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≪研究の概要≫ 

 

我々は動脈硬化進展にかかわる血管内皮障害、血管平滑筋機能障害、血管壁代謝異常な

どの病態を統合した「血管不全」という新たな概念を提唱した。血管不全は危険因子を有

するだけの早期の状態から、不安定プラークや血管石灰化といった末期動脈硬化までの広

い範囲の病態を包括する概念であるが、病態の詳細や分子機構など未知の部分も多い。本

研究事業では 3 名の共同研究者が相互に連携しながら、血管不全の未知の病態、治療に関

する基礎研究および臨床研究を多角的に行った。本研究の結果以下の知見を得た。1)血管

不全時の内皮バリアー機能調節機構における Claudin と Rab の意義が明らかとなった。

2)GLP-1 受容体が参加ストレス抑制を介してアポトーシスを改善することから血管不全の

治療ターゲットとなり得る可能性が示唆された。3) SIRT2 がアンジオテンシンⅡシグナル

の抑制を有して動脈硬化を抑制することがわかった。4)これまでは単なる支持組織にすぎ

ないと考えられてきた血管周囲脂肪組織が、血管機能やリモデリングに影響を及ぼすこと

が示唆され、冠動脈周囲脂肪組織における慢性炎症状態が冠動脈硬化と血管不全の病態生

理に関与していること、そしてこうした慢性炎症が惹起される機序が明らかとなった。こ

れらの研究成果は今後血管不全のバイオマーカーや治療法の開発に役立つと期待される。

5)冠血管形成術後の傷害血管の生理的修復に必須である再内皮化に、骨髄由来の EPC が重

要な役割を持つことが明らかとなり、薬剤溶出性ステントでは EPC の動員が抑えられるた

めに血管修復が遅延し、急性期には抑えられていた炎症反応が遠隔期に再燃し得ることが

示唆された。6) NO センサーカテーテルが将来血管不全の病態把握に有力なモダリティと

なり得ると考えられた。 

血管不全においては、より早期の段階での介入により心血管イベント発症を予防するこ

とが重要であり、本研究の結果が新たな血管不全診断法の確立、血管不全治療法の開発へ

とつながっていくことに期待したい。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

生活習慣病、メタボリックシンドローム症例の臓器障害は、血管機能障害を基盤とする

ことが多い。従来血管障害において内皮機能のみが注目されてきた。しかし、最近の研究

では、血管障害は内皮ばかりでなく中膜平滑筋や血管外膜などに波及することがわかって

いる。我々は、血管全体を一体としてとらえその機能不全を「血管不全」と名付けた。本

研究においては、血管不全の病態解明を行い、治療戦略を検討する。われわれの提唱した

「血管不全」の概念は現在世界的に受け入れられつつある。本研究では、基礎的検討、特

に、血管不全における内皮細胞バリアー機能調節の分子機構の解明、冠血管形成術後の再

狭窄の機序や粥状動脈硬化の分子機序、特に血管周囲組織に認められる細胞の性状や遺伝

子発現を検討する。また、その過程における外膜における血管新生を最新のイメージング

技術を用いて観察する方法を検討する。さらに肥満状態での血管外周囲脂肪組織における

遺伝子発現、細胞浸潤を探索するとともに血清や手術標本といった臨床症例、臨床材料を

用いて血管不全の予知因子の開発の手掛かりを探る。また冠血管形成術による傷害後の修

復過程で、骨髄由来血管内皮前駆細胞の分化による再生内皮の機能が重要であることが示

唆されている。冠血管形成術後の骨髄由来血管内皮前駆細胞の動員と傷害血管の修復過程

との関係を検討し、特に薬剤溶出性ステントの問題点を明らかにする。 

本研究では、血管不全の病態を基礎的ならびに臨床的に検討し、血管不全の評価技術の確

立ならびに血管不全を標的とした介入手段の開発を目指す。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

1  血管不全における細胞バリアー機能調節の分子機構の解明(野出) 

はじめに、血管不全における内皮バリアー機能調節機構を Claudin 蛋白に注目して検討

した。特に血管不全を惹起する液性因子・機械的傷害の影響を解析した。Claudin 局在な

らびにその Rab による調節機構、血管不全惹起因子による Claudin 局在ならびに内皮細胞

バリアー機能への影響、不全血管における Rab の発現ならびに Claudin の局在に関して検

討を行った。次に GLP-1 アナログであるリラグルチドに心筋保護作用、血圧低下作用が報

告されていることから、リラグルチドの血管不全に対する効果を検討した。血管内皮細胞

におけるリラグルチドの抗酸化・抗炎症作用の解明を目的に、ヒト臍帯静脈内皮細胞に TNF
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αを投与し、リラグルチドの効果発現の機序を生化学的手法で解析した。最後に新規の動

