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研究成果の概要（和文）：マウス並体接合モデル大腿動脈において高脂肪食摂取によって血管内膜に接着した白
血球が内皮下浸潤に至る過程をin vivoイメージングシステムを使って観察することを試みた。血管内膜での白
血球集積は観察されたが、接着から浸潤の過程は確認できなかった。従って血管内膜に接着した白血球は内皮下
に浸潤せず、内膜中に集積する白血球は内在する白血球の増加によるものである可能性が示唆された。また、白
血球接着を抑制すると内膜に集積する白血球増加が減少することから接着する白血球が内在性白血球の増加に関
与することが推察された。

研究成果の概要（英文）：We examined to observe the process of leukocyte migration via adhesion on 
murine femoral artery in parabiosis model under high fat diet feeding. Although leukocyte 
accumulation was captured in intima, migration via adhesion was not seen. Thus, these results 
suggested that increase of residual leukocyte in intima may induce leukocyte accumulation but not 
migration. In addition, inhibition of leukocyte adhesion decreased leukocyte accumulation in intima 
suggesting that leukocyte adhesion may related in increase of residual leukocytes.

研究分野： 医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

動脈硬化症は脂質などにより血管壁が障
害され、傷害部位に白血球が遊走・接着する
血管炎症反応によって発症・進行する。さら
に接着した白血球は血管内皮下へ浸潤し、炎
症性サイトカインなどを分泌することによ
ってさらに炎症反応を増悪すると考えられ
ている。申請者らはマウス大腿動脈における
血管壁への白血球遊走・接着を生体下で観察
するシステム（intravital microscopy; IVM）
を構築し、生体内でリアルタイムに可視化す
ることに成功した。このシステムを使って、
動脈硬化症のモデル動物であるアポリポプ
ロテイン E（ApoE）欠損マウスにおいて動脈
硬化巣の形成前に白血球遊走が起こること
を明らかにした。さらに過剰な高脂肪食摂取
による血管内膜への白血球遊走・接着現象を
捉えることに成功している。また、これらの
マウスでは血管内膜において集積する白血
球が増加し、その白血球は単球様樹状細胞で
ある可能性が高いことを予備的実験によっ
て突き止めている。   

これまでの培養細胞を使った研究では主
に単球が血管内皮へ遊走・接着し、接着現象
を経て内皮下へ遊走することや肥満した脂
肪組織、移植後の肝臓、腎臓などの細動脈・
静脈における末梢血白血球の組織浸潤につ
いて報告されているが、大血管、特に動脈に
おいて血管内皮に接着した白血球が内皮下
へ浸潤する過程は生体下では捉えられてお
らず、接着した白血球が内皮下へ浸潤するか
どうか定かではない。一方で動脈硬化症が進
行して形成された動脈硬化巣では血管壁に
常在するマクロファージの増加が報告され
ている。従って集積している白血球は接着し
た白血球の内皮下遊走のみではなく血管内
膜に常在する白血球の増殖によるものであ
る可能性が考えられる。 

また、申請者らは次のような予備的データ
に基づいて本研究を発案した。 

・高脂肪食摂取は血管内膜に集積する白血球
を増加する。 

・高脂肪食摂取によって内膜中で増加する白
血球はコントロールマウスでも存在し、常在
する。 

・これらの集積する白血球は単球様白血球で
あるが、マクロファージではない可能性が高
い。 

・血管内膜に接着する白血球は好中球である。 

・大血管において血管内膜に接着した白血球
が内皮下へ浸潤する現象が生体下でのリア
ルタイム観察で確認されていない。 

 

２．研究の目的 

（１）高脂肪食摂取による血管内膜での内在
性白血球の増加 

血管炎症反応に伴う大血管の血管内膜へ
の白血球浸潤について、常在する白血球増殖
の関与があるのかどうかマウス大腿動脈に
て検証する。常在する白血球の増殖の関与が

確認された場合には白血球遊走・接着の意義
と常在する白血球増殖への関与の有無、また
どのように関与するのかについても明らか
にする。予備的実験から得られた結果より血
管内膜に接着する白血球分画と集積する白
血球分画が同一でないことが示唆されるこ
と、浸潤している白血球は野生型のコントロ
ールマウスでもみられ、常在するものである
可能性が高いこと、高脂肪食摂取によってそ
れらが増加することから申請者らは高脂肪
食による血管内膜での白血球集積は常在性
白血球の増殖に起因するものであるという
仮説をたて、これを検証する（図 1）。 

（２）高脂肪食摂取による血管炎症における
常在性樹状細の関与 

常在性白血球は樹状細胞である可能性に
着目し、血管炎症反応における常在性樹状細
胞の役割について解明する。まず、単球様白
血球が樹状細胞であるかどうか検証する。ま
た、高脂肪食によって血管内膜に接着する白
血球は好中球であるとすると、集積する単球
様白血球との関連が不明である。この疑問に
対して、接着する白血球（おそらく好中球）
が増殖因子を分泌することにより常在する
単球様樹状細胞の増加が起こる、と予想して
いる。また、樹状細胞の増殖からマクロファ
ージ浸潤が誘導されて動脈硬化巣の形成を
促進するのではないか、と仮定しており、こ
れらの仮説を検証する。 

 

３．研究の方法 

（１）高脂肪食摂取によって血管内膜に集積
する白血球は内在性白血球の増加によるも
のか。 

LysozymeM-eGFP(LysM)マウスは好中球が
eGFP 標識されている遺伝子改変マウスであ
る。高脂肪食によって接着する eGFP 陽性細
胞の動態を観察することによって接着する
白血球が内皮下へ浸潤するかどうか観察し
た。具体的には LysM マウスと野生型マウス
（ C57BL/6J、オス、 7 週令）の並体結合
(parabiosis)を行った。マウスはイソフルラ
ン(導入 4-5%v/v, 維持 1.5-2%)により麻酔し、
10mg/kg カプロフェンを腹腔内投与、

