
 
様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年６月１０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：１７６０１ 
研究種目：基盤研究（Ｃ） 
研究期間：２００８～２０１０ 
課題番号：２０５９０３４４ 
研究課題名（和文） アテローム血栓症の発症における新規骨代謝因子ＯＰＧ/RANKＬシステ
ムの関与 
 
研究課題名（英文） The role of OPG/RANKL system in the pathogenesis of atherothrombosis 
研究代表者 
 
畠山 金太（HATAKEYAMA KINTA） 
宮崎大学・医学部・講師 

 研究者番号：６０３２５７３５ 

研究成果の概要（和文）：心筋梗塞や脳梗塞などのアテローム血栓症は、粥状動脈硬化巣（プラ
ーク）の破綻に伴う血栓形成により発症する。本研究では、アテローム血栓症の発症における
新規骨代謝因子 OPG/RANKL システムの関与について、剖検例の冠動脈と狭心症・心筋梗塞患者
の冠動脈アテレクトミー標本および吸引血栓を用いて臨床病理学的検討を行う。さらに細胞培
養、血栓イメージング法、動物実験により、OPG/RANKL システム発現調節機序の解明と OPG の
血栓抑制作用の検討を行い、アテローム血栓症の新規治療薬としての可能性を探る。 
 
研究成果の概要（英文）：(Purpus)Osteoprotegerin(OPG) is a decoy receptor for Receptor 
activator of NF-kB(RANKL), and act as RANK antagonist. In this study, the role of OPG/RANKL 
system in the pathogenesis of atherothrombosis was investigated. Using directional 
atherectomy(DCA) samples of angina pectoris patients(n=220), aspirated thrombi from 
coronary arteries of acute myocardial infarction(AMI) patients(n=100) and coronary 
arteries(n=60) from autopsy samples, we demonstrated that OPG/RANKL was overexpressed 
in the atherosclerotic lesions, and involved in the pathogenesis of 
atherothrombosis/acute coronary syndromes.  
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１． 研究開始当初の背景 
アテローム血栓症は死因の上位を占め、そ

の病態の解明と予防・治療法の確立は医学の
みならず社会的にも急務の課題となってい

る。アテローム血栓症の発症における血栓形
成には、血小板の活性化が重要である。我々
はこれまでに、血小板の凝集阻止に作用する 
Ecto-ATPDase/CD39 や ADAMTS-13 のプラーク



あるいは血栓内での発現を検討し、アテロー
ム血栓症の発症・予防について研究してきた。
しかし血管内腔で血小板凝集が促進し、血栓
が成長していく機序についてはまだ解明さ
れていない。 
Osteoprotegerin（OPG）はヒト胎児肺線維

芽細胞株の培養液から破骨細胞形成抑制因
子として単離された TNFレセプタースーパー
ファミリーに属するサイトカインであり、
Receptor activator of NF-kB（RANKL）のお
とり受容体として RANKLの真の受容体である
RANK と拮抗し、RANK より高い親和性で RANKL
に結合することにより RANKLの活性を抑制す
る（図 A 参照）。これまでの研究から、骨芽
細胞における OPG の産生と RANKL の発現のバ
ランスにより、骨組織における破骨細胞の活
性化が制御されていることが明らかとなり、
OPG が骨粗鬆症をはじめとした骨吸収性疾患
の新たな治療薬の候補として注目されてい
る。一方、以前より動脈硬化症と骨粗鬆症の
程度は相関することが知られており、動脈と
骨の間には何らかのつながりが存在すると
考えらていたが、その分子メカニズムは不明
であった。近年、冠動脈狭窄や心不全の状態
に 比 例 し て 血 中 OPG 濃 度 が 増 加 し
（Circulation 2006）、さらに心筋梗塞後の
血中 OPG 濃度は予後を反映する（J Am Coll 
Cardiol 2004）ことが報告され、OPG/RANKL
システムが骨代謝のみならず心血管系にお
いても重要な役割を果たしている可能性が
示唆された。しかし、動脈硬化症の進展およ
びアテローム血栓症の発症における
OPG/RANKL システムの関与については不明で
ある（図 B参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
２． 研究の目的 
これらの背景を踏まえ、以下の３つの目標
を掲げ、本研究を遂行する。 
(1)ヒトの病理組織標本を用いた解析：ヒト
剖検症例冠動脈標本、狭心症患者の冠動脈ア
テレクトミー（DCA）標本および心筋梗塞患
者の冠動脈から採取された吸引血栓と血液
を用いて、プラーク、非プラークおよび血栓
における OPG/RANKL発現とその局在を検討す

