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血管構成細胞におけるシロスタゾールによるメタロチオネイン誘導
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Metallothionein (MT) is a cysteine-rich low molecular weight protein and thought to function in the detoxiˆcation
of heavy metals and reactive oxygen species. We examined the induction of MT synthesis by cilostazol, an antiplatelet
drug, in several vascular component cells to ˆnd a new pharmacological eŠect of cilostazol in vascular system. In human
coronary artery endothelial cells, cilostazol signiˆcantly increased MT-IX and MT-IIA mRNA levels after the treatment
for 6 h and endogenous MT-I/II protein levels after the treatment for 24 and 48 h. In addition, cadmium cytotoxicity
was prevented by cilostazol in this endothelial cells. Moreover, cilostazol increased MT-IX and MT-IIA mRNA levels in
human coronary artery smooth muscle cells, human brain microvascular endothelial cells, human brain microvascular
pericytes and human colon carcinoma Caco-2 cells after the treatment for 6 h. Interestingly, cilostazol also increased
MT-III mRNA level in brain microvascular endothelial cells more eŠectively than in other vascular cells. The present
results suggest that cilostazol can protect the vascular system from toxic substances such as heavy metals via MT induc-
tion in vascular cells.
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序 論

メタロチオネイン（MT）は，システインを多く

含む分子量約 6500 の低分子量金属結合タンパク質

であり，カドミウムや水銀などの重金属を始め様々

な薬物やストレスなどによってその合成が誘導され

る．1,2)ヒトやマウスにおいて，MT には 4 種のアイ

ソフォームが存在することが知られており，主要な

MT アイソファームである MT-I 及び MT-II は各臓

器に広く分布するのに対し，MT-III は脳組織，

MT-IV は舌や食道に高く発現していることが確認

されている．さらにヒトでは MT-I にサブアイソフ

ォームが存在し，機能的遺伝子として MT-IA, MT-

IB, MT-IE, MT-IF, MT-IG, MT-IH 及び MT-IX の

7 種が報告されている．3)また，MT-II には偽遺伝

子である MT-IIB が存在するため，それと区別する

ために機能的遺伝子は MT-IIA と名付けられてい

る．MT は重金属毒性に対して軽減作用を有してお

り，MT を誘導した動物や培養細胞がカドミウムや

無機水銀などの有害金属に対して抵抗性を示すこと

が知られている．4)さらに MT は，重金属の蓄積，

必須金属である亜鉛や銅の代謝調節及びこれらの金

属のほかのタンパク質への供給，フリーラジカル消

去などに重要な生理的役割を果たしている．48)ま

た，MT ノックアウトマウスを用いた研究によって

神経変性疾患を始めとする様々な疾患防御に MT

が深く関与することが報告されている．9,10)

一方，シロスタゾールは血小板凝集抑制作用と血

管拡張作用を併せ持つ抗血小板薬であり，フォスフ

ォジエステラーゼ 3 を阻害することにより血小板凝

集抑制作用を示す．11)血管内皮細胞に対して，シロ
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スタゾールが活性酸素種の産生を減少させることに