脈硬化発症・進展機構を明らかにするために、血管細胞及び免疫細胞に発現し細胞機能制

御に関与する、クラス III ヒストン脱アセチル化酵素 SIRT2 に着目した。クラス III ヒス

トン脱アセチル化酵素である SIRT には、SIRT1-7 の 7 種のアイソフォームが存在する。内

皮細胞、血管平滑筋細胞及び動脈硬化病変における SIRT の発現を確認し、内皮細胞遊走や

平滑筋細胞の細胞死への SIRT の関与が報告されていることから、血管細胞 SIRT の動脈硬

化への関与が示唆される。本研究では SIRT ファミリーのうち特に SIRT2 に着目し、その血

管細胞及び免疫細胞の生存・細胞死・炎症調節における役割を検討した。 

 

2  血管不全における血管外周囲組織の細胞性状、遺伝子発現の検討(佐田) 

まず血管のホメオスターシス維持と病変形成過程における、血管周囲脂肪組織の役割につ

いて検討した。痩せたマウスの血管外膜周囲脂肪組織を、残した場合と除去した場合で、

血管傷害を加えて病変形成の程度を比較検討した。また、痩せたマウスならびに肥満した

マウスの皮下脂肪ならびに内臓脂肪を血管周囲に移植して、内腔傷害後の病変形成に及ぼ

す影響を検討した。次いで動脈硬化病変のために冠動脈バイパス手術(CABG)を行う患者の

冠動脈周囲脂肪組織を採取し、脂肪組織における炎症状態と冠動脈病変の関連性について

検討を行った。待機的開胸手術時に、書面による同意が得られた冠動脈疾患患者 38 名、非

冠動脈疾患患者 40 例の心臓周囲ならびに皮下脂肪を採取した。心臓周囲脂肪組織量は、64

列 CT スキャンスライスでの脂肪組織の面積を積算して算出した。皮下脂肪と内臓脂肪量は

臍の高さの CT 像から算出した。CD68、 CD11c、 ならびに CD206 陽性細胞は免疫染色像か

らカウントした。サイトカインとアディポサイトカインの発現量は、定量的リアルタイム

PCR によって定量化した。最後に、循環器疾患で入院した患者において、冠状静脈洞とバ

ルサルバ洞で採血し、各種サイトカイン、炎症惹起因子のスクリーニングを行った。次に、

臨床研究において明らかになった「冠動脈疾患における HMGB1 上昇」の意義を基礎的研究

で検討した。In vitro において、HMGB1 と CpG-ODN (CpG モチーフを含む短鎖の合成オリ

ゴデオキシヌクレオチド)を用いて、マクロファージの活性化作用を調べた。また、HMGB1

と CpG-ODN の受容体と考えられる TLR9 の欠損マウスに wire を用いた血管傷害を加えて、

炎症、病変形成の程度を野生型マウスと比較した。また、骨髄移植を行い、HMGB1/TLR9 経

路が慢性炎症を惹起する機序の解明に取り組んだ。 

 

3  冠血管形成術後の傷害血管修復機転の解明(井上) 

血管不全の病態解明へのアプローチとして、冠動脈ステント術後の傷害血管の修復過程

に着目した検討を行った。特に、薬剤溶出性ステント(DES)における血管修復遅延過程を明

らかにした。まず、幹細胞の血管内皮様細胞および血管平滑筋様細胞への分化に対する薬

剤による抑制効果を、DES に用いられる薬剤であるシロリムス、ゾタロリムス、エベロリ

ムスの 3 薬で比較した。健常人から採取した末梢血幹細胞を、VEGF を含む内皮メディウム

および PDGF を含む平滑筋メディウム上で培養した。1 週間の培養で幹細胞の CD31 陽性血

管内皮様細胞、α-SMA 陽性血管平滑筋様細胞への分化を観察、培養時にシロリムス、ゾタ

ロリムス、エベロリムスの 3 薬を添加した際の血管内皮様細胞、血管平滑筋様細胞への分

化の抑制度を定量評価した。次に冠動脈ステント術施行例で術前、術後 7 日目に患者の末
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梢血を採取し、骨髄由来血管内皮前駆細胞(EPC: CD34+/CD133+/CD45low 細胞)数をフロー

