に よ っ て促進 さ れ ，
T G F 月 に よ っ て抑制さ れ た ． 贅トプ ロ リ ン を投与 して コ ラ

ー

ゲ ン 性蛋白合成能

な ら び に 合 成 さ れ た コ ラ ー ゲ ン 性 蛋 白 の 型 分析 を sQ di u m d o d e c yl s ulf a t e －

p O l y a c r yl a m i d e g el

el e c t r o ph o r e si s くフ ル オ ロ グラ フ イ
ー 1 で行 な っ たと こ ろ

，
各群と も 培養細胞が 合成す る コ ラ ー ゲ ン の 約

90 ％は 王型 とm 型 コ ラ ー ゲ ン で 占 め られ て い た ． 実験群の う ち P D G F 群 で は
， 細胞あ た りの 綺 コ ラ ー ゲ

ン合成量は低下 し
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン が 相対的 に 増加傾 向を 示 し た ． し か し
， 全 蛋白合成 量 に 対 す る コ

ラ ー ゲ ン 合成量 の 比 率は む し ろ軽度増加 した ． T G F 月 刺激の 対数増殖期の 細胞 群で は著 し い 綺 コ ラ 丁

ゲ ン合成量増加 と工V 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 相対的増加 を示 した ． し か し
，

コ ラ
ー

ゲ ン合成量 増加の 比 率に は対

照群と差異は な く
，

ま た ， サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期の 細胞は T G F 月の 影 響を う ける こ とが 少 な か っ た －

I し1 は コ ラ
ー

ゲ ン 合成に 有 意な影響 を 与え な か っ た ． 以 上 の 結果か ら ， 動脈平滑筋細胞は そ の 増殖期と

密接に 関連 して 工型 仁
m 型 コ ラ ー ゲ ン の み な ら ず

，
1 V 型

，
V 塾 コ ラ

ー

ゲ ン を産 生 し
， 沈着 して 内膜の 線

推性肥 厚を もた らす もの と 推測さ れ た ．

K e y w o r d s s m o o th m u s cl e c ell s
，

C O ll a g e n
，

a rt e ri o s cl e r o sis
，

C u lt u r e
，

C ell

p r olif e r a ti o n

動脈硬化症 で は初期の 脂肪斑 か ら線維性硬化巣 へ の 病巣 内に 沈着す る 細胞外 マ ト リ ッ ク ス は コ ラ ー ゲ ン
，

進行に 伴い
， 内膜肥厚斑 内に 多量の 細胞 外 マ トリ ッ ク エ ラ ス テ ン

，
グ リ コ サ ミ ノ ブ リカ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ

スが沈着す る こ と は よく 知ら れ て い る
112I

． こ の 肥 厚性 ク チ ン や ラ ミ ニ ン 御車

等の 糖 タ ンパ ク か ら構成さ れ て お

A b b r e vi ati o n s こ A B C
，

a V idi n －b i o ti n p e r o xid a s e c o m p l e x ニ C P
，
C Oll a g e n o u s p r o t ei n 三 C P M

，

C O u n t p er m i n u t e 三 D M E M
，

D ulb e c c o
，

s m o d ifi ed E a gl e m ed i u m ニ D T T
，

dit hi o t h r eit ol ニ

E C G F
，

e n d o t h eli al c ell g r o w th f a c t o r ニ E D T A
，

et h yユe n e di a m i n e t e t r a a c e t at e i E G F
，

e pid e r m al g r o w t h f a c t o r ニ E V G
，

el a sti c a v a n G i e s o n 三 F B S
，
f et al b o v in e s e r u m 妄 ．F G F

，



2 0 2

り
，

こ れ ら の 大部分は 中膜よ り遊走 し て き た平 滑筋細

胞 が産 生 し ，

一 部は 内皮細胞が 産生 す る と考 え ら れ て

い る
5l

． 硬化病巣 に お け る こ れ ら の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク

ス の う ち
， 量的 に も質的 に も最 も主 要な構成成 分 は

，

コ ラ ー ゲ ン で あ る こ と は い う ま で も な い ． 現在 ま で に

コ ラ ー ゲ ン に は 少な く と も I 型 か ら X I I 塾ま で の 異

な る12種 の 分子種が 存在 す る こ と が 知 ら れ て お り
61

，

動脈に は 工 型
，
III型

，
I V 塾

，
V 型

，
V I 塾

，
YIII型が 存在

す る
51

． 動脈硬化巣で は 総 コ ラ ー ゲ ン 量 が 増 加 す る だ

けで は なく ， 含ま れ る 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 比 率も 変化す

る こ とが 指摘 され て い る
抑

． それ ら に よ る と
， 動脈 硬

化巣で は中膜 に 比 し 工 塾 コ ラ
ー

ゲ ン が 増 加 す る
，

ま

た
，
工V 型

81

，
V 塑 8ト 101

，
V王塾8I

コ ラ
ー

ゲ ン が 増加 す る とも

報告さ れ て い る ． 従 っ て 内膜硬化巣 の型別 コ ラ
ー

ゲ ン

の 分布 は
，
病変の 進展に 伴 っ て 特徴的 な変化 を示 す も

の と思 わ れ る ．

一

方 ， 動脈 硬化症 の 病 理発生 を 理 解す る う え で現在

最 も 重要視 さ れ て い る の が 細 胞 成 長 因 子 で あ る ．

R o s s の r傷 害反 応説J
ll－12，

に よ る と 動脈硬化症の 発症
，

進 展は ， 内皮細胞 傷害 に 引き続 い て 起 こ る中膜平 滑筋

細胞 の 内膜 へ の 遊 走 と内膜内増殖に よる もの で あり
，

こ の 平滑筋細胞 の 遁走 と増 殖 と い う 現 象 に 深 く かか

わ っ て い る が ， 局所 で 分泌さ れ る成長国子 で あ る ． 成

長因子 は血小板由来 の もの と し て
， 血 小板由来成長因

子 くpl a t el e t －d e ri v e d g r o w t h f a ct o rJ ，
上 皮成 長因子

くe pid e r m al g r o w th f a c t o rl ，
ト ラ ン ス フ ォ L ミ ン グ成

長因子 P くt r an Sf o r m i n g g r o w th f a c t o r
－b e t al ， 血管内

皮成長 因子 くe n d o th eli al c ell g r o w th f a c to rl ，
マ ク ロ

フ ァ ー ジ 由来の も の と し て マ ク ロ フ ァ
ー ジ由来成長因

子 くm a c r o ph a g e
－d e ri v ed g r o w th f a c t o rl ， 線推芽細胞

成長 因子 tfib r o b l a st g r o w th f a c t o rl ， イ ン タ
ー

ロ イキ

ン ー1 くi n t e rl e u k i n
－1J ，

腫 瘍 壊死 因 子 くt u m o r n e c r o sis

T a b l e l ． E x a m i n e d a u t o p s y c a s e s w i th v a ri o u s i n ti m a l l e si o n s o f a b d o m i n a l a o r t a

C a s e N o
．

A u t o p s y N o ． A g el S e x I n ti m a l l e si o n s M aj o r a u to p s y fi n d i n g s

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

1 1

1 0 2 3 3 1 M oノF

l O 2 1 7 5 M oノM

9 3 0 6 3 Y ノF

9 凱2 7 YノM

l O2 1 1 5 5 YノM

l O 2 1 2 5 7 YノF

M ild i n ti m al t hi ck e ni n g

M ild i n ti m al t hi c k e n i n g

M ild i n ti m al t hi c k e ni n g

D iff u s e i n ti m a l thi c k e ni n g

D iff u s e i n ti m a l thi c k e n i n g

Fi b r o u s pl a q u e

D iff u s e i n ti m a l thi c k e n i n g

9 3 6 2 1 8 YI F F a tty s t r e a k

1 0 2 1 5 5 6 YI F A th e r o m a t o u s pl a q u e

8 2 0 8 6 0 Y J
I
M A th e r o m a t o u s pl a q u e

F a tt y st r e a k

9 7 8 8 8 4 YノM A th e r o m a t o u s pl a q u e

l O 2 1 6 7 6 YノM A th e r o m a t o u s pl a q u e

C o m pli c a t e d l e si o n s w ith

c a l cifi c a ti o n a n d ul c e r

F ib r o u s pl a q u e

H e a rt a n o m a l y

O r n e n n
，

s di s e a s e

M ali g n a n t l y m p h o m a

R h a b d o m y o s a r c o m a

M a li g n a n t l y m p h o m a

G li o b l a st o m a

E w i n g
，

s t u m o r

A M L

R u p t u r e of a n e u r y s m

B l a d d e r c a r c i n o m a

P u l m o n a r y fi b r o si s

A b b r e vi a ti o n s i M o
，

m O n th s ニ

m y el o g e n o u s l e u k e mi a

fib r o b l a st g r o w th f a ct o r ニ H E
，

m a c r o p h a g e － d e ri v e d g r o w t h f a ct o r ニ

Y
， y e a r S ニ F ， f e m al e i M

， m al e ニ A M L
，

a C u t e

h e m a t o x yli n － e O Si n ニ I L － 1
，

i n t e rl e u k i n －1 i M D G F
，

N C P
，

n O n － C Oll a g e n o u s p r o t ei n ニ P A S
，

， p e ri o di c a cid

S c hiff ニ P B S
， p h o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e ニ P D G F ， p l a t el et － d e ri v ed g r o w t h f a c t o r i S D S