よりリポポリサッカライド（LPS）誘導性のアポトー

シスを抑制することや一酸化窒素の産生を誘導する

ことが報告されている．12,13)また，シロスタゾール

は血管平滑筋細胞に対して増殖阻害作用を示すこと

で，経皮的冠動脈形成術後の血管内膜肥厚の形成を

抑制し，再狭窄の予防に有効であることが示されて

いる．14,15)すなわち，シロスタゾールは，血管内皮

細胞に対する保護作用や血管平滑筋細胞に対する増

殖抑制作用を通じて動脈硬化病変の進展抑制に有用

であると考えられている．さらに，Wakida らは，

シロスタゾールが脳虚血障害を軽減させること，並

びにその作用機序の一部にシロスタゾールによる脳

組織での MT-I 及び MT-II の誘導が関与すること

を報告している．16)また，シロスタゾールが in vivo

において肝臓の MT 合成を誘導することや in vitro

において神経芽細胞種 IMR32 及び脳毛細血管内皮

細胞の MT 合成を誘導することも報告されてい

る．17)これらの報告からシロスタゾールは様々な組

織・細胞に対して MT を誘導する可能性が考えら

れる．

動脈硬化病変の発症・進展において血管組織にお

ける酸化ストレスや炎症反応が重要であることが示

唆されている．MT は酸化ストレスや炎症反応に対

して保護的役割を有することから，血管組織におけ

る MT は動脈硬化病変の発症・進展に防御的に寄

与できると考えられる．そこで，各種培養血管構成

細胞を用い，シロスタゾールによる MT 合成誘導

能を検討するとともに，有害金属であるカドミウム

の細胞傷害性に対するシロスタゾールの効果につい

ても検討した．

実 験 方 法

1. 細胞 ヒト冠動脈血管内皮細胞（human

coronary artery endothelial cells; HCAEC），ヒト

冠動脈血管平滑筋細胞（human coronary artery

smooth muscle cells; HCASMC），ヒト脳毛細血管

内皮細胞（human brain microvascular endothelial

cells; HBMEC），ヒト脳毛細血管周皮細胞（human

brain microvascular pericyte cells; HBP）及びヒト結

腸がん由来 Caco-2 細胞は，DS ファーマバイオメ

ディカル（大阪）より購入した．

2. 試薬 HuMedia-EG2 培地及び HuMedia-

SG2 培地は，クラボウ（大阪）より購入した．

Dulbecco's modiˆed Eagl's medium (DMEM）は，

日水製薬（東京）より購入した．牛胎仔血清（FBS）

は，Invitrogen (Carlsbad, CA, USA）より購入し

た．シロスタゾール｛6-[4-(1-cyclohexy-1H-tetrazol-

5-yl)butoxyl]-3,4-dihydro- 2(1H)-quinolione｝は，

大塚製薬（徳島）より供与して頂いた．抗 MT 抗

体（Clone: E9）及び抗 b-アクチン抗体は，Dako

（Denmark）及び Sigma (St. Louis, MO, USA）よ

りそれぞれ購入した．抗ウサギ IgG 抗体及び抗マ

ウス IgG 抗体は，GE Healthcare (Buckinghamshire,

UK）より購入した．FastPure RNA Kit, PrimeScript

RT reagent Kit 及び SYBR PrimeScript RT-PCR Kit

はタカラバイオ（滋賀）より購入した．そのほかの

試薬類は，市販特級品を用いた．

3. 細胞培養とシロスタゾール処理 HCAEC

を 24 又は 6 穴培養プレートに藩種し，HuMedia-

EG2 培地で 37°C, 5％ CO2 の条件下，コンフルエン

トまで培養した．次に，培地を新鮮な HuMedia-

EG2 培地に交換後，ジメチルスルホキシドに溶解

したシロスタゾールを添加し，一定時間培養した．

HBMEC も HCAEC と同様に HuMedia-EG2 培地

を用いて培養した．また，HCASMC 及び HBP は

HuMedia-SG2 培地を用い，Caco-2 細胞は 10％

FBS 含有 DMEM を用いて培養した．

4. MT mRNA 量の測定 シロスタゾール処

理後，培養上清を除去し，リン酸緩衝液［PBS(－）］

で細胞層を 2 回洗浄した後，FastPure RNA Kit を

用いてトータル RNA を抽出した．PrimeScript RT

reagent Kit を用いて逆転写反応を行い，ついで

SYBR PrimeScript RT-PCR Kit を用いてリアルタイ

ム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（リアルタイム RT-

PCR）を行った．MT-IX, MT-IIA, MT-III 及びグ

リセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素（Glyceralde-

hyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH）の各特

異的プライマーは，Perfect Real Time サポートシ

ステム（タカラバイオ；滋賀）より最適化されたも

のを購入して用いた．各 MT 遺伝子の発現量は，

GAPDH に対する相対的な発現量として算出した．

5. MT-I/II タンパク質の測定 シロスタゾー

ル処理後，培養上清を除去し，PBS（－）で細胞層

を 2 回洗浄した．細胞層にドデシル硫酸ナトリウム

（SDS）緩衝液［50 mM Tris- 塩酸（pH 6.8），10％
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グリセロール，2％ SDS］を添加して細胞を回収し

