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研究成果の概要（和文）：葉酸レセプターβ（FRβ）は活性化マクロファージ（Mφ）のマーカーとして注目されてい
る。我々は、FRβを発現する活性化Mφが動脈硬化モデルマウスの動脈硬化病変部位に存在することを発見し、抗FRβ
モノクローナル抗体に緑膿菌毒素を結合させたリコンビナントイムノトキシンを動脈硬化モデルマウスに投与し、活性
化Mφのみを選択的に死滅させ、動脈硬化を抑制することを示した。
また、抗FRβモノクローナル抗体を用いサンドイッチELISAにてヒト血清可溶性FRβ濃度の測定系を確立し、正常コン
トロールと比較し大動脈瘤患者では血清FRβ濃度の高い症例を認め、動脈硬化の新しい診断方法として有用である可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The folic acid receptor beta (FR-beta) attracts attention as a marker of activated
 macrophages. We found that the activated macrophage which expressed FR-beta was present in the arterioscl
erosis lesion of the arteriosclerosis model mouse. We administrated the recombinant immunotoxin which coup
led Pseudomonas aeruginosa toxin to anti-FR-beta monoclonal antibody into the arteriosclerosis model mice,
 selectively killed the activated macrophages, and demonstrated that it reduced arteriosclerotic lesion.
In addition, we established a sandwich ELISA assay using anti-FR-beta monoclonal antibody and measured the
 soluble FR-beta concentration of human serum. The patients with aortic aneurysms showed a higher serum FR
-beta level compared with the normal control. The measurement of the soluble FR-beta concentration is sugg
ested to be useful for the diagnosis of atherosclerosis.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 動脈硬化　葉酸レセプターβ　マクロファージ

内科系臨床医学・循環器内科



様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
動脈硬化形成において、血中の単球が血管

壁に侵入しマクロファージとなり、このマク
ロファージは活性化され、スキャベンジャー
受容体を介して酸化 LDL を取り込み、泡沫化
する。また、この活性化マクロファージは
TNF-αなどの多くのサイトカインを分泌す
るため動脈硬化プラーク病変形成を促進し、
さらにプラークを不安定化させプラークの
破綻にも関与している。 
一方、分担研究者である免疫学講座の松山

隆美教授は、健常者と関節リウマチ患者の関
節滑膜組織内マクロファージから抽出した
遺伝子ライブラリーのサブトラクションに
より、葉酸レセプターβ（FRβ）遺伝子がリ
ウマチ患者の滑膜マクロファージに特異的
に発現することを見出した（Arthritis Rheum. 
1999;42:1609-16）。さらに、FRβ発現は単球
や生理的組織マクロファージには見られず、
TNF-α や活性酸素を産生する活性化マクロ
ファージのみに発現していることが示され 
(Blood. 2009;113:438-46)、活性化マクロフ
ァージの新しいマーカーとして注目されて
いる。さらに、松山教授らは、抗 FRβモノク
ローナルに緑膿菌毒素を結合させた FRβイ
ムノトキシンが、SCID マウスに移植した関節
リウマチ滑膜の活動性を減少させること 
(Arthritis Rheum. 2006;54:3126-34)、脳腫
瘍モデルマウスの腫瘍を縮小させること
（Cancer Immunol Immunother. 2009;58:1577 
-86）、肺線維症モデルマウスの病変を抑制さ
せること（Clin Exp Immunol. 2010;161:348- 
56）をそれぞれ報告した。 
動脈硬化病変に FRβを発現する活性化マ

クロファージが存在するかは不明であり、も
し、存在が確認できれば FRβを発現する活性
化マクロファージを標的とした新たな動脈
硬化の診断や治療に繋げることが期待され
る。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、葉酸レセプターβ（FRβ）

を発現する活性化マクロファージを標的と
した不安定プラークの新規診断法と治療法
を開発することである。そのために、以下の
３点を検討する。 
(1) FRβイムノトキシンを用いFRβを発現す

る活性化マクロファージを標的とし、動
脈硬化モデルマウスの動脈硬化病変を縮
小あるいは安定化できるか検討する。 

 
(2) 抗FRβモノクローナル抗体にマイクロバ

ブルを結合させた造影剤により、活性化
マクロファージが存在する不安定プラー
クを認識する超音波による分子イメージ
ングを開発する。 

 