，



動脈平滑筋細胞の 増殖と コ ラ ー

ゲ ン 産 性

f a c t o rJ ，
P D G F

，
T G F P ，

血 管内皮細 胞由来の も の で

は P D G F
，
F G F

，
m －1

， 平滑筋細胞 由来 の も の と し て

P D G F が知 られ てい る
13ト 181

． こ れ ら の成長 因子 は細胞

の増殖 を制御す るだ けで はな く
， 細胞外 マ トリ ッ ク ス

の代謝 に も大 き く貢献す る こ と が知 ら れ て い る ■ た と

えば P D G F は動脈平滑筋細胞の コ ラ
ー

ゲ ン 合成 活性

を上昇さ せ
瑚

，
I し1 ほ 滑膜細胞 の コ ラ ゲナ ー ゼ魔性 を

高め
抑

，
T G F ダ は プ ロ テ ア ー ゼイ ン ヒ ビ タ ー 産 性冗

進
21，

を通 じ ， 細 胞外 マ トリ ッ ク ス を 制御 し て い る ．

従っ て ， 動脈硬化症 に お ける 内膜肥厚 性病 変は
， 動脈

平滑筋細胞 が さ ま ざ ま な成長因子 の影 響の も と で増殖

し
，

コ ラ ー ゲ ン を産性 ，
沈着す る こ と によ っ て形成 さ

れたも のと 言え よう ． 今 回， 著者は動 脈平滑筋細胞 の

増殖と コ ラ
ー

ゲ ン産性 の相互 関係 を明ら か に す る目 的

で
，

ま ず，
ヒ ト大動脈硬化症の進 展に 伴う 内膜肥厚性

病変の 型別 コ ラ ー ゲ ン り ， 札 工V
，

V
，
V工型1 分布 の

変化を観察 した ． 続 い て
， 培養平滑筋 細胞 を用 い て

，

P D G F
，
I し1

，
及び T G F ガ と い う 代表 的な 成長因子 が

，

どの よう に 平滑筋細胞 コ ラ ー

ゲ ン合成 酒性に 影響 を与

えてい るの か に つ い て 検討 した の で こ こ に 報告す る ．

材料 お よ び方法

王 ． ヒ ト動脈 内膿 肥 厚性病変に お け る 型 別コ ラ ー

ゲ

ン り二 I町言付
．

V 及 びV工型ン の 分 布

1 ． 対象

金沢大学第 一 病理 学教室の病 理解剖 症例 の う ち表 1

に示すよ う な11 症例の 腹部大動脈 を研 究対象と した ．

得られ た腹部大動脈か ら動脈硬化症 の 初期病変 と し て

内膜びま ん性線推性肥厚病変 く小児 ， 成 人1 及 び 脂肪

軋 進行性病変 と して 線推性硬化臭 く粥腰 を伴う も の
，

伴わな い も の1 及 び複合型病変く石 灰 沈 着， 潰瘍 ， 粥腰

を伴う1 をそ れ ぞれ 含 む組織片 を採取 ， 使 用 した ．

2 ． 光顕 的及 び免疫組織化学的検索

組織片を10 ％ 中性緩衝 ホル マ リ ン に て 固定後
仁
型通

りパ ラ フ ィ ン に 包埋 し薄切切片を作製 した ． 通常 の光

顕的観察に は へ マ ト キ シ リ ン ． エ オ ジ ン くh e m a t o x y
－

1i n
－

e O S 叫 ， ア ル シ ア ン 青 くp H 2 ．引 ， 過 ヨ 一 案酸 シ ッ フ

くp e ri o di c a ci d S c iffJ ，
鍍銀

，
アザ ン

，
エ ラ ス チ カ ． ワ

ンギ
ー

ソ ン くel a sti c a v a n G i e s o nl 染 色 を行な っ た ．

コ ラ ー

ゲ ン の 免疫組織化学的検 索は パ ラ フ ィ ン切 片

を0 ．0 5 ％プ ロ テ ア
ー

ゼ t y p e X X IVtS i g m a
， U ．S ．A ．ン で

30 分 処 理 後
，

a V id i n
－b i o ti n p e r o x id a s e c o m pl e x

2 0 3

くA B CI 法
221

に て 行 な っ た ． 抗体 は教室 で 作製 し た型特

異的抗 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン抗体 鋤

り 型
，
工11室凱 押 型

，
V

型
，
V工型1 を用 い た ． 抗 王塾 ， 1II 型

，
工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン 抗

体 は1 0倍 に
， 抗V 型 コ ラ ー ゲ ン抗体 は 5 倍 に

．
抗V工型

コ ラ ー

ゲ ン 抗体 は100 倍 に
，

そ れ ぞ れ 希釈 し て 使 用 し

た ． 切 片は メ チ ル 緑ま た は へ マ ト キ シ リ ン で 核染色 し

た ． な お
， 対照 と して

，
抗 コ ラ

ー

ゲ ン 抗体 の か わ り

に
，
正 常 ラ ッ ト 工g G ま た は正 常 ウサ ギ 王g G を反応さ

せ た ．

工I ． 培養動脈 平 滑筋細胞の コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 に 対す

る 成長因子 の 影響

1 ． 実験動物

日本白色種 ウ サ ギ く2 ．5 k g ， 紬 を用 い た ． ウ サ ギ は

全期間 を通 じて 普通 固形 飼料 と 水 を自 由に 摂取 さ せ

た ．

2 ． 細胞培養

動脈 平滑筋細胞 は R o s s の 方法
おI

に 従 っ て得 た ． ウ

サ ギ の胸部大動脈 の 内膜 お よび 外膜 と中腰外層 を注意

深く 除去 した後
，
大動脈 内膜内層を採取 し ，

1 m m 立

方以 下の大 き さ に 細切 し
，

こ れ ら を エ ク ス プ ラ ン ト

くe x pl a n tl と した ． こ の エ ク ス プ ラ ン トを 25 c m
2

培 養

フ ラ ス コ くC o r n in g ，
U ．S ． A ．いこ散布 し

，
3 7

0

C
，

5 ％

C O 2
，
9 5 ％空気の 条件下 で 培養 した ． 培地と し て 1 0 ％

ウ シ胎 児血清 tf et al b o vi n e s e r u m H G i b c o ， U ．S ．A ．J ，

カ ナ マ イ シ ン く100 声 gノm り ，
フ ァ ン ギ ゾ ン く5 月 gノm り

を加 え た ダ ル ベ ッ コ 変法 イ
ー

グ ル 培地 m u l b e e c o
，

s

m o d ifi e d E a gl e m e di u m I を用 い 4 日毎 に培地 を新鮮

な も の に 交換 した ．
エ ク ス プラ ン ト より細胞が 遊出増

殖 し
，
細胞密度が コ ン フ ル エ ン トくC O n fl u e 叫 に 達 し

た 時 に
，

2 ％ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 くeth yl e n e

di a mi n e t e t r a a c e t a t eI －0 ． 2 5 ％ トリ プ シ ン を用 い て

細胞 を継代 し さ ら に 培養 した ． 実験 に は
，

2 代継代細

胞 を用 い た ．

3 ． 細胞増殖能の 解析

細胞 を10 ％ F B S 添加 培地 のulb e e c o
，

s m o d ifi ed

E a gl e m e d i u m J 2 m l 加 え た 35 m m 径 プ ラ ス チ ッ ク

シ ャ
ー

レ に 1 x lO
5

個接種 し た ． 成長因子 暴露24 時間後

に
， それ ぞ れ細胞 数の 計 測と

3

H － チ ミ ジ ン くA m e r s h －

a m
，
U ．S ． A ．I の 取 り込 み を測定し

，
成長因子 の 細 胞増

殖 に 及 ぼ す 影響 を検 討 し た ． 細 胞 数 は 各 々 2 枚 の

シ ャ
ー レ の 細胞 を E D T A －

トリ プ シ ン 処理 後
，

血 球計

算板 を用 い て 測定し た ． な お
， 細胞数 は各シ ャ

ー

レ に

S Odi u m d o d e c y l s u lf a t e 三 S D S － P A G E
，

S O d iu m d o d e c y l s ul f a t e ．

p oly a c r y l a m id e g el

ele c t r o p h o r e sis ニ T C A
，
t ri c hl o r o a c e t a t e 三 T G F P ， t r a n Sf o r m in g g r o w t h f a ct o r ．b et a ニ T N F

，

t u m o r n e c r o sis f a c t o r
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っ い て 4 回 ずつ 数え平均 した ．

3
廿 チ ミ ジ ン の 取 り 込

み は10 FL C il m l の
3
H － チ ミ ジ ン で37

0

C l 時 間 ，
細胞 を

標識す る短時間標識 を用 い た ． 標識後 ，
直 ち に

3
汁 チ

ミ ジ ン を含 む培 養液 を除 き ， 冷 リ ン 酸 緩 衝 生 食 液

くph o s ph a t e
－ b u ff e r e d s ali n el で 細胞 を洗浄 し

，
1 ％ド

デ シ ル 硫酸ナ トリ ウ ム くs o di u m d o d e c yl s ul f a tel で 室

温
，
1 5 分細胞 を処理 した ． 細胞 を S D S 溶液と 共 に 回

収 し ， 1 0 ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 くt ri c h l o r o a c e t a t el で

D N A を含 む蛋 白画分 を メ ン ブ ラ ン ． フ ィ ル タ
ー G －2 5

くWh a t m a n
，
U ．S ．A ．1 に 吸 着さ せ た 後 ，

フ ィ ル タ
ー に 液

体 シ ン チ レ
一

夕
ー A C S －II t A m e r sh a m l を重 層 ，

ペ ッ

ク マ ン L S － 9 0 0 0 カ ウ ン タ
ー

くB e c k m a n
，

W e st

G e r m a n yl で 放射晴性 を測定 し た f 測定 は各 々 2 枚の

シ ャ
ー

レ の 細胞に つ い て行 なも1 平均値 と標準偏差 を算

出し た ．

培 養2 日目 と 4 日目に 1 0 ％ F B S 添加培地 1 m l に そ

れ ぞ れ 成長 因子 を加 えた 新鮮培地 と交換 し
，

さ ら に2 4

時間培養 した ． 成長因子 は以下 の 3 種類 を用 い
，

い ず

れ も 2 穫の 異な る濃 度 に つ い て 検 討 し た ． す な わ ち

P D G F くC o 11 a b o r a ti v e R e s e r a r ch
，
U ．S ． A －1 に つ い て は

5 単位I m l と0 ． 5 単 位ノm l
，

ヒ ト IL －1 くG e n z y m e
，

U ．S ．
A ．1 に つ い ては 1 単位I m l と0 － 1 単位ノm l

，
T G F P

くR 8 t D S y st e m ． U ．S ．A ．1 に つ い て は
，

10 0 p M と

10 p M の 濃度で 培地 に 添加 した ，

4 ．
コ ラ ー ゲ ン 合成能 の 解析

成長 因子 くP D G F
，
I L － 1

，
T G F P l 投与 と 同時に

，
5 0 JL

C iI m l の し亡2
．

3 －
3
H j プ ロ リ ン くA m e r s h a m l ，

0 ． 1 m M の ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び0 ． 5 m M の

ベ
ー

タ
ー

ア ミ ノ プ ロ ピオ ニ トリ ル フ マ ル 酸 を培養液に

加 え た ． 2 4 時間標識後
，

培地 と 共 に 細胞 を回収 し超音

波処理 し ，

一

部 は定量 分析 ， 残 り を型別分析用 の 試料

と した ．

い コ ラ
ー

ゲ ン の 定量分析

試料 を 5 分間煮沸 し
， 種 々 の 酵 素 を不活性化 した 一

分析 は P e t e rk of s k y ら叫の コ ラ ゲ ナ ー ゼ消化法 を用 い

た ． 試料 は ， 0 ． 0 5 M 酢酸に 対 して 十分 な透析 を行 な っ

た後 ，
凍 結乾燥 した ． 凍結乾燥 し た試料 を0 ■ 0 4 N 水酸

化 ナ ト リ ウム 水溶液 に 再溶解 させ
， 次 い で トリ ス 一 塩

酸 緩 衝 液 b H 7 ． 4ナ で 中 和 し た 後 ，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ

くCl o s tr idi u m hi st o l yti c u m c oll a g e n a s e ，
F o r m IID

くA d v a n c e B i o f a c t u r e
，
U ．S ．A ．1 で37

0

C
，

2 時間消化 を

行な っ た ． 消化後試料 に1 0 ％ T C A と0 ． 5 ％ タ ン ニ ン

酸 を加 え ，
1 0 0 0 x g で 5 分 間の遠心 に よ り 沈殿 した 高

分子 童画 分 俳 コ ラ ー ゲ ン 性 蛋 白 H n o n
－

C O 11 a g e n o u s

p r o t ei nl を上清 中の 低分子 童画分 くコ ラ ー ゲ ン 性蛋 副

くc o11 a g e n o u s p r o t ei nl と分離 し た ． 各 々 の 分画 を液体

井

シ ン チ レ
一

夕
ー A C S －II くA m e r s h a m l に溶 解し

，
ペ ッ

ク マ ン L S －9 0 0 0 カ ウ ン タ ー くB e c k m a nl で 放射活性を

測定 し た ．

次い で
， 細胞 1 個 あた りの N C P と C P の放射括性

を算出 し た 後 ，
総 蛋 白合成 活性 の 比 を P et e r k ofs k y

ら
加1

の 式

C P

C P ＋5 ． 4 X N C P
X l O Oく％1

に て 算 出し た ． 測定 は各々 2 枚ずつ の シ ャ
ー

レ に 対し

て行 な い 平均値 と標準偏差 を算出 し た ．

2 コ コ ラ
ー

ゲ ン の 定性 分析

試 料 に 中性 プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ

ー

く0 ■ 2 5 M

E D T A 2 N a
，
1 0 m M フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル フ ル

オ ライ ド
，
0 ．1 M N エ チ ル マ イ レ イ ミ ドI を加 えた

後 ，
コ ラ

ー ゲ ン の 型 別分析 を行 な っ た ．

分析 は R a t a ら
珊
が 行 な っ た 方法 を用 い た ． 分析用

試料 に 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム く176 m gノm lI を加 えて硫安沈

殿画分 を得 た ． こ の画分 を0 ． 5 M 酢酸 に 再 び溶解さ せ

最終濃度100 p gノm l の ペ プ シ ン くB e h ri n g e r M a n h ei m

G m b h
，
W e st G e r m a n yl で 4

0

C 6 時間消化 した ． 試料

全容 量の 1 ハ0 量 の 2 M ト リ ス 塩 酸緩 衝液 を加 えた の

ち
，

5 N 水酸化ナ ト リ ウ ム 溶液 で ペ プ シ ン を不活性化

し ， 凍結乾燥 し て電気泳動用 試料 と した ．

電気泳 動は W e b e r
，
O s b o rn

2 81
の S D S p ポ リ アク リル

ア ミ ドゲ ル 電気泳 動 法 くS O d i u m d o d e c yl s u lf a t e
－

p Ol ．

y a c r yl a m id e g el el e c t r o p h o r e si sl を 用 い た － アク リル

ア ミ ド の 膿度 は濃縮用 ゲ ル は 3 ％ くp H 6 ．引 ， 分離用ゲ

ル は 5 ％ くp E 8 ．別 に 調節 し た ．

泳 動終 了 後 ，
ス ラ ブ ． ゲ ル を1 ． 1 M サ リ チ ル 酸ナト

リ ウム に 1 時間浸 し た 後乾 燥 し
，

フ ル オ ロ グラ フイ

ー
29，30，

を 行 な っ た ． X 線 フ イ ル ム X A R － 5 くE a s t m a n

K 。d a k
，
U ．S ．

A ．1 をp 8 0
C

C
，

5 日 な い し1 0 日 ， 乾燥ゲル

に 霹光 した後 ， 現 像 した ． 感光 した フ イ ル ム 上 の 各コ

ラ
ー

ゲ ン に 相当す る バ ン ドの 濃淡 を デ ン シ トメ
ー タ ー

P D S 1 5 け ク ラ
， 東副 を用 い て

，
5 00 n m の 波長の吸

光度 を測定 し
， 記録紙 に 記録 した ． 工型 コ ラ

ー ゲ ンは

ば 1 川 及び 此 よ り の バ ン ド を ，
I工1 型 コ ラ

ー

ゲ ン は還元

前 の y 位置 の 此 く1工工うを ，
工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン は還 元前のバ

ン ド を
，

ま た
，

V 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は ぽ 1くVl のバ

ン ド を代表 し て V 型 コ ラ
ー

ゲ ン バ ン ド と し て 計測し

た ． 各 バ ン ドに 相 当す る 吸光 波形 を 記録 紙か ら切り抜

き
，
各 型別 の 重量 を測 定 す る こ と に よ り

，
各型別 コ

ラ
ー

ゲ ン の 割合 を算 出した ．

m ． 統計学的検定法

得 ら れ た成績 は す べ て平均値 士 標 準偏 差で 示 した －
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Fig ． 1 a ． M il d i n ti m a l th i c k e n i n g o f th e a o r t a i n C a s e 3 ． A I ci a n b l u e s t ai n ．

x 15 0 ．

F ig s ．
1b－e ． D iff u s e i n ti m al th i c k e n i n g of th e a o rt a i n C a s e 5 ， d e m o n s tr a t e d wi th a z a n s t ai n くbI，

i m m u n o s t a i n e d f o r t y p e I c o ll a g e n くcJ ，
ty p e I V c oll a g e n くdl a n d t y p e V I c oll a g e n くeI － X 1 50 ．

F ig ． 2 ． F a tt y s t r e a k o f th e a o rt a i n C a s e 7
， P r e S e n t e d w ith P A S s t a i n くal ，

a n d r e a c t e d wi th a n ti － t y p e

I V c oll a g e n a n tib o d y くbl ． A c c u m u l a ti o n of f o a m c ell s くFナi s f o u n d i n th e fib r o s in g i n ti m a ． x 7 5 ．
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3 a
I

