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研究成果の概要（和文）：　動脈硬化進展や粥腫不安定化に白血球の血管内皮細胞(EC)への接着と浸潤は重要である。
急性冠症候群(ACS)の責任冠動脈血、粥腫ではP-selectin glycoprotein ligand-1(PSGL-1)+CD4 T細胞を多数認め、EC
に強く接着、E/P-selectinを介しアポトーシスを誘導した。さらにApoE-/-マウスの動脈硬化進展、IFNγ+CD4 T細胞、
IL17+CD4 T細胞増加と粥腫への浸潤、血管壁のアポトーシスはPSGL-1-/-ApoE-/-マウスで抑制された。すなわち、PSGL
-1陽性CD4 T 細胞は動脈硬化進展と粥腫不安定化に重要な役割を果たすと考えられる。

研究成果の概要（英文）： Adhesion of circulating leukocytes to the endothelial cells (ECs) and subsequent 
trans-endothelial migration are important in the development of atherosclerosis. This process is 
predominantly mediated by adhesion molecules, which are expressed on ECs and leukocytes. The culprit 
coronary artery and atherosclerotic plaque from patients with acute coronary syndrome (ACS) underwent the 
thrombus-aspiration therapy contained abundant PSGL-1+CD4+T cells. These PSGL-1+CD4+T cells strongly 
bound to both P-selectin and E-selectin, and induced EC apoptosis.
 Furthermore, in apolipoprotein E (ApoE) deficient mice, the advanced atherosclerosis with many activated 
IFNγ+CD4 T cells, IL17+CD4 T cells, and apoptosis were observed. In contrast, these features were 
inhibited in PSGL-1/ApoE double deficient mice, contributing more stabilized morphologic features. We 
concluded that PSGL-1 expressing CD4+T cells participate directly in the development of atherosclerosis 
and plaque instability in ACS.

研究分野： 医歯薬学・循環器内科学
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１． 研究開始当初の背景 
（１） 急性冠症候群と T細胞 

 心筋梗塞、不安定狭心症、心臓突然死
を含む急性冠症候群（ACS）に代表される虚
血性心疾患が日本の死亡原因に占める割合
は、年々増加している。申請者らはこれま
で T 細胞が ACS 発症にどのように関与して
いるのかを検討してきた。ACS 患者 CD4 T
細胞および動脈硬化粥腫に浸潤している
CD4 T 細胞が標的細胞である血管平滑筋細
胞に接着した際、CD3 と LFA-1 からなる
Cytotoxic immunologic synapse を形成す
る。その際、CD4 T 細胞では ZAP-70 のリン
酸化に続き細胞内 Ca 濃度が上昇、それに続
き標的細胞内 Ca 濃度が上昇してアポトー
シスが誘導される(①)。 また、これら CD4 
T 細胞は TRAIL / DR5 を介する刺激で血管
平滑筋細胞や血管内皮細胞にアポトーシス
を誘導し、粥腫破綻や粥腫糜爛を引き起こ
して粥腫不安定化に関与する可能性を明ら
かとした（②, ③）。また、同じく粥腫に浸
潤している形質細胞様樹状細胞は、トール
ライクレセプター9 (TRL9)を介する刺激を
受けて INFγを産生し、それにより CD4 T
細胞上の TRAIL 発現が増強されることも明
らかとした（④）。 さらに、不安定粥腫に
は CD83 や CD86 陽性の活性化した形質細胞
様樹状細胞が多数浸潤しており、CCL19 や
CCL21 を産生して、CD40L 陽性活性化 T細胞
を粥腫に引き寄せ、Th1 サイトカインであ
る INFγ、TNFαも多く発現していることを
明らかとした（⑤）。 
 