(3) 血中の可溶性 FRβ濃度を測定する ELISA
法を確立し、動脈硬化症の診断や重症度
評価に有用であるかを検討する。 

３．研究の方法 
(1)抗 FRβ抗体を用いた動脈硬化の新規治療
法の前臨床研究 
①実験動物 
実験動物として、アポリポタンパク質 E欠

損マウス（ApoE KO マウス）を使用した。実
験には、15 週齢または 35 週齢のオス ApoE KO
マウスを用い、これらのマウスに正常食を投
与した。 
 

②抗 FRβ抗体の作成 
BALB/c マウスの肝臓より FRβ cDNAを準備

した。このマウス FRβ 遺伝子を感染させた
ラット RBL2H3 で Wistar-Kyoto ラットを免疫
した。リンパ節から得たリンパ球を、NS-1 ミ
エローマ細胞と融合させ、作成されたハイブ
リドーマをフローサイトメトリーとウエス
タンブロットでスクリーニングし、FRβ感染 
RBL2H3 細胞を得た。 
 

③抗 FRβ リコンビナントイムノトキシンの
作成 
IgVH-PE38 と IgVL遺伝子をエンコードした

プラスミドをそれぞれバクテリアに感染さ
せた後、結合させた。dsFV 抗 FRβ-PE38 を、
アニオン交換クロマトグラフィーとサイズ
排除クロマトグラフィーを用いて精製した。
イムノトキシンの 50％阻害濃度は、B300-19
細胞で 10 ng/ml、BALB/c または C57BL/6J マ
ウス腹腔内滲出マクロファージで 100 ng/ml
であった。組み換えイムノトキシンに含まれ
るエンドトキシンは 5 units (EU)/mg であっ
た。 
 

④イムノトキシン投与プロトコール 
ApoE KO マウスにおける組み換えリコンビ

ナントイムノトキシンの効果を検討するた
めに、15 週または 35 週の通常食を与えたオ
ス ApoE KO マウスを 3グループに分け、それ
ぞれイムノトキシン、トキシン、コントロー
ルグループとした。（15 週齢：n=8/グループ、
35 週齢：n=5/グループ）。イムノトキシング
ループには生理食塩水 100 μl に溶解した
0.1 mg/kg の イ ム ノ ト キ シ ン （ dsFV 
anti-FRβ-PE38 ）を、トキシングループに
は生理食塩水 100 μl に溶解した 0.1 mg/kg
のトキシン（PE38）を、コントロールグルー
プには 100 μl の生理食塩水を 3 日おきに 5
回投与した。大動脈基部における動脈硬化病
変を 1週間後および 4週間後に評価した。 
 

⑤組織学的評価 
ペントバルビタールを用いて ApoE KO マウ

スを安楽死させ、左心室から血液サンプルを
得た。Coulter カウンターを用いて白血球数、
白血球分類を、カイノスエンザイムキットを
用いて血清コレステロール値を測定した。マ
ウスの心臓と大動脈を採取し、液体窒素で凍
結保存した。心臓を OCT コンパウンドで包埋
し、大動脈基部から 5 μmで連続的に横断薄



切し、50 μm おきに組織切片をオイルレッ
ド染色し、大動脈径における動脈硬化病変の
割合を計測した。また、抗 FRβ抗体、抗 CD68
抗体、抗 TNF-α抗体、抗平滑筋αアクチン
抗体、抗増殖細胞核抗原抗体（PCNA）、抗 CD-31
抗体、抗 CD3 抗体を用い動脈硬化病変組織を
評価した。 
 

⑥アポトーシス細胞の計測 
イムノトキシン、トキシンまたは生理食塩

水の投与 1週間後、5μmの薄切切片組織をア
セトン固定し、 DeadEndTM Fluorometric 
TUNEL System を用いて染色し、陽性細胞数を
計測した。TUNEL 陽性細胞は、BC-8000 蛍光
顕微鏡を用いて検出し、全細胞数におけるア
ポトーシス細胞数の割合を表示した。 
 

⑦抗 FRβ イムノトキシンにおける in vitro
効果 
12 週齢のオス ApoE KO マウス 3 匹に、3％ 

thioglycollate を腹膜投与し、4日後に腹膜
マクロファージを回収した。回収した細胞を
10% ウシ血清を含む Iscove’s modified 
Dulbecco medium に懸濁した。非接着細胞を
除 去 した後 、 腹膜マ ク ロファ ー ジ を
dsFV-FRβ イムノトキシンまたはトキシンと
ともに 72 時間及び 96 時間、37℃、5％CO2下
で培養した。培養後、細胞を 0.1％Triton 
X-100 で処理した後、propidium iodine で染
色し、アポトーシス細胞の割合をフローサイ
トメトリーを用いて計測した。 
 