二 ．二 二
．

．

．

．

．
．一 ．

．
1 ．

1

1

．

一

3 b

5 b

Fi g ． 3 ． F ib r o u s pl a q u e o f th e a o r t a i n C a s e l l
，

St a i n e d w ith E V G くal an d i m m u n o s t ai n e d f o r t y p e lII

c oll a g e n くbl ． T h e i n ti m a i s r e pl a c e d b y fi b r o el a sti c ti s s u e ． N o t e i r r e g ul a r ali g n m e n t of el a sti c

fib e r s i n th e d e e p l a y e r w h i c h r e a c t s s t r o n gl y w ith a n ti －t y p e III c oll a g e n a n tib o d y ． X 7 5 ．

F i g ． 4 ． Fi b r o u s c a p くF CJ o v e rl yi n g a th e r o m a くA， of th e a o rt a i n C a s e l l wi th E V G st ai n くal a n d

i m m u n o st ai n f o r t y p e I V c o ll a g e n くbl ．
X 3 0 －

Fi g ． 5 ． F ib r o u s c o m p o n e n t o f th e c o m pli c a t e d i n ti m a1 1 e si o n i n C a s e 1 0
，
d e m o s tr a t e d w ith H E st ai n

くal ，
i m m u n o st ai n f o r t y p e III c oll a g e n くbl a n d t y p e

．

V c o ll a g e n くcl ． T i n di c a t e s l u m i n al th r o m b u s ． a

a n d b
，

X 3 0 ． c
，

X 1 5 0 ．
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多群間の 平均値 の差 の 確定 に は
，

1 元 配置 分散 分析後

S ch effe の 多重比 較 を用 い た － p く0 ．0 5 を有 意と した ．

成 績

工 ．
ヒ ト動脈 内膿肥 厚性病変 に お け る 型 別コ ラ

ー

ゲ

ン り ，
H L I V

，
V 及 びV工型I の 分 布

1 ． 軽度の 内膜肥厚性病変

小児の 大動脈内膜 に み られ る きわ めて 軽度の 肥 厚部

位に は
，
疎 に 配列す る 小数 の 紡錘形 ある い は類 円形の

細胞と ア ル シ ア ン 青陽性物質が み られ た く図1 れ 細胞

間に は エ ラ ス チ カ ． ワ ン ギ ー ソ ン 染色 で 同定 で き る 弾

性線推及び アザ ン 染色 で 陽性 を示 す コ ラ ー ゲ ン 線椎が

少量混在 し てい た ，

抗コ ラ
ー ゲ ン 抗体 を用 い た型別 コ ラ ー

ゲ ン の 局在及

びその 分布 に つ い て は
，

工 型 コ ラ ー ゲ ン は網状の 分布

を示 した がm 型 コ ラ ー ゲ ン は 工型 コ ラ ー ゲ ン に 比 べ て

繊細に 染色さ れ た ． I V 型 コ ラ ー ゲ ン は 主 に 内皮細胞 の

基底膜領域 に 染色さ れ た ． V工型 コ ラ
ー

ゲ ン は 工 型及 び

m 型コ ラ
ー

ゲ ン と ほ ぼ 同様 の 分布 を示 した が
，

工 型及

び工II型 コ ラ
ー

ゲ ン に 比 べ て て弱 い 染色性 を示 した ． V

型コ ラ
ー

ゲ ン は こ の 時 期の 内膜 に は 陽性 で は な か っ

た ．

2 ． び ま ん性線推性肥 厚

成人 の び ま ん性に 肥 厚 した 内膜 に は紡錘形の 細胞が

検定し
，

そ の 数 も多 く ， ま た細胞間 に は ア ル シ ア ン 青

陽性物 質は少な く ， む し ろ弾性線経と コ ラ ー ゲ ン 線推

が 豊富で あ っ た く図1bl ． P A S 陽性物質は比 較的多く
．

特 に 内膜 に 増殖 した 細胞の 周 囲に 認 めら れ た ．

型 別 コ ラ ー ゲ ン の 局在 をみ る と
， 肥厚し た内膜 の 問

質 に は 工 型及 び工王工型 コ ラ
ー

ゲ ン が びま ん性 に 分布 し
，

小児 の 病 変部 に 比 べ て よ り強 い 染色性 を 示 し た く図

1 cI ． 工V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は細 胞周 囲に 局在 し て い た く図

1dl ． V 型 コ ラ ー

ゲ ン は 内膜内 の 紡 錘形 細胞 内 に み ら

れ る こ と が あ っ た ． Y工型 コ ラ
ー

ゲ ン は内膜 の 問質 に び

ま ん性の 分布 を 示 し てい たが
， 部位 に よ っ て染色性に

強弱が み ら れ た く図1 れ

3 ． 騰肪斑

内膜 に は胸体 内に 空胞 を有す る 大小の 泡沫細胞が 集

積 す る脂肪斑 の 病巣が み られ た ． 周辺部内膜 に は泡沫

細胞 に 混在 して 胞体内空胞の 乏 しい 紡錘 形あ る い は類

円形の 細胞が認 め ら れた ． 脂肪斑 内部 ある い は細胞が

密に 集束 して い る と こ ろで は少量 の 線維成分が み られ

る に す ぎなか っ た が細胞が疎 な部分に は線維成分 が多

く 沈着 し て い た ． ア ル シ ア ン 青陽性物 質は 少 な か っ

た ， P A S 陽性物質は細胞周 囲ま た は泡沫細 胞 の 集束

巣の 周 辺 部 に 認 めら れた く図2 a ト

工型 コ ラ ー ゲ ン と m 型 コ ラ ー

ゲ ン は脂肪斑 をと り ま

く 線維性 問質 に 軽度，
び まん性 に 認め られ た が泡沫細

胞が密在 し て い る と こ ろ で は 繊細 な網 状分布 を 示 し

た ． I V 塾 コ ラ ー ゲ ン は細胞周囲に 局在 して い た が 泡沫

T a b l e 2 ． S u m m a r y of ti s s u e l o c ali z a ti o n of c oll a g e n t y p e s I
，
H

，
N

，
V a n d VI i n

V a ri o u s i n ti m a l l e si o n s o f a o rt a

1 m m u n o r e a c ti v it y w ith t y p e－S P e Cif i c

a n ti－C Oll a g e n a n tib o d y

l m N V VI

M ild i n ti m al thi c k e ni n g 士

D iff u s e i n ti m al thi c k e n i n g ＋＋

F a tt y s tr e a k

F i b r o u s pl a q u e

tf r e e o f a th e r o m al

A th e r o m a t o u s pl a q u e

F ib r o u s c a p

A th e r o m a

C o m pli c a t e d l e si o n

F ib r o u s c o m p o n e n t

A th e r o m a

土 ＋

＋十 ＋＋

＋ ＋＋

＋＋ ＋＋

＋＋ ＋十 ＋＋

－ へ
ノ ＋ － へ

ノ ＋ －－－－＋ノ
ー ＋

＋十＋ ＋＋＋ ＋十＋

－
へ ノ ＋ －へ ノ 士

－
へ ノ 士

士

土 ＋

＋

＋ ＋

＋ ＋＋

－へ ． ＋

十 ＋＋＋

－ へ ． ＋

S y m b oI s ニ
ー

1 n e g a ti v e ， 士 ニ V a ri a b l y a n d f ai n tl y p o si ti v e ， ＋こ C O n S t a n tl y b u t w e a k l y

p o si ti v e
，

＋＋ニ C O n S t a n tl y p o si ti v e
，

＋＋＋ニ C O n S t a n tl y a n d s tr o n gl y p o siti v e
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細胞に は周囲 にIV 型 コ ラ
ー

ゲ ン が 陰性の もの も 多数み

られ た く図2bナ． V工型 コ ラ
ー

ゲ ン も I 型 ，
m 型 コ ラ

ー

ゲ

ン と同様 に 問質 に 軽度び ま ん性 に 分布 して い た ， V 型

コ ラ ー ゲ ン は陰性 で あ っ た ．

4 ■粥腫形成 を伴わ な い 線維性 硬化巣

内膜の 丘 状の 隆起性病変は 主 に 線維性結合 組織 か ら

構成 され て い た ． 増殖 して い る細胞 は主 に 紡錘形細胞

で あ るが 類円形 あ る い は 不整 形 の細 胞 も 混在 し て い

た ． ま た
，
胞体 内に 空胞 を有 す る細胞 も散在性 に 認め

られ た ． 弾性繊維及び コ ラ ー ゲ ン繊維 は 内膜 に 多量 に

沈着 して お り 内膜深層で は弾性繊維 の 断裂 ， 消失が み

ら れ た く図3 al ． P A S 染 色 で は 大 部分 の 細胞 周 囲 に

P A S 陽性 で あ っ た ．

型別 コ ラ
ー

ゲ ン の局在 を み る と 工 型及 び1工I 型コ ラ
ー

ゲ ン は 肥厚 した 内膜に び ま ん性 に 認 めら れ た く図3bン■

汀型 コ ラ
ー

ゲ ン は細胞 に 沿っ て 分布 して い た ． こ の 病
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，
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，
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0 1 b y o n e － W a y A N O V A f oll o w e d

b y S c h e ff e
，

s m u lti pl e c o m p a ri s o n s －

井

変 で は V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は内膜深層の 線維束 に 沿 っ て線

状 に 染め 出さ れ た ． VI 型 コ ラ
ー

ゲ ン は 内膜 に ほ ぼびま

ん性 に 分布 して い た ．

5 ． 粥腰形 成 を伴う線 推性硬化巣

粥腫の た め丘 状の 隆起と して 内脛 に 向か っ て膨隆し

て い る病変 で
，

丘 状隆起の 表層 は線 維性結合組織 く線

推性 キ ヤ ツ 刀 に よ っ て覆 わ れ て い た ． こ の線推性

キ ャ ッ プ は偏平化 した紡錘形細胞
，
泡沫細胞及びリ ン

パ 球 横紙胞 と太い 線推 を主と す る 問質 で
， 弾性線維は

乏 し か っ た く図4 aI ． 内膜深層に 存在 す る 粥腫巣 は無構

造物質 と白 く抜 けた 稜状 ， 針状の コ レ ス テ リ ン結晶を

示 し た ． 暗紫色 に 染 ま る顆粒状物質く石灰沈5酌 も散見

され
，

ま た ， 粥腫 の辺 緑郡 に は泡沫細胞が 集在してい

る傾 向が あ っ た ． P A S 陽性物質は紡 錘 形細胞 の 周囲

に よく 認め られ た ．

線維性 キ ャ ッ プ に は 1 塾 ，
m 型及 びV工型 コ ラ

ー
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，
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がびま ん性に 分布 し て い たが そ の 染色性 は時 に は不均

等，
不規則な 分布 を示 す こと が あ っ た ． 工V 型 コ ラ ー

ゲ

ンは紡錘形細胞 に 沿 っ て比 較的明瞭 に 染 色さ れ た く図

瑚 ． V 型 コ ラ ー ゲ ン は細胞周 囲や 細胞 間 に 不 規則 に

凝集 してい た ■

粥腰 に お ける 各型 別 コ ラ ー ゲ ン の 分布 は I 型 ， 1II

軋 V 塑
，
V工型 コ ラ

ー

ゲ ン が 僅か に 粥腰 辺緑部 に 分布

して い る に す ぎな か っ た ． 粥腫の 中心 部 で は 反応陰性

であ っ た ．

6 ． 複合型病 変

粥腫内出血
，

潰瘍形 成 ， 石灰 沈着 ， 血 栓形成 等 を

伴っ た本病変で は線維性結合組織内の 細胞 の 減 少， 線

維成分の増加が め だ っ た ． 問質の硝 子化 も伴 っ て い た

個5わ． 王型 ．
工II 型 ，

V 塾 ， V王型 コ ラ
ー

ゲ ン は 先に の

べ た粥腰 を伴う緑綬性硬化巣の 線維性 キ ャ ッ プ と ほ ぼ

同様の 分布 を示 し た が 硝 子 化 し た部 分 で は I 型 ， 工王I

軋 V 型 コ ラ
ー

ゲ ンが 特 に 強 く染色さ れ た く図5b
，
Cト

また
，
IV 型 コ ラ

ー

ゲ ン は線推束間の 細胞周囲に 認め ら

れた ． コ レ ス テ ロ ー ル や カ ル シ ウム の 沈着部位 に は コ

ラ ー ゲ ン染色陰性で あ っ た ．

表2 は
，

以 上 の 各種 動脈硬化性内膜病変 に お ける 型

別コ ラ
ー

ゲ ン の 局在 及 び そ の分布 を ま と めた も の で あ

る ．

工工
． 培養動脈 平 滑 筋細胞 の 増殖と コ ラ

ー

ゲ ン 合成能

に 対す る成長因子 の 影響

1 － 細胞増殖動態 く図 6
，

7 1

1 1 P D G F

最も顕 著 な細胞増殖を示 した の は P D G F 投与群 で

あ っ た ． P D G F 投与 実験の う ち
， 特に P D G F が 細胞

対数増殖期に 投 与さ れ た場 合 に は 著 し い 増 殖 を 示 し

た － す な わ ち
， 細胞数は投与後24時F軋 培養 3 日目 に

は
，
対 照群が 1 シ ャ

ー

レ 当た りく1 ． 0 3 士0 ．0 11 x l O
5

個で

あ っ たの に 比 べ て0 ． 5 単位投与群 で は 1 シ ャ ー レ 当た

りく1 ． 6 8 士0 ． 2 01 x l O
5

個
，
5 単位投与群 で 1 シ ャ

ー

レ 当

た りく2 ． 6 6 士0 ． 1 2I X l O
5

個に 達 し
， 濃度依存性 の 増殖 を

示 した くp く0 ． 0 5ト また
，

3
H ． チ ミ ジン の 取り込 み 実験

で は表 3 に 示 す通 り である ． 培養3 日目の 1 シ ャ
ー レ

当た り
3
廿 チ ミ ジ ン の取 り込 み で は ，

P D G F 投与 群

く0 ． 5単位投与群242 4 6 士9 3 3 7 c p m
，
5 単位投与群1 84 2 5

士2 3 8 0 c p m l と対照群 く107 0 7 士 4 7 1 7 c p m J の 間 に 有意

羞を認 め なか っ た ． サブ コ ン フ ル エ ン トの 培養 4 日日

に P D G F で 細胞を刺激す る と 2 日 目と同様 ， 細 胞 は

良好 な反 応 を示 し， 細胞数は対照群 が 1 シ ャ ー レ 当た

り く2 － 1 6 士0 ． 1 01 x l O
5

個で あ っ たの に 比 べ て0 ． 5 単位投

与群 で は 1 シ ャ
ー レ当た りく2 ． 5 6 士0 ． 瑚 X lO

5

個 ， 5 単

位投与群 で はく3 ． 0 8 士 0 ． 晒 X l O
5

個 に 達 して お り ， 濃度

依存性 の増殖 を認め た くp く0 ． 0引 ． 1 シ ャ ー レ 当た り

の
3

甘 チ ミ ジ ン の 取 り込 み は ，
P D G F 投与群く0 ． 5 単位

T a bl e 3 ． E ff e c t o f v a ri o u s g r o w th f a c t o r s o n th y mi d i n e u pt a k e p e r di s h o f c u lt u r e d
S m O O th m u s cl e c ell s a t l o g a rith m i c p r olif e r a ti v e a n d s u b c o n fl u e n t ph a s e s
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投与群590 8 士3 5 2 c p m
，

