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≪研究の概要≫ 

 

動脈硬化の発症と進展に関与する新規メカニズムの探索と治療法開発は、急速に進む高

齢化社会を迎えている日本において重要な課題である。本研究では以下のアプローチによ

って動脈硬化症の発症と進展に係わる新しいメカニズムを探索し、それを実際の治療に応

用する戦略開発を目指した。 

第一に、動脈硬化病変の外膜で増殖する外膜微小血管(Vasa vasorum, VV)に着目し、VV

の機能および動脈硬化病変調節機構を明らかにすることにより、VV 増殖の調節を標的とし

た新しい動脈硬化病変治療法の開発を目指した。脂肪組織移植モデルを用いた検討により、

外膜微小血管の増殖には移植した脂肪組織に含まれる血管細胞が関与する可能性が示唆さ

れた。またスラミンが、この外膜微小血管増殖抑制作用を持つこと、その機序としては多

様な成長因子抑制作用を介していることを明らかにした。 

 第二に、動脈硬化の発症と進展における炎症の関与について、インフラマソーム活性化

の観点から解明すべく、その可視化の系を作成したが、以後の検討に供するには不十分に

留まった。一方、脂肪組織における慢性炎症に肥大化した脂肪細胞の細胞死がどのような

メカニズムで関与しているかを検討し、遊離核酸を増加させ、マクロファージ TLR9 を活性

化させることで、脂肪組織の慢性炎症を惹起し、インスリン抵抗性の発症に関与すること

を明らかにした。 

 最後に、コレステロール低下療法による動脈硬化性心血管疾患予防の有効性・安全性規

定因子探索を、脂質代謝系指標に加え、それ以外の代謝系指標へ拡大を試みた。また動脈

硬化病変に形成される血栓に対する治療薬への反応性規定因子の探索を目指した。その結

果、多因子疾患である動脈硬化治療に対する反応性は、生活習慣に代表される環境因子と

遺伝子多型で規定された遺伝素因の相互関係によって説明できることがワルファリンにお

いて明らかとなった。また薬物療法に伴う有害事象規定因子に人種特異的な免疫関連遺伝

素因が関わる可能性が示唆された。さらには、古典的動脈硬化危険因子である耐糖能異常

と酸化ストレスの関係が、終末糖化産物を介する新しい可能性が示唆された。 

本研究の成果は、動脈硬化の発症と進展に関わる新しい治療ターゲットとして今後の発

展が期待される。 

 

 



3 
 

梶波 康二   金沢医科大学医学部   研究のデザインと統括、臨床的検討  

        循環器内科学教授  

佐田 政隆   徳島大学ヘルスバイオ    動脈壁と周囲脂肪組織における慢性炎症  

サイエンス研究部    の可視化と病態解明  

循環器内科学教授    

田中 君枝  東京大学                動脈硬化病変における外膜微小血管の画像  

保健・健康推進本部    化と機能の解明  

助教  

 

研究報告  

 

