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研究成果の概要（和文）：アンジオテンシン II（AngII）は AngII 受容体タイプ 1型受容体を介

して TLR4 に働き，活性酸素種を増加させて血管再構築を来す一方で， TLR4 は AngII 受容体タ

イプ 1型受容体を介さずに ecSOD の発現と活性を直接抑制することで血管壁における酸化スト

レス産生を亢進させて血管再構築を惹起する可能性が示唆された．PPARγを介する経路は TLR4

を介する ecSOD 活性化に関与していなかった． 

研究成果の概要（英文）：Angiotensin II (AngII) increased oxidative stress and induced 

vascular remodeling through AngII type 1 receptor via TLR4, whereas TLR4 directly 

inhibited ecSOD to promote the production of oxidative stress and vascular remodeling. 

PPARγ was not involved in these processes. 
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１．研究開始当初の背景 

高血圧はわが国において約4000万人も患者

が存在し，心血管イベント及び死亡の独立し

た危険因子である．さらに，高血圧は糖・脂

質代謝異常を合併しやすく，心血管疾患発症

の高リスクであるメタボリックシンドローム

の構成要素でもある． 

臨床において，心肥大をはじめ臓器障害が

より進行している症例では，心血管イベント

がより多発し，予後も不良であり，またメタ

ボリックシンドロームに代表される過栄養状

態では免疫異常も起きやすいことから，高血
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圧，メタボリックシンドロームと免疫の間に

何らかのクロストークが存在することが示唆

される． 

一方，高血圧による動脈硬化の発症・進展

機序における酸化ストレスと炎症，ならびに

核内レセプターで糖・脂質代謝と細胞分化に

密接に関連する転写因子の１つである

peroxisome proliferator-activated 

receptor (PPAR)の役割が近年明らかとなっ

てきた．われわれは，高血圧では組織内アン

ジオテンシンIIがアンジオテンシンII タイ

プ１(AT1)受容体を介する酸化ストレス産生

酵素NADPH oxidase活性化による酸化ストレ

ス産生亢進と，それに引き続く炎症性転写因

子NF-κBとサイトカイン，ケモカインの誘導

が血管リモデリングを促進すること，高血圧

ではPPARγの選択的活性化がNF-κBや一酸化

窒素(NO)と独立してPPARのターゲット分子で

ある生体防御機構の酸化ストレス消去酵素

superoxide dismutase(SOD)の活性化と，SOD

と同様にPPARのターゲット分子で，メタボリ

ックシンドロームにおいて重要な役割を持つ

アディポネクチンの増加を介して，組織内の

酸化ストレスを低下させ，血管リモデリング

と線維化を抑制し，血管機能も改善すること，

さらに，高コレステロール血症においてコレ

ステロール低下薬スタチンがコレステロール

低下作用と独立してNO非依存性にPPARγを選

択的に活性化させることでextracelluar 

SOD(ecSOD)を活性化させて血管壁の酸化スト

レスを低下させ血管機能を改善することを報

告した． 

審良らにより明らかにされた先天免疫に関

与するToll-like receptor 4(TLR4)は

lipopolysaccharidesに対する受容体で心血

管系組織にも発現し，細菌感染に対する細胞

内情報伝達系を活性化させ感染に関与するだ

けでなく， TLR4遺伝子多型解析からヒトの心

血管疾患発症にも関与することが明らかとな

った.さらに，TLR4を介する細胞内情報伝達系

には酸化ストレスの場合と同様に炎症に関連

するNF-κBとサイトカイン・ケモカインが重

要な経路であることから，酸化ストレスと

TLR4が相互に関連して動脈硬化の発症・進展

に関与する可能性が示唆される． 

われわれは，これまでの研究の結果，アン

ジオテンシン IIは酸化ストレス産生酵素

NADPH oxidase を活性化させて酸化ストレス

産生を亢進させ，TLR4 存在下でのみ血圧上昇

作用と独立して NF-κ B を活性化する一方， 

ecSOD の活性を選択的に抑制することで大動

脈壁の酸化ストレス産生をさらに亢進させて

血管中膜平滑筋細胞の形質変換と血管リモデ

リングを促進することを明らかにした．また，

アンジオテンシン IIは心臓においても血圧

上昇作用と独立して TLR4存在下でのみNADPH 

oxidase を活性化させて心筋内酸化ストレス

を増加させ，心肥大，心筋内細動脈リモデリ

グと血管周囲線維化を促進し，心機能を低下

させることをあわせて見いだした． 

最近 Fukai らは，アンジオテンシン II が

ecSOD を介して血管壁の酸化ストレスを修飾

し血圧調節に関わること，また，細胞増殖に

も関与する銅イオン依存性 Atox-1 を介して

銅イオントランスポーターMenkes ATPase が

ecSOD 活性を亢進させ，アンジオテンシン II

による酸化ストレス増加，血管内皮機能低下

と血圧上昇に関与する重要な規定因子であ

ることを報告した．一方 Fukai らの報告と異

なり，われわれ独自のこれまでの研究結果か

らは，ecSOD は TLR4 にも制御され，主に血管

壁の構築に関与するが，血圧を中心とする血

管機能に影響を及ぼさない可能性があるこ

とから，高血圧による酸化ストレス亢進状態

では先天免疫に関与する TLR4 と PPARγの連

関が酸化ストレス消去系酵素を調節し，血管



組織内の酸化ストレスレベルを決定し，血圧

値に関係なく臓器障害を特異的に発症・進展

させる新規の臓器障害惹起規定因子である

可能性がある． 

２．研究の目的 

本研究の目的は，アンジオテンシン II 負荷

による高血圧において，酸化ストレス消去系

酵素 ecSOD，PPARγと先天免疫に関与する

TLR4 の関係に特に着目してその分子病態を

探索し，臓器障害の新たな進展調節機序を解

明することである. 

