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Proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMC) stimulated by oxidative stresses and reactive oxygen species
(ROS) may play a pivotal role in the pathogenesis of atherosclerosis. Antiatherosclerotic eŠects of angiotensin II recep-
tor blockers, angiotensin converting enzyme inhibitors, HMG CoA reductase inhibitors, calcium channel blocker and
epalrestat were studied with an in vitro guinea-pig basilar artery smooth muscle cell (GBaSM3) culture system over 3
days incubated with 0 to 10％ of fetal bovine serum. Results demonstrated that simvastatin (0.1 mM), ‰uvastatin (0.3
mM), amlodipine (0.2 mM) and epalrestat (1 mM) elicited signiˆcant (p＜0.05 or 0.01) antiproliferative eŠects,
whereas losartan (1 mM), valsartan (1 mM), enalapril (0.1 mM), captopril (1 mM), trandolapril (0.01 mM), pravasta-
tin (0.7 mM) did not. In conclusion, the present in vitro VSMC culture system may serve as a comprehensive screening
method for pleiotropic eŠects of commonly used therapeutic agents.
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緒 言

高血圧症や高脂血症は動脈硬化病態を基盤とする

虚血性心疾患，脳血管障害，慢性腎不全などの独立

した危険因子である．これまでの大規模臨床試験に

より，カルシウムチャネル遮断薬（CCB），アンギ

オテンシン変換酵素阻害薬（ACEI）及びアンギオ

テンシンⅡ受容体遮断薬（ARB）による降圧治療

や，3- ヒドロキシ -3- メチルグリタリル（HMG)

CoA還元酵素阻害薬（スタチン薬）による高脂血

症の治療が，これらの動脈硬化合併症の発症を抑制

し，患者の長期生命予後を改善することが証明され

た．1)

しかし，近年，これらの薬物は，それぞれの主要

な薬理作用である降圧効果や血清脂質異常改善効果

では説明されない，動脈硬化病態進展の抑制作用

（しばしば pleiotropic作用と呼ばれる）を有してい

ることが知られるようになった．

Pleiotropic 作用の機序については多くの説があ

るが，中でも，これらの薬物による血管平滑筋

（vascular smooth muscle cells, VSMC）の増殖抑制

作用は最も注目されている．2,3)これは，VSMC の

増殖が初期動脈硬化病変の中核となる病変であるた

めである．VSMC の増殖には，高血圧による血管

平滑筋への機械的ストレスや高脂血症による血管壁

内の酸化 LDL蓄積による酸化ストレスが惹起する

活性酸素種（ROS）の生成を契機とする一連の細

胞内情報伝達系の賦活化が深く関係していることが

知られている．2,3)したがって，降圧作用やコレステ
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ロール低下作用を持つ薬物は，VSMC に対する機

械的ストレスや酸化ストレスの緩和を介して動脈硬

化性合併症発症抑制効果を発揮することが期待され

る．

しかし，VSMC の増殖には，上記の仮想的な増

殖刺激の他にもアンギオテンシン II による NAD

(P)H酸化酵素の活性化を介する ROSの産生，転

写調節因子 NF-kB, TGF-b や炎症性サイトカイン

（IL6等）の産生を介する VSMC内の情報伝達系

の賦活も重要な関係を持っており，4,5)降圧作用や高

脂血症改善効果の他に，上記の VSMC増殖機構を

抑制する作用を持つ薬物は，より強力な抗動脈硬化

作用を有する可能性がある．例えば，pleiotropic作

用を有するスタチン薬は，直接 Rhoキナーゼ活性

を調節し血管内狭窄抑制作用や NO の生成を促進

する作用や，炎症性サイトカインの産生を抑制する

作用を持つことが知られている．6,7)また，CCBで

も，アムロジピンのように，それ自体が ROS消去

作用に関係する抗酸化作用を有するものは，他の

CCBよりも強力な抗動脈硬化作用によると想定さ

れる臓器機能保護作用を有する可能性が示唆されて

いる．8)

このような経緯により，降圧薬や高脂血症治療薬

の動脈硬化抑制効果を評価する際には，従来の薬理

効果の指標のみならず個別薬物の pleiotropic 作

用，特に VSMCに対する増殖抑制作用を検討する

ことが臨床上重要となっている．9,10)