Ⅰ 研究目的  

 日本では、生活習慣の欧米化と高齢者人口の急増ともに、動脈硬化性心血管疾患が増加

している。またその発症により以後の生活の質が大きく損なわれることから、その病態の

解明と有効な予防法ならびに治療法の確立は大きな社会課題である。その中で、コレステ

ロールに代表される古典的危険因子のみでは説明のつかない未知のメカニズム探索が、動

脈硬化症の克服に向けてのブレークスルーと期待される。本研究は、従来のわれわれの研

究成果を踏まえ、以下のアプローチによって動脈硬化症の発症と進展に係わる新しいメカ

ニズムを探索し、それを実際の治療に応用する戦略開発を目指すものである。 

第一に、動脈硬化病変の外膜で増殖する外膜微小血管(Vasa vasorum, VV)に着目した。

動脈硬化病変の進展に伴い血管外膜に VV の増殖が生じることが古くから指摘されており、

血管外膜側からプラーク内に侵入して病変の拡大や不安定化に関与すると考えられている。

VV の機能および動脈硬化病変調節機構を明らかにすることにより、VV 増殖の調節を標的

とした新しい動脈硬化病変治療法の開発を目指す（田中）。 

 第二に、動脈硬化の発症と進展における炎症の関与について、インフラマソーム活性化

の観点から解明するため、まずその可視化を試みた。in vitro ならびに in vivo でイメー

ジングを行うとともに、動物実験で得られた成果の臨床的意義を、臨床材料を用いた検討

への展開を目指す（佐田）。 

 最後に、コレステロール低下療法による動脈硬化性心血管疾患予防の有効性・安全性規

定因子探索を、脂質代謝系指標に加え、それ以外の代謝系指標へ拡大を試みる。また動脈

硬化病変に伴って形成される血栓の治療薬である抗凝固療法への反応性規定因子の探索を

目指す。のみならず、動脈硬化の病態に関わる酸化ストレスについて、新たな高感度測定

法の臨床的有用性の検討を目指す（梶波）。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法  

１．動脈硬化における外膜微小血管の画像化と機能の解明 （田中）                

１）マウスの腹部大動脈周囲に別のマウスの脂肪組織を移植するモデル作成についてマウ

スの側腹部皮膚を切開し背側から腹部大動脈に到達し脂肪組織を移植する手法を試みた。 

２）高脂食を投与した高齢 ApoE 欠損マウスの大腿動脈をトマトレクチン潅流染色による

血管内皮細胞染色後に観察し、外膜微小血管増殖を伴う動脈硬化病変の発症メカニズムを
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検討した。 

 

２．血管壁ならびに周囲脂肪組織における慢性炎症の可視化と病態解明 （佐田）          

１）血管壁と血管周囲脂肪組織における慢性炎症の起点となるインフラマソームの活性化

を 可 視 化 す る た め 、 イ ン フ ラ マ ソ ー ム 活 性 化 に よ っ て 生 ず る Caspase1 (ICE, 

Interleukin-1β変換酵素) 活性化について FRET 現象を用い可視化する系の作成を目指

した。 

２）Caspase-1 が活性化した細胞はアポトーシスを生じて死亡するという知見にヒントを

得て、肥満によって脂肪組織で慢性炎症が惹起されるメカニズムの解明を試みた。すなわ

ち、インスリン抵抗性の発症要因として注目されている脂肪組織におけるマクロファージ

を中心とした慢性炎症は肥大化した脂肪細胞の細胞死が関与して惹起される。未解明なそ

のメカニズムとして、障害を受けた脂肪細胞から遊離した DNA がマクロファージ TLR9

を活性化し、脂肪組織の炎症に関与するとの仮説をたて検証した。    

 

３．動脈硬化治療反応性規定因子の探索 （梶波）                        

１）動脈硬化性心血管疾患治療に頻用される抗凝固薬ワルファリンの薬効に及ぼすビタミ

ンＫ摂取量の影響を、栄養薬理遺伝学的手法を用いて検討した。またそのメカニズム解明

のため、ビタミン K 吸収に関わる腸管上皮トランスポーターNPC1L1 の機能的遺伝子多型

の関与を検討した。 

２）抗動脈硬化治療の一つであるコレステロール低下療法、特にスタチン治療継続困難例

について、特に筋障害発症例の集積を全国 9 大学との共同研究チームとして集積し、その

遺伝素因ならびに臨床所見を探索した。 

３）欧米で行われたスタチンによる動脈硬化性心血管疾患予防効果を検討する大規模臨床

研究サンプルを用いて候補遺伝子アプローチにて検討を行った。 

４）冠動脈疾患患者の病態、さらには治療反応性を予測するためのバイオマーカー候補と

して、酸化ストレスの高感度測定法、ならびに終末糖化産物(AGE)の新規測定法を用いて、

24 時間連続血糖測定による血糖変動指標との関係を検討した。また同方法を動脈硬化性心

血管疾患の対照群として頻脈性不整脈患者において検討した。 

 