5 単位投与群508 1 士1 4 8 8 c p m l

で 対照群 く30 02 士1 4 2 8 c p m l に 比 べ て 有意差 は な か っ

た ．

2 う工L － 1

工し1 投与で は対照群に 比 べ て
，

0 ■ 1 単位 ，
1 単位 投

与群 ，
の 対数増殖期及び

，
1 単位投与群 の サ ブ コ ン フ

ル エ ン ト期 に お い て は
， 有意 の 細胞増殖 を認 め た も の

の くp く0 ． 0 軋 明瞭な 濃度 依存性 は 見出せ な か っ た 一

培 嚢 3 日 目の 細 胞数 は
，
対 照群 1 シ ャ

ー レ 当 た り

く1 ． 7 2 士0 ． 岬 X l O
5

個 で あ るの に 対 して
，

ル 1 投与群で

は0 ．1 単位 ，
1 単位投与群で それ ぞ れ 1 シ ャ

ー

レ 当た

り く1 ． 9 6 士0 ． 脚 X l O
5

胤 く1 ． 9 9 士0 ． 岬 X l O
5

個 で あ っ

た ． ま た 1 シ ャ
ー レ 当た り の 刊 － チ ミ ジ ン の取 り 込 み

は対照群 く238 2 4 士5 1 0 c p 叫 に 対 して 1 し1 投与群 で は

0 ． 1 単位 ，
1 単位投与群 で それ ぞれ く262 3 5 士22 5 4 c p 町

2 7 5 9 9 士1 5 8 3 c p m l と有意差は な か っ た ． サ ブ コ ン フ ル

ェ ン ト期 に お ける 培養 5 日目の 細胞数 は ，
1 シ ャ

ー レ

当た り対照群 く3 ． 3 3 士0 ． 川 X l O
S

個 に 対 して m －1 投与

群で は0 ．1 単位投与群
，
1 単位投与群 で それ ぞれ く3 ． 4 0

士0 ． 岬 X l O
5

胤 く3 ． 5 9 士 0 ．0 21 X l O
5 個 で あ り ， 対照群

に 対 し て 1 単位 投与群 の み が 有 意 に 増 殖 し て い た

くp く0 ． 岬 ． 1 シ ャ
ー レ 当た り の

3

軋 チ ミ ジ ン の取 り 込

み は
，
対照群く8863 士78 1 c p m I に 対 して l し1 投与群で

そ れ ぞれ く887 0 士702 c p m
，
6 8 3 7 士1 3 4 3 c p rn 1 で あ り

，

有意差 は な か っ た ．

3う T G F 月

T G F P 刺激 で は
，
P D G F

，
I L －1 と は異 な り

，
培養2

日目の 対数増殖期 に 投与 した 場合 に は有意 な細胞増殖

抑制効果が 認め ら れ た ． す なわ ち
， 細胞数 は

，
培養 3

日目 に は
，
対照群が 1 シ ャ

ー レ 当た り く1 ■ 6 8 士0 ． 0 2I X

lO
5

個 であ っ たの に 比 べ て 10 p M 投与群で は 1 シ ャ
ー

レ 当た り く1 ． 5 0 士0 ． 叫 X l O
5

個 ，
1 0 0 p M 投与群 で は 1

シ ャ
ー

レ 当た り
， く1 ．4 9 士0 ． 岬 X l O

5

個 と な り
，
有意な

減少 を示 した が
，
濃度依存性は なか っ た くp く0 ． 0 引 ．

ま た こ の 時期の 1 シ ャ
ー

レ 当た り
3
H－チ ミ ジ ン の 取 り

込 み は
，
対照群が く336 4 1 士20 8 9 c p m l で あ っ た の に 対

して 10 p M 投与群が く275 2 7 士2 9 4 3 c p m l ，
1 0 0 p M 投与

群 が く1 5 9 0 4 士 5 0 6 5 c p 叫 で あ り 対 照 群 に 対 し て

100 p M 投与群 の み が 有意に 減少 して い た くp く0 ．0 引 ．

一 方 ，
サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期に T G F 声 を 投与 し た場

合 に は培養5 日目 の 細胞数は
， 対照群が 1 シ ャ

ー

レ 当

た り
， く2 ．3 2 士0 ． 1 21 X l O

5

個 ，
1 0 p M 投与群で 1 シ ャ

ー

レ 当た り く2 ． 3 8 士0 ． 晒 X lO
5

個 で
，
1 0 0 p M 投与群で 1

シ ャ
ー レ 当た り く2 ． 2 6 士0 ． 0 31 x l O

5

個 で
， 有 意差 は な

か っ た ． ま た 1 シ ャ
ー

レ 当た り の
3
H － チ ミ ジ ン の 取 り

込 み に お い て も
，
対照群 く451 9 士1 8 5 c p m l ，

1 0 p M で

く51 4 2 士6 5 1 c p m l ，
1 0 0 p M 投与 群で く54 8 5 士3 9 0 c p m l で

明 ら か な抑制効果 は な か っ た ．

2 ．
コ ラ

ー

ゲ ン合 成能

い 総 コ ラ
ー

ゲ ン 合成量の 変化

各実験群に お け る培養細胞 1 個 当た り の 総コ ラ ー

ゲ

ン 合成酒性 く量L 非 コ ラ
ー

ゲ ン 性蛋白合成活性 く卦

及 び 全蛋 白合成活性 に 対 す る コ ラ ー ゲ ン 性蛋白合成比

は表 4 及 び表 5 に 示 す通 り で あ る ．

i I P D G F

P D G F 投与群 で は 対 照群 亡3 日 目く73 5 ． 1 士 0 ． 71 x

1 0
M 4

c p m
，

5 日目く1 76 ． 6 士0 ． 51 X l O
－ 4

c p m コ に比 べ て ，

培養 3 日目で は
，
0 ． 5 単位投与で48 ％ 亡く381 －1 士2 1 ． 61

x lO一七p m コ 5 単位 投 与 で68 ％ 亡く23 1 ． 7 士 7 8 ． 01 x lO

－4
c p mコ 合成量が 減少 し た く表 4 I ． 培養 5 日 目で は

，

0 ． 5 単位投与で18 ％ 亡く145 ． 5 士2 ． 41 x l O．4
c p m コ 5 単位

投与で27 ％ 亡く128 ．4 士2 5 ． 11 x l O
． 4

c p m コ の 減少 を示 し

た く表 5 1 ． こ の よ う に P D G F に よ る 細胞 数と 総 コ

ラ ー ゲン 合成活 性 は 前者 が 増 加 す る と後 者 が減 少し

た ． しか し
，

総蛋 白合成活性 に 対す る コ ラ ー ゲ ン性蛋

白合 成活 性の 比 率は 表 4
，

5 に 示 す よ う に 対数増殖期

に お い て も ，
サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期に お い て も

， 対照

に 比 べ て1 ． 4 ％か ら12 ％高か っ た ．

iり I し1

P D G F と は異な りあ ま り 強 い 増殖 を 示 さ な か っ た

工し1 投与群 で は
， 総 コ ラ

ー

ゲ ン 合成促進作用 と抑制作

用 の 両方 が 示 さ れ た く表 4 ，
5 1 ． 培養 3 日目で は細胞

1 個 当た り の 総 コ ラ
ー

ゲ ン合成 は抑制 さ れ た ■ す なわ

ち0 ． 1 単位 投 与で 対 照 亡く1 53 ． 7 士0 ． いX l O
．

七p mコ の

1 3 ％ 亡く133 ． 8 士1 1 ．61 X l O一七p m コ ，
1 単位投与で19 ％

亡く1 25 ． 0 士 6 ． 41 X l O．4
c p m コ 合成量が 減少 し た ． 培養5

日目 で は細胞 1 個当 た りの 総 コ ラ
ー ゲ ン 合成は促進さ

れ た く表 5ン． すな わ ち対照 亡く86 ． 7 士0 ． いX H 仁王p m コ

に 比 べ て
，

0 ． 1 単位 投与 で10 0 ％ 亡く1 7 3 － 3 士 2 4 t 31 X l O

－七p m コ ，
1 単位 投 与 で6 3 ％ 亡く1 4 1 ． 1 士 5 ■ 61 x 甘

4

c p m コ 合成 量は増加 した ． こ の よう に I し1 に よ る細

胞増殖 と総 コ ラ
ー ゲ ン 合成 量 は

一 定 の 傾 向 を示 さ な

か っ た ． ま た濃度 に も比 例 し なか っ た ． コ ラ
ー

ゲ ン合

成比 率 に つ い て も対 照と 工し1 投与群 と の 間に は差異

は な か っ た ．

iiil T G F P

T G 印 投与 で 増殖が 抑制 さ れ た 培 養 3 日 目測定の

群 で は細胞 1 個 当た り の総 コ ラ
ー

ゲ ン 合成量は
，
対照

群 亡く110 ， 0 士0 ． 21 x l O－
4

c p m い こ比 べ て 1 0 p M 投与で

22 ％ 亡く134 ． 5 士5 ． 7J X l O－
4

c p m j ，
1 0 0 p M 投与 で31 ％

亡く144 ． 6 士3 2 ． 01 x 灯
4

c p m コ の 増加 を認 め た く表 4 ト

ー 方細胞数 に お い て 対照群 と T G F 月投与群 の 差がな



動脈平滑筋細胞の 増殖 と コ ラ ー ゲ ン 産性

かっ た培養5 日目 で は細胞 1 個当た り の 総 コ ラ ー ゲ ン

合成量は
，
対照群 亡く247 ． 4 士0 ． 4I x H ト

4

c p m コ に 比 べ て

10 p M 投 与 で や や 減 少 し た も の の 有 意 差 は な く

亡く227 ． 2 士3 1 ． 8 1 x l O．4

c p m j ，
1 0 0 p M 投 与 で 1 5 ％

亡く209 ．4 士1 9 ．即X l O
－

4
c p m コ を示 して 一 定の 傾 向は 見

出せ なか っ た ． この よう に T G F タ投与 群 で は
， 細 胞

増殖が抑制 され た場合の み に 総 コ ラ
ー

ゲ ン 合成量が 増

加した ． しか し ， 総 コ ラ
ー

ゲ ン量 の 減少 に も拘 らず
，

コラ
ー

ゲ ン合成比 で み る と
，

い ずれ の 時期 に お い ても

対照群と変わ らな か っ た ．

2 J 型別 コ ラ
ー

ゲ ン の 変化

培糞動脈平滑筋細胞 の 合成 す る コ ラ
ー

ゲ ン はす べ て

の群に お い て工 型 コ ラ ー ゲ ンが 優位で
，
測定 し得た コ

21 1

ラ
ー

ゲ ン 中の 4 7 ％か ら88 ％ を占め た く表4
，

5 1 ． 次 い

で m 型 コ ラ ー ゲ ン が 多く
，
1 0 ％か ら39 ％を占 め ， 工型

と王II型 の 2 種の コ ラ ー

ゲ ン で 総コ ラ ー ゲ ンの ほぼ90 ％

に 達し た ． 残 り は1V 型 コ ラ ー

ゲ ン と V 型コ ラ ー ゲ ン で

あ っ たが
， 使用 した細胞 に よ っ て は ， 工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン

は ごく微量の た め に 測定可能と は限ら な か っ た ．

i l P D G F

P D G F 投与群 は
， 培養 3 日日 で は V 型 コ ラ ー ゲ ン の

割合が 対照 群 で3 ． n ％で あ っ た の に 対 し て
，

5 単位投

与群 で6 ． 3 ％と 増加 した 懐 4 I が ， 0 ． 5 単位投 与群 で

3 ．1 ％と対照と の 差は見出せ な か っ た ． 培 養 5 日 目 で

は V 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 割合が対照群で2 ． 3 ％ で あ っ た の

に 対 し て
，
0 ．5 単位 投与群 で 3 ． 6 ％

，
5 単 位投与 群 で

T ab le 4 ． E ff c c t of v a rio u s g r o w th f a c t o r s o n c oll a g c n s y n th c s IS Of c u lt u r cd s
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G r o w th f a c t o r p r o t ei n 轟

C P M x l O．ソC ell
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賽
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O

O
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5
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l O
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．
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．
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2 1 2 松