薬物の VSMCにおける増殖刺激抑制効果を評価

するためには，それらの薬物の全身効果である降圧

効果やコレステロール低下作用の影響を受けない

in vitro実験系の VSMCの増殖モデルを利用するの

が理想的である．

我々は，ウシ胎児血清（FBS）添加条件下でのモ

ルモット脳底動脈平滑筋細胞（GBaSM3）培養系

を確立しており，11)この実験系を用いてアムロジピ

ンやフルバスタチンなどの pleiotropic 作用を有す

ると考えられる薬物の VSMC増殖抑制効果の評価

を radical scavengerであるエダラボンとの相互作用

を交えて検討した．12)

本研究では，上記の実験系を用いて，臨床試験の

結果から臓器保護作用を有する可能性が指摘されて

いる多くの ACEI及び ARB，スタチン薬，アムロ

ジピンの pleiotropic 作用を同一条件下で比較検討

することを試みた．

方 法

実験に使用した薬物試薬は，スクリーニングを目

的として下記の市販薬剤を粉砕し，全量 10 mlの蒸

留水に添加・攪拌液を用いた．

薬剤は，ニューロタン錠 50 mg（ロサルタンカ

リウム），ディオバン錠 80 mg（バルサルタン），

レニベース錠 5 mg（マレイン酸エナラプリル），

カプトプリル錠 25 mg（カプトプリル），オドリッ

ク錠 1 mg（トランドラプリル），リポバス錠 5

mg（シンバスタチン），ローコールカプセル 20

mg（フルバスタチンナトリウム），メバロチン錠

10 mg（プラバスタチンナトリウム），アムロジン

錠 5 mg（ベシル酸アムロジピン），キネダック錠

50 mg（エパルレスタット）であった．各薬物は，

上記の方法で作成した原溶液から，それぞれ 30 ml

を採取し，VSMC 培養液に添加したため，細胞培

養液中の最終濃度は，上記の薬物について順に 1,

1, 0.05, 0.1, 1, 0.1, 0.3, 0.7, 0.2, 1 mMであった．

なお，レニベース，オドリック，リポバス

は，プロドラックで，血漿中で速やかに活性体に変

換するが，今回の検討ではどの程度変換しているか

は検討せず，また，ニューロタンの活性代謝物

（未変化体の 10―40倍の活性）の影響も検討しなか

った．

モルモット脳底動脈細胞由来の平滑筋細胞（GBa

SM3）の培養は，大石らの報告11)に従った．簡略

に記すと，GBaSM3細胞は，100単位/mlのペニ

シリン，0.1 mg/mlのストレプトマイシン，10％の

ウシ胎児血清（ FBS），及び 1.67 mg / ml の

NaHCO3 を加えたダルベッコ変法イーグル培地

（DMEM）中にて，空気 95％, CO2 5％, 37 ℃の条

件で 3日間培養した．

増殖実験では，市販の 24穴培養プレートの各ウ

エルに，FBSを含有しない DMEMに GBaSM3細

胞を 104 cells/ml個含む細胞懸濁液を 400 mlずつ均

一に注入し，ついで，各薬剤溶液を 30 ml又は対照

群には蒸留水 30 mlを加え，最後に FBSを各ウエル

の最終濃度が 0, 1, 2, 5, 10％になるよう添加して，

最終的な細胞培養液量を 500 mlとした．各 FBS濃

度条件に対して試験薬剤と対照群は，それぞれ 2ウ

エルずつ実験を行い，最終的な増殖実験後の細胞数
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Fig. 1. The EŠects of ARB, ACEI, Statin, Amlodipine and Epalrestat the Proliferation of Guinea-pig Basilar Artery Smooth Muscle
Cells (GBaSM3) with DiŠerent Concentrations of Fetal Bovine Serum (FBS)

The cells were seeded at the density of 2.5×104/plate and incubated for 3 days. Each symbol is corresponded to drug in this legend. Control is common within
ABCD. Data are means±S.E. (n＝4) p＜0.05 as compared to the control. p＜0.01 as compared to the control.
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は，培養終了後の 24穴プレートのウエルに残存し