Ⅲ 研究成果  

１．動脈硬化における外膜微小血管の画像化と機能の解明 （田中）                

１）GFP マウスの腹部大動脈周囲脂肪組織を、野生型マウス（C57 マウス）の腹部大動脈

周囲に移植し、3 週間後に青色光下に実体顕微鏡で観察したところ、GFP 脂肪組織の生着

が確認できた。GFP マウスの腹水から採取した炎症細胞を別のマウスの腹部大動脈周囲に

留置するモデル作成も検討し、注入 6 週後の時点で腹部大動脈周囲組織のパラフィン包埋

切片において GFP 陽性細胞の生着を確認した。 

次に、GFP マウスの精巣上体脂肪組織を、高齢 ApoE 欠損マウスの大腿動脈周囲および、

若年 ApoE 欠損マウスの部分結紮（頸動脈分岐部より頭側を、上甲状腺動脈を残して結紮）

した総頸動脈周囲に移植し、一定期間飼育の後、トマトレクチン潅流による血管内皮細胞

染色を行い、血管と周囲組織を採取し組織切片を作成した。蛍光二重免疫染色を行い観察
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したところ、頸動脈には新生内膜が形成され外膜微小血管は増殖し、一部は GFP 陽性で、

移植した脂肪組織由来と考えられた。新生内膜内微小血管にも、GFP 陽性細胞が認められ

た。 

ApoE-/-マウスの頸動脈を部分結紮して８週後に観察したところ、著明な新生内膜形成を

認めたが、外膜微小血管は少数認めるのみであった。一方、部分結紮した総頸動脈周囲に

別の ApoE-/-マウスから採取した精巣上体脂肪組織を移植したところ、病変の大きさ(内膜

/中膜比)は部分結紮のみの群と同等であったが、外膜微小血管密度は明らかな増加を認め

た。この結果と、上記の GFP マウスの巣上体脂肪組織を移植した実験から得た結果より、

このモデルにおける外膜微小血管の増殖には移植した脂肪組織に含まれる血管細胞が関与

する可能性が考えられた（American Heart Association Scientific Session 2015 にて報告）。

また、血管外膜増殖と炎症細胞集積が動脈硬化を拡大させる機序を検討するモデルとして、

GFP マウスの腹水から採取したマクロファージを 34 週齢の ApoE-/-マウスの腹部大動脈

外膜に留置して炎症細胞が外膜に集積した状態を作成し、高脂食を投与し 10 週後に観察

したが、病変形成は認められなかった。  

２）40 週齢 ApoE 欠損マウスの右大腿動脈周囲に、ポリ乳酸と混合して徐放化したスラミ

ンを留置し（左大腿動脈周囲には gel のみを留置）、10 週間後に採取して比較したところ、

スラミン投与側で動脈硬化病変の形成および外膜微小血管増殖が抑制されており、病変形

成が修飾される可能性が示唆された。また同じく 40 週齢 ApoE 欠損マウスの大腿動脈を

免疫染色にて観察したところ、血管新生因子 b-FGF の他、プリン受容体 P2Y6 や平滑筋細

胞増殖因子 PDGF の発現も認め、スラミンの多様な成長因子抑制作用の影響が考えられた。 

 