（２）P-selectin glycoprotein ligand-1 
(PSGL-1)と動脈硬化 
一方、50歳以下の女性ACS患者の主な病理

学的機序は、粥腫糜爛とされている。我々
の閉経前後の更年期女性の検討では、ACS
患者と同様に強く活性化したCD4 T細胞が
多く認められ、そのCD4 T細胞は接着分子
PSGL-1を多く発現していた。また、血管内
皮細胞にPSGL-1依存的に強く接着しアポト
ーシスを誘導することを明らかとした(⑥)。
最近、PSGL-1-/-/ApoE-/-DKOマウスでは、動
脈硬化マウスでの主な単球サブセットであ
るLy-6Chi浸潤が有意に減少して動脈硬化進
展が抑制されたと報告された（⑦）。しか
し、どのような機序で動脈硬化進展が抑制
されたのか不明であった。単球やT細胞に恒
常的に発現するPSGL-1は活性化後にセレク
チンに結合して効果作用を現すことが報告
されているが、動脈硬化粥腫局所の進展や
不安定化における役割も解明されていない。 

 
２．研究の目的 
ACS 発症を来たす特定の責任冠動脈病変

に、CD4 T 細胞が浸潤して粥腫を不安定化
する機序を解明する。すなわち、P-selectin 
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1)発現 CD4 T
細胞が、責任冠動脈の硬化病変に浸潤し、

粥腫の進展と不安定化をもたらし ACS 発症
に至る機序を明らかにするとともに、血管
に炎症障害を起こす作用を抑制する治療の
研究基盤を確立する。 
 

３．研究の方法 
 ACS 責任冠動脈病変へ CD4 T 細胞が浸潤す
る機序、および責任冠動脈不安定粥腫での
CD4 T 細胞サブセットの役割を明らかにする
ため、ヒト正常コントロール末梢血および
ACS患者末梢血、血栓吸引療法で得られたACS
責任冠動脈血と組織、さらにマウスを利用し
て以下の検討を行なった。 
（１）ACS 患者における CD4 T 細胞上の接着
分子発現の FACS による解析。 
（２）ACS 発症を来たした責任冠動脈病変の
不安定粥腫と血栓における T細胞、マクロフ
ァージ、好中球、PSGL-1 発現 CD4 T 細胞の免
疫染色。 
（３）PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞が責任冠動脈へ
浸潤する機序の selectin binding assay、
rolling-adhesion assay による検討。 
（４）粥腫不安定化に関わる PSGL-1 陽性 CD4 
T 細胞による血管内皮細胞・血管平滑筋細胞
アポトーシスシグナルをアポトーシスアッ
セイ、PARP 断片を免疫染色、caspase-3 活性
を FACS で各々検討。 
（５）ApoE-/-マウスおよび我々が作成した
PSGL-1-/-/ApoE-/-マウスを用いて、PSGL-1 発
現 CD4 T 細胞の動脈硬化進展と粥腫不安定化
への関与を検証するため、動脈硬化進展をス
ダン染色、CD4 T 細胞サブセット（Th1、Th2、
Th17、制御性 T細胞）を脾臓より単離した末
梢単核球を用いて FACS で解析。さらに、動
脈硬化粥腫のT細胞サブセット浸潤と血管内
皮細胞および血管平滑筋細胞の selectin 発
現とアポトーシスを免疫染色で解析した。 
 
４．研究成果 

（１）ACS 患者 T細胞上に発現する接着分子 

Contに比較してACS末梢血CD4 T細胞では、
integlinβ2およびPSGL-1発現が有意に亢進
していた (図1A)。さらに責任冠動脈血では
末梢血よりもCD4 T細胞上のPSGL-1発現が亢
進していた(図1B)。 

図１ ACS 患者における PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞の増加 

 
（２）責任冠動脈病変における炎症細胞浸潤 
ACS 急性期に血栓吸引療法で責任冠動脈よ

り得た動脈硬化粥腫には多数の CD3陽性 T細
胞、CD68 陽性マクロファージ、少数の MPO 陽
性好中球の浸潤を認めた。血栓には、CD3 T



細胞、マクロファージ、好中球いずれも多数
認められた。また、動脈硬化粥腫、血栓とも
に多くの PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞が存在して
いた(図 2)。 