サイトメトリーで測定し、その変化をベアメタルステント(BMS)および第二世代の DES であ

るゾタロリムス溶出性ステント(ZES)、エベロリムス溶出性ステント(EES)の各ステント間

で比較した。ステント術後遠隔期に光干渉断層法(OCT)によりステントストラット表面の内

膜被覆を観察し、各ステント間で比較した。ステント術後遠隔期に再狭窄を来さなかった

症例でルミネックスマイクロアレイシステムを用いて各種炎症マーカーを測定し、BMS と

DES とで比較した。また、アテレクトミー(DCA)で切除後保存されていたステント再狭窄病

変の免疫組織学的検討や、ステント後の剖検例でステント移植部位の病理組織学的検討を

行った。最後に、NO センサーカテーテルの開発が進み、上腕動脈内留置により臨床例での

血管内 NO 動態の観察を実施した。NO センサーカテーテルは NO 透過膜が電極にコーティン

グされたセンサーが先端に設置されており、NO の濃度変化に応じて電位の変化が感知でき

る仕組みになっている。橈骨動脈アプローチにてバルーン付ワイヤーガイド下に本カテー

テルを右上腕動脈に留置し、バルーン拡張によりカテーテル先端より近位部で血流を 5 分

間遮断、さらに遮断解除 2 分後までの NO 動態を観察した。 

 

Ⅲ 研究成果 

1  血管不全における細胞バリアー機能調節の分子機構の解明(野出) 

血管不全時の内皮バリアー機能調節機構における Claudin と Rab の意義が明らかとなっ

た。TNFα投与により上昇した活性酵素が、リラグルチドを投与することにより低下した。

リラグルチド投与により、酸化ストレスの主な源であるNADPH oxidaseの上昇が抑制され、

抗酸化酵素である SOD-2、カタラーゼ、GPx などが増加した。また、PKCαは TNFα投与数

分以内に細胞膜上へ translocation したが、リラグルチドはそれを抑制した。さらにリラ

グルチドは NFκB 活性を抑制し、その上流である IKKα/βのリン酸化をも抑制した。加え

てリラグルチドは TNFα誘導性の PTX3 の発現を低下させ、アポトーシスを減少させた。リ

ラグルチドは PKCαの活性を抑制し、NADPH oxidase の活性を抑制し、酸化ストレスを減少

させた。また、NFκB シグナリングを抑制し、最終的に内皮細胞の炎症やアポトーシスを

減少せしめると考えられた。結論としてリラグルチドは血管内皮細胞において、酸化酵素

の抑制、抗酸化酵素の上昇、NFκB の抑制及び炎症マーカーやアポトーシスの抑制など、

抗酸化作用と抗炎症作用を有することが明らかとなった。血管内皮細胞において SIRT2 が

アンジオテンシン II による細胞骨格再構築を介した細胞遊走、機械的進展による細胞骨格

再構築、アンジオテンシン II による血管内膜肥厚に関与することが明らかとなった。した

がって、血管細胞において、SIRT2 はアンジオテンシン II のシグナル伝達分子であると考

えられ、SIRT2 の薬理学的・遺伝学的機能抑制がアンジオテンシン II シグナルの抑制を介

して動脈硬化を抑制する可能性が示唆された。次いで動脈硬化に重要な役割を果たす内皮

細胞生存・細胞死、血管平滑筋細胞の増殖・遊走、免疫細胞（マクロファージ・T リンパ

球）活性化への SIRT2 の関与を遺伝子導入による機能獲得、遺伝子ノックダウンによる機

能喪失により検討した結果、SIRT2 の遺伝子を導入した血管内皮細胞の生存率の低下が認

められたことから、SIRT2 が血管内皮細胞において細胞死を促進することが示唆された。 

 

2  血管不全における血管外周囲組織の細胞性状、遺伝子発現の検討(佐田) 
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痩せたマウスにおいて大腿動脈の周囲脂肪組織を除去したところ、血管傷害後の内膜増