２．血管壁ならびに周囲脂肪組織における慢性炎症の可視化と病態解明 （佐田）          

１）青色蛍光タンパク CFP と黄色蛍光タンパク YFP を結合した FRET コンストラクトを

作成し、その感度、特異度を確認した。蛍光タンパクとして FRET 効果が最大となるアミ

ノ酸配列を決定するとともに、同配列を二個ならびに三個含むタンパク質では、発光スペ

クトラムが黄色から青色に変化することを確認した。次に、この配列を三個含むタンパク

を発現するプラスミドを RAW264.7 細胞にトランスフェクションし、stable line を６株

樹立し、LPS２時間刺激後の ATP 負荷にて 30 分後には 425nm レーザー光励起で放出光

が同定可能であり、Caspase1 活性化の可視化に成功した。  

引き続き、青色蛍光タンパク CFP と黄色蛍光タンパク YFP を Caspase1 の認識配列で

あるアミノ酸配列 YEVDGW を含んだリンカーによって結合した FRET コンストラクトを

作成し、大腸菌に発現させた遺伝子組み換えタンパクを用いて、in vitro 実験を繰り返し

た。当初の実験は成果が不十分であったため方針を転換し、proIL-1βをセンサーにして、

切断をうけると蛍光物質 cp173Venus が核に移行するようなコンストラクトを作製した。

しかし、このコントラストを強制発現させるだけで、無刺激下においても細胞毒性がある

ことが判明した。そのため、pro-IL1βの生理活性を欠損させて、インフラマソーム結合能

だけあるコンストラクトを各種作製したところ、N27-N116 までに毒性部位があることが

判明した。切断部位は N27 と N116 であるため、毒性を欠如したコンストラクトでは、

pro-IL1βをセンサーに使用できないことが判明した。そこで、doxycycline により発現を

誘導することが可能な pTetOne Vector にコンストラクトをサブクローニングするととも
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に、マクロファージ系 Cell line RAW264.7 細胞にトランスフェクションして、stable cell 

line 樹立を目指した。              

２）高脂肪食負荷(HFD)下の肥満野生型（WT）マウスは、非肥満マウスに比べて、血漿

中の ssDNA などの遊離核酸量が有意に多かった。障害脂肪細胞とマクロファージの相互

作用に TLR9 が関与するかどうかを検討するため、WT と TLR9 欠損マウス（TLR9KO）

から単離したマクロファージを、TNF-αの存在下で培養した脂肪細胞の培養上清で刺激し

たところ、WT マクロファージにおいて、MCP-1 の発現が有意に増加した。培養上清から

抽出した遊離核酸も、WT マクロファージからの MCP-1 の発現を増加させた。生体内に

おける TLR9 の役割を検討するため、TLR9KO マウスと WT マウスに HFD を行ったとこ

ろ、内臓脂肪重量には差を認めなかったが、TLR9KO マウスでは、脂肪組織におけるイン

スリン感受性遺伝子の発現が高く、逆に炎症の程度は低かった。また、TLR9KO マウスは

WT マウスに比べて、インスリン感受性が高かった。さらに TLR9 特異的阻害オリゴヌク

レオチドの投与は、HFD 下の WT マウスのインスリン感受性を改善させた。以上より、

肥大化した脂肪細胞の細胞死は、遊離核酸を増加させ、マクロファージ TLR9 を活性化さ

せることで、脂肪組織の慢性炎症を惹起し、インスリン抵抗性の発症に関与することが明

らかとなった。 

 

３．動脈硬化治療反応性規定因子の探索 （梶波）                        

１）ワルファリン反応性の個人差におけるビタミン K 摂取量の影響は、ビタミンＫ代謝関

連遺伝子(VKORC1)における機能的高頻度多型（－1639A/G）変異アレル保有者が、非保

持者より有意に大きいことが明かとなった。またビタミン K 吸収には小腸上皮に発現する

コレステロール吸収トランスポーターNPC1L1 が関与するとの知見に着想を得て、

VKORC１遺伝子多型との相互関係を検討したところ、VKORC1－1639A/G 多型変異アレ

ル保有者でのみ、rs2071183 多型野生型アレル G のホモ接合体(NPC1L1 活性が高く吸収

能が高いと報告されている)でビタミン K 摂取量が有意に低値を示した。 

２）筋障害を理由にスタチン投与困難となった本邦例について候補遺伝子アプローチ法に

て関連遺伝子多型（SNP）の探索した結果、スタチン代謝に関連したトランスポーターを

始め、欧米人で有意な関係が報告された遺伝子多型の寄与は少なく、代わってアジア人に

頻度の高い HLA 遺伝子型が発症に関与することが明かとなった。現在ゲノムワイド連鎖

解析を行い一次結果の解析へ展開している。 

３）欧米におけるスタチンを用いた大規模臨床試験である PROSPER 研究において、余剰

コレステロール引き抜きに関与する ABCA１遺伝子多型がスタチンによる動脈硬化性心血

管イベント予防の有効性に有意に影響する、すなわち薬効規定因子であることを見出した。 

４）糖尿病非合併冠動脈硬化症患者において、高感度測定法を用いて検討した酸化ストレ

スマーカーであるニトロチロシン血中濃度が、疾患重症度と相関すること見出した。経口

ブドウ糖負荷試験や HbA1c では捉えることのできない血糖変動指標が、冠動脈硬化症の

臨床的重症度と強く相関し、酸化ストレス指標ならびに終末糖化産物(AGE)がその病態に

関わっていることも併せて見出した（論文投稿中）。また動脈硬化性心血管疾患の対照群と

して検討した頻脈性不整脈患者において、酸化ストレス指標が、アミノ酸代謝（グルタミ

ン酸ならびにタウリンの血中濃度）と有意に相関することを見出した。 
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Ⅳ 考察  