0.1mg/kg ブ プ
レノフィンを皮
下 投 与 す る 。
LysM マウス、野
生型マウスそれ
ぞれの肘下 1cm
から膝下 1cm の
皮膚を切開し、
3-0 縫合糸でそ
れぞれのマウス
の肘と膝を束ね
る（図１）。5-0
縫合糸で皮膚を 

図 1 並体接合 
 
縫い合わせる。術後スルファメトキサゾール



/トリメソプリンを飲水投与して感染対策を
する。10 日後から高脂肪食を４週間負荷し、
IVM にて野生型マウスの大腿動脈における白
血球浸潤の観察を行った。高脂肪食摂取後の
野生型マウスを麻酔後、IVM システムを使っ
て LysM-eGFP陽性白血球の接着から浸潤に至
るまでを観察した。観察直前には気管切開し、
人工呼吸器を設置した。また、野生型マウス
の大腿部の皮膚を切開して大腿動脈を露出
した。観察時は人工呼吸器により呼吸管理を
行い、ヒートパッドにより体温を３７℃に維
持し、生理的条件下とした。１分間白血球動
態の画像を録画し、５分後さらに録画するこ
とを３０分間行った。録画した画像は画像解
析ソフト（MetaMorph）で解析した。 もし
eGFP 陽性細胞が観察された場合は接着現象
を介して内皮下へ浸潤したと考えられ、陽性
細胞が検出できなかった場合は常在性白血
球の増殖によるものであると評価する（図
２）。 

 

図２ 並体接合による白血球集積の評価方
法 

 

（２）高脂肪食摂取による血管炎症における
常在性樹状細の関与 

野生型マウス（C57BL/6J；オス ７週令）
に高脂肪食あるいは普通食を４週間与えて
リン酸バッファーを左心室より還流後、大腿
動脈あるいは胸部大動脈を採取した。採取し
た動脈は 125 U/ml collagenase type XI, 60 
U/ml hyaluronidase type I-s, 60 U/ml 
DNase1, 450 U/ml collagenase type I を含
む溶液に３７℃１時間反応させてコラゲナ
ーゼ処理を行い、単一細胞懸濁液とした。こ
れらの細胞を抗 CD11b、 抗 CD11c、 抗
MHCclassⅡ、 抗 CCR2、 抗 F4/80、 抗 Ly6G、 
抗 CD40、抗 CD80、抗 CD86抗体を使って染色
し、フローサイトメトリー（BD FACS Calibur）
を使って 10,000 個の細胞について細胞表面
マーカーが陽性か陰性かを検討した。解析は
FlowJo7.6 を使って行った。 

 

（３）白血球接着が白血球集積に影響するの
か、どうか。 

 野生型マウス（C57BL/6J；オス ７週令）
に高脂肪食を４週間与え、同時に好中球中和
抗体（125ug）を３日ごとに腹腔内投与した。
その後、リン酸バッファーを左心室より還流

後、大腿動脈あるいは胸部大動脈を採取した。
採取した動脈は 125 U/ml collagenase type 
XI, 60 U/ml hyaluronidase type I-s, 60 U/ml 
DNase1, 450 U/ml collagenase type I を含
む溶液に３７℃１時間反応させてコラゲナ
ーゼ処理を行い、単一細胞懸濁液とした。こ
れらの細胞を抗 CD45 抗体を使って染色し、
フローサイトメトリー（BD FACS Calibur）
を使って 10,000個の細胞について CD45陽性
白血球数を検討した。解析は FlowJo7.6 を使
って行った。 
 

４．研究成果 
（１）高脂肪食摂取によって血管内膜に集積
する白血球は内在性白血球の増加によるも
のか。 

 並体接合後約１週間に縫合糸が外れ、切開
部が自然治癒し、他個体との接合がはずれて
しまうという問題点が数多くあった。手術の
完全な成功率は１０％ほどであり、実験数を
増やすことが困難であった。この点について
は縫合糸の代用として外科用クリップを使
用することが可能であれば可能性はあると
考えられる。 
 並体接合の成功した個体の血管内膜を IVM
で観察すると野生型マウスの大腿動脈には
LysM-eGFP 陽性白血球は観察されなかった。
従って、高脂肪食摂取による血管炎症反応に
おいて血管内膜に集積する白血球増加は接
着を介した現象ではない可能性があり、これ
らの増加は血管内膜に常在する白血球が内
膜中で増加することに起因する可能性が示
唆された。 
 
（２）高脂肪食摂取による血管炎症における
常在性樹状細の関与 

大腿動脈に集積する白血球は CD11b 陽性, 
CD11c 陽性, MHCclassⅡ陽性, CCR2 陽性, 
F4/80 陰性, Ly6G 陰性, CD40 陽性, CD80 陽
性, CD86 陽性であった。これらの結果から血
管内膜に常在し、高脂肪食摂取で増加する白
血球は単球様樹状細胞である可能性が考え
られた。しかしながら、樹状細胞とは表面マ
ーカーが似ているものの、完全に合致しない
ことからこれらの白血球は新しいタイプの
細胞である可能性もある。 

 

（３）白血球接着が白血球集積に影響するの
か、どうか。 

 好中球特異的抗体により血管内膜への白
血球接着を抑制すると、高脂肪食摂取による
血管内膜へ集積する白血球増加が抑制され
た。従って、白血球接着は血管内膜に集積す
る白血球増加に関与することが示唆された。 
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