殖が加速された。痩せた別のマウス由来の皮下脂肪を移植すると、病変形成は内因性の血

管周囲脂肪組織がある場合と同程度まで抑制された。一方、太ったマウスの内臓脂肪を移

植すると逆に病変形成は加速された。心臓周囲脂肪組織における炎症性サイトカインの発

現は、冠動脈疾患では亢進していた。しかし皮下脂肪に関しては、冠動脈疾患患者と非冠

動脈疾患患者では差がなかった。冠動脈疾患患者では、CD11c陽性 M1マクロファージ、CD206

陽性 M2 マクロファージともに浸潤数が増加していた。この M1/M2 の相対比は、冠動脈病変

の重症度スコアである Gensini score と、有意な正の相関が認められた。冠動脈疾患患者

の冠状静脈洞採血において、HMGB1 の濃度が亢進していた。特に、急性心筋梗塞、不安定

狭心症患者において、健常者の 10 倍程度の上昇が認められた。次にその病態生理学的意義

を明らかにするため、遺伝子欠損マウスを用いた実験を行った。wire 傷害後の血清 HMGB1

濃度は、傷害直後には上昇せず、4 日目に高値となった。抗 HMGB1 中和抗体は、血管傷害

後の新生内膜増殖を有意に抑制した。また、傷害血管局所への HMGB1 投与は、TLR9 を刺激

し、血管外膜周囲のマクロファージの浸潤と新生内膜形成を増悪することがわかった。

C57BL/6 と TLR9 欠損マウスを用いて骨髄移植実験を行ったところ、骨髄由来細胞における

TLR9 が新生内膜形成に重要であることが明らかとなった。また、C57BL/6 と TLR9 欠損マウ

スから単離した腹腔内マクロファージに対して、HMGB1 と CpG-ODN との共刺激を行ったと

ころ、HMGB1-DNA 複合体シグナルが TLR9 を介して相乗的に炎症反応を惹起した。 

 

3  冠血管形成術後の傷害血管修復機転の解明(井上) 

ヒト末梢血幹細胞を VEGF を含む内皮メディウムおよび PDGF を含む平滑筋メディウム上

で培養したところ、1 週間の培養でそれぞれ CD31 陽性血管内皮様細胞、α-SMA 陽性血管平

滑筋様細胞へと分化した。培養時にシロリムス、ゾタロリムス、エベロリムスの 3 薬を添

加した(0.01, 0.1, 1 nM)ところ、コントロール(100%として)に比べ血管内皮様細胞への分

化はシロリムス(各容量 28%, 19%, 2%)、ゾタロリムス(34%, 23%, 7%)、エベロリムス(44%, 

47%, 4%)の順に抑制され、血管平滑筋様細胞への分化はシロリムス(10%, 7%, 3%)、エベロ

リムス(26%, 12%, 4%)、ゾタロリムス(29%, 19%, 11%)の順に抑制された。これらの結果か

ら第一世代の DES に比べ、第二世代の DES は幹細胞の血管内皮様細胞、血管平滑筋様細胞

への分化の抑制は軽度と考えられた。また本結果からはZESに比べEESの方が再狭窄予防、

再内皮化ともに優れる可能性が示唆された。38 例で冠動脈ステント術前、術 7 日後の EPC

を観察できた。7 日後の EPC 数の変化率は BMS(n=15)、ZES(n=9)、EES(n=14)の各群でそれ

ぞれ 74±59%、13±55% (P<0.05 vs BMS)、1±40% (P<0.001 vs BMS)であった。これら 38

例中 17 例で、遠隔期に OCT によるステント表面の新生内膜被覆化が評価できた。内膜非被

覆化率は BMS(n=5)、ZES(n=6)、EES(n=6)の各群でそれぞれ 2.4±4.0%、2.6±1.9%、41.6

±25.6% (P<0.001 vs BMS)であった。さらに 7 日目の EPC 数の変化率と新生内膜非被覆化

率との間には負の相関 (R=0.42, P<0.05)が見られた。以上の結果からステント移植後の

EPC の動員がその後の傷害血管修復機転に必須である再内皮化に重要な役割を持つことが

示唆された。また BMS に比べ第二世代の DES でもステント後の血管修復は障害されるが、

ZES よりは EES の方が優れる可能性が示唆され、培養実験での検討結果とは一致をみなか

った。いずれにせよ両結果から第二世代といえども DES 留置後の傷害血管の修復過程に問
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題があることが明らかとなった。ステント移植後遠隔期の炎症マーカーを DES 群 54 例と

