
- 1 - 

 

心臓の免疫応答に関する研究 

  



- 2 - 

所属機関 北里大学医学部内科学 

研究者名 和泉  徹      
 

心臓移植と免疫に関する研究では、移植心慢性拒絶反応に細胞周期調節遺伝子を標的と

した遺伝子治療の有効性について研究が進められた。E2F デコイの強力な内膜新生作用、

及び bcl-x の抑制によるアポトーシスの誘導が移植心冠動脈内膜肥厚抑制に有効であるか

否かをマウス心移植モデルを用いて検証したところ、転写因子である E2F は静止期では不

活性化されているが、細胞周期調節において S 期進展に必要な細胞周期調節遺伝子群を活

性化し細胞増殖を引き起こした。さらに E2F 結合配列と同じ配列をもつ 2 本鎖核酸化合物

（デコイ）の導入により、転写因子 E2F の結合を競合的に阻害すると考えられた。一方、

動脈硬化におけるアポトーシスの重要性も明らかにされた。アポトーシスは bcl-x などの

抑制因子と bax などの促進因子のバランスで制御されているが、増殖する血管平滑筋細胞

のアポトーシスの誘導により内膜肥厚が抑制されると考えられる。非免疫抑制下に生ずる

移植心冠動脈硬化における血管平滑筋増殖においても、細胞周期調節遺伝子である E2F デ

コイ遺伝子の導入およびアンチセンス bcl-x オリゴはその進展予防に効果があることが実

験的に示された。臨床応用に向けてさらに検討を重ねることが必要である。 

心筋の自己免疫応答に関する研究ではモデル動物における自己免疫性心筋症の発症メ

カニズムを自己抗原の観点から検討してきた。現在まで同動物モデルでは細胞性免疫主体

の自己免疫応答が注目されており、免疫反応の 3 分子複合体モデルを考える上で、T 細胞

が認識するアミノ酸は 15-20 程度と考えられていた。ところが、この研究結果、それを大

幅に超える 30 アミノ酸が心筋炎惹起に必要であることが明らかとなった。このアミノ酸

数の解釈は ELISA を用いた自己抗原に対する抗体価測定にて立証することが可能であった。

即ち、活性化 B 細胞が抗原提示機能の一端を担っており、心筋炎惹起には T 及び B 細胞の

いずれをも活性化させるエピトープが必要であり、なおかつ各々が独立しているため長い

アミノ酸が必要である。心臓の自己免疫における抗原、T 細胞、心筋樹状細胞（抗原提示

細胞）の 3 分子複合体の重要な部分が明らかになりつつある。心臓の自己免疫応答に注目

し、拡張型心筋症との関連や心筋障害のメカニズムの検索を行っている研究者は少なく、

その重要性に比して解明されていない点が多い。実験的自己免疫性心筋炎モデルは自己タ

ンパクである心筋ミオシン分画感作によりヒト心筋炎、心筋症に類似した臨床経過をとる。

なぜ心筋において免疫破綻が生じるのか、また各免疫担当細胞がどの様な役割を果たして

いるのかを詳細に検討し、臨床応用を試みる点が独創的であり、今後の更なる展開が待た

れている。 

現在までヒト樹状細胞の同定には S-100 抗体と HLA-DR 抗体の組み合わせ法を用いてき

たが、両抗体による陽性細胞には解離が認められており、新たなマーカーが必要となって

きた。心筋樹状細胞の発生と分化に関する研究では、ヒト樹状細胞の新たなマーカーとし

て Birbeck 顆粒に対する抗体とマクロファージ前駆細胞の抗体に注目し、ヒト胎児組織、

及び、種々心筋疾患症例を対象にその分化機構を再検討した。その結果、心筋樹状細胞は

胎児心では胎生 5 ヶ月から発現し散在性に分布するようになること、および心筋炎におい

て重要な役割を演ずることが推測された。本研究において樹状細胞の心臓における意義に

新たな視点が得られたが、樹状細胞とマクロファージの分化の振り分けがどのようになさ
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れるかについては完全には明確にされておらず、今後これらの成果をふまえ、心臓樹状細

