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Dimethylarginine　 Dimethylaminohydrolase　 21ncreases　 Vasculaz　 Endothelial　 Growth

　　　　Factor　 Expression　 Through　 Sp　l　Transcription　 Factor　 in　Endothelial　 Cells

　 (DDAH2(ジ メチル アル ギ ニ ン ージ メチル ア ミノ ヒ ドロ ラーゼ ー2)は 転 写 因子Sp1を 介 して血 管 内

　　　　　　 皮 細胞 にお け るVEGF(Vasculaz　 Endothelial　Growth　 Factor)の 発 現 を充 進 す る)

内容の要旨

長　谷　川

　 一酸 化 窒 衆 合 成 酵 素 の 内 因 性阻 害物 質 邸ymmetdcal　 dimnhy】mginine

(ADMA)はdimethylarginine　 dimelhylaminohydrolasc1,2　 (DDAH1,2)

に よ り代 謝 され る。ADMAを 代 謝 し、　NO活 性 を冗 進 す るDDAHは 抗

動 脈 硬 化 ・降 圧 作 用 を 持 ち 、一 方 で 血 管 新 生 因 子 のvasalar

endothelial　gro瓢h　 factor(VEGF)発 現 を 冗 進 し 血 管 新 生 作 用 を 持

つ 。 あ る 条 件 に お い てNOはVEGF発 現 を 惹 起 し、　DDAHのVEGF発 現

充 進 もNOに よ る と推 察 され る。 しか し、　DDAHiLよ るNO充 進 と

VEGF瞬 導 の 関 連 を示 した班 撮 は 無 く、 そ の 機 序 並 び に 生理 学 的 意農

に つ き検 肘 した。

　 輿 瞭 の 方 法 は 培 狸 血 管 内 皮 細 胞 と し てBAEC〔bovine　 eONIC

rndothelial　cells)とHUVEC(human　 umbilical　vein　endothelial　cell)を

使 用 し、DDAHI,2の 発 現 ベ ク ター をtransfectし 、　VEGFmRNA発 現 ・

蛋 白 濃 魔 測 定 ・P卵Dli鳳o"醐y・Mi8r飢ion　 a蜘yを 施 行 した。 さ ら

にDDAH且,2ベ ク ター とpromo重n下 流 にLuciferaseを 持 つ ベ ク タ ー も し

くi3　SplB"q合 部 位 に 変 異 を 生 じ たVEGFベ ク タ ー を 共 発 現 し、

Lucikraze　 assayを 施 行 した。 こ の 際 、　NOS阻 害 薬 前 投 与 に よ る 活性

変 化 も検 肘 した.次 にtransferし た 細 胞 のnuclear㎝ 剛 を 採 取 し、

Sp且ブ ロー ブ 使 用 のGel　 shift　assay・Spl抗 体 を 使 用 した ウェ ス タ ン ブ

ロ ッ ト ・Spl抗 体 と リン 酸化 ス レオ ニ ン抗 体 使 用 の 免 疫 沈 降 を 施 行 し

た。

　 結 果 と してDDAH7に よ りVEGF　 mRNA(2.19±0.26倍)・ 蜀 白発

現 冗 進(1.5210.21倍}が 膨 め られ 、血 管 内皮 細 胞 増 随 ・遊 走 が 充 進

した。DDAH2に よ るVEGFプ ロモ ー ター 活 性 化 はNOS阻 害 剤 前 投 与

で 抑 制 され な か っ た 。 機 序 と してSpl蛋 白 発 現 充 進(1.3:±0.2倍)、

Sp且ス レオ ニ ン 残 基 リン 酸化 冗 進(1.7-0.11倍)を 介 したSp1蛋 白結 合

充 進 が考 え られ た 。PKA阻 否 薬 投 与 はSp且 ス レオ ニ ン 我 基 リン酸 化 を

阻 害 し、VEGFプ ロ モ ー タ ー 活 性 を 低 下 し、　SplsiRNA投 与 は

VEGFp㎜ot瞬 航 避 陥 した 。

　 今 回 の 結 果 が 示す 通 りDDAH2はPKAを 介 しSp1蛋 自 ス レオ ニ ン残

基 リ ン酸 化 を冗 進 し、Sp且 蛋 自発 現 も充 進 す る。 そ の 結 果 、　NO非 依

存性 にVEGFプ ロモ ー ター 活性 ・蛋 白発 現 が 冗 進 し、 血 管 内皮 増 殖 ・

遊 走 を慧 起 す る。NOは 轍 告 例 に よ りVEGF発 現 を 充 巡 も し くは 抑 制

す る場 合 も有 る が 、本 研 究 に よ7DDAFI7がNOを 介 さず にVEGF発 現

を 冗 進 させ 、 血 管 内 皮 の 増 鬼 、 遊 走 を 惹起 す る事 が 明 らか に なn.