⑧定量的リアルタイム PCR 
TaqMan プローブ法を用い定量的リアルタ

イム PCR により FRβ と TNF-α の mRNA を測
定した。RiboPure Kit で、上行大動脈から
RNA を抽出し、high-capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit を用いて cDNA を作成し
た。ABI PRISM 7300 を用いて RT-PCR を行い、 
GAPDH に対する FRβと TNF-α mRNA の相対定
量を行った。 
 

⑨統計解析 
データは mean±SE で表し、グループ間の

検定には Kruskal-Wallis test、 Holm’s 
pairwise comparison を使用した。腹腔マク
ロファージを用いた in vitro 実験には、
paired t test を使用した。P<0.05 を有意差
ありとした。 
 

(2)抗 FRβモノクローナル抗体を用いた超音
波分子イメージングの開発 
istearoylphosphatidylethanolamine-PEG

(2000)biotin と distearoylphosphatidyl- 
choline と polyoxyethylene-40-stearate と
を超音波処理してビオチン化されたマイク
ロバブル（MB）を作成した。3x108 の MB と
streptavidin（90 µg）を 30 分間インキュベ
ーションし結合させた。その中の 1x108 を取
り出し、EZ-Link（Pierce 社）を用い、ビオ

チン化した抗マウス IgG1 抗体と抗 FRβモノ
クローナル抗体を 30 分間結合させて、FRβ
を認識する MB を作成した。この FRβを認識
する MB を ApoE KO マウスの尾静脈から注射
して、小動物用超音波高解像度イメージング
システムを用いて画像解析した。 
コントロールとしては、抗 FRβモノクロー

ナル抗体の代わりに非特異的一次抗体を結
合させたものを用い、画像を比較する。また、
画像解析後にマウスの大動脈を取り出し、
oil red O 染色し動脈硬化病変を染色し、超
音波画像と対比させた。 
 

(3)可溶性FRβ測定系の確立と動脈硬化性疾
患患者での測定 
ヒトFRβ発現B300-19(マウスB細胞株）をラ

ットに免疫した腹腔内リンパ節を用い、細胞
融合法にて抗葉酸FRβ抗体を得た。この抗体
を用い、サンドイッチELISA測定法を確立し、
血清のFRβ濃度を大動脈瘤患者と正常コント
ロールで測定した。 
 
４．研究成果 
(1)抗 FRβ抗体を用いた動脈硬化の新規治療
法の前臨床研究 
①動脈硬化病変における FRβの発現 
はじめに、21 週齢 ApoE KO マウスにおける

FRβ 発現細胞の存在とその分布を検討した。
連続切片を用いて、オイルレッド染色と抗
FRβ 抗体染色を行い、泡沫細胞と FRβ 発現
細胞の分布を比較した。 泡沫細胞のうち、
FRβ陽性細胞の割合は91.2±2.4%であった。
ほどんどの FRβ 発現細胞は、内膜側に認め
られた。抗 FRβ抗体と抗 CD68 抗体による二
重染色では、FRβ と CD68 の共局在が認めら
れた。 FRβ は、抗平滑筋 α アクチン抗体、
CD31 抗体、CD3 抗体との共局在は認められな
かった。21 週齢において、FRβ を発現して
いるマクロファージは 57.2±2.9%、35 週齢
においては 69.7%±3.0%であった。 
 

②FRβ イムノトキシン投与による動脈硬化
巣縮小効果 
15 週齢及び 35 週齢の ApoE KO マウスを用

い、FRβイムノトキシン投与による動脈硬化
巣縮小効果を検討した。15 週齢および 35 週
齢マウスを 3グループに分け、それぞれイム
ノトキシン、トキシン、生理食塩水を 3日毎
に計 5回投与した。投与終了 4週間後に動脈
硬化病変を評価した。各年齢群において、イ
ムノトキシン群は 31％、22％の動脈硬化巣縮
小 効 果 を 認 め た 。（ 21 weeks: 
control=20.9±1.7%, 
immunotoxin=14.4±1.4%, toxin=20.8±1.5%, 
P=0.03, n=8; 41 weeks: control=36.2±1.5%, 
immunotoxin=28.1±5.6%, toxin=35.7±1.3%, 
P=0.02, n=5）。一方、トキシン投与による
動脈硬化巣縮小効果は認められなかった。各
群で体重、血清コレステロール値、白血球分
画に有意差は認めなかった。 