胞とマクロファージの分化機序、心筋炎における両細胞の役割が課題となる。 

心筋炎・心筋症と免疫に関する研究では、①心筋梗塞後心不全への炎症性サイトカイン

関与とその転写因子である NF-kB 活性について、②マウスウィルス性心筋炎モデルにおけ

る肥満細胞の役割、を検索した。先ず、ラットの左冠動脈を結紮し心筋梗塞を作成し、炎

症性サイトカイン mRNA、形態、NF-kB について調べた。その結果、早期には梗塞部にサイ

トカイン mRNA が発現したが、20 週後には非梗塞部に強かった。この非梗塞部での mRNA 発

現は左室径の増大と相関していた。また IL-1b のみが非梗塞部のコラーゲン量と相関した。

活性化型 NF-kB は 20 週後には非梗塞部に検出された。この転写因子 NF-kB は血管内皮細

胞や間質の浸潤細胞にみられ、特に IL-1b 陽性細胞において NF-kB の活性化が見られた。

次いで、マウスウィルス性心筋炎における肥満細胞の役割を免疫学的側面より検討した。

その結果、肥満細胞はウィルス性心筋炎において、ウィルスの排除には有利に働くものの、

組織の炎症を悪化させ生存率を低下させるものと考えられた。肥満細胞はヘルパーT 細胞

サブセットのバランスを Th1 優位に偏位させたと考えられる。 

生体防御からみた心臓の免疫応答に関する研究では、動脈硬化進展の分子機構を単球、

マクロファージの遊走活性化に関与するケモカイン分子 MCP-1 を中心に明らかにし、新た

な治療法への応用の可能性を検討することを試みた。まず末梢血液中の MCP-1 濃度を測定

し、動脈硬化危険因子との相関を検定し、さらに、培養細胞を用い、女性ホルモンエスト

ロゲンの MCP-1産生抑制の分子機構について検討を行った。その結果、エストロゲンの MCP-

1 産生抑制は分子機構のひとつとして NF-kB を介したものであることが明らかにした。ま

た MCP-1 の受容体である CCR2 と結合する分子を検索し、粥状動脈硬化進展制御のための

分子標的となり得るか検討したところ、MCP-1 の CCR2 を介した細胞遊走に重要な役割を担

う新規遺伝子を得られた。この分子は粥状動脈硬化進展を制御するための分子標的となる

可能性が示唆され、今後の展開が期待される。 

以上 
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Ⅰ 心臓移植と免疫に関する研究 

信州大学医学部第一内科 磯部光章 

（現 東京医科歯科大学医学部第三内科） 

1．研究目的 

細胞周期調節遺伝子の発現と、アンチセンス cdk2kinase 遺伝子導入による内膜肥厚進

展予防効果ついて検索し、移植心慢性拒絶反応に細胞周期調節遺伝子を標的とした遺伝子

治療が有効である可能性が示された。転写因子である E2F は静止期では不活性化されてい

るが、細胞周期調節において S 期進展に必要な細胞周期調節遺伝子群を活性化し、細胞増

殖を引き起こす。E2F 結合配列と同じ配列をもつ 2 本鎖核酸化合物（デコイ）の導入によ

り、転写因子 E2F の結合を競合的の阻害することが期待される。一方、動脈硬化における

アポトーシスの重要性が明らかにされている。アポトーシスは bcl-xなどの抑制因子と bax

などの促進因子のバランスで制御されていることが示されている。増殖する血管平滑筋細

胞のアポトーシスの誘導により内膜肥厚が抑制される可能性が考えられる。そこで E2F デ

コイの強力な内膜新生作用、さらに bcl-x の抑制によるアポトーシスの誘導が移植心冠動

脈内膜肥厚抑制に有効であるか否かをマウス心移植のモデルを用いて検討した。 

 

2．研究計画、並びに対象・方法 

DBA/2 マウス（オス 20-25g）の心臓を摘出して B10D2 マウス（オス 20-25g）に異所性に

移植した。異所性心移植は既報の通り行った。即ち、HVJ-liposome 法による遺伝子導入は

ODN をドナー心の大動脈より注入し、4℃で 10 分間留置した。E2F デコイとして 5'-CTA-

GAT-TTC-CCG-CG-3'、3'-TA-AAG-GGC-GCC-TAG-5''を用いた。bcl-x のアンチセンス ODN と

して 5'-GTT-GCT-CTG-AGA-CAT-TTT-3'、センス ODN は 5'-AAA-ATG-TCT-CAG-AGC-AAC-3'を

用いた。ドナーヘの免疫抑制等の治療は行わなかった。移植心は 28 日目に採取した。いず

れの移植心も凍結薄切病理標本を作製し、Elasticavan Gieson 染色により冠動脈の肥厚内

膜の内弾性板内占拠率を以下のように算出した。IEL（内膜弾性板）で囲まれた面積－血管

内腔面積/IEL で囲まれた面積。発現の強さはスコア化（score 0-3）して、半定量的に評

価した。アポトーシスは TUNEL 法により検出し、陽性細胞を半定量的に評価した。 

 

