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研究成果の概要： 
（１）動脈硬化初期における単球－内皮細胞相互作用の解析 収縮型の血管平滑筋細胞では、

stress fiber が非常に発達しており、IL-1β刺激により細胞は軟化した。これは、動脈硬化病巣

において炎症性メディエーターが脱分化を引き起こす可能性を示唆している。 
（２）運動と食餌制限の動脈硬化予防効果 運動により動脈硬化のリスクは軽減でき、同時に

運動は生体のレドックス機構にダイナミックに影響を与えることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞、脳梗塞等の動脈硬化に起因する

疾患は、本邦の死因別死亡の半数を超える現
状にあり、さらに急速に進展しつつある高齢
化社会においてますます増大する傾向にあ
るので、その原因解明と診断、治療、予防法
の開発は、極めて重大な社会的要請を受ける
医学的課題となっている。動脈硬化は長い年
月を経て発生する複雑な病変であって、その
病態には各臓器に特有の変化があるが、動脈
硬化病変発症の初期過程は共通のものと考

えられる。また、病理学的検討により動脈硬
化病変は動脈の湾局部および分岐部に局在
化することが認められるが、この動脈硬化病
変の局在化も共通のものと考えられる。本研
究は、臓器特異的な動脈硬化の病態ではなく、
動脈硬化に共通の動脈硬化病変発症の初期
過程と動脈硬化病変の局在化機構の一端を
解明することを目的とする。 
動脈硬化に関する研究は、脂質の代謝、受

容体等の分子生物学的検討および種々の分
子の病変部における発現等の病理学的検討
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等が広範に行われている。しかし、動脈硬化
病変発生の一番最初の過程である単球の内
皮下への浸潤についてその本質である単球
の動きをマイクロメカニクスの視点から解
析した研究は極めて少ない。また、血圧、血
液成分は全身の動脈いずれにおいても同一
であるにも関わらず動脈硬化病変は血管の
湾局部、分岐部に局在化することが知られて
いる。その原因として動脈局所で大きく異な
る局所血流の関与を示唆する結果が報告さ
れているが、局所血流と動脈硬化病変の発生
を結びつける機構についてはほとんど知ら
れていない。 
 動脈硬化は、分子レベルの異常から細胞レ
ベル、マクロの異常まで階層的、統合的に病
変が発生する。生体の階層的、統合的、定量
的解析はフィジオームプロジェクトと呼ば
れ、ポストゲノムの重要な科学上の動きであ
る。本研究では、ナノモーションから細胞、
臓器と階層的、定量的、総合的に動脈硬化病
変の発生初期過程と局在化機構の解明をめ
ざす。それを象徴的に示すため、課題名を「動
脈硬化病変の発症初期過程と局在化機構の
フィジオーム解析」とした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、大きく 2 系統の実験から構成さ

れる。まず、培養内皮細胞系において「（１）
単球接着が内皮細胞のナノスケールの動き
とマイクロメカニクス（粘弾性）に及ぼす影
響と、（２）単球の内皮下への浸潤動態に及
ぼす影響」が酸化 LDL によりいかに変化す
るかを解明する。次に、丸ごとのラットにお
いて、「（１）動脈内皮細胞による一酸化窒素
(NO)およびスーパーオキサイド(SO)の産生
量ならびに NO と SO 産生酵素の分布、（２）
心臓、腎臓、肝臓、大動脈等の臓器による SO
と NO の産生量」が動脈硬化危険因子（高血
圧、高コレステロール血症、非運動）により
いかに影響されるかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
３．１ 培養内皮細胞と単球の相互作用 
 ヒト臍帯内皮細胞 (HUVEC) を ECIS 
(electric cell-substrate impedance sensing 
system)の電極測定部に培養して単層になっ
て後、IL1βで前処理した。新鮮血より単核
球（単球とリンパ球）を分離し、CD14 を標
的として磁気ビーズ法で単球のみを分離し、
刺激された ECIS 測定電極の培養内皮細胞と
共培養し、内皮細胞と内皮細胞間の間隙およ
び内皮細胞と基質間の距離を各々連続計測
を行った。これを対照条件と酸化 LDL 存在
下の両条件下で行い、酸化 LDL の影響を解
析した。 
 HUVEC を培養して単層になって後、IL1

βで前処理する。前述したように単球を分離
し、HUVEC と共培養した。原子間力顕微鏡
(atomic force microscope: AFM)により、内皮
細胞の弾性を求めた。以上の実験を酸化 LDL
の培養液中存在下と非存在下に行って、酸化
LDL の役割を検討した。 
 また、薄い（50 マイクロメータ程度）コラ
ーゲンを塗布、乾燥させたシャーレに
HUVEC を培養して単層になった時点(血管
壁のモデル)で実験を行った。内皮細胞と単球
は、波長の異なる蛍光を発するQ dot Tracker
で前もって標識しておき、培養内皮細胞を
IL1βで刺激して後、単球を加えて、多光子
レーザ走査共焦点顕微鏡により観察した。そ
の際に、酸化 LDL を添加し、単球の内皮下
浸潤動態へ及ぼす影響を３次元経時的に解
析した。 
 