 
 
 
 
 

 
 

 
 
③FRβ イムノトキシン投与後の組織学的変
化 
FRβイムノトキシン投与により、各年齢群

において CD68、FRβ、TNF-α 発現細胞数は
有意に減少した。抗平滑筋 α アクチン抗体
も減少したが、統計学的に有意差は認められ
なかった。CD3 発現細胞は減少しなかった。
さらに、FRβイムノトキシン投与 1週間後に
PCNA 及び TUNEL 染色を行い、FRβ イムノト
キシンが細胞増殖及びアポトーシスに及ぼ
す影響を検討し、その結果、イムノトキシン
群におけるアポトーシス細胞の割合は、コン
トロール群と比較し有意に上昇していた。 
 

④抗 FRβ イムノトキシンにおける in vitro
効果 
滲出性腹膜マクロファージを、抗 FRβ 抗

体、抗 F4/80 抗体で染色し、フローサイトメ
トリーを用いてマクロファージにおける
FRβ発現細胞の割合を検討した。滲出性腹膜
マクロファージにおける FRβ 発現細胞の割
合は、95.4±1.3%であった。 
また、FRβイムノトキシンがアポトーシス

に及ぼす影響を検討するため、滲出性腹膜マ
クロファージを FRβ イムノトキシンまたは
トキシンとともに培養し、プロピジウムイオ
ジン染色を行った。FRβイムノトキシン1000 
ng/ml におけるアポトーシス細胞の割合は、
培養 72 時間後で 67.4±6.3%, 96 時間後で
77.4±3.3%であった。 
 

⑤定量的リアルタイム PCR による FRβ 及び
TNF-α mRNA の測定 
FRβイムノトキシン投与後、定量的リアル

タイム PCR を用いて FRβ 及び TNF-α mRNA
の測定を行った。各年齢群においてFRβ mRNA
はトキシン群やコントロール群と比較し有
意 に 減 少 し て い た 。 (21 weeks: 
control=3.8±0.2, immunotoxin=1.8±0.2, 
toxin=3.2±0.5 arbitrary units, P=0.001, 
n=8; 41 weeks: control=2.5±0.3, 
immunotoxin=1.0±0.1, toxin=2.1±0.3 
arbitrary units, P=0.02, n=5)。また、TNF-α 
mRNA もトキシン群やコントロール群と比較
し 有 意 に 減 少 し た 。（ 21 weeks: 
control=4.5±0.5, immunotoxin=2.2±0.4, 
toxin=4.1±0.6 arbitrary units, P=0.01, 
n=8; 41 weeks: control=2.9±0.2, 
immunotoxin=1.2±0.1, toxin=2.6±0.6 
arbitrary units, P=0.005, arbitrary units, 
n=5）。 

以上の結果からFRβイムノトキシンにより、
活性化したマクロファージのみを選択的に
ターゲットとすることで、炎症に関わってい
るマクロファージのみを死滅させ、動脈硬化
を抑制することが示唆された。本研究におい
て、FRβイムノトキシンが動脈硬化巣を抑制
することが示されたが、トキシンによる非特
異的な肝毒性や免疫原性の問題もあり、臨床
応用に向けて今後さらなる検証が必要であ
る。 
 
(2)抗 FRβモノクローナル抗体を用いた超音
波分子イメージングの開発 
 抗 FRβモノクローナル抗体を用い FRβを
認識するマイクロバブルを作成し、動脈硬化
モデルである ApoE KO マウスに投与し、小動
物用超音波高解像度イメージングシステム
を用いて画像解析したが、安定的な動脈硬化
病変描出は困難であった。抗体と結合したマ
イクロバブルは分子量が大きく、動脈硬化病
巣内部に存在する FRβ発現マクロファージ
を認識するために組織内に浸潤することが
出来ない可能性が示唆された。 
 

(3)可溶性FRβ測定系の確立と動脈硬化性疾
患患者での測定 
ヒトFRβ発現B300-19(マウスB細胞株）をラ

ットに免疫した腹腔内リンパ節を用い、細胞
融合法にて抗FRβ抗体を作成し、サンドイッ
チELISA測定法を用い、ヒト血清の可溶性FR
βを測定する方法を開発した。 
血清FRβ濃度を大動脈瘤患者と動脈硬化の

既往の無い正常コントロールで測定し、その
結果、正常コントロールと比較し、大動脈瘤
患者ではFRβ濃度の高い症例を認めた。 
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