4 ． 0 ％ と 増加 し たく表 4 1 ， 11I 型 コ ラ ー ゲ ン は
，
培養 3 日

目で は対照群1 6 ． 6 ％に 対 し ，
0 ．5 単位投与群 で 16 ．2 ％ ，

5 単位投与群 で14 ． 5 ％と 減少 した － しか し培養 5 日目

で は対 照群15 ． 7 ％
．
0 ． 5 単位投与群 で10 ． 0 ％ ，

5 単 位

投与群で1 7 ． 7 ％と P D G F 投与量 と111 型 コ ラ ー ゲ ン 量

との 問 に
一 定の 傾向は見 出せ な か っ た ． 1 V 型 コ ラ

ー ゲ

ン は微量 で測定 は で き な か っ た －

ii う 工し 1

I し1 投与群 は
，
培養 3 日目で は V 型 コ ラ ー ゲ ン の 割

合が 対照 群で1 ． 7 ％で あ っ た の に 対 して
，
0 ． 1 単位投与

Fi g ． 8 ． S D S －P A G E くn u r o g r a m l o f
3
H －

p r O li n e

l a b el e d c o ll a g e n o u s p r o t ei n s y n th e si z e d b y

c ul t u r e d s m o o t h m u s cl e c e11 s sti m ul a t e d w ith

I L －1 a t l o g a rith m i c p r olif e r a ti v e p h a s e f o r 2 4h

t2 n d t o 3 rd d a yl ． L a n e s l －3
，

n O n
－

r e d u c ti o n i

l a n e s 4 － 6
，

r e d u c ti o n b y D T T i l a n e s l a n d 4
，

c o n t r oI s ニ I a n e s 2 a n d 5
，
0 ．1 u n itl m l o f I L － 1 ニ

1 a n e s 3 a n d 6
，
1 u n itl m l o f I L － 1 ．

S D S ． P A G E くn u r o g r a m l o f
3
H －

p r Oli n e
F i g ．

9 ．

1 a b el e d c oll a g e n o u s p r o t ei n s y n th e si z e d b y

c u lt u r e d s m o o th m u s cl e c ell s s ti m ul a t e d wi th

T G F P a t l o g a rith m i c p r olif e r a ti v e ph a s e f o r

2 4 h く2 n d t o 3 r d d a yナ． L a n e s l －3
，

n O n
－

r e d u c
－

ti o n i l a n e s 4 ．6
，

r ed u c ti o n i l a n e s l a n d 4
，

c o n t r oI s i l a n e s 2 a n d 5
，
1 0 p M o f T G F P 三

I a n e s 3 a n d 6
，
1 0 0 p M o f T G F P ．

井

群 で3 ． 3 ％ ，
1 単位投与群 で

，
8 ．7 ％ と 増加 し たく表4

，

図 8 ナ． 培 養5 日 目 で は V 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 割合が 対照