３．２ 運動による動脈硬化予防効果 
食餌および水を自由量摂取させながら水泳

運動を行った。水泳運動は設備が簡単で安価
なため一般的によく用いられる運動方法で
ある。また、ラットは元々泳ぎが得意で、37℃
で 48時間以上泳ぐことができるものもいる。
水温 37℃での１時間のスイミングはヒトで
はジョギング程度に相当し、有効な有酸素運
動である。 
実験は、運動がストレスとならないよう 1

週間の pre- exercise を行った後、8 週齢で開
始した。また、寒冷ストレスを取り除く為、
37～ 38.5℃に設定した温水を用いた。
Pre-exercise は、水量と運動時間を段階的に
増やしていき、最終的に液面 1 ㎡、水深 37
㎝の温水プールで 60 分間泳ぐことが出来る
ように設定した。 

1 日 60 分、週 5 日の水泳を、0、 2、4、6、
8 週間の各期間につき 10 匹ずつ、合計 50 匹
に負荷した。また感染予防の為、排泄物を網
でこまめに取り除き、溺れないように注意深
く監視した。終了後はスイムタオルを使用し
て身体を拭いてからケージに戻し、通常飼育
した。実施期間中 1 週おきに体重を測定し、
2 週おきに血圧測定・血液採取し、血清中の
総コレステロール量、HDL 量、トリグリセ
ライド量、総タンパク量を調べた。実験プロ
トコルの最後に臓器中の NOx 産生量と
superoxide 量、SOD 活性を測定した。 
運動負荷終了後のラットを用い、動脈系を

圧潅流固定し、DAF-2DA により NO を、
dihydroethidium により superoxide をそれ
ぞれ標識した。その後、大動脈—腎動脈分岐
部を摘出して、多光子レーザ走査共焦点顕微
鏡にて、動脈硬化病変の好発部位である分岐
部頭側、中等度好発部位である分岐部尾側、
非好発部位である腎動脈末梢部、大動脈を観
察した。また、心臓、腎臓、肝臓を摘出・破
砕後、超遠心上清をサンプル溶液とした。



 

 

NOx量はさらにMetOH処理を施してから酸
化窒素分析システム (EICOM)にて測定した。
Superoxide量はMPEC(ATTO)を用いた化学
発光法にて測定した。SOD 活性は SOD 
Assay Kit – WST (DOJINDO)、タンパク定
量は Protein Assay Rapid Kit (wako) を用
いてそれぞれ測定した。 
 
４．研究成果 
 
４．１ 培養内皮細胞と単球の相互作用 
動脈硬化病巣では血管平滑筋細胞の形質変

換（脱分化；収縮型→合成型）が起こり，プ
ラーク形成に寄与することが知られている。
合成型，収縮型の細胞を維持し、それらの物
性の違いについて検討した結果、細胞の物理
的硬さ（弾性率）の定量評価が可能な原子間
力顕微鏡を用いた計測では、合成型の細胞は
収縮型に比べて有意に軟らかく）、収縮型の
細胞に IL-1β刺激を加えると合成型の如く
に軟らかくなった。収縮型では alpha smooth 
muscle actinの発現が豊富で stress fiber
が非常に発達しているのに対し、合成型では
細胞質全体に弱く発現しており、このことが
前述の硬さの違いに影響していると考えら
れる。IL-1β刺激による細胞の軟化は、動脈
硬化病巣において炎症性メディエーターが
脱分化を引き起こす可能性を示唆している。 
また、単球の内皮下浸潤動態の解析では、

動脈硬化の主要促進因子である酸化 LDLが内
皮細胞間隙分子の発現を制御することによ
り（PECAM-1増加、VE-cadherin減少）、単球
の内皮下浸潤の開始を促進することを明ら
かにした。さらに、内皮細胞を予め最適条件
の PECAM-1抗体で処理しておくと、酸化 LDL
による単球の浸潤開始促進作用が有意に抑
制され、前述の酸化 LDLによる PECAM-1増加
が単球浸潤促進の機序であることが確認さ
れた。 
  
４．２ 運動による動脈硬化予防効果 
局所血管部位の内皮細胞内の酸化ストレス

度は血管部位、運動による明白な際は見いだ
せなかった。 
しかし、運動により、体重、血中コレステ

ロールなど、いくつかの動脈硬化リスク項目
は減少傾向を示した。運動負荷期間 8週のラ
ットにおいて、肝臓の superoxide活性が著
しく上昇した。これに対し、血中では NOの
増加が認められており、それにより血圧の上
昇が抑制されていると考えられる。SOD につ
いては、早期の活性上昇は認められたが、慢
性的な運動負荷により活性の増加は認めら
れなくなった。以上の結果より、運動により
動脈硬化のリスクは軽減でき、同時に運動は
生体のレドックス機構にダイナミックに影
響を与えることが示唆された。 
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