た培養液を除去したのち，ウエルをリン酸緩衝液

（PBS) 1 mlで洗浄，除去したのち，細胞を 10％ホ

ルマリンを含む PBS0.5 mlにて固定し，0.1％ Tri-

ton 含有の 1 ml PBS で洗浄後，ヘマトキシリン液

250 mlにて 10分間細胞を染色し，染色液を除去し

たのち，顕微鏡下で平滑筋細胞数を計測した．細胞

数は異なる 4 区域（各 0.5×0.5 mm の矩形）の計

測値を平均した．GBaSM3細胞の培養系では，細

胞増殖が培養液中の FBSの濃度依存的に刺激され

るため，12)各種薬物の GBaSM3細胞の増殖に対す

る効果は異なる濃度（1, 2, 5, 10％）の FBS共存下

で GBaSM3増殖曲線を作成し，各種薬剤存在下で

の FBSGBaSM3細胞増殖効果曲線全体の変化と

して，群間の差異を二元配置分散分析（ANOVA）

により行った．対照群と各試験薬群の差異について

の多重比較は Fisher's protected least signiˆcant

diŠerence (PLSD）法により行い，危険率 5％で有

意と判定した．

結 果

Figure 1に GBaSM3培養系における，各種薬物

及び対照群の培養液 FBS濃度に対応する細胞増殖

曲線を示した．データを見やすくするため，図で

は，同効薬群別に Fig. 1(A)から Fig. 1(D)にデー

タを分けて表示した．したがって，各図における対

照群値は同一データである．図から明らかなよう

に，被験薬を培養液中に含まない対照群の細胞増殖

は，FBS濃度 1から 10％の範囲で FBSの濃度依存

的に増加した．培養液中に ARBを添加した場合に

は，特にバルサルタンで増殖抑制傾向を示すもの

の，統計的有意差には至らなかった（Fig. 1(A)）．

また，4種の ACEIについて検討した場合も，ど

の薬物も対照群に比較して細胞増殖曲線に統計的に

有意な効果は生じなかった（Fig. 1(B)）．一方，ス

タチン薬については，フルバスタチン，プラバスタ

チンいずれも対照群と比較して有意（p＜0.05）な

GBaSM3細胞の増殖抑制効果を生じた（Fig. 1(C)）．
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考 察