3．研究成果 

E2F デコイ投与はデコイ投与群、コントロール遺伝子導入群とも 4 匹ずつ、それぞれ 24

血管について検討を行った。無導入群（内弾性板内占拠率 60±23％）では冠動脈内膜肥厚

を認めたのに対し、E2F デコイ導入群（15±9％、p<O.01）ではその進展は著明に抑制され

ていた。同様に血管内膜での ICAM-1 の発現は無導入群（2.3±0.8）で著しく、E2F デコイ

導入群（0.7±0.5、p<0.01）では抑制されていた。VCAM-1 の発現も同様であった（1.8±

0.4 vs 1.0±0.2、p<O.01）。また PDGF-BmRNA の発現も E2F デコイ群で抑制されていた（1.6

±1.0 vs 1.0±0.2、p<0.01）。cdk2 and cdc2 kinase mRNA の発現も同様に有意差をもっ

て抑制されていた。一方病理学的に検討した拒絶反応の程度については各群で差を認めな

かった。アンチセンス ODN 導入群では内膜肥厚の抑制が認められ、TUNL 陽性細胞の増加し

ていた。また血管内皮における ICAM-1、VCAM-1 の発現も抑制されていた。 
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4．考察 

接着分子の阻害による寛容の誘導は我々が世界に先駆けて開発した方法である。このモ

デルを使用して臨床応用可能な免疫抑制法の可能性を検討する点に特色がある。また移植

心冠動脈硬化に対する遺伝子治療も斬新な方法であり、慢性拒絶のみならず、虚血再灌流

障害や急性拒絶の軽減効果をも期待されるところである。非免疫抑制下に生ずる移植心冠

動脈硬化における血管平滑筋増殖においても細胞周期調節遺伝子である E2F デコイ遺伝子

の導入およびアンチセンス bcl-x オリゴはその進展予防に効果があることが明らかになっ

た。臨床応用に向けてさらに検討を重ねることが必要である。 
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40. Suzuki J, Isobe M, Kawauchi M, Endoh M, Amano J, Takamoto s: Altered expression 
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allografts of nonhuman primates. Transplant Immunol, in press. 
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Pathol, in press 
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nitric oxide-mediated myocardial apoptosis contributes to graft failure during 

acute cardiac allograft rejection in mice. Jpn Heart J, in press 

 

 

Ⅱ 心筋の自己免疫応答に関する研究 

北里大学医学部内科学 和泉 徹 

 

1．研究目的 

心筋ミオシンを感作する事により発症する実験的自己免疫性心筋炎は、心筋炎が終焉し

た後、再感作することにより拡張型心筋症化し、さらに心筋症の発症機序の解明に重要な

役割を果たすと考えられる。我々はラット心筋炎モデルを用いて自己免疫性心筋症の発症

メカニズムを検索した。 
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2．研究計画、並びに対象・方法 

心筋ミオシン感作により心筋炎が惹起される実験的自己免疫性心筋炎モデルは既に心

筋ミオシン分画 96 アミノ酸内に抗原エピトープが存在し、さらに T 細胞移注試験により

心筋炎が惹起されることより細胞性免疫主体の自己免疫反応モデルである事が明らかとさ

れている。同モデルを用いて T 細胞が認識する抗原を絞り込み、また、抗原特異的 T 細胞

株の樹立を行う。さらに抗原提示細胞としての心筋樹状細胞に注目し、いわゆる免疫学的

3 分子複合体モデルの解明を進める。 

 

