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研究成果の概要（和文）：我が国の死因 30％を占める心筋梗塞や脳卒中といった動脈硬化性疾

患の分子病態解明は、国民の健康や QOL を向上させる上で重要な課題である。本研究では心筋

梗塞の発症に最も関係している血清炎症マーカーである C‐反応性蛋白の生理機能および動脈

硬化の発生における役割について新たに開発した遺伝子改変ウサギモデルにより検討を行った。

C‐反応性蛋白が動脈硬化の発生を直接に促進することは認められないものの、動脈硬化の進展

に有用な診断指標としての意義を明らかにした。また、C‐反応性蛋白はバルーン障害により誘

導された血栓の形成を促進していることが認められた。

研究成果の概要（英文）：Although there is a statistically significant association between
modestly raised baseline plasma CRP values and future cardiovascular events, the debate
is still unsettled in regard to whether CRP plays a causal role in the pathogenesis of
atherosclerosis. In this study, we developed transgenic rabbits expressing human CRP in
the liver and investigated the effect of hCRP on the development of atherosclerosis in
cholesterol-fed rabbits. We found that although hCRP expressed in transgenic rabbits
conferred physiological functions to activate complement, hCRP did not promote the
progression of atherosclerosis in transgenic rabbits compared to normal rabbits. However,
hCRP Tg rabbits are susceptible to the thrombus formation induced by balloon-injury
compared to non-Tg rabbits. These results suggest that CRP is a marker rather than mediator
that contributes the lesion formation of atherosclerosis. CRP may accelerate the thrombus
formation.
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１．研究開始当初の背景

C‐反応性蛋白（CRP）は、インターロイキ

ン６（IL-6）などの炎症因子の刺激により肝

臓での産生が誘導される急性相反応物質であ

り、炎症のマーカーとして臨床検査で幅広く

利用されてきた。一方で、近年、数多くの臨

床的研究より、CRPの上昇は動脈硬化性疾患の

予想因子並びに危険因子であることが提唱さ

れてきた。CRP高値群では動脈硬化とその合併

症である心筋梗塞、脳血管障害の危険度が正

常群より数倍と高くなっており、また、培養

血管細胞に対して、CRPがさまざまな炎症誘導

作用を示していることが報告され、CRPが単な

る炎症マーカーのみならず、むしろ動脈硬化

の発生・進展および心筋梗塞発症に直接に関

与していることが強く示唆されてきた。もし

も、CRPが本当に心疾患のメディエーターであ

るなら、CRPは創薬の標的となり、そして、患

者に対する積極的な降CRPの治療が心血管疾

患の一次予防及び二次予防における新たな手

段として用いられる可能性が期待される。こ

の仮説は、臨床的には非常に意義が深いもの

の、残念ながら、現在のところ、CRPに対する

国際的に（本邦を含む）一致する見解が得ら

れておらず、CRPの高値患者を治療すべきかど

うか、どのように治療するかに関してはコン

トロバーシーとなっている。早急に有用なモ

デルを開発し、この仮説を検証する必要があ

ると、アメリカ心臓学会（AHA）でも待望され

ている。CRPの意義に関する大きな問題点とし

て、炎症のメディエーターとしてのCRPの作用

は、培養系（in vitro）による検討がほとん

どで、心疾患におけるCRPの直接作用、特にin

vivoでの生理学機能および病理学意義などは

まだ解明されていない。

２．研究の目的

このような背景の中で、我々が世界に先駆

けて、新しい CRP 動物モデルの模索を始め、

CRP 研究にもっとも適したモデル動物と思わ

れるウサギに着目した。ウサギは、ヒトと同

様に CRPが急性期蛋白としての機能を有して

おり、また、脂質代謝や動脈硬化の病理学的

特徴でもヒトとの類似点が多くある。

本研究の目的はこれらの新規遺伝子改変

ウサギを用いて、CRP と動脈硬化の発生との

関連性を明らかにし、新たな治療法の開拓を

目指している。

本研究ではユニークな遺伝子改変（Tg）ウ

サギを駆使して、総括的に次の 3つの仮説を

証明することを目指した。

（１）危険因子とされている高値の血漿

CRP は動脈硬化の発生・進展に直接に関与

しているのか、促進するのか？

（２）血管壁に沈着した CRP の病理学的意

義およびメカニズムは（マクロファージの

泡沫化や補体活性化、過酸化 LDL などとの

相互作用）？

（３）CRP の拮抗薬の投与により動脈硬化

の進展および心筋梗塞の発症を抑制でき

るのか？

３．研究の方法

CRP・Tgウサギの作製・繁殖・表現型解析

肝臓特異的に発現できるプロモーターで

あるヒトアポ蛋白 Eプローターを使っている

ので、Tg ウサギの CRP の発現が肝細胞である

ことがノーザンブロットにて確認された（図

1）。ヒト CRP は肝細胞で合成されていること

が免疫染色で確認できた。
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三つの系統 CRP・Tg ウサギの血中ヒト CRP