DDAH2の 血 管新 生 にお け る意 雑 が 示 唆 され た 。

一　宏

雄文審査の要旨

　NO合 成 酵 素(NOS)の 内 因 性 阻 害 物 質Asymmetric

DimethylerginineはDDAH　 121こよ り代謝 され る。　DDAH2は 血 管内皮

細胞 でVE(}F発 現 を増加す る と報告 されたが 、その機 序は不 明で あっ

た。今 回、DDAH2がPKAと 結合 し、　Sp1遷 自ス レオニ ン残基 リン酸

化を惹 起 し、 また核内Sp1盈 白発現 を騰 導 し、　NO非 依存性 にVEGF蛋

白発 現を冗進 させ る機序 を解 明 した。

　 まず 審 査 で は本研 究 にお いてDDAH2はVEGF産 生 を冗 巡 させ 、

DDAHlで は そ の 作 用 が 見 ら れ な か っ た が 、 こ れ は マ ウ ス

DDAHcDNAを 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー をNUVEC(ヒ ト).　BAEC(ウ

シ)にtransRdionし た ための 生物種 の 差異 が影響 してい るので はな

い か とい う肘 賄 が あ っ た。VEGF測 定EWSAは ウ シ あ るい は ヒ ト

VEGFの 測 定 が 可能 で あ る事、　DDAHI,2は 酵 棄 活性 と して は同 一

で、kensfeMionの 有意性 はDDAHI2蛋 白及 び酵棄 活性 の上昇 を確認

した と回答 され た。又 、NOS阻 害 薬 のL・NAME投 与 が無効 であ った

ことか らNO非 依存性 のVEGF勝 導機構 が存 在す る と してい るが、　L・

NAME投 与で培養 上ENO濃 度が低 下す る事 を確 認す る必 要があ ると

の 指摘 が あ った.ま たレNAMEに よるNOS　 unwuplingの 縞 果、酸化

ス トレスが上昇 す る事 が突験結果 に影響 した 可能性 につい て も指嫡

が あった。 これ に対 しては過去 の論文 を参照 し、培 養 血管 内皮 緬胞

上清中NO低 下を来たす4NAMEの 濃度 を採用 した事、活性 酸素阻害

剤 を併 用投 与す る とDDAH活 性 自体 に も影 響す るた め指摘 され た可

能性の除外 は難 しい事 が回答 され た。 更 に、DDAH2は 血 管内皮細胞

の遊走 ・増殖 を約1.3倍 ・L4倍 増殖 させ るに留ま り.生 体にお いては

どれだ け意 義が あるか、あ るい は案 瞭DDAH2に よ り充遜 したVEGF

は動脈 硬化 を促進 させ るか にっ き討畿 が あっ た。 これ に対 して現在

DDAH2過 剰発現マ ウス を開発 し、　YI　VIVOで の解 析 を行 なって いると

回 答 され た.今 回使用 した細胞 の結 果 か ら、DDAH2のVEGF発 境 に

対 す る効果 が全身 の血 管内皮 細胞 で 同様 に認 め られ るか につ き討議

が され た。血 管 内皮 ではDDAH2がDDAHIに 比 して発 現が 高い との

既 報が あるが、血管部 位 によ る差異 を検肘 した既報 は 無 く、今後 の

課 題であ ると回 答 された。 更に、PKAとDDAH2と の蛋 自蝦 自結合 が

DDAH2酵 素活性 自体 を変化 させ 、　Splス レオニ ン残基 リン酸化 、　Spl

蛋白発現上 昇を惹 起 した 可鮨性 もあ%.さ らに詳細 な分 子生物 学的

検肘が望まれ るとの指掴 があった。

　 以 上 の よ うに、本 研 究は な お検討 す べ き躁 題 を残 して い る もの

の、DDAH2のVEGF発 現 に対す る新 たな制 御機 構 を明 らか に し、今

後の治療標 的 とな る可能性 を示 した点 におい て、有 意義 な研 究であ

る と評 価 され た。
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