た後，95°C で 15 分間加熱した．試料に SDS- ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）ロー

ディングバッファー（1.67％グリセロール，5％ 2-

mercaptoethanol, 50 mM ジチオスレイトール，10

mM エチレンジアミン四酢酸，0.005％ブロモフェ

ノールブルー）を加え 95°C で 5 分間加熱した．次

に，ヨードアセトアミドを終濃度が 0.1 M になる

ように加え，遮光下で 30 分間反応させた．1.5 M

Tris- 塩酸（pH 8.8）で中和した後，Laemmli の方

法18)に準じて試料を SDS-PAGE（15％アクリルア

ミド）により分離した．電気泳動したゲル中のタン

パク質はパワードブロット・ミニ（アトー，東京）

を用いて，ポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に転

写を行った．PVDF 膜を 2.5％グルタルアルデヒド

水溶液に 30 分間浸した後，蒸留水で 3 回，Tween

/Tris-buŠered salt solution (TTBS) [20 mM Tris- 塩

酸（ pH7.5）， 150 mM 塩化ナトリウム， 0.1％

Tween20］で 1 回洗浄した．その後，PVDF 膜を 5

％スキムミルク含有 TTBS に浸して 30 分間ブロッ

キングし，TTBS により 3 回洗浄した後，MT-I 及

び MT-II タンパク質を認識する抗 MT 抗体（100

倍希釈）を反応させた．次に，PVDF 膜を TTBS

で洗浄し，Horseradish Peroxidase 標識二次抗体

（5000 倍希釈）と Enhanced chemiluminescence ウ

エスタンブロッティング検出試薬を用いて化学発光

させ，MT-I/II タンパク質のバンドを検出した．次

に，画像解析ソフトウエア ImageJ を用いて 3 回の

実験のタンパク量を解析し，MT-I/II タンパク質の

発現量（b- アクチンタンパク質を内部標準として

使用）をグラフ化した．

6. 細胞毒性評価 コンフルエントの HCAEC

をカドミウム（100 mM）の存在下，又は非存在下，

シロスタゾール（10, 30 又は 100 mM）で 24 時間処

理した．処理後，培地を回収し，培地中に逸脱した

乳酸脱水素酵素（LDH）の活性を非特異的な細胞

傷害性の指標として CyoTox 96 Non-Radioactive

Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, WI, USA）

を用いて測定した．細胞層はギムザ染色し，形態学

的に観察した．

7. 統計処理 データは平均値±標準偏差で表

した．統計学的有意差検定は，分散分析（ANOVA）

と Bonferroni 補正法による t-検定を用い p＜0.05

を統計学的に有意のある差とした．

結 果

1. HCAEC におけるシロスタゾールによる MT

合成誘導 HCAEC をシロスタゾール（10, 30 及

び 100 mM）で 12 時間処理した後，細胞内の MT-

IX, MT-IIA 及 び MT-III mRNA 量 を 測 定 し た

（Fig. 1）．その結果，MT-IX 及び MT-III mRNA 量

は 100 mM のシロスタゾール処理により，MT-IIA

mRNA 量は 30 mM 以上のシロスタゾール処理によ

りそれぞれ有意に増加した［Fig. 1(A）］．また，

100 mM のシロスタゾール処理による MT mRNA 量

の経時変化について検討したところ，MT-IX 及び

MT-IIA mRNA 量はコントロールに比べ 6 時間処

理において最も高い増加率を示し処理時間の延長と

ともに減少したが，MT-III mRNA 量は 12 時間処

理以降で有意な増加が認められた［Fig. 1(B）］．さ

らに，100 mM のシロスタゾールを 24 あるいは 48

時間処理することによって MT-I/II タンパク質量

の有意な増加が認められた（Fig. 2）．

2. HCAEC におけるカドミウムの細胞毒性に対

するシロスタゾールの効果 Figure 3 に示すよう

に，100 mM のカドミウム単独処理によって内皮細

胞の退行性変化と細胞層に内皮細胞の脱落した空隙

が認められたが，それらの傷害の程度はシロスタ

ゾールが共存することで軽減することが形態学的に

観察された．また，カドミウム単独処理による

LDH 活性の増加も 100 mM のシロスタゾールが共

存することによって有意に減少した．なお，100

mM までのシロスタゾール単独処理による非特異的