濃度は 100mg/L(高)、50mg/L（中）、1mg/L（低）

であり、動脈硬化の進展に対する CRP の作用

を dose-dependent に評価できた。各ライン

の F1 雄ウサギを用いて、通常の雌ウサギと

交配させ、動脈硬化実験に必要な数の雌雄ウ

サギの繁殖を行った。血中 CRP はウェスタン

ブロット法により確認後、CRP 蛋白量を ELISA

法により定量した。CRP の発現による血中の

脂質代謝に及ぼす影響の有無を調べるため

に、正常ウサギと Tg ウサギの血漿中の総コ

レステロール、トリグリセライド、HDL‐コ

レステロールを測定した。リポ蛋白は超遠心

法あるいは FPLC 法により分離し、アガロー

スゲルで分析した。リポ蛋白の顆粒サイズの

変化は negative staining法を用いて電子顕

微鏡で観察した。

４．研究成果

Tgウサギで産生されたヒトCRPの特性をウ

ェスタンブロットで検討したところ、

non-denature gelでは大きな分子量サイズの

5 量体であり、SDS-PAGE では、CRP の分子量

が約26Kdの単体あることが判明した（図2）。

図 2：ウェスタンブ

ロット

更に、CRP の生理

機能があるかどう

かを調べるために、

Tg ウサギの血清か

ら CRP を精製し、補体消耗実験を行った。そ

の結果、Tg ウサギからの CRP は、ウサギなら

びにヒトの CRPと同様な補体活性化機能を持

つことが分かっ

た（図 3）。

図 3：補体活性化

実験

動脈硬化の発生における CRP の役割を調べ

るために、CRP の高発現（Tg-H）と低発現

(Tg-L)Tg ウサギ並びに同腹の non-Tg 正常ウ

サギに高脂肪食を 16 週間負荷させ、大動脈

及び冠状動脈

硬化の程度を

比較した（図

4）。

図 4：高脂肪食

により誘導さ

れた高コレス

テロール血症(A)および大動脈硬化病変(B)

図 4 の如く、高脂肪食に誘導された血清高

脂血症の程度が 3群は同様であり、大動脈硬

化の病変の広がりについては有意な差が認

められなかった。

次に、大動脈の病変を画像解析により、細

胞成分、特に、マクロファージと平滑筋細胞

の変化を測

定した。

図 5：大動

脈病変のミ

クロ解析及

び免疫染色

の定量化



しかし、ミクロの病変並びに細胞成分の変

化は正常ウサギの病変と比べて、統計学的有

意さがなかった（図 5）。

発現した CRP は本当に病変に存在している

かを確認するために、大動脈標本を用いて、

免疫染色を行った。その結果、Tg ウサギの病

変には大量の CRP 沈着が認められた（図 6）。

図 6：CRP 免疫
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動脈硬化の発生に CRPの影響は認められな

かったが、血栓の形成における CRP の作用を

バルーン傷害モデルで更に検討した。図 7に

示すよう、Tg ウサギで形成した血栓のサイズ

が正常ウサギより著しく増大していた。

図 7：バルーン傷害による誘導した血栓

まとめ

世界で初めてヒト CRP 遺伝子導入した Tg

ウサギの作製に成功した。Tg ウサギで発現さ

れた CRP は生理機能を有しており、ウサギの

健康に悪い影響がなかった。高脂肪食に誘導

された動脈硬化の発生は、正常ウサギと比し、

有意差が認められなかった。しかし、Tg ウサ

ギでの血栓形成が CRPの発現により増加され

ている。現在、その分子メカニズムを解析し

ているところである。従って、高値の CRP は

動脈硬化の直接の促進因子ではなく、単なる

マーカーであることが示唆された。CRP と血

栓形成との関係については今後の課題とな

る。
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