群 で 1 ． 8 ％で あ る の に 対 し て
，
0 ． 1 単位投与群で2 ． 1 乳

1 単位 投与 群 で
，
2 ． 2 ％ と 増加 傾 向 を示 した く表51

が ， あ ま り明 瞭な 差 と して は と ら え ら れ な か っ た ． 1Il

型 コ ラ ー ゲ ン に 増減は なか っ た ．

iiil T G F j，

T G F ガ投与群 は ， 培養 3 日 目 で は m 型 コ ラ ー ゲ ン

の 割合 が ， 対 照 群 で 2 1 ． 8 ％ で あ っ た の に 対 し て
，

10 p M 投与群で3 0 ． 0 ％ と増 加 した く表 4
， 図 9 1 ． 1V 型

コ ラ ー ゲ ン の 割合も 対照群で は1 ． 4 ％ で あ る の に 対し

て
，

1 0 p M 投与群 で7 ． 4 ％ ，
1 0 0 p M 投与群で 13 ． 2％と

増加 し た く表 4 ， 図 9 1 ． 同時 に 工型 コ ラ ー ゲ ン の 相対

的減 少が み ら れ た ． こ の工Il 型 とIV 型 の コ ラ ー ゲ ンの相

対的増加は 10 0 p M 投与で ， 総 コ ラ ー ゲ ン の5 2 ■2 ％ 朝

型39 ％ ，
l V 型1 3 ． 2 ％う を占 め ，

I 型 コ ラ ー ゲ ン は全体

の 47 ． 1 に 低下 し た く表 4
， 図 9 1 ． 培 養 5 日 目 で は

，

T G F 斤投与群 の工V 型 コ ラ ー ゲ ン 合成 促 進作 用 は対照

群 で1 ． 3 ％に 対 して
，
1 0 p M 投与群 で 1 ．4 ％，

1 0 0 p M 投

与群 で1 ． 9 ％ と なお 経持さ れ て い た が
， 培 養 3 日 目程

強 い 作用 は認 め ら れ な く な っ て い た く表 5 1 － m 型 コ

ラ ー ゲ ン に 対 し て は 合 成促 進作 用 は 対 照群1 6 ． 3 ％ ，

1 0 p M 投与群 で11 ．2 ％ ，
1 0 0 p M 投与 群で 16 ． 4 ％と消失

した く表5 1 ． V 型 コ ラ ー ゲ ン に は
一 定の 傾向はなか っ

た く表 51 ．

考 察

ま ず と 卜大動脈 内膜 病変 に お け る 型 別 コ ラ
ー

ゲ ン分

布の 特徴に つ い て 考察す る ．

今回 ，
抗型 別 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を用 い て 各種の 内膜肥

厚性病変の 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 局在 を観察 して みる と
，

硬 化性病巣 の 骨格 を形成 す る の は 主 に ト型 と111 型の線

維 形成 性 コ ラ ー ゲ ン で あ り ， 病 変の 進行 と と も にtV

型
，

V 型 ，
V I 型 コ ラ

ー

ゲ ン が 増加す る こ とが 示唆され

た ．

線推性硬化巣 内で ト型 ，
工工1 型 コ ラ

ー

ゲ ンが び まん性

に 強 い 染色 性 を 示 す よ う に な る こ と は S h e k h o ni n

ら
413 1

や
，
V o s s ら

31

も す で に 報告 し て い る と こ ろ であ

る ． S h e k h o ni n ら
3 り

は線維 性硬 化巣 に I 型
，
I廿型 コ

ラ ー ゲ ン の 染色性が 強 い こ と か ら ， 血 小 板粘着能の高

い こ れ ら の コ ラ ー ゲ ン が 動脈 硬化巣 の 形 軋 進展に主

要な 役割を 果 た して い る も の と 推定 して い る 一 内膜に

ぉ け る線維性肥厚病巣 に お い ては
，

動 脈内膜での 工型

及 びm 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 比 率 に 比 べ て
，

I 型 コ ラ
ー ゲン

の 占め る割合 が 高 く な り ，
と く に 病変 の 進 行ととも

に
，

I 型 コ ラ
ー

ゲ ン が優 位 を示 す と い わ れ て い る
2畑

．



動 脈 平滑筋細胞 の 増殖 と コ ラ ー ゲ ン産 性

しか し ， 今 回の 免疫組 織学的観察結果 で は
， 病変の 進

展に伴 っ て ト型 コ ラ
ー

ゲ ン と1廿型 コ ラ ー ゲ ン の 陽性度

が変わ る こ と は なか っ た ， 初期病変 と思 わ れ る月旨肪斑

では王 軋 II王型 コ ラ ー ゲ ン と も ほ ぼ同様 に て 分布 ，
局

在し て お り ， 両者と も病 変の 進行性病変 で は強く 染め

出され る よう に な っ た ． 免疫組織学的所見 で コ ラ ー

ゲ

ンの 量比 を決め る こ と は で き な い が
．
少 なく と も I 型

及び川塑 コ ラ
ー

ゲ ン は 同時に 合成
，

沈 着 して ゆく も の

と思わ れ た ．

基底膜 コ ラ ー ゲ ン で あ るIV 型 コ ラ ー

ゲ ン
句

は病 変 の

進行に 従い
， 染色性が増 強し た ． ま ず ， 初期病変の 脂

肪動 こお い て
，
紡錘 形細胞周囲 に か な り陽性で ある こ

とは注目さ れ る 点で あ る ． お そ らく
，
内膜 に 中腰か ら

遁走して き た 平滑筋細胞 が 内膜 で 増殖 し ，
コ ラ

ー

ゲ ン

など蛋白 を分泌 す る と共 に 平滑筋細胞が 本来備 えて い

る細胞基 底膜 をも つ よ う に な るか ら で あ ろう ． 複合型

病変の 線維性組織 内で は紡錘形細胞周 囲 に と く にIV 型

コ ラ ー ゲ ン が 強く 染色 さ れ た ．

R o s s ら
321

は電顕 的 に線維性組織 内の 平 滑筋細 胞周

囲に多層性の 基底膜が 形成さ れ て い る こ と を示 して い

る ． 従 っ て
．
IV 型 コ ラ ー ゲ ン に 関す る 今回 の 所見は

，

平滑筋細胞の こ の よ う な形態変化と 基 底膜の 形成と の

関係を支持 して い る よ う に 思 わ れ る ． ま た
，

こ の こ と

は生化学的 に進行性病変 に お い てIV 型 コ ラ ー ゲ ン 量が

増加す る
81

こ と を 説明 して い る と思 わ れ る ． 平 滑筋細

胞の こ の よ う な 多層性 の 基 底膜は 細胞 を血 行学的な 力

から細胞 を保護 す る 一 種 の 防御反 応で あ り
，

こ の よ う

な平滑筋細胞 は老化 し
， 増殖能力 を低 下 して い る こ と

が指摘され て い る
32I

． 平 滑筋細胞 は増殖能 の 低下 と と

もに表現型 を合成型 か ら収縮型 へ 転換 す る
卸
と い わ れ

てい る の で
，
I V 型 コ ラ

ー

ゲ ン の 陽性度は 平 滑 筋細胞 の

表現型 の 変換 ， 転換 の 程度 を ある 程度推定 で き る 指標

となる か も知 れ な い ． V 型 コ ラ ー ゲ ン は 内膜 平滑筋細

胞内や
，
進行性病変の 線維束間 ， 平 滑筋細 胞周囲に 弱

陽性を示 す に す ぎな か っ た ． こ の こ と は
，
生化学的 に

V 型コ ラ
ー

ゲ ン が 増加 す る と す る報告
8 ト 10I

と は矛 盾す

るよう に み える ． しか し ，
V o s s ら

31
が 指摘 す る よ う

に
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は細胞 外で は抗原決定基 が他 の コ

ラ
ー

ゲ ン に よ っ て 遮蔽 さ れ て し まう 可 能性が あ る ． 事

乳 平 滑筋細胞内に しば しば陽性 を示 す に も拘 ら ず ，

細胞外で はび ま ん性 内膜肥 厚 に お い て
．

ほ と ん ど陰性

であ っ た ． V 型 コ ラ ー

ゲ ン は ト型 コ ラ ー ゲ ン と結合 し

てI 型－V 型 雑種 コ ラ
ー

ゲ ン を形 成 す る
鋤 瑚

こ と が 知

られてい る の で
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 抗原決定塞 が ト型

コラ ー ゲ ン と の 結合部位 に あ た るた め大部分 の V 型 コ

ラ ー

ゲ ンが 染め 出され な か っ た もの と思わ れ る ． V 型

2 1 3

コ ラ ー

ゲ ン は 動脈硬 化巣の み なら ず ， 癖痕組織
鋤

や 胃

硬 癌
2 3，

の よ う な 問質の 増加す る部位で も増加す る こ と

が知 られ て い る の で
， 線継化 の

山 般 的な性質を反 映し

て い る も の と 考え られ る ．

V工型 コ ラ ー ゲ ン は問質型 コ ラ ー ゲ ンと して広 く組織

に 分布 し
．

分子 内 に 非 ヘ リ ッ ク ス 部分の 占め る割合が

高 い コ ラ ー

ゲ ン で ある
5 醐

． 生 体内で は マ イ ク ロ フ ィ

ブ リ ル ま た は 長 周 期性 線 稚 くfib r o u s l o n g－S p a C i n g

fib 叫 様線継 を形成 し細胞や線維間の 接着に 働 い て い

るも の と推定 され て い る
38 胸

． 今 回 の 免疫組織 学 的検

索 で は
，
V工塑 コ ラ し

ゲ ン は線維性硬化巣で びま ん 性に

み と め ら れ
，

とく に
， び まん性線維性肥 厚 に お い て も

ほぼ 1 型 と1廿型 コ ラ ー ゲ ン と 同様 に 分布 して い た ． 更

に
， 複合型 病変の 硝子 化せ る線維性組織 に 最も 強く 陽

性で あ っ た ． VI 型 コ ラ
ー

ゲ ン は動 脈硬化症の 進 展と と

も に 増加 す る と い う生化学的デ ー タも
8I

も 示 さ れ て い

る の で ， お そ らく線推間の 結合 に 何ら か の 形 で 参画し

て い る も の と思 わ れ る ．

次に 培養動脈平 滑筋細胞の 増殖と コ ラ
ー

ゲ ン合成 に

お よ ぼ す成長因子 の 影響に つ い て 考察する ．

今回検討 に 用 い た成長因子 の 中で は
，
P D G F が安定

した増殖刺激作用 を示 した ． 血 小 板由来 P D G F は 分

子量300 0 0 の 塩基性糖蛋 白で あ り ，
レ セ プ タ ー の テ ロ

ジン 残基 をリ ン 酸化 して 細胞増殖を促進さ せ るも の で

あ る
刷

． この P D G F で 培養細胞 を刺激する と
， 細胞

数 と
， 細胞 1 個 当た りの 総 コ ラ ー ゲ ン合成量 と は前者

が増加す る と後者 は減少 した ． こ の こ と は P D G F に

よ っ て 増殖促進さ れ た動脈平滑筋細胞 は F B S 単独 刺

激 に よ る対 照群 に 比 べ て コ ラ ー

ゲ ン 合成活性 を減少さ

せ た こ と を意味 する ． こ の こ と は P D G F は 線維芽 細

胞 の コ ラ ー

ゲ ン 合 成 を増 加 さ せ る と し ユ う 従 来 の 報

告
1914 1，

に 矛盾す るよ う に み える ． しか し
．

これ は主 に 実

験 条件 の 差 異 に 基 ず く よ う に 思 わ れ る ． S t a v e n o w

ら
191

は粗血 小 板上 浦と 完全に 静止期 に 誘導し た細胞 を

用 い
，
O w e 工1 ら

411
は 無血 清培地を用 い て い る ． こ れ に

対 し
，
本実験 で は精製 P D G F を短期間投与 し

，
F B S

添加の 上 増殖期の 細胞 を用し 1 て
， 細胞増殖能 を保持

して い る細胞 に お け る コ ラ ー ゲ ン合成 に つ い て 検討 し

た の で ある ■ P D G F は細胞周 囲期 を G
。
か ら G

l
へ 移 行

す る の を促進す る コ ン ビ ー テ ン ス因子 で
， 細胞 分裂 を

速 め る よ う に 誘 導 す る と考 え ら れ て い る
42コ

． ま た ，

P D G F は フ ォ ス フ ォ リ パ ー

ゼ C を 活性化 し て プ ロ ス

タ グ ラ ン ジ ン の 産生促進 をす る な ど
，
多彩な生 物学 的

作用 を保有 し て い る
1別

． 従 っ て ， 今回 の 条件下 で は
，

血 清 に 加え て P D G F で 増殖を 刺激さ れ た培 養平 滑筋

細胞 は分裂増殖 を促進 して 多く の 細胞が G
o
か ら G l 期



2 1 4 松

へ 更 に M 期 く分裂期りこ移行 し ， そ の 結果，
M 期の 細胞

が 相対的 に 増加 して しま い
，

み か け上細 胞あ た りの コ

ラ
ー

ゲ ン合成酒 性が 低 下 し た の か も 知 れ な い ．

一 般

に ，
タ ン パ ク 質の メ ッ セ ン ジ ャ ー R N A 壷 は分 裂間期

に 増加す る
嘲

の で 増殖 に 伴う 総 コ ラ
ー ゲ ン 合成能 の 低

下 は む し ろ蛋白合成に 関与 し て い る細胞 が相 対的 に 減

少 し て い る こ とが 主な 要因と考 え られ る ．

一

方 ，
P e t e r k o f s k y は

瑚

樹立 され た線維芽細胞 で は

対数増殖期 で コ ラ
ー

ゲ ン 合成が 高い と 報告 して い る ■

線推芽細胞 と 平滑筋細胞 とで は細胞 回転 も異 な り必 ず

し も断定は で き な い が
， 今回 の 成績 を み る と ， 細胞 1

個 当た りの 全蛋白合成 に 対す る コ ラ ー ゲ ン性 蛋白合成

酒性 の 比 は P D G F 投与 群 で対 照群 に 比 べ て 1 ．4 ％か ら

12 ％高 か っ た ． こ の こ と は 蛋白合 成に 参画 して い る細

胞は コ ラ
ー

ゲ ン性蛋白を P D G F 刺激の も と で 増加 し

て い る と解 釈さ れ る ． P D G F 刺激 で は 同時 に V 型 コ

ラ
ー

ゲ ン 合成が 相対的 に 上 昇 し て い る こ とが 注目 され

る ． P D G F が V 型 コ ラ
ー

ゲ ン 合成 を刺激す る こ と は線

維芽細胞 に お い て既 に 報 告均
さ れ て い る ． また

，
V 型

コ ラ ー ゲ ン の増加 は同時 に m 型 コ ラ ー ゲ ン の 相 対的減

少を伴 う と い われ てい る
瑚

． 本実験 に お け る 培 養 2 日

目か ら 3 日 目に 産生 され た 型別 コ ラ
ー

ゲ ン の 変化の う

ち
，

m 型 コ ラ ー ゲ ン の 相対的低下 を伴 っ て い る の で
，

V 型 コ ラ ー ゲ ン の 増加 と工II 型 コ ラ
ー ゲ ン の減少 は細胞

増殖活性の 高い P D G F 刺激下 で は線維芽細胞 と同様 ，

平滑筋細胞 に お い て も あ て は ま る も の と 思わ れ る ． 1工1

型 コ ラ ー ゲ ン は
一 般 に線 緑芽細胞

咄
に お い て も

，
平滑

筋細胞
瑚

に お い て も培養細胞密度 の 増 加 と 共 に工工り工

型コ ラ
ー

ゲ ン 比 が 増す とい わ れ て い る ． 今 回 ，
P D G F

刺激 に よ り細胞が 増殖 し
，

よ り高密度 と な っ た と思 わ

れ る 群で工王王型 コ ラ
ー

ゲ ン が む しろ減少 して い た ． お そ

らく ， 細胞 密度 は細胞 の 形態
，

サ イ ズ に よ っ て も か な

り影響 をう けて い る の で ， 密 度は大 き く 変わ ら ずむ し

ろ P D G F の 作用 が加味 して m 型 コ ラ ー ゲ ン の 相対 的

減少 に つ なが っ たも の と考 え られ る ■

工し1 刺激で は対数増殖 期 に お い て も サ ブ コ ン フ ル

ェ ン ト期に お い て も対照群 と比 較 して細胞数 は 有意に

増加 した くp く0 ．0 5l ． L ib b y ら は 工L －1 の細胞増 殖作 用

に 関 して 平 滑筋細胞 と線維芽細胞 と で は 若干の 差異が

あり
嘲

，
と く に 工し1 の 投与条件 に よ っ て は増殖抑制 に

も 促 進 に も働 く こ と を 示 し て い る
瑚

． 今 回 著 者 が 行

な っ た F B S 存在下の 実験で は1 し1 は平滑筋細胞 に 対

して 軽度の 細胞増殖作用 を示 す と い う 結果で あ っ た ．

コ ラ
ー

ゲ ン 合成活性 に つ い て は
，
対数増殖期 に お い て

は総 コ ラ ー ゲ ン合成量 は減少 し
，

サ ブ コ ン フ ル エ ン ト

期 で はむ し ろ増加 した ． 工し1 は コ ラ
ー

ゲ ン代 謝 に 対 し

井

て は 間接 的に 働 くサ イ トカイ ン なの か も知れ な い
． 線

推芽細胞 に お い て は コ ラ ー ゲ ン合成 を抑制 する と いう

報 告
師

と コ ラ ー ゲ ン 合成 に 促進的に 作用 す る と い う報

告
5 瀾

と が あ る ． 従 っ て
， 今回 の 成績 の ばら つ きも この

よ う な理 由 に よ るも の と思 わ れ る ． 対数増殖期の 型別

コ ラ
ー

ゲ ン 合成能の う ち ， V 塾 コ ラ ー ゲ ン が 相対的に

増加 し て い た ． こ の 時期で は と く に 有意の 細胞増殖促

進が み ら れ た の で
．
P D G F の 場合 と 同様 ， 細胞増殖冗

進 の 細胞 に 共通 す る 現 象と 考え ら れ る ．

今 回 の 培養実験 の う ち
．

T G F 月 の み が 細 胞増殖を

抑制 す る と 同時に コ ラ
ー

ゲ ン合 成活性 完進 を引き起こ

した ． と く に 対数 増殖 期 に お い て は こ の 傾向 は著し

く
，

T G F 月 の 作用 は きわ めて 注目さ れ る －

T G F 月は 分子 量250 0 0 耐熱性の 塩基 性蛋白 翰
で あり，

平滑筋細胞 の血 清 に よ る細胞増殖 を抑制 す る こ とが知

ら れ て い る
5 咽

． T G F 卵ま チ ロ ジ ン キ ナ
ー

．
ゼ レ セ プ

タ ー を 介 して細胞 を増殖促進 さ せ る P D G F
，
F G F や

イ ン シ ュ リ ン な どの 作用 を抑制 し ， 細胞 増殖 を調節し

てt l る 国子 と考 え られ て い る
21I

．
コ ラ ー ゲ ン 代謝に関

して は少な くと も 産性さ れ た 細胞外 マ ト リ ッ ク ス成分

の 分解 を抑 え
，

コ ラ
ー

ゲ ン を沈着す る よう に 導く こと

や
，

工型
，
II王型

，
V 塾 コ ラ

ー

ゲ ン の メ ッ セ ン ジ ャ
ー

R N A レ ベ ル を上 昇 さ せう る と い わ れ て い る
21I

． 今回

の 短 期間の T G F 月投与 に よ る平滑筋細胞 の 反応は
，

こ の よ う な T G F 月 の 多彩 な細胞活動調節機 能か ら考

え る と十分理 解で き るも の で あ ろう ． ま ず
，
細胞が減

少す る と コ ラ ー ゲ ン 合成 が 促 進 さ れ る 傾 向は ，
T G F

周 作用 で G l 及 び G 2 期の 細胞 ， す なわ ち分裂間期の

細胞が 増 え
5引

，
こ の 結 果蛋白合成能 を 上昇 さ せ た こと

と密接 に 関係 が あ ろ う ． こ の 期間 に は コ ラ
ー

ゲ ン合成

比 に つ い て み る と対照 群 と変 わ ら な い こ と
，

ま た
，

サ

ブ コ ン フ ル エ ン ト期 で み て も総 コ ラ ー ゲ ン合成量も細

胞 増殖 も ，
コ ラ ー ゲ ン 合成比 も 対照群と の 間 に 差異を

み な か っ た か ら で あ る ． 型 別 コ ラ
ー

ゲ ン の 相対比 にっ

い て は
，
対数増殖期 で1工1 型 と工V 型 コ ラ ー ゲ ンが 増加し

て い た ． 対数増殖期 に お い て も サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期

に お い て も みと め られ たIV 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 相対的増加

は極 め て興味深 い ． T G F 鋸 ま平 滑筋 細胞 の 増殖を間

接的 に 抑制 す る の み で は なく 細胞自体 を 腫大さ せ
551

，

表現 型 を変 え る作 用
田 －

を 示 す こ と が知 ら れ て い る ． ま

た ， 平 滑筋細胞 の 表現型 を合成塾 か ら収縮型 に変換す

る と
，
工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン が 増加 す る
5 脚

． 従 っ て ，
こ の

T G 叩 刺激 時のIV 塾 コ ラ
ー ゲ ン 合成 活性 の 上 昇は平

滑筋細 胞の トラ ン ス フ ォ
ー ム と 密接 に 関連 してい るよ

う に 思わ れ る ．

対数増殖期 に お け るm 型 コ ラ ー ゲ ン の 相対的増加と



動脈 平滑筋細胞の 増殖と コ ラ ー ゲ ン 産性

工型 コ ラ
ー

ゲ ン の 相 対 的減少 に つ い て は
，

T G F 声 の

直接的効 果 に よ る も の か
， 細胞密度に 関係す る の か

．

また は細胞の 表現型 と 関連 し て い る の か に つ い て は分

か らな い ． 平 滑筋細胞 は線推芽細胞 と 異な り ， 培 養条

件に よ っ て は工 塾と 川型 コ ラ ー ゲ ン を同量ず つ 産生 す

る能力を も っ て い る
珊 1

■ お そ ら く
， 増 殖が 血 清刺激以

下に 抑え込 まれ た 平滑筋細胞 は工 型 コ ラ
ー

ゲ ン と 同程

度まで王II 型 コ ラ ー ゲ ン の メ ッ セ ン ジ ャ
ー

R N A レ ベ ル

を上昇させ る こ と が あ る もの と 考 え られ る ．

結 論

ヒ ト大動脈内膜肥厚性病変 に お け る 型 別 コ ラ ー ゲ ン

り ，
工軋 工V

，
V

，
V I 型J の 分布， な ら び に 培養平滑筋

細胞の コ ラ
ー

ゲ ン合成能 に つ い て検討 し
， 次の 結果 を

得た ．

1 ． 初期病変の び ま ん性線維性肥厚 と脂肪斑 で は
，

工塾，
工王I 型 ，

王V 型
，

V工型 コ ラ ー

ゲ ン は い ずれ も び ま ん

性に 分布 して い た ． こ の う ち工V 型 コ ラ ー

ゲ ン は 内膜平

滑筋細胞 に 沿っ て陽性 で あ っ た ． V 型 コ ラ ー ゲ ン は 内

膜平滑筋細胞内に み と め られ る こ と が あ っ た ．

2 ． 粥腰形成 を伴わ な い 線維性硬化 巣で は
，

び ま ん

性線維性肥厚と 同様 の 分布 を示 した が
， 複合型病変や

粥腰形成 を伴う線推性 キ ャ ッ プで は
， I 型 ， III 塾

，
I V

軋 V工型 コ ラ
ー

ゲ ン 分布が 不均等で
， V 型 コ ラ

ー

ゲ ン

が不規則 に線推束間や 内膜平滑筋細胞 周囲に み と め ら

れた ．

3 ． P D G F は培養動脈平滑筋細胞 に 対 して明 ら か に

細胞増殖効果を示 した ． 増殖 に伴 な い 細胞 当た り の コ

ラ
ー

ゲ ン 合成能 は F B S 刺激の み の 対照 に 比 べ 低下 し

たが ， 全蛋 白合成活性 に 対す る コ ラ ー ゲ ン性蛋 白 の 合

成比 は微増 した ． 型別 コ ラ ー

ゲ ン で は V 型 コ ラ ー ゲ ン

の相対的増加 と川 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 相対 的減少傾 向が み

とめられ た ．

4 ． 工し1 は平滑筋細胞 に 対 して 軽度 の 細胞増殖作用

を示した が コ ラ
ー

ゲ ン 合成能に つ い て は
，

鵬 定 の 傾向

を認めな か っ た ．

5 ． T G F 月 は対数増 殖期 の 培養 平滑 筋細 胞の 増 殖

を抑制 した ． 同時に 細 胞当た り の コ ラ
ー

ゲ ン 合成能及

び全蛋 白合成能 は上 昇 し ，
コ ラ ー

ゲ ン 性蛋 白合成比 は

変わらな か っ た ． 1工工型 ，
工V 型 コ ラ ー ゲ ン は相対的 に 増

加した ． サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期 の 平滑 筋細 胞 は T G F

月 の影響をう ける こ と は 少な か っ たが工Y 型 コ ラ ー ゲ ン

の微増 をみ る こ と が で き た ．

以上 の結果 は動脈平 滑筋細胞 が成長因子 の 影響 をう

けて単 に増殖す る の で は な く
，

その 増殖時期 と密接 に

関連して 各塾 コ ラ ー

ゲ ン を産生 ， 沈着 し て 内膜肥厚性
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病変を 形成 す るよ う に なる こ と を示 唆 し て い る ．
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M a d t e s