BMS 群 51 例で比較すると、DES 群では BMS 群に比べ IL-6 値≥2.22 pg/mg の例が有意に多く

(21 vs 4%, p=0.003)、IL-8 値も高値を示した(4.51±2.40 vs 3.84±1.34 pg/ml, P=0.015)。

DES群のうちシロリムス溶出性ステント(SES: n=8)、ZES(n=36)、EES(n=21)の比較ではIL-6、

IL-8 とも差はなかった。本結果から再狭窄を免れた場合でも DES の場合、BMS と比べ遠隔

期に炎症反応が再燃し、それは第二世代の DES においても同様と考えられた。DCA 標本に

おける免疫組織学的検討では、BMS 後再狭窄病変に比べ DES 後再狭窄病変では CD45 陽性 T

リンパ球、CD68 陽性マクロファージの集簇が著明であり、このことからも DES における遠

隔期の炎症反応再燃が示唆されるとともに、BMS と DES とでは再狭窄機序が異なる可能性

が考えられた。剖検例において EES 移植部位の病理組織像を観察すると、ストラット近傍

の潰瘍形成に加え、マクロファージや巨細胞などの炎症細胞浸潤、巨細胞によるポリマー

の貪食像、新生血管など高度な炎症性変化が認められた。本結果から、第二世代の DES で

ある EES といえども、遠隔期に移植部位局所で炎症反応が再燃しうることが明らかとなっ

た。NO センサーカテーテルの臨床応用は 2 例で実施できた。第 1 例目の 69 歳男性例では、

バルーンによる血流遮断後一過性に NO 濃度は上昇(53nM から最大 72nM)、前値に復した後

遮断解除後再び上昇(50nM から最大 58nM)した。本例の上腕動脈における FMD は 6.2%であ

った。第 2 例目は 61 歳男性例で、血流遮断から遮断解除後までの経過中 NO 濃度の変化は

みられなかった(80-81 nM)。本例の FMD は 2.6%であった。以上の結果から、血管内皮機能

によって虚血-反応性充血時の NO 動態が異なる可能性が示唆された。本カテーテルの有用

性に関しては今後、ブタを用いた冠動脈での検討を行う予定である。 

 

Ⅳ 考察 

本研究では血管不全の病態を明らかにし、治療戦略を検討する目的で、3 名の共同研究

者が相互に連携しながら、多角的に基礎研究および臨床研究を行った。その結果、血管不

全時の内皮バリアー機能調節機構における Claudin と Rab の意義や、SIRT2 がアンジオテ

ンシンⅡシグナルの抑制を有して動脈硬化を抑制することが明らかとなり、GLP-1 受容体

が酸化ストレス抑制を介してアポトーシスを改善することから、血管不全の治療ターゲッ

トとなり得る可能性が示唆された。また、これまでは単なる支持組織にすぎないと考えら

れてきた血管周囲脂肪組織が、血管機能やリモデリングに影響を及ぼすこと、特に冠動脈

周囲脂肪組織における慢性炎症状態が冠動脈硬化と血管不全の病態生理に関与しているこ

と、そしてこうした慢性炎症が惹起される機序が明らかとなった。これらの研究成果は今

後血管不全のバイオマーカーや治療法の開発に役立つと期待される。さらに、冠血管形成

術後の傷害血管の生理的修復に必須である再内皮化に、骨髄由来の EPC が重要な役割を持

つことが明らかとなり、薬剤溶出性ステントでは EPC の動員が抑えられるために血管修復

が遅延し、急性期には抑えられていた炎症反応が遠隔期に再燃し得ることが示唆された。

また開発が進んでいる NO センサーカテーテルは、将来血管不全の病態把握に有力なモダリ

ティとなり得ると考えられる。 

血管不全は、高血圧・糖代謝異常・脂質代謝異常などの危険因子を有するだけの早期の

状態から、不安定プラークや血管石灰化といった末期動脈硬化までの広い範囲の病態を包

括する概念である。動脈硬化の、より早期の段階での介入により、心血管イベント発症を
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予防することの重要性から生まれた概念でもある。本研究事業の成果が血管不全の病態把

握のための新規診断法の確立、新規治療法の開発への応用につながることを信じてやまな

い。 

 

最後に、本研究事業に貴重なご支援を賜りました公益財団法人車両競技公益資金記念財

団にこの場をお借りして深謝申し上げます。 
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