３．研究の方法 

全身麻酔下にOsmotic mini-pump(Alzet)

を用いてWild-typeマウスとTLR4欠損マウス

にAng IIを2週間皮下に持続注入する群，とW

ild-typeマウスにノルエピネフリンを2週間

併用持続注入する群をそれぞれ作成する．血

圧はtail-cuff法で測定する．Ang II投与終

了後マウスを安楽死させた後に組織を摘出

し，以下の検討を行う． 

(1)腹部大動脈の組織学的検討：

TLR4欠損とAng IIの平滑筋細胞肥大・増殖

作用による血管リモデリング（再構築）と内

膜肥厚ならびにPPARγとSODの効果を検討

する．すなわち，腹部大動脈のMasson 
Trichrome染色した血管の断面薄切切片を用

いて、盲検下にマルチカラー画像解析システ

ムにて画像解析を行い、壁厚/内腔比を算出す

る．以下の画像解析は全て同様の方法で行う．

(2)腹部大動脈壁酸化ストレスの評価：

腹部大動脈を用いて凍結切片を作成し， 

dihydroethidine染色あるいはhydrogen  

peroxide (H2O2),5-(and6-)chloromethyl-2’,

7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate,

 acetylester染色した薄切切片を用いて共

焦点レーザー顕微鏡を用いたマルチカラー

画像解析システムとコンピューター画像解

析システムにて血管壁局所における酸化ス

トレス量の指標であるROS含量あるいはH2O2

含量をそれぞれ定量評価する．また，腹部大

動脈壁のsuperoxide産生をlucigenin-enhan

ced chemiluminescence法にて測定し，あわ

せてTempolにてROSをSODで消去できること

を確認する．  

(3)腹部大動脈壁におけるPPARαとPPARγの

in vivoにおける評価： 

動脈硬化に関連する主なPPARはPPARαとP

PARγである．アンジオテンシンII（Ang II）

で腹部血管壁におけるPPARγの発現が選択

的に増加しているのかを確認する目的で，We

stern blot法を用いて腹部大動脈壁におけ

るPPARαとPPARγの発現を比較評価する． 

(4)腹部大動脈壁における酸化ストレス消去

酵素SODのin vivoにおける検討： 

酸化ストレスの消去には3種類のSODがあ

るが，なかでもCu/ZnSODとecSODが重要であ

る．そこで，腹部大動脈壁におけるCu/ZnSOD

とecSODのタンパク発現量をWestern blot法

で，またCu/ZnSOD活性をSOD-525TM reagent k

it (OXIS)，ecSOD活性をCon A-Sepharose ch

romatography（Pharmacia）を用いてそれぞ

れ測定する． 

(5)TLR4によるecSOD抑制作用がAT1受容体

に依存しているのかをin vivoで検討す

る：

Ang IIがAT1受容体を介してTLR4に働き，

その結果TLR4がPPARγあるいはecSODの増加

を抑制し，酸化ストレスを亢進させているの

か，あるいはAT1受容体を介さずに直接TLR4

に作用してPPARγあるいはecSODを抑制する

ことで酸化ストレス産生を亢進させている

のかをAT1受容体拮抗薬をAng IIと併用投与

することで明らかにする．



４．研究成果 

TLR4 欠損マウスおよび野生型(WT)マウスに

アンジオテンシン IIおよびノルエピネフリ

ンを投与して高血圧負荷モデル群を作成し

た．また，アンジオテンシン II 受容体タイ

プ 1型拮抗薬を，血圧変化を来たさない低用

量でアンジオテンシン II投与群に同時投与

した群を作成した．コントロールの TLR4 欠

損マウスおよび WT マウスでは、血圧，脈拍，

体重および血管壁内腔比に有意差はなかっ

た。WTマウスにおいて，アンジオテンシン

II はコントロールマウスに対して著しく血

管壁内腔比を増加させた．しかし，TLR4 欠損

マウスではアンジオテンシン II による血管

壁内腔比の増加は惹起されなかった．低用量

アンジオテンシン II受容体タイプ 1型拮抗

薬を投与した WTマウスでは，アンジオテン

シン IIのみを投与したマウスよりも血管壁

内腔比の増加は抑制された．（図１） 

さらに，アンジオテンシン II 投与による活

性酸素種の上昇は，TLR4 欠損マウスで著しく

抑制された．同様に WTマウスでも，低用量

アンジオテンシン II受容体タイプ 1型拮抗

薬でアンジオテンシン IIによる活性酸素種

の上昇が抑制された．低用量アンジオテンシ

ン II受容体タイプ 1型拮抗薬は TLR4 欠損マ

ウスの活性酸素種含量に影響を与えなかっ

た．（図２）

WT マウスに比べ TLR4 欠損マウスでは，アン

ジオテンシン IIにより ecSOD の活性および

発現が著しく増強された．（図３） 

一方，アンジオテンシン II あるいはノルエ

ピネフリンにより PPARγは全く変化しなか

った．以上から，アンジオテンシン II がア

ンジオテンシン II 受容体タイプ 1型受容体

を介して TLR4 に働き，活性酸素種を増加さ

せて血管再構築を来すが，一方で TLR4 はア

ンジオテンシン II 受容体タイプ 1型受容体

を介さずにecSODの発現と活性を直接抑制す

ることで血管壁における酸化ストレス産生

を亢進させて血管再構築を惹起する可能性

が示唆された．本実験系において，PPARγを

介する経路は TLR4 を介する ecSOD 活性化に

は関与していなかった． 
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