，
D ． K ■

，
R ai n e s

，

E ． W ．
，
R o s s

，
R ． 鹿 S p o r n

l
M ． B ． 三 E x p r e s si o n a n d

s e c r e ti o n o f ty p e P t r a n sf o r m i n g g r o w th f a ct o r b y

a c ti v a t e d h u m a n m a c r o p h a g e s ． P r o c ． N a tl － A c a d ．

S ci ． U ．S ． A ．
，
8 4

，
6 0 2 0 － 60 2 4 く1 9 8 71 ．

1 91 S t a v e n o w
，
I ． ．

，
K j ell s t r 6 m T ． 鹿 M al m q ui st

，

J ． こ S ti m u l a ti o n o f c oll a g e n p r o d u c ti o n i n g r o w th －

a r r e st e d m y o c yt e s a n d fib r o bl a s t s i n c u lt u r e b y

g r o w th f a c t o r くsl f r o m pl a t el et s ． E x p ． C ell R e s ．
，

1 3 6
，
3 2 1 － 3 2 5 く19 8 い．

2 0ナ M i ヱel
，
S ． 臥 ，

D a y e r
，
J ．

－ M ．
，

E r a n e
，
S ．

丸L

也 M e r g e n h a g
．

e n
，
S ． E ． こ S ti m u l a ti o n o f rh e u m a t－

oi d s y n o v i al c ell c o ll a g e n a s e a n d p r o st a gl a n d i n

p r o d u c ti o n b y p a r ti all y p u ri fi e d l y m ph o c y t e
－

a C ti －

v a ti n g f a c t o r ti n t e rl e u k i n ll ． P r o c ．
N a tl ． A c a d ．

S ci ． U ．S ． A ．
，
78

，
2 47 4 －2 4 7 7 く1 9 811 ．

2 11 S p o r n
，
M ． B ．

，
R o b e r t s

，
A ．

B ．
，
W a k e fi el d

， L ．

M ． 鹿 d e C r o m b ru g gh e
，

B ．
三 S o m e r e c e n t a d v a n

－

c e s i n th e ch e mi s t r y a n d b i o l o g y o f t r a n sf o r m l n g

g r o w th f a c t o r
．b e t a ． J ． C ell B i ol ．

，
1 0 5

，
10 3 9 －1 D45

く19 8 71 ．

2 2I H 紺
，
S ．

－ M ．
，

R ai n e ，
L ．

，
鹿 F a n g e r

，
軋 三 A

c o m p a r a ti v e st u d y o f t h e p e r o x i d a s e
．

a n ti p e r o xi ．

d a s e m e th o d a n d a n a v id i n －b i o ti n
．

c o m pl e x m eth od

f o r st u d yi n g p ol y p e p tid e h o r m o n e s w i th r a di oi m ，

m u n o a s s a y a n ti b o d i e s ． A m ． J － C li n ． P a th ol ．
， 7 5

，

7 3 4 － 7 3 8 く19 811 ．

2 3I M i n a m o t o
，
T ．

，
0 0 i

，
A ■

，
O k a d a

，
Y －

，
M ai

，
M

．
，

N a g ai ．
，

Y ． 及 N a k a ni s hi
，

I ． ニ D e s m o pl a stic

r e a cti o n o f g a s t ri c c a r ci n o m a こ A li gh t －

a nd

el e c t r o n m i c r o s c o p l C i m m u n o h i s t o c h e m i c al a n al y sis

u si n g c oll a g e n t y p e
－

S p e Cifi c an tib o d i e s － H u m
．

P a th o l リ
1 9

，
81 5 －8 2 1 く19 8 軋

24I O d a
，

Y ．
，

E a w 乱b a r a
，

臥
，

M i n 孔 m O t O
，

T り

U e d a
，

Y ．
，

U e d a ，
Y ．

，
I k e d a

，
K ．

，
N a g ai

，
Y

． 良

N a k a n i s hi
，
I ． ニ I m m u n o hi s t o ch e m i c al s t u di e s o n

th e ti s s u e l o c ali z a ti o n o f c oll a g e n t y p e I
，
IIL IV ， V

a n d VI i n s c h w a n n o m a s ． C o r r el a ti o n w i th ult r a s t n e c
－

t u r a f e a t u r e s of th e e x tr a c ell u l a r m a t ri x ． V i r c h ．

o w s A r c h ． B C e11 P a th ol ．
，くi n p r e s sナ．

2 5I R o s s
，

R ． こ T h e s m o o th m u s cl e c ell － II ．

G r o w th o f s m o o th m u s cl e i n c u lt u r e a n d f o r m a tio n

o f el a s ti c fib e r s ． J ． C e11 B i o l ．

，
5 0

，
1 7 2 －1 8 6 く19 711 －

26ナ P e t e r k o f s k y ，
B ．

，
C h oj ki e r

，
M ． 鹿 B a t e m a n

，

J ． ニ D e t e rm i n a ti o n o f c oll a g e n s y n th e si s i n ti s s u e

a n d c e11 c u lt u r e s y st e m s ． I n H ． F u r th m e y r くed ．1，

I m m u n o c h e m i s t r y o f th e E x t r a c ell u l a r M a tri x ，

V ol ． II ．
A p pli c a ti o n s

，
1 s t e d ．

， p1 9 －4 7
，

C R C P r es s
，

F l o rid a
，
1 9 82 ．

2 71 H a t a
，
R ．

，
N i n o mi y a

，
Y ．

，
N a g ai

，
Y ． 鹿 T s u ．

k a d a ， Y ． こ Bi o s y n th e si s o f i n t e r s titi al ty p e s of

c o ll a g e n b y al b u m i n －

p r O d u c i n g r a t li v e r p a r e n C hy
．

m al c ell くh e p a t o c y t el cl o n e s i n c u lt u r e ． B i o c h e mi s
．

t r y ，
1 9

，
1 6 9 －1 7 6 く19 8 0うー

2 81 W eb e r
，

K ． 鹿 O sb o r n
，

M ． こ P r o t ei n s a nd

s o di u m d o d e c yl s u lf a t e こ M ol e c u l a r w ei gh t d e te r －

m i n a ti o n o n p ol y a c r yl a m id e g el s a n d p r o c ed ur es ．

I n H ． N e u r a th
，
R ．

L ． H ill 鹿 C ． L ． B o e d e r くe d s II －

T h e P r o t ei n s
，
V ol ． I ，

3 rd ed ． p 1 7 9
－ 22 3 ．

A c a d e m ic

P r e s s
，
N e w Y o rk

，
1 9 7 5 ．

2 91 L a s k y ，
R

．
A ．

，
M ill s ， A ． D ． ニ Q u a n tit a ti v e film
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ゲ ン魔性

d et e c ti o n o f
3

H a n d
l

て二i n p ol y a c r yl a m i d e g el s b y

fl u o r o g r a ph y ． E u r ． J ． B i o c h e m ．
，
5 6

，
3 3 5 －3 41 く19 7 51 ．

30J C h a rrLb e rl ai n ， J ． P ． ニ F l u o r o g r a p hi c d e t e c ti o n

of r a di o a c ti vi t y i n p ol y a c r yl a mi d e g el s w i th th e

w a te r
－ S Ol u b l e fl u o r

，
S O d i u m s ali c yl a t e ． A n a l

．

Bi o c h e m ．
，
9 8 ，

1 3 2 －1 3 5 く19 7 91 ．

瑚 S h ek h o れi n
，

B ． V ． D o m o g a t sk y ，
S ． P ．

，

M u l y k a n t o v
，
V ． R ．

，
I d el s o n

，
G ． L ． 鹿 R u k o s u e v

，

V ． S ． ニ D i s trib u ti o n of ty p e I
，

IIl
，
I V ，

a n d V

c oll a g e n i n n o r m al a n d a th e r o s cl e r o ti c h u m a n

a rt e ri al w a ll こ i m m u n o m o r ph ol o gi c a l c h a r a ct e ri s
．

ti c s ． C oll a g e n R el ． R e s ．
，
5

，
3 5 5 ． 3 6 8 く19 8 5J ．

3 2I R o s s
，

R ．， W i g h t
，
T ． N ．

，
S t r a n d n e s s

，
E

． 鹿

T hi el e ， B ． こ H u m a n a th e r o s cl e r o si s ． I ． C ell
，

c o n s tit u ti o n a n d c h a r a c t e ri s ti c s a d v a n c e d l e si o n s

of th e s u p e r fi ci al f e m o r al a r t e r y ． A m ． J ． P a th ol ．
，

1 14
，
7 9 月3 く1 98 41 ．

三明 C h a m l e y － C a m p b ell
，
J ．

，
C a m p b ell ， G ． R ． 鹿

R o s s
，

R ． こ T h e s m o o th m u s cl e c e ll i n c ul t u r e ．

P h y si ol ．
，

R e v り 5 9 ， 1 －6 1 く1 9 7 9ナ．

瑚 A d a c h i
，
E ． 鹿 H a y a sh i

，
T ． ニ I n vi t r o f o r m a

－

ti o n of h yb rid fib ril s of t y p e V c oll a g e n a n d

typ e I c oll a g e n ． L i m i t ed g r o w th of t y p e I c oll a g e n

i n to th i ck fib ril s b y t y p e V c oll a g e n ． C o n n e c t ．

T is s u e R e s ．
，
14

，
2 5 7 －2 6 6 く19 8 61 ．

碍I B i r k
，

D ． E ．

，
F i t c h

，
J ． M ．

，
B a b i a r z

，
J ． P ．

k Li n s e n m a y e r
，
T ． F ． ニ C o ll a g e n t y p e I a n d t y p e V

a r e p r e s e n t i n th e s a m e fib ril i n th e a v i a n c o r n e al

S tr O m a ． J ． C ell B i o l ．
，
1 06

，
9 9 9 －1 00 8 く19 8 81 ．

361 E h rli c h
，
H ． P ． 及 W h it e

，
B ． S ． こ T h e id e n ti －

fic a ti o n of a A a n d a B c oll a g e n ch a i n s i n

h y p e rt r o p h i c s c a r ． E x p ． M o l ． P a th o l ．
，

3 4
，

1 － 8

く19 8り．

371 F u ru t O
，
D ． K ． 廠ン M ill e r

，
E ． J ． こ C h a r a c t e ri －

Z ati o n o f a u n l q u e C Oll a g e n o u s f r a c ti o n f r o m

li mi te d p e p si n d i g e st s o f h u m a n pl a c e n t al ti s s u e こ

M ol e c ul a r o r g a n i z a ti o n o f th e n a ti v e a g g r e g a t e ．

B i o c h e m i s t r y ，
2 0

，
1 6 3 5 －1 64 0 く19 8 11 ．

弼 E n g el
，

J ．
， F u r th m a y r

，
H ．

，
O d e r m a tt

，
E ．

，

V O n d e r M a r k
，
H ．

， A u m aill e y ，
M ．

，
F l ei s c h m aj e r

，

R ． 鹿 Ti m pl ，
R ． こ S t r u c t u r e a n d m a c r o m o l e c u l a r

Or g a ni z a ti o n o f t y p e V I c o ll a g e n ． A n n ． N ． Y ．

A c a d ． S ci
． ， 4 6 0

，
2 5 －3 7 く19 8 5I ．

卿 B ru n S
，

R ． B ． ， P r e s s
，

W ．
，

E n g v all
，

E ．
，

T i m pl
，

R ． 及 G r o s s
，

J ． こ T y p e V I c o ll a g e n i n

e x tr a c e11 ul a r
，

1 0 0 －

n m p e ri o d i c fil a m e n t s a n d

2 1 7

fib ril s ． I d e n tifi c a ti o n b y i m m u n o el e c t r o n m i c r o
－

S C O p y ． J ． C ell B i ol ．
，
1 03

，
3 9 3 －4 0 4 く19 8 6l ．

40I B o w e n － P o p e
， D ． F ． 鹿 R o s s

，
R

． ニ P l a t el e t

d e ri v e d g r o w th f a c t o r
－ II － S p e cifi c b i n d i n g t o

C u lt u r e d c ell s ． J ． B i o l ．
， C h e m ．

，
2 5 7

，
5 1 6 1 －5 1 7 1

く19 8 2I ．

4 1I O w e n 川
，
A ． J

．
，
G e y e r

，
R ． P ． 及 An t o rLi a d e s

，

II ． N ． ニ H u m a n pl a t el e t － d e ri v e d g r o w th f a c t o r

Sti m u l a t e s a mi n o a ci d t r a n s p o r t a n d p r o t ei n

S y n th e si s b y h u m a n di pl o id fib r o bl a s t s in pl a s m a －

f r e e m e di a ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci － U －S － A ，
，
7 9 ，