3．研究成果 

我々は心筋ミオシン重鎖ロッド部分の 1070-1169 の後半 40 アミノ酸内にエピトープが

局在していることを明らかにした。現在までラット心筋炎モデルは T 細胞が免疫応答の主

体であると考えられており、自己障害性 T 細胞が認識するアミノ酸数は 10-20 程度である

との観点より更なるエピトープの絞込みを行った。しかし、結果的に絞り込まれたアミノ

酸は 1124-1153 の 30 アミノ酸でありそれ以上エピトープを絞り込むと心筋炎は惹起され

なかった。細胞性免疫における 3 分子複合体モデルを考える上で最終的に 10-20 程度のア

ミノ酸があれば T 細胞は抗原を認識できるはずなので、このアミノ酸の長さは T 細胞に依

存するのではなく、抗原提示機能に関わっている可能性が考えられた。近年、B 細胞が強

力な抗原提示能を有していることが再認識されてきた。そこで我々は種々ペプチドを作成

し、自己抗原に対する抗体価の変動を ELISA 法を用いて検討した。心筋炎惹起ラットは全

例で抗原（心筋ミオシン）抗体価が上昇しており、非惹起群は抗体価の上昇を認めなかっ

た。このことより、心筋ミオシンの一部が B 細胞を活性化し、抗原提示能を高める事が、

自己免疫応答を介する心筋障害を惹起するのに必要条件ではないかと考えられた。つまり、

T 細胞と B 細胞、各々のエピトープが同時に存在するため、長いアミノ酸数が必要である

との解釈である。 

 

4．考察 

心臓の自己免疫における抗原、T 細胞、心筋樹状細胞（抗原提示細胞）の 3 分子複合体

の重要な部分が明らかになりつつある。心臓の自己免疫応答に注目し、拡張型心筋症との

関連や心筋障害のメカニズムの検索を行っている研究者は少なく、その重要性に比して解

明されていない点が多い。我々が作成した実験的自己免疫性心筋炎モデルは自己タンパク

である心筋ミオシン分画感作によりヒト心筋炎、心筋症に類似した臨床経過をとる。なぜ

心筋において免疫破綻が生じるのか、また各免疫担当細胞がどの様な役割を果たしている

のかを詳細に検討し、臨床応用を試みる点が独創的であり、今後の更なる展開が待たれて

いる研究分野である。 

 

5．研究成果の発表 

1. Hanawa H, Inomata T, Okura Y, Hirano S, Ogawa Y, Izumi T, Kodama M, Aizawa 

Y.: T cells with similar T-cell receptor beta-chain complementarity-

determining region 3 motifs infiltrate inflammatory lesions of synthetic 

peptides inducing rat autoimmune myocarditis. Circ Res 1998 Jul. 27; 83(2): 
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82(10):1035-42 
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6. 大倉祐二、和泉 徹：NOSmRNA の解析 ribonuclease protein assay の応用。続心筋代

謝実験法。556-561.1998 

7. 和泉 徹：遷延する心筋炎と特発性心筋症に関する研究。厚生省特定疾患に関する微

生物研究班 平成 10 年度報告書 46-48、1999 

8. Ken Kohno, Tohru Izumi, et al: Advantage of recombinant technology for the 

identification of cardiac myosin epitope of severe autoimmune myocarditis in 

Lewis rats. Jpn. Heart. J., 41: 2000 67-77. 

9. Hiroyuki Yokoyama, Tohru Izumi, et al: Cardiac Dendritic Cells and Acute 

Myocarditis in the Human Heart. Jpn Circ. J., 64: 57-64, 2000 

10. Ken Kohno, Tohru Izumi, et al: Resuscitation from Fulminant Myocarditis 

Associated with Refractory Ventricular Fibrillation. Jpn. Circ. J., 64: 139-

143, 2000 

 

 

Ⅲ 心筋樹状細胞の発生と分化、病態に関する研究 

新潟大学医学部病理学 内藤 真 

 

1．研究目的 

従来ヒト胎芽・胎児の樹状細胞の発生は、Watanabe らの免疫組織学的観察がある。それ

によれば、ヒト胎児においては胸腺髄質に S-100 陽性細胞が出現し樹状細胞となり、その

後リンパ網内系組織に分布する。しかしヒト心臓の樹状細胞の発生と分布についての報告

はない。心臓樹状細胞の発生と分化をヒト個体発生の観点から検討してみたが、ヒトにお

いて樹状細胞のマーカーとして決め手になる抗体はないと結論付けた。そこで、S-100 抗

体と HLA-DR 抗体を組み合わせて同定してみると、両抗体による陽性細胞には解離があり、

分化機構を検討するには新たなマーカーが必要と考えられた。そこで、さらに新たに作成

された Birbeck 顆粒に対する抗体とマクロファージ前駆細胞の抗体を用いて 1)心臓を含

むヒト胎児組織 2)種々心筋疾患症例について検討した。 
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2．研究計画、並びに対象・方法 

