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図 1 分化型血管平滑筋を用いた収縮評価法の確立
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血管平滑筋は血管壁を構成する主要細胞です。近年、脳卒中・心筋梗塞をはじめとする「血管病」の発症は様々
なリスク因子が関係することが知られていますが、中でも高血圧はこれらの基礎疾患として注目を浴びています。
高血圧は血管平滑筋の異常収縮により引き起こされます。したがって、平滑筋の収縮メカニズムを詳細に解析
する必要があります。

これまで、平滑筋細胞を通常の培養液で維持すると脱分化を引き起こし、収縮しない増殖型平滑筋へと変換す
ることが知られていました（図1）。そこで、ラット大動脈平滑筋を特殊な培養条件で培養し、分化形質を維持し
た収縮型平滑筋細胞を単離培養した後、時々刻 と々変化する収縮ダイナミックスを高速・高解像度でライブイ
メージングすることが出来る評価法を開発しました 。

分化型血管平滑筋の収縮
ライブイメージング解析
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実験手順
➀ ラット大動脈の血管平滑筋細胞を酵素（エラスターゼ＋コラゲナーゼ）法により単離
➁ ラミニンでコーティングした35mmガラスボトムディッシュ上でインシュリン様成長因子 
　 （IGF-I）を含む無血清DMEM培地中で3日間培養
➂ GFP発現ベクター（pEGFP-C�）及びsiRNA をLipofectamine����により遺伝子導入、もしくは蛍光カルウム
　 指示薬Fluo-�AMをロード（条件：10µM、 ��°C、 ��min）
➃ GFP遺伝子導入2日後、又はFluo�-AMロード後、共焦点スキャナユニットCSU��でライブ画像取得
　　・ レーザ ： ArKr （���nm）
　　・ カメラ ： iXon EM-CCD （Andor社製）
　　・ 顕微鏡 ： オリンパスIX��
　　・ 対物レンズ ： 40X UPlan Apo/NA�.�� Oil
　　・ その他 ： 35mmガラスボトムディッシュ用ステージヒーター、ステージ培養チャンバー （TOKAI-Hit）

結果と考察
本システムを用いて単一の分化型血管平滑筋細胞の収縮を、細胞内Ca�+濃度変化と同時に高解像度にイメージ
ングすることが可能になりました（図2）。RNA干渉法（RNAi）により特定遺伝子発現を特異的に抑制することが
でき、収縮メカニズムの解明に有益な情報を得ることが可能になりました。これにより、クラスII型PI�キナーゼ
C�αが平滑筋収縮に必須な制御因子であることが新たに同定されました（図3）。

まとめ
本イメージング手法を用い、生きた細胞の形態を長時間正確に、かつ低侵襲的にイメージングすることができま
す。これまで困難であった分化型平滑筋の収縮イメージングとRNA干渉法を組み合わせた本解析法により、新
たな収縮制御因子の同定及びその制御メカニズムの解析が可能となりました。

図 2 分化型血管平滑筋の Ca�+ イメージング 図 3 分化型血管平滑筋の収縮イメージング
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