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研究成果の概要（和文）：本研究では、心筋梗塞等の引き金となる動脈硬化巣(プラーク)破綻の

メカニズムを解明することを目的とし、疾患動物モデルを用いてそのプラーク破綻におけるカテ

プシンの関与を検討した。その結果、プラーク破綻や脆弱化には、プラークに集簇するマクロフ

ァージにおいて発現されるカテプシンSの関与が強く示唆された。さらに、このマクロファージ

におけるカテプシンSの発現にはレニン-アンギオテンシン系の関与が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Although it has been suggested that the renin-angiotensin (RA) 
system and cathepsins contribute to the development and vulnerability of atherosclerotic 
plaque, the interaction of the RA system and cathepsins is unclear. Thus, we investigated 
the effects of an angiotensin II type 1 receptor (AT1) antagonist, olmesartan, on the levels 
of cathepsins in brachiocephalic atherosclerotic plaque and plaque stabilization in 
apolipoprotein E (apoE)-deficient mice receiving a high-fat diet. Under a high fat diet, 
treatment with olmesartan (3 mg/kg per day) maintained collagen and elastin at high 
levels and attenuated the plaque development and cathepsin S (Cat S) level in the 
atherosclerotic plaque of apoE-deficient mice. The administration of olmesartan 
suppressed the accumulation of macrophages in plaque. Immunoreactivities of Cat S and 
AT1 were observed in macrophages. The amount of Cat S mRNA and the 
macrophage-mediated collagenolytic and elastolytic activities in cultured macrophages 
were increased by exposure to angiotensin II (Ang II), and these effects were diminished by 
olmesartan and the NADPH-oxidase inhibitor apocynin. These results suggested that Cat 
S derived from macrophages is involved in the mechanisms of atherosclerotic plaque 
vulnerability, and AT1 blocker maintained the plaque stabilization alongside the 
suppression of Cat S and macrophage activities. 
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なお、薬剤投与群として olmesartan (OLM, 
3mg/kg)を毎日投与した。これにより、得ら
れた腕頭動脈から常法によりパラフィン切
片を作成し、各種組織学的解析を行なった。
【実験 2】ApoE 欠損マウスの末梢血より単球
を単離培養しマクロファージ化させ、これに
アンギオテンシンII(AngII, 1μmol/L)を作用
させた。同時に、OLM、Apocynin(APO)、LHVS
を投与し、そのマクロファージにおけるCat S 
mRNA や ECM(コラーゲン、エラスチン)分解活
性を調べた(図 2)。 

１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化巣の不安定プラークの破綻による
閉塞性血栓の形成は、心筋梗塞や脳梗塞など
の重篤な疾患の引き金となることが知られ
ているが、このプラーク破綻のメカニズムは
依然として不明な部分が多い。その一因とし
て、プラーク破綻に関する研究を行なう上で
の有効な疾患モデル動物が知られていない
ことがあった。しかしながら、最近、申請者
や他の研究グループが、新規のプラーク破綻
動物モデルを作成･発表した(Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 2006、Circulation 2005)。  

  これらの動物モデルを用い、プラーク破綻
のメカニズムに関する研究が行われつつあ
り、申請者らもプラーク破綻にはマクロファ
ージや好中球をはじめとする炎症細胞と、そ
れらの細胞由来のプロテアーゼ(MMP)が関与
することを示した。 

 
 
 
 
 
  しかしながら、現在までにプラーク破綻と

カテプシンとの関連性については、殆んど研
究がなされていない。特に、カテプシン群の
カテプシン S(Cat S)やカテプシン K(Cat K)
に関する報告は数少ない。さらに、これらカ
テプシンの発現とレニン－アンギオテンシ
ン(RA)系の関連も不明である。 

 
 
 
 
 
 
  
 ２．研究の目的 
  上記の研究背景に基づき、本研究では実験

動物モデルを用い、プラーク破綻のメカニズ
ムにおけるカテプシンの関与を検討し、さら
にカテプシンと RA 系との関連性についても
調べるものとする。 

 
 
４．研究成果 
(1)実験 1 において、コントロール群と薬剤
(OLM)投与群との間には有意な血圧変化は見
られなかった。 

 
３．研究の方法 

 【実験 1】ApoE 欠損マウスを用い、図 1に示
すように腕頭動脈におけるプラーク脆弱化･
破綻モデルを作成した(8 週間の高脂肪
食:21％ラード+0.15%コレステロール)。 

(2)一方、腕頭動脈の動脈硬化巣の内膜肥厚
面積は、OLM 投与により有意に抑制され、肥
厚内膜内の ECM(コラーゲン、エラスチン)の
染色面積は有意に高い値が保たれた(図 3)。  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