免疫組織化学には抗 S-100 抗体（polyclonal、DAKO）、CDla（monoclonal、Immunotech）、

Lag（anti-human Langerhans cell：monoclonal、IBL）、CD68（KP-1）を用いた。材料とし

てヒト胎芽・胎児（胎齢 1-10 ヶ月）人工流産および剖検例の心臓 20 例およびウイルス性

心筋炎症例 4 例を用いた。 

 

3．研究成果 

①胎齢 4 カ月未満の胎芽・胎児には胸腺を含め、いずれの臓器にも樹状細胞は認められ

なかった。②心臓では胎齢 5 カ月から心筋間、心内膜下、あるいは血管周囲結合織内に散

在性に樹状細胞が少数出現し、6 カ月に最多となり、その後漸減した。③いずれの抗体で

も陽性細胞は類円形を呈するものが多く、一部樹状の形態を呈した。④CD1a と Lag 抗体を

用いた免疫染色所見は合致しており、抗 S100 蛋白抗体単独による樹状細胞の検出より信

頼性が高いと考えられた。⑤ウイルス性心筋炎では樹状細胞の著増が観察された。なお、

胎生期後半から成人期の心臓には一定密度の樹状細胞が常在した。以上の成績から、胎児

では樹状細胞が心臓において胎生 5 ヶ月から発現し、散在性に分布するようになること、

および心筋炎において重要な役割を演ずることが推測された。 

 

4．考察 

本研究において樹状細胞の心臓における意義に新たな視点が得られたが、樹状細胞とマ

クロファージの分化の振り分けがどのようになされるかについては明確にされておらず、

今後これらの成果をふまえ、心臓樹状細胞とマクロファージの分化機序、心筋炎における

両細胞の役割が明らかにされることが期待される。 

 

5．研究成果の発表 
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Ⅳ 心筋炎・心筋症と免疫に関する研究 

京都大学医学部第三内科 松森 昭 

 

1．研究の目的 

腫瘍壊死因子（TNF）-a、インターロイキン（IL）-1b、IL-6 などの炎症性サイトカイン

は心筋に対し機能異常を惹起する。我々は心筋炎モデル、高血圧性心不全モデルにおいて

これらのサイトカインの病態への関与を報告してきた。そこで、心筋梗塞後の心不全へ移

行する際の炎症性サイトカインの関与とその発現に重要な転写因子である NF-kB について

検索した。次いで肥満細胞（mast cell）について検討した。肥満細胞はヒスタミンのほか、

インターロイキン（interleukin、IL）、腫瘍壊死因子アルファ（TNF-α）、インターフェロ

ンガンマ（IFN-γ）などの各種サイトカイン、キマーゼやトリプターゼなどのプロテアー

ゼ、ヘパリンなど豊富な生理活性物質を産生する。しかしながら、心血管疾患における肥

満細胞の役割についてはほとんど検討がなされていない。そのため、肥満細胞の心血管疾

患における役割を、マウス心筋炎モデルで検索した。 

 

2．研究計画、対象・方法 

10 週齢雄ウイスターラットを麻酔後、左冠動脈走行部を絹糸で結紮し、心筋梗塞モデル

を作成し、(1)定量的 PCR 法による梗塞部、非梗塞部における TNF-a、IL-1b、IL-6 の mRNA

発現、(2)経胸壁的心エコー法による形態の変化、(3)遺伝子発現量と心エコーデータ、心

臓内コラーゲン濃度との相互関係、(4)IL-1b 陽性細胞およびマクロファージの分布、(5)

ゲルシフト法による活性化型 NF-kB の検出、(6)活性化型 NF-kB を認識する抗体による組

織の免疫染色、で検討した。また、マウスウィルス性心筋炎モデルにおける肥満細胞の役

割を免疫学的側面より検討した。遺伝的に肥満細胞を欠失した WBB6-F1W/WV マウスとその

コントロールとして WBB6-F1 +/+マウスに脳心筋炎ウィルス（encephalo-myocarditis 

virus, 以下 EMCV）を腹腔内投与し、1.14 日目までの生存率、2.7 日目の心臓の組織像、

3.5 日目の心臓内のウィルス量、4.心臓内の IL-4、IL-10、IL-12、IFN-γの蛋白量を測定

した。 

 