3 2 0 3 －3 2 0 7 く19 8 21 ．

4 2I D e u el ， T ． F ．
，
tI u am g ，

J ． S ．
，
P r o ffitt

，
R ． T ．

，

B a e m 別 g e T
，
J ． ロ ．

，
C h a n g ，

D ■ 也 E e n n e d y ，
B ． B ． こ

H u m a n pl a t el e t －d e ri v e d g r o w th f a c t o r
． J ． B i o l ．

C h e m ．
，
2 5 6

，
8 8 9 6 － 88 9 9 く1 98 1J ．

4 31 A lb e rt s
，
B ．

，
B r a y ，

D
．

，
Le wi s

，
J ．

，
R a ff

，
M ．

，

R o b e r t s
，
K

． 鹿 W a t s o n
，
J ． D

．
ニ M ol e c ul a r b i ol o g y

O f th e c ell ． p6 4 0 ， G a rl a n d P u bli s hi n g ，
I n c ．

，
N e w

Y o rk
，
1 9 8 3 ．

4 4I P e t e rk o f s k y ，
B ． こ T h e eff e c t o f a s c o rb i c a ci d

O n C O11 a g e n p o l y p e p tid e s y n th e si s a n d p r oli n e

h y d r o x yl a ti o n d u ri n g th e g r o w th of c u lt u r e d

fib r ob l a st s ． A r c h － B i o c h e m ． B i o ph y s ．
，
1 5 2

，
3 1 8 －3 2 8

く1 97 2I ．

4 5I N a r a y a n a n
，
A ． S ． 鹿 P a g e

，
R ． C ． ニ B i o s ym

－

th e si s a n d r e g u l a ti o n o f t y p e V c oll a g e n i n d i pl o id

h u m a n fib r o bl a s t s ． J ． B i o l ． C h e m ．
，
2 5 8

，
1 1 69 4 －1 1 6 99

く1 98 3I ．

4 6ン A b e
，
S ．

，
S t ei rL m a n n

，
B ． U ．

，
W a h l

，
L ． M ．

M a r ti n
，
G ． R ． こ H i gh c ell d e n sity alt e r s th e r a ti o

Of t y p e III t o I c o ll a g e n s y n th e si s b y fib r o b l a s t s ．

N a tu r e ，
2 79

，
4 4 2 －4 4 4 く1 97 9ナ．

4 7ナ H old e r b a u m
，
D

． 及 E h r h a r t
，
L ． A ． こ M o d u

－

1 a ti o n o f ty p e I a n d IIIp r o c oll a g e n s y n th e s is a t

V a ri o u s s t a g e s o f a r t e ri al s m o o th m u s cl e c e 11

g r o w th i n v it r o E x p ． C ell R e s ．
，
1 53

，
1 6 － 24 u 9 8 41 ．

4 8I Li b b y ，
P ．

，
W yl e r

，
D ． J ．

，
J a n i c k a

，
M ． W ． 8 E

D i n a r ell o
，
C ． A ． ニ D iff e r e n ti a l eff e c t o f h u m a n

i n t e rl e u k i n
．l o n g r o w th o f h u m a n fib r o b l a st s a n d

V a S C ul a r s m o o th m u s cl e c ell s ． A r t e ri o s cl e r o si s
，
5

，

1 8 6 －1 9 1 く198 51 ．

4 9I l ．ib b y ，
P ．

，
W a r n e r

， S ． J ． C ． 鹿 F ri e d m a n G ．

B ． こ I n t e rl e u k i n l こ A m it o g e n f o r h u m a n v a s c u l a r

S m O O th m u s cl e c ell s th a t i n d u c e s th e r el e a s e o f

g r o w th ．i n h ib it o r y p r o s t a n oid s ． J ． C li n ． I n v e s t ．
，
8 l

，



2 1 8

4 8 7 －4 9 8 く19 8 81 ．

5 01 B h a t n a g a r
，
R ．

，
P e n f o r n i s

，
H ．

，
M a u vi el

，
A ． ，

l ．o y a u
，

G ．
，

S a k l a t v al a
，

J ．
鹿 P uj ol

，
J ．

， P ． ニ

I n t e rl e u k i n－1 i n h ibi t s th e s y n th e si s o f c o ll a g e n b y

fib r 。1 a st s ． B i o ch e m ． I n t ．
，
1 3

，
7 0 9 －7 2 0 く19 8 61 ．

瑚 K 姐 a ri
，

Y ．

一 M
り

H ei n o
，
J ． 鹿 Y n r o i o

，
臥 こ

I n t e rl e u ki n
－1 i n c r e a s e s c oll a g e n p r o d u cti o n a n d

m R N A l e v el s i n c ul t u r e d s ki n fib r o b l a st ． B i o ch i m ．

Bi o ph y s ． A c t a
，
92 9 ， 14 2 － 1 4 7 く19 871 ．

5 2I P o s tl e t h w ai t e ， A ． E ．
，
R a g h o w

，
R ．

，
S t ri c kl ．

i n
，
G ． P ．

，
P o p pl e t o n ，

II ．
，
S e y e r

，
J ． M ． 鹿 R a n g ，

A ． H ． ニ M o d u l ati o n o f fib r o bl a s t f u n c ti o n s b y

i n t e rl e u k i n l こI n c r e a s e d s t e a d y
－ St at e a C C u m u l a ti o n

o f t y p e I p r o c oll a g e n m e s s e n g e r R N A s a n d

sti m u l a ti o n o f o th e r o f f u n c ti o n s b u t n o t c h e m o t a
－

x i s b y h u m a n r e c o m b i n a n t in t e rl e u k i n l a a n d

P ． J ． C ell Bi ol ．
，
1 0 6

，
3 11 －3 1 8 く19 8 81 －

5 31 A s s o i a n
，
R ． K －

，
G r o t e n d o r s t

，
G ． R ．

，
M ill e r

，

D ． M ． 鹿 S p o r n
，

M － B ．
ニ C ell u l a r t r a n sf o r m a ti o n

b y c o o rd i n a t ed a c ti o n o f t h r e e p e ptid e g r o w th

f a c t o r s f r o m h u m a n pl a t el e t s ． N a t u r e
，
3 0 9

，
8 0 4 － 8 0 6

く1 98 41 ．

叫 A s 別 血 n
，
R ． E ．

，
E o m o ri y a

，
A ．

，
M e y e r s

，
C ．

A ．
，
M ill e r

，
D ． M ． 息 S p o r n

，
M ． B ． こ T r a n sf o r m i n g

g r o w th f a ct o r
－

P i n h u m an pl a t el et s ． I d e n tifi c a ti o n

o f a m aj o r st o r a g e sit e
， p u ri fi c a ti o n

，
a n d c h a r a c

，

井

t e ri z a ti o n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 58

，
71 5 5 －7 1 6 0 く1 98 31 ．

5 5I O w e n s
，
G ． E ．

，
G ei s t e r f e r

，
A ．

A ． T ．
， Y a rLg ，

Y ． W ．

－ H ． 鹿 K o m o ri y a
，

A ． ニ T r a n sf o r m l n g

g r o w th f a c t o r
－ P －i n d u c e d g r o w th i n h ibiti o n a nd

c e11 u l a r h y p e rt r o p h y i n c ul t u r e d v a s c u l a r s m o o th

m u s c l e c ell s ． J ． C ell B i ol ．
，
10 7

，
7 7 1 －7 8 0 く19 8 81 ．

56一 正a t s u 血
，

S り
O k a d a

，
Y

り
M i n a m o t o ， T 一 也

N a k a n i s h i ， I ．
ニ E n h a n c e d s y n th e si s of ty p e rv

c o11 a g e n i n c u lt u r e d a rt e ri al s m o o th m u s cl e c e11s

a s s o ci a t e d w i th ph e n o t y pi c m o d u l a ti o n b y di －

m e th yl s ulf o x id e ． C e ll B i o l ． I n t ■ R e p ．
，
11 ， 8 61 －870

く19 8 71 ．

5 7I C h a m l e y
－ C a m p b e11

，
J ． H ． 鹿 C a m pb ell

，
G ．

R ． こ Wh a t c o n t r oI s s m o o th m u s cl e p h e n ot y p eア

A th e r o s cl e r o si s
，
4 0

，
3 4 7 － 3 5 7 く19 811 ．

5 8I M a y n e
，
R ．

，
V ail

，
M ． S ． 良 二M ill e r

，
E － J ． こ

C h a r a c t e ri z a ti o n o f th e c oll a g e n c h ai n s s y n th e si z e d

b y c ul t u r e d s m o o t h m u s cl e c ell s d e riv e d f r o m

rh e s u s m o n k e y th o r a ci c a o r t a ．
B i o c h e m i st r y ，

17
，

4 4 6 －4 5 2 く19 7 81 ．

5 9ナ B el d e k a s
，
J ． C ．

，
G e r s t e n f el d

，
L ．

，
S o n e n s h ei －

n
，

G ． E ． 皮 F r a n z bl a u
，

C ． ニ C ell d e n sit y a n d

e st r a d i o l m o d u l a ti o n o f p r o c o 11 a g e n t y p e III i n

c u lt u r e d c alf s m o o th m u s cl e c ell s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，

2 5 7
，
1 2 2 5 2 －1 2 2 5 6 く1 9 8 21 ．

s t u di e s o n t h e C o ll a g e n P r o d u c ti o n a n d C ell P r olif e r a ti o n o f A r t e ri al S m o o t h

M u s cl e C ells Y u ta k a M a ts u i
，

D e p a r t m e n t o f P a th o l o g y くり，
S c h o o l o f M e d i ci n e ，

K a n a z a w a U n i v e r sity ， K a n a z a w a 9 2 0
－

J ． J u z e n M e d ． S o c ． ， 9 8 ，
2 0 1 － 2 1 9 り98 9J

K e y w o r d s s m o o th m u s cl e c ell s ， C Oll a g e n ， a r te ri o s cl e r o sis
，

C ult u re ， C ell p r olif e r a ti o n

A b s t r a c t

T h e d i s trib u ti o n o f c o 11 a g e n t y p e s I
， 軋 N

，
V a n d VI i n i n ti m a l l e si o n s of th e a o r t a

d u ri n g d e v el o p m e n t o f a r te ri o s cl e t o sis w a s e x a m i n e d i m m u n o his t o c h e m i c a 11 y ， a n d sy n th etic

a c ti v i ti e s of c oll a g e n o u s p r o t ei n i n c u lt u r e d a r t e ri a l s m o o th m u s c l e c ell s of r a b bi ts i n th ei r

r e s p o n s e t o p D G F
，
I L － 1 a n d T G F P w e r e a n al y s e d ． I n f a tty st r e a k a n d d iff u s e i n ti m al

t h i c k e n i n g ，
C O ll a g e n ty p e s I

，
EI

，
N a n d

－

VI w e r e d iff u s el y d e m o n st r a t e d
，

W i th p e ri c e 11 u l a r

l o c a li z a ti o n o f t y p e N c o 11 a g e n a n d i n tr a c y t o p l a s m i c p o siti vit y o f ty p e V c oll a g e n i n

s m o o t h m u s cl e c ell s ． I n c o n t r a s t， th e a d v a n c e d l e si o n s s u c h a s fi b r o u s c a p a n d fi b r o u s

c o m p o n e n t w e r e c h a r a c t e ri z e d b y u n e v e n dis tri b u ti o n o f ty p e I
，

H ，
N a n d VI c o ll a g e n s

，

w ith e x t ，a C ell 。1 a ， a p p e a ，a n C e O f t y p e V c oll a g e n ． P D G F く0 ． 5 U ノ m l
，

5 U ノm 11 a n d
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I L
－ 1く0 － 1 U ノm l

，
1 Uノm ll s u p p l e m e n t e d at 2 n d d a y く1 o g a rit h i m i c p r o lif e r a ti v e p h a s eI a n d a t

4t h d a y くs u b c o n fl u e n t p h a s el p r o m o t e d s e r u m
－i n d u c e d p r o lif e r a ti o n o f c u lt u r e d s m 。。th

m u s cl e c e11 s
，

W h e r e a s T G F B りO p M
， 1 0 0 p M l i n h i b i t e d th e c e11 g r o w th ． S y n th e ti c a c ti v i ty o f

c o ll a g e n o u s p r o t ei n w a s d e te r m i n e d w i th
3

H
－

P r O li n e u p t a k e
，

a n d s u b s e q u e n t a n al y si s o f

c o 11 a g e n ty p e s b y S D S
－

P A G E sh o w e d a p p r o xi m a tel y 9 0 ％ o f c o ll a g e n sy n th e si z e d t o b e

ty p e 皿 pl u s ty p e l c oll a g e n － I n P D G F
，

C O 11 a g e n o u s p r o t e i nノc ell d e c r e a s e d
，
t y P e V c o ll a g e n

r el a ti v e l y i n c r e a s e d ， a n d th e r a t e o f c o ll a g e nI t o t al p r o t ei n s y n t h e si s w a s sli g h tl y el e ， a t e d ．

S ti m ul a ti o n b y T G F P a t th e l o g a rith m ic p r o lif e r a ti v e p h a s e r e s u l t e d i n m a r k e d i n c r e a s e i n

S y n th e sis o f c o11 a g e n o u s p r o t ei n w it h a r el ati v e hig h p r o p o r ti o n o f ty p e N c oll a g e n ．

H o w e v e r
，

th e r a t e o f c o ll a g e n o u s p r o t ei n s y n th e si s r e m a i n e d i n c h a n g e d a n d li ttl e e fE e c t

effe c t of T G F P o n c e11 s a t s u b c o n fl u e n t p h a s e w a s r e c o g n i z e d ． T h e s e r e s u l ts s u g g e st t h a t

a r te ri al s m o o th m u s cl e c e 11 s p r o d u c e c o ll a g e n ty p e s I a n d IE
，

a S W ell a s ty p e N a n d 明

C O ll a g e n s Ji n cl o s e c o r r el a ti o n w it h c ell p r o lif e r a ti o n
，
fi n all y e v o I v i n g i n fi b r o u s th i c k e n i n g

of th e a o rti c i n ti m a ．