１．動脈硬化における外膜微小血管の画像化と機能の解明 （田中）                

 動脈硬化病変では、病変の拡大に伴い外膜 VV が増殖し、外膜側から病変内に侵入して、

炎症細胞などを送り込む導管となる。また最近では、血管周囲脂肪組織から分泌される生

理活性物質も、外膜 VV を介して動脈硬化病変に作用する可能性が示唆されている。動脈

硬化モデルマウスの自然発症病変では明らかにできなかったが、頸動脈部分結紮モデルと

血管外膜脂肪移植モデルを併用して観察したところ、GFP 陽性の血管外膜 VV を認めた。

頸動脈部分結紮モデルのみでも著明な病変形成は認められたが、脂肪移植を行うと VV 増

殖が増強されたことも合わせて、血管周囲脂肪組織中の血管細胞が VV 増殖に関与すると

考えられた。また、スラミン局所投与により VV 増殖および病変進展の抑制を認めたこと

から、薬剤の局所投与が動脈硬化の新たな治療法となる可能性があると考えられた。 

  

２．血管壁ならびに周囲脂肪組織における慢性炎症の可視化と病態解明 （佐田）          

慢性炎症の起点となるインフラマソームの活性化を Caspase1 活性で評価する系の確立

を目指した。様々な実験を繰り返し、細胞内で Caspase1 活性をモニターするためには、

proIL-1βをセンサーに使用するしか方法がないことが判明したが、proIL-1βは強制発現

すると毒性があり細胞死がおこることが判明した。そこで、doxycycline により発現を誘

導することが可能な Tet On システムを利用して stable cell line を樹立しようとした。

しかしその時、東京大学薬学部のグループから、Caspase-1 が活性化した細胞はアポトー

シスを生じて死亡するという論文が出版された（Liu et al. Cell Rep. 2014;8:974-982.）。

当初、予定していた低強度の Caspase1 活性化を可視化することが不可能であることが判

明した。三年間様々な方法を試し奮闘したが、本プロジェクトは中断せざるを得なかった。 

そこで、方向転換して、肥満によって脂肪組織で慢性炎症が惹起されるメカニズムの解

明に取り組むことにした。肥大化した脂肪細胞の細胞死は、遊離核酸を増加させ、マクロ

ファージ TLR9 を活性化させることで、脂肪組織の慢性炎症を惹起し、インスリン抵抗性の

発症に関与することを明らかにすることができた。近年、動脈硬化やメタボリックシンド

ロームは慢性炎症が原因としてとらえられているが、生活習慣病で何故、無菌的慢性炎症

が脂肪組織や血管壁で生じるか不明であった。今回の研究で、肥満が細胞死を生じさせて、

自然免疫の病原体センサーを活性化することが明らかになった。今後、遊離核酸-TLR9 系

を標的にした、動脈硬化、メタボリックシンドロームの新規治療法の開発に応用されるこ

とが期待される。 

 

３．動脈硬化治療反応性規定因子の探索 （梶波）                        

 多因子疾患である動脈硬化治療に対する反応性は、生活習慣に代表される環境因子と遺

伝子多型で規定された遺伝素因の相互関係によって説明できることがワルファリンという

実例をもって明らかとなった。 

 治療反応性の一つである有害事象の規定因子に人種特異的な免疫に関係する素因が関わ

る可能性が示唆される想定外の知見が得られた。今後その発症メカニズムの解明が期待さ

れるとともに、人種特異的探索が重要であることが確認された。 
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従来から種々の角度から研究されてきた酸化ストレスが、終末糖化産物を介して耐糖能

と動脈硬化をつなぐ病態に関与する可能性が示唆され、新しい治療ターゲットさらには治

療反応性に関与する新しい領域として期待される。 
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