3．研究成果 

心筋梗塞群では梗塞作成後 1 週より有意な左室内径の拡張を認め（6.9 vs. Sham 8.6mm, 

p<0.05）、この傾向は 20 週まで持続した。1 週後に梗塞部に著明な TNF-a、IL-1b、IL-6 の

mRNA 発現を認めたが、20 週後には非梗塞部にて梗塞部および Sham 群に比し有意に強い発

現を認めた（TNF-a、35 vs. 8 and 9; IL・1b、 31 vs. 5 and 1O; IL-6、 41 vs. 10and 

11％、p<0.05）。この非梗塞部でのサイトカイン mRNA 発現は、8 週、20 週において左室拡

張末期経と有意な相関を示した（TNF-a、r=0.743; IL-1b、r=0.719; IL-6、r=O.713）。ま

た、IL-1b 発現のみが非梗塞部心筋内コラーゲン容積と有意な相関を示した（r=0.86）。1

週後、梗塞部の浸潤細胞において IL-1b が陽性であり、一方 20 週後梗塞部は癒痕化し、残

存細胞に陽性細胞が認められた。さらに非梗塞部の血管内皮、平滑筋細胞、マクロファー

ジが IL-1b 陽性細胞であった。一方、ゲルシフト法により、心筋梗塞後 20 週において非梗

塞部の心筋において非標識オリゴヌクレオチドによって競合される、活性化型 NF-kB が検
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出された。また免疫染色法により、この活性化型 NF-kB は非梗塞部の血管内皮細胞、間質

の浸潤細胞に認められ、上記の IL-1b 陽性細胞において NF-kB の活性化が認められた。肥

満細胞の検討では、W/WV 群は+/+群に比べ、1)生存率は有意に高値であった（10 匹/13 匹 

vs 4 匹/13 匹、p<0.05）。2)壊死、細胞浸潤とも有意に軽度であった（壊死 0.11±0.11 vs 

0.78±0.15、細胞浸潤 0.11±0.11 vs 1.00±0.24；p<O.01）。3)心臓組織中のウィルス量

は、逆に、有意に高値であった（4.40±0.50・105 vs 1.58±0.68 X 105；*P<0.05）。4)3 日

目の心臓組織中の IL-4 は有意に低値であった。また、IL-10 も低値の傾向にあり、IL-12

は逆に高値の傾向であった。また 1.Mast cell1 はウィルス性心筋炎において、ウィルスの

排除には有利に働くものの、組織の炎症を悪化させ、生存率を低下させるものと考えられ

た。2.Mastcell がヘルパーT 細胞サブセットのバランスを Th1 優位に偏位させた可能性が

示唆された。 

 

4．考察 

心筋梗塞後の慢性期において、非梗塞心筋に炎症性サイトカインの発現亢進を認めた。

この非梗塞部の炎症性サイトカインの発現は左室拡張末期径やコラーゲン量と相関するこ

とにより、サイトカイン遺伝子発現が梗塞後のリモデリングと関係するものと考えられる。

また、EMCV によるウィルス性心筋炎マウスモデルの病態形成における各種サイトカインの

役割についてはその全貌を明らかにできたと考えている（T. Shioi et al, Circulation. 

1996;94;2930-2937）。しかしながら、非常に多種類のサイトカインを産生・放出する肥満

細胞とその疾患関与については、アレルギー反応のほかはほとんど解明されて折らず、心

血管疾患における役割については尚更である。今後、本研究を端緒として臨床研究の方面

でも大きく発展するものと期待される。 
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Ⅴ 生体防御からみた心臓の免疫応答に関する研究 

東京大学医学部衛生学 松島綱治 

 