な細胞傷害性は認められなかった（data not shown）．

3. シロスタゾール処理によるHBMEC,HCASMC,

HBP 及び Caco-2 細胞中 MT mRNA 量 HCAEC

以外の血管構成細胞におけるシロスタゾール 6 時間

処理後の MT-IX, MT-IIA 及び MT-III mRNA 量を

Fig. 4 に示す．HBMEC において，シロスタゾール

は MT-IX, MT-IIA 及び MT-III mRNA 量をいずれ

も有意に増加させた［Fig. 4(A）］．特に，MT-IIA

と MT-III の mRNA 量の有意な増加は 1 mM 以上の

シロスタゾール処理により認められ，HBMEC で

は，HCAEC に比べてより低濃度のシロスタゾール

によって MT mRNA 量が増加した．HCASMC で

は，MT-IX と MT-IIA の mRNA 量がそれぞれ 100
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Fig. 1. MT-IX, MT-IIA and MT-III mRNA Levels in HCAEC Treated with Cilostazol
(A), con‰uent cultures of HCAEC were incubated at 37°C for 12 h in the presence of cilostazol (10, 30 or 100 mM). (B), con‰uent cultures of HCAEC were in-

cubated for 6, 12 or 24 h in the presence of cilostazol (100 mM). Values are means±S.D. for three samples. , Signiˆcant diŠerence from the corresponding con-
trol (p＜0.05, p＜0.01).

1418 Vol. 129 (2009)

mM と 10 mM 以上のシロスタゾールによって有意

に増加したが，MT-III mRNA 量は 100 mM までの

シロスタゾール処理による有意な変化は認められな

かった［Fig. 4(B）］．また，Fig. 4(C)に示すよう

に，脳毛細血管を取り巻くように存在している

HBP では，MT-IX mRNA 量は 100 mM のシロスタ

ゾール処理で，MT-IIA mRNA 量は 1 mM 以上のシ

ロスタゾール処理で有意な増加が認められた．MT-

III mRNA 量は 100 mM のシロスタゾール処理で有

意に増加したが，その程度はわずかであった．さら

に，Caco-2 細胞では，血管構成細胞の結果とは異

なり MT-III mRNA は検出されなかったが，MT-

IX 及び MT-IIA mRNA は 100 mM のシロスタゾー

ル処理により有意に増加した［Fig. 4(D）］．

考 察

ヒトの場合，MT-IA, MT-IB, MT-IE, MT-IF,

MT-IG, MT-IH 及び MT-IX の 7 種の MT-I サブア

イソフォームが機能的遺伝子であるとされるが，

Miura と Koizumi は HeLa 細胞での MT アイソフ

ォーム遺伝子の発現を詳細に検討し，HeLa 細胞で

は，内因性の MT-IX 遺伝子がほかのサブアイソフ

ォームに比べ非常に高く発現していることを報告し

ている．3)そこでわれわれは，MT-I サブアイソフ

ォームの中で MT-IX 遺伝子を選択し，MT-IIA 及

び MT-III mRNA とともに遺伝子発現解析を行っ

た．本研究の結果により，シロスタゾールはヒト冠

動脈及びヒト脳毛細血管由来の各種血管構成細胞
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Fig. 2. MT-I/II Protein Level in HCAEC Treated with Cilostazol
Con‰uent cultures of HCAEC were incubated at 37°C for 24 and 48 h in the presence of cilostazol (1, 3, 10, 30 or 100 mM). (A), representative western blots of

MT-I/II and b-actin. (B), the relative values of MT-I/II protein expression. Values are means±S.D. from three independent experiments. Signiˆcant diŠerence
from the corresponding control (p＜0.01).