る。 
(2)臨床データとの対比：これらの結果と臨
床所見（心筋梗塞・不安定狭心症 vs. 安定
狭心症、再狭窄の有無と狭窄度）を比較検討
し、心筋梗塞発症における OPG/RANKL システ
ムの関与について検討する。心筋梗塞の危険
因子（糖尿病、高脂血症、高血圧、喫煙など）
との関連性についても検討する。 
(3)培養細胞や動物実験など：プラークの構
成細胞（平滑筋細胞、内皮細胞、マクロファ
ージ）における OPG/RANKL 発現の有無および
その発現調節についてヒト培養細胞を用い
て明らかにする。また In vitro 血栓イメー
ジング法（フローチャンバー法）を用いて、
血小板凝集および血栓形成に対する OPGの作
用を検討する。さらに、家兎大腿動脈バルー
ン再傷害モデルを用いて、動脈硬化性血栓に
対する OPG の作用を検討する。 
 
３． 研究の方法 
(1)宮崎大学医学部附属病院および教育関連
病院で施行される DCA 標本２２０例、心筋梗
塞患者の冠動脈から採取される吸引血栓・血
液サンプル１００例およびヒト剖検症例冠
動脈標本６０例を用いて、冠動脈プラークと
非プラークにおける OPG/RANKL蛋白発現の局
在を免疫組織化学的に検討し、同時に細胞レ
ベルにおける mRNA 発現量および発現様式
をリアルタイム PCR 法、マイクロディセクシ
ョン法および In situ hybridization 法によ
り検討し、動脈硬化巣の組織所見との関連を
明らかにする。 
 
(2)DCA 標本、吸引血栓・血液およびヒト剖検
症例冠動脈標本での OPG/RANKL 蛋白/mRNA 発
現および蛋白定量の結果と臨床所見（不安定
狭心症 vs.安定狭心症、再狭窄の有無・程度
との関連）を比較検討し、アテローム血栓症
発症における OPG/RANKLシステムの関与につ
いて検討する。また、糖尿病、高脂血症、高
血圧、喫煙などの危険因子との関連性につい
ても検討する。 
 
(3)プラーク破綻後の血栓の成長における
OPG/RANKL システムの関与を解明するために、
In vitro 血栓イメージング法と家兎大腿動
脈バルーン再傷害モデルを用いて血栓形成
に対する OPG の作用を検討する。 
 
病理学的検討に用いた一次抗体は抗ＯＰ
Ｇ抗体、抗ＲＡＮKL 抗体、抗平滑筋細胞抗体
（smooth muscle actin）、抗マクロファージ
抗体（PGM-1/CD68、M2 マクロファージ抗体 
CD163）、抗内皮細胞抗体（CD34）、抗リンパ
球抗体（CD3e）。剖検例や吸引血栓では、定
性的な検討を行い、ＤＣＡサンプルでは定量
的検討を行い、臨床データとの比較検討も加



えた。 
 

４．研究成果 
1) 剖検例の冠動脈・大動脈硬化巣、狭心症
患者の冠動脈における DCA 標本、心筋梗塞患
者の冠動脈から吸引された血栓での
OPG/RANKL 発現： 
ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ発現は全ての動脈硬

化巣および冠動脈血栓に存在した。ＯＰＧは
平滑筋細胞、マクロファージ、内皮細胞に発
現していた。硬化度が増すに従い、特に硝子
化に伴いこれらの発現は減弱した。一方、Ｒ
ＡＮKL は同様の細胞および間質にも陽性で
あった。 
 

2) ＤＣＡ標本におけるＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ
発現の定量的解析： 
ＤＣＡ標本上におけるＯＰＧ／ＲＡＮＫ

Ｌの陽性面積率の検討では、不安定狭心症患
者において安定狭心症より優位に増加して
いた。プラーク内での OPG 発現の減弱と関連
する危険因子は、アテローム血栓症の発症予
防に大きく貢献できると期待されるが、我々
の検討では、糖尿病と高脂血症が関与してい
る可能性が示唆された。ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ
発現はアテローム血栓症発症の予測因子の
一つとなりえると期待される。 
 
3)フローチャンバーにおける血小板血栓モ
デルを用いた検討では、ＯＰＧの添加の有無
により血小板血栓の面積に変化は認めなか
った。 
 
4)マウス血栓モデルにおいてもＯＰＧの投
与の有無により血栓形成に変化は認めなか
った。 
 
5)アンジオテンシン負荷マウスにおける心
血管リモデリングをＯＰＧが抑制した。 
 
（結語） 
このように本研究の結果は、アテローム血
栓症における OPGの関与を明らかにするもの
であり、臨床面への応用も期待され、非常に
意義のある研究と考えられる。 
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