1．研究の目的 

代表的な生活習慣病である動脈硬化症は、わが国の死因において重要な地位を占める虚

血性心疾患、脳血管障害の基盤となる病態であり、その成立、進展機構を明らかにするこ

とは、臨床的にも予防医学的にも極めて重要な課題である。粥状動脈硬化巣（プラーク）

の形成過程は、広い意味で炎症という概念でとらえられ、内皮細胞障害を基本とする組織

損傷に対して、マクロファージ、好中球、リンパ球などの免疫担当細胞の反応が、その発

症の引き金になるものと考えられている。粥状動脈硬化症の初期には血液由来の単球が内

皮細胞に接着し、活性化されたのち血管内皮下に侵入し、マクロファージとなり変性リポ

蛋白を貪食し泡沫化する。この過程には単球の遊走、活性化に関与するケモカインである、

単球走化活性化因子 Monocyte Chemoattractant Protein-1（以下 MCP-1）が重要な役割を

演じることが報告されている。本研究は、動脈硬化進展の分子機構を単球、マクロファー

ジの遊走活性化に関与するケモカイン分子 MCP-1 を中心に明らかにし、新たな治療法への

応用の可能性を検討することを目的とした。 
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2．研究計画、対象・方法 

ヒト末梢血液中の MCP-1 濃度を測定し、動脈硬化危険因子との相関を明らかにすること

を試みた。次に培養細胞を用い、女性ホルモンエストロゲンの MCP-1 産生抑制の分子機構

について検討を行った。また MCP-1 の受容体である CCR2 と結合する分子を酵母 two-hybrid 

system を用い検索し、粥状動脈硬化進展制御のための分子標的となるか否かの検討を行っ

た。 

 

3．研究成果 

動脈硬化危険因子の生理的要因としての、性、年齢の流血中 MCP-1 濃度に及ぼす影響を

検討した。約 400 例での検討の結果、流血中 MCP-1 濃度は、女性に比べ、男性で高値を示

し、男女ともに加齢とともに増加していた。しかし、虚血性心疾患または脳血管障害など

の動脈硬化病変を有する者と、性、年齢を一致させた健常対象者間には有意な差を認めず、

末梢血液中の MCP-1 濃度は動脈硬化病変の有無や程度を評価する指標とはなりえなかった。

エストロゲンが MCP-1 産生を低下させることは既に報告されているが、その分子機構は明

らかにされていない。そこで、ヒト乳癌細胞株 MCF-7 を用い MCP-1 産生に及ぼす、エスト

ロゲンの影響及びその分子機構について検討した。ヒト MCP-1 遺伝子の発現調節領域の塩

基配列は既に明らかにされているが、エストロゲン応答エレメントのコンセンサス配列は

見出されていない。一方、―2,600bp 近傍に 2 ヶ所の NF-κB（Nuclear factor-κB）サイ

ト、Al（-2640/-2632）、A2（-2612/-2603）が認められる。NF-κB は、種々のサイトカイン

類が様々な刺激に応じて発現が上昇する時に重要な役割を演じる転写因子であることが知

られているため、この 2 ヶ所の NF-κB サイトを、Sp-1 サイトを含む近位プロモーター領

域と連結したルシフェラーゼレポーター遺伝子を作成し、IL-1αに対する応答性を検討し

た。このレポーター遺伝子は、IL-1α刺激に反応した活性が上昇するが、IL-1α刺激と同

時に、17β estradiol（E2）を添加すると濃度依存的にレポーター遺伝子の活性は低下し

た。エストロゲンの MCP-1 産生抑制が NF-κB サイトを介したものであることを確認する

目的で、2 ヶ所の NF-κB サイト（Al、A2）をプローブにゲルシフト分析を行うと、E2 にて

処理した核蛋白を用いると、p50/p65 ヘテロダイマーの NF-κB サイトヘの結合は濃度依存

的に低下した。以上の成績よりエストロゲンの MCP-1産生抑制分子機構のひとつとして NF-

κB を介したものであることが明らかとなった。ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞の cDNA ライ

ブラリーを用い、CCR2 の細胞内ドメインを bait とし、yeast two-hybrid システムにより

CCR2 の結合分子の検索を行い、新規遺伝子を得ることに成功した。この分子は CCR2 と結

合するが別のケモカイン受容体である CXCR4 とは結合しなかった。アンチセンス DNA を発

現させこの分子の発現を抑制すると、CCR2 のリガンドである MCP-1 に対する細胞遊走能が

有意に抑制された。すなわちこの分子は、MCP-1 の CCR2 を介した細胞遊走に重要な役割を

担う分子であることが推測され、粥状動脈硬化進展を制御するための分子標的となる可能

性が示唆された。 

 

4．考察 

MCAF/MCP-1 およびその受容体である CCR2 の動脈硬化進展に及ぼす影響を明らかにする
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ことは、動脈硬化における特異的分子標的を明らかにすることにつながり、臨床応用を考

える上で重要である。 
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