1419No. 11

（ HCAEC, HBMEC, HCASMC 及び HBP ）内の

MT-IX 及び MT-IIA mRNA 量をともに増加させる

ことが明らかとなった（Table 1）．HCAEC 以外の

細胞種については，タンパク質レベルでの確認は行

っていないが，シロスタゾールは非選択的に血管構

成細胞における MT-I/II タンパク質の合成を誘導

することが推察される．また，脳毛細血管由来の

HBMEC 及び HBP では，冠動脈由来の HCAEC 及

び HCASMC と比較して，より低濃度（1 mM 以上）

のシロスタゾール処理による MT-IIA mRNA 量の

増加が認められたことから（Figs. 1 and 4），シロス

タゾールの MT-I/II 合成誘導能は脳毛細血管組織

においてより強く発現される可能性が考えられる．

Suzuki らは，抗 MT 抗体を用いたフローサイトメ

トリー法により，HBMEC では 1 mM のシロスタ

ゾール 12 時間処理で MT-I/II タンパク質量が約 2

倍に増加することを報告しており，17)本研究の結果

は，彼らの報告を強く支持するものである．一方，

消化管上皮のモデル細胞として用いられている

Caco-2 細胞においてもシロスタゾールによる MT-

IX 及び MT-IIA mRNA 量の増加が認められたこと

から［Fig. 4(D）］，シロスタゾールは脳16)や肝臓17)

並びに今回示した血管組織だけでなく，消化管にお

いても MT-I/II を誘導するかもしれない．

MT-III は 1989 年に神経細胞成長抑制因子として

単離されたタンパク質であり，19)主として脳に高く

発現していることが知られている．20)最近，脳以外

の組織でも MT-III が発現していることが報告され

ているが，21)血管構成細胞での MT-III 発現に関す

る報告はない．今回の検討により，発現レベルは高

くないが各種の血管構成細胞が MT-III mRNA を発

現していることが見い出された．しかも，HCAEC

と HBMEC において，その発現量がシロスタゾー

ル処理によって増加することが明らかとなった．シ

ロスタゾールによる MT-III の発現誘導は，少なく

とも今回検討した細胞種の中では内皮細胞に選択的
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Fig. 3. EŠect of Cilostazol on Cadmium Cytotoxicity in HCAEC
Con‰uent cultures of HCAEC were incubated at 37°C for 24 h in the presence or absence of cadmium chloride (100 mM) combined with or without cilostazol

(10, 30 or 100 mM). Cell damage was assessed by morphological observation of the cell layers (original magniˆcation×40) and measuring LDH activity in the con-
ditioned medium. For LDH activity, values are means±S.D. for four samples. Signiˆcant diŠerence from ``100 mM cadmium alone'' （p＜0.05).
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に認められたが，この発現誘導が内皮細胞に特異的

な反応であるかについては今後さらに細胞種を増や

して検討する必要がある．また，Table 1 に示すよ

うに，脳毛細血管由来の HBMEC は他の細胞種に

比べ MT-III mRNA 量のシロスタゾールによる増加

率が最も高く，Fig. 4(A)に示すように低濃度（1

mM 以上）から誘導されており，この MT-III の発

現は虚血再灌流後のシロスタゾールによる脳組織保

護作用16,22)を考える上でも興味深い．また，マウス

脳微小血管内皮細胞株 bEND.3 において，MT-III

が低酸素誘導因子 1a 依存的に血管内皮細胞増殖因

子の発現を誘導することが報告されており，23) MT-

III が虚血障害後の脳組織の保護に寄与する可能性

が示されている．したがって，シロスタゾール処理

による HBMEC 及び HBP での MT-III 誘導も

VEGF の発現誘導を介して脳組織の保護に関与す

る可能性が考えられる．

近年，遺伝子工学的手法を用いて MT のトラン

スジェニックマウスやノックアウトマウスなどの遺

伝子改変マウスが作製され，MT の生理機能の解明

のための実験モデルとして広く利用されている．例

えば，MT-I 及び MT-II の遺伝子が欠損した MT-I/
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Fig. 4. MT-IX, MT-IIA and MT-III mRNA Levels in
HBMEC, HCASMC, HBP and Caco-2 Cells Treated with
Cilostazol