VSMC の増殖は，動脈硬化症の早期病態に重要

な生体反応と考えられているため，2,3)動脈硬化関連

病態に使用する薬物の VSMC増殖抑制作用は，臨

床的に重要な意義を持つと推測される．したがっ

て，本研究で用いた in vitro の VSMC 増殖モデル

は，各種薬物の抗動脈硬化作用のよいスクリーニン

グ系になる可能性がある．

今回は，この in vitroモデルを用いて，動脈硬化

関連病変の治療に頻用されている循環器疾患治療薬

物で薬理作用の異なるものの抗動脈硬化作用を評価

した．その結果，アムロジピン，スタチン薬，及び

アルドース還元酵素阻害薬であるエパルレスタット

が上記 VSMCの増殖を有意に抑制することを明ら

かにした（Fig. 1）．

本実験系は，上記薬物の降圧効果やコレステロー

ル低下作用などの薬理作用の影響を受けない in

vitro 状況下での VSMC の増殖を評価しているた

め，観察された薬物による細胞増殖抑制は，個々の

薬物のいわゆる pleiotropic 作用を評価しているも

のと考えられる．これらの結果は，本研究で用いた

VSMC 増殖モデルが，いわゆる pleiotropic作用ス

クリーニングに有用な方法であることを示唆してい

ると考える．今回用いた VSMC増殖モデルで最も

強力な平滑筋増殖抑制作用が観察されたのは，

CCBのアムロジピンであった（Fig. 1(D)）．

他の CCB，ニフェジピンやジルチアゼムでは，

このような pleiotropic作用は報告されていない．

今回使用したアムロジピン濃度は 0.2 mMで細胞毒

性としての結果とも考えられるが，我々は，以前の

研究で，同薬は 0.1 mMの低濃度から GBaSM3 細

胞の増殖を抑制することを確認しているため，12)ア

ムロジピンが今回検討した薬物中で最強の

pleiotropic作用を有すると考える．アムロジピンの

pleiotropic作用については，Caチャネル抑制作用

を発現する濃度よりも低い濃度で平滑筋増殖抑制を

発揮することが他の研究者からも報告されてお

り，13)その機序としては，血管内皮細胞からの NO

遊離の抑制を示唆する報告があるが，14)今回の実験

系で用いた細胞は内皮細胞を含まない VSMC細胞

系であるため，本研究で観察された VSMC増殖抑

制作用は内皮からの NO 遊離の抑制作用以外の作

用機序が想定された．

これまでの研究で，ある種のスタチン薬でも

pleiotropic 作用が観察されることが報告されてい

る．本研究では，フルバスタチンとシンバスタチン

に有意な増殖抑制効果を認めた（Fig. 1(C)）が，

この結果は，Corsiniら15)のヒト血管平滑筋由来細

胞を用いた研究の結果とよく一致するものであっ

た．従来，スタチン薬の pleiotropic 作用の機序と

しては，レニンアンギオテンシン系の抑制，内皮

型一酸化窒素合成酵素（eNOS）の脱感作（down-

regulation），薬物分子自体の抗酸化作用，抗炎症作

用，マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）阻

害作用，Rho キナーゼ阻害作用などの多種の機構

の関与が示唆されている．7,8,16)

今回採用した，in vitroの VSMC培養系では，血

漿由来のアンギオテンシン II及び内皮細胞由来の

NOSの関与は考え難いため，想定される機構中，

この 2要因以外の機構が増殖抑制作用の主因である

と推測されたが，いずれの機構が主要に関与するか

については断定に至らなかった．一方，スタチン薬

でもプラバスタチンでは VSMCの増殖に何ら影響

を認めなかった．この理由については不明である

が，プラバスタチンはスタチン薬の中でも特に水溶

性が高いため，肝細胞のように特殊な有機イオン・

トランスポータが細胞膜に発現している細胞以外で

は細胞内移行が少ないとする報告がある．17)

したがって，スタチン薬の VSMC内への移行性

の差異が本研究を説明する可能性があるが，今回の

実験では細胞内外の薬物濃度を測定していないた

め，この仮説は証明できなかった．

動脈硬化病変の発症に関係する機構は複雑である

が高血圧による血管壁進展による機械的ストレスに

は，強力な血管収縮作用を発揮するアンギオテンシ

ン IIが深く関与している可能性がある．また，ア

ンギオテンシン IIは，NAD(P)H酸化酵素の刺激

を介して ROSの産生を亢進させる機序でも VSMC

の増殖を刺激する作用を有することが知られてい

る．4,5)今回の実験では，ARB及び ACEIは統計的

に有意な VSMC増殖抑制作用を示さなかった．

我々は予備的実験にて，GBaSM3細胞増殖モデ

ルでは，アンギオテンシン IIの増殖促進作用は比

較的弱く，1 mMと比較的高濃度で有意な増殖促進

作用を発揮することを確認している（未発表デー
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タ）．また，今回使用した実験系では培養液中にア

ンギオテンシン IIを添加しない限り，アンギオテ

ンシン IIによる VSMCへの増殖刺激作用はほとん

どないと推測される．それゆえ，本実験系では，

ARBや ACEIに顕著な増殖抑制作用が観察されな

かった可能性が考えられる．

また，アルドース還元酵素阻害薬，エパルレスタ

ットは有意な VSMC 増殖抑制作用を示した（Fig.

1(D)）．同薬は，ポリオール代謝活性作用を介して

protein kinase C (PKC）の活性を低下させることが

報告されているので，18,19) VSMCに対する酸化スト

レスの細胞内情報伝達経路に関与する PKCの阻害

を介して抑制された可能性があると考えた．我々の

実験系は，薬物の pleiotropic 作用を介する抗動脈

硬化作用をスクリーニングに有用であると考える

が，評価対象となった薬物の培養液中濃度が，臨床

使用量における血漿中薬物濃度をかなり上回る（70

倍から 8800 倍）ことが in vivo への外挿を考える

際に解決すべき問題点であると考える．したがっ

て，他の実験で 0.1 mMで増殖抑制作用を発現する

ことが確認されているアムロジピンを除き，今回の

実験系で得られた結果を直接臨床試験で観察される

pleiotropic作用に外挿することは慎重であらねばな

らないと考える．

したがって，今後，より低濃度域における増殖抑

制効果の検討や，異なる酸化ストレス条件下での検

討を加えることは是非とも必要であると考える．し

かし，本実験系は，各種治療薬物の pleiotropic 作

用を簡便にスクリーニングし得る他に代え難い利点

を有するため，他の in vitro実験系の結果，長期の

in vitro動物又は臨床試験の結果と対照させつつ今

後も更なる検討を加えるに値する方法であると考え

る．
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