図 3. ApoE 欠損マウスの腕頭動脈における HE
染色(A, B)、ピクロシリウスレッド染色(PSR:コラー
ゲン染色; D, E)、エラスチカファンギーソン染色
(EVG:エラスチン染色; G, H)および各染色面積
(C, F, I)。 

図 2. ApoE 欠損マウスの末梢血由来マクロファ
ージの Cat S mRNA や ECM 分解能に対する各
種薬剤投与の実験。ApoE 欠損マウス末梢血より
単球を単離しマクロファージ化させて AngII を投
与し、そこに OLM、APO、E64d を加えて Cat S 
mRNA や ECM 分解活性を検討した。 

図 1. ApoE 欠損マウスの腕頭動脈におけるプラ
ーク脆弱化･破綻モデル。ApoE 欠損マウスに高
脂肪食を 8 週間与えて作成。薬剤投与群は
OLM を毎日投与し、このマウスの腕頭動脈を切
り出し、組織学的解析を行なった。 



 
(3)腕頭動脈の肥厚内膜において、Cat S およ
び Cat K の発現が認められ、Cat S について
は OLMの投与により有意にその発現が抑えら
れた。また、これらの発現はマクロファージ
の局在と一致する部分が認められた(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) さらに、肥厚内膜内のマクロファージの
集属は OLM 投与に有意に抑制されたが、平滑
筋細胞の染色面積については有意な変化は
認められなかった(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)アンギオテンシン 1型受容体(AT1)の阻害
剤である OLM の投与により、肥厚内膜におけ
る AT1自体の免疫染色領域に有意な差は認め

られなかった。また、この AT1 の発現はマク
ロファージや平滑筋細胞の局在と一致する
部分が見られた(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 実験 2において、ApoE 欠損マウスより単
離培養したマクロファージは、AngII の投与
により Cat S mRNA と ECM(コラーゲン、エラ
スチン)分解能の有意な上昇が見られた。こ
れらの上昇は AT1 阻害剤の OLM や活性酸素種
生成阻害剤の APO の同時投与により、有意に
抑えられた。さらに、ECM 分解能はカテプシ
ンの特異的阻害剤である LHVS の投与によっ
ても有意に抑制された(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. ApoE 欠損マウスの腕頭動脈における Cat 
S(A, B)、Cat K の免疫染色(D, E)とそれらの染色
面積(C, F)。Cat S または Cat K とマクロファージ
マーカー(Mac3)との免疫二重染色(G-I, J-L)。 

図 6. ApoE 欠損マウスの腕頭動脈における AT1
の免疫染色(A, B)とその染色面積(C)。AT1 と
Mac3(マクロファージ)または ASMA(平滑筋細胞)
との免疫二重染色(D-F, G-I)。 

図 5. ApoE 欠損マウスの腕頭動脈におけるマク
ロファージマーカー(Mac3; A, B)と平滑筋細胞マ
ーカー(ASMA; D, E)による免疫染色および各染
色面積(C, F)。 図 7. ApoE 欠損マウスより単離培養したマクロフ

ァージの Cat S と Cat K の mRNA に対する
AngII、OLM、APO の影響(A, B)。また、このマク
ロファージの ECM 分解活性に対する AngII、
OLM、APO、LHVS の影響(C, D)。 



 
(7)以上の研究結果をまとめると、本モデル
におけるプラークの脆弱化･破綻の機序とし
て以下のようなことが考えられた。 
①粥状動脈硬化巣の進展･脆弱化･破綻には
RA 系の関与が示唆された。 
②この粥状動脈硬化巣の脆弱化は、肥厚内膜
内の ECM 減少を伴っており、この減少に RA
系が関わることが示唆された。 
③粥状動脈硬化巣の脆弱化をきたす ECMの減
少は、Cat S をはじめとするプロテアーゼに
よる ECM の分解が考えられ、この Cat S の発
現調節に RA系が関与することが考えられた。 
④ECM の分解を引き起こすと思われる Cat S
はマクロファージから分泌されることが示
唆された。また、同時にマクロファージには
AT1 の発現が認められたため、マクロファー
ジにおいて RA 系が Cat S の発現･分泌を調節
していることも示唆された。これらのことは、
マクロファージの培養実験の結果もから示
唆された。 
⑤マクロファージの培養実験における
APO(活性酸素種の生成阻害剤)投与の結果か
ら、RA 系による Cat S の調節には、活性酸素
種が関与していることが予測された。 
 
(8)本研究結果は、主に次項に記載するよう
な学術雑誌や学会発表等で公表された。特に、
Atherosclerosis 誌(2010)における発表が最
も大きな成果である。さらに、本研究内容は、
第 5 回名古屋 Metabolic Syndrome 研究会の
研究奨励賞を受賞するに至った。 
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