Con‰uent cultures of HBMEC (A), HCASMC (B), HBP (C) and
Caco-2 cells (D) were incubated at 37°C for 6 h in the presence of cilostazol
(1, 10 or 100 mM）. Values are means±S.D. for three samples. , Sig-
niˆcant diŠerence from the corresponding control (p＜0.05, p＜0.01).
N.D.: not detected.

Table 1. Comparison of Relative MT mRNA Levels in
HCAEC, HBMEC, HCASMC, HBP and Caco-2 Cells after
Exposure to 100 mM Cilostazol for 6 h

Relative MT mRNA Level (Ratio to Control)

MT-IX MT-IIA MT-III

HCAEC 5.56±2.36 4.74±1.46 1.97±1.23

HBMEC 4.18±0.12 4.87±0.74 4.33±0.35

HCASMC 3.57±0.15 2.43±0.17 0.96±0.19

HBP 2.79±0.18 3.66±0.55 1.44±0.04
Caco-2 cells 5.73±2.29 8.08±1.94 N.D.

Con‰uent cultures of HCAEC, HBMEC, HCASMC, HBP and Caco-2
cells were incubated at 37°C for 6 h in the presence of cilostazol (100 mM).
Values are means±S.D. for three samples. These results were obtained
from Figs. 1 and 4. N.D.: not detected.
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II ノックアウトマウスは，有害金属，酸化ストレ

ス及び炎症反応などに対して高感受性であることが

報告されている．24)酸化ストレスは生体における多

くの病的状態に関与しており，動脈硬化病変の発

症・進展においても酸化低比重リポタンパク質，活

性酸素及びフリーラジカルなどの関与が示されてい

る．また，これらの酸化ストレスと同様に炎症反応

も動脈硬化病変の発症に重要であると考えられてい

る．環境汚染重金属であるカドミウムも動脈硬化症

や高血圧症を始めとする血管病変の危険因子の 1 つ

とされ，血管内皮細胞に対して非特異的な細胞傷害

を引き起こす．25)本研究において，MT タンパク質

を誘導できる濃度のシロスタゾールを処理すること

によって HCAEC におけるカドミウムの細胞毒性

が軽減されることが見い出された（Fig. 3）．した

がって，シロスタゾールは血管内皮細胞や血管平滑

筋細胞並びに周皮細胞の MT 量を増加させること

によってカドミウム毒性に対して血管保護作用を示

し，動脈硬化などの血管病変の進展防御に寄与する

可能性が示唆された．また，MT はフリーラジカル

消去作用を有する7)ことから，カドミウムだけでな

く酸化ストレスによる血管障害に対してもシロスタ

ゾールが MT 誘導を介して防御するかもしれな

い．さらに，血管内皮細胞に対して，シロスタゾー

ルが LPS による活性酸素種の産生を減少させる

が，12)その減少に MT 合成誘導が関与する可能性も

推察される．

本研究では，各種血管構成細胞においてシロスタ

ゾールが MT 合成誘導能を示すことを明らかにし

た．さらに，HCAEC 細胞において，シロスタゾー

ルがカドミウムの細胞毒性を軽減すること，並びに

MT 合成誘導がその軽減効果に寄与することが示唆

された．最近，アストロサイトが産生した MT が
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神経細胞に移行することが報告されていることか

ら，26)今後，アストロサイトにおけるシロスタゾー

ルによる MT 誘導も興味の持たれるところである．
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