図２ 責任冠動脈粥腫における PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞 

 
（３）PSGL-1陽性CD4 T細胞のE-/P-selectin
を介する血管内皮細胞接着 
 ACS 患者 CD4 T 細胞は CD3 による TCR 刺激
により CD69 陽性の活性化 T 細胞が増加し、
PSGL-1 発現も亢進した。Binding assay によ
り活性化PSGL-1陽性CD4 T細胞はE-selectin、
P-selectin 両者に結合し (図 3)、血管内皮
細胞に正常コントロールに比較して強く接
着した(図４)。 

図３ ACS 患者 CD4 T 細胞の活性化に伴う PSGL-1 発現亢進と

P-selectin および E-selectin への結合 

図４ ACS 患者 CD4 T 細胞の血管内皮細胞への強い接着 

 

(４）PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞による血管内皮
細胞障害 
 責任冠動脈に強く発現するPSGL-1陽性CD4 

T 細胞の粥腫不安定化への関与を検討するた
め、アポトーシスアッセイを行った。その結
果、ACS 患者末梢血 CD4 T 細胞は血管内皮細
胞にアポトーシスを強く誘導し(図 5A)、末梢
血に比較し冠動脈血 CD4 T 細胞は強くアポト
ーシスを誘導した(図 5B)。また、このアポト
ーシスは CD4 T 細胞を抗 PSGL-1 抗体で前処
理すると抑制され、PSGL-1 依存的であった 
(図 5C)。さらに、アポトーシスを来たした 
血管内皮細胞に PARP 断片化の増加および活
性化カスペース３発現の増加を認めた(図 6)。 

図５ ACS 患者 PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞による血管内皮細胞アポ

トーシス 

図６ ACS 患者 PSGL-1 陽性 CD4 T 細胞による活性化 Caspase-3

を介する血管内皮細胞アポトーシス 

 
（ ５ ） ApoE-/- マ ウ ス (ApoE-/-) お よ び
PSGL-1-/-ApoE-/-マウス(PSGL-1-/-ApoE-/-)を用
いた PSGL-1 発現 CD4 T 細胞の動脈硬化進展
と粥腫不安定化への関与 
  ApoE-/-18W および PSGL-1-/-ApoE-/-18W を普
通食(ND)または高脂肪食(HFD)で 8W飼育する
と、Vital や体重増加には両群間で差異は認
められなかったが、ApoE-/- HFD 群では動脈硬
化 が 著 明 に 進 展 し た 。 と こ ろ が 、
PSGL-1-/-ApoE-/-マウスでは動脈硬化進展は非
常に抑制されていた（図 7A, B）。 

図 7 PSGL-1 ﾉｯｸｱｳﾄによる動脈硬化進展抑制 

また、脾臓より単離した末梢単核球を FACS
で解析した結果、ApoE-/-では 18W Cont の段階
ですでに CD69 陽性の T 細胞活性化を認めた
が、PSGL-1-/-ApoE-/-では T 細胞の活性化は抑
制されていた。さらに、ApoE-/-では動脈硬化
進展に伴い IFNγ+Th1 および IL17+Th17 の発
現増加を認めたが、PSGL-1-/-ApoE-/-では抑制
されていた。一方、Th2 や Treg には変化は認
められなかった。 
 さらに、ApoE-/-で認められた動脈硬化粥腫
へのCD4+IFNγ+Th1およびCD4+IL17+Th17の浸



潤、および E-selectin、P-selectin の血管
内皮細胞(CD34)、血管平滑筋細胞(α-SMC)で
の発現増加や TUNEL 陽性アポトーシスは
PSGL-1-/-ApoE-/-では抑制されていた(図８)。 

図８ PSGL-1 ノックアウトによる粥腫安定化 

 

 本研究により、PSGL-1 は T 細胞を活性化し
E-selectin/ P-selectin を介して、CD4+IFN
γ+Th1、CD4+IL17+Th17 をはじめとする炎症細
胞を動脈の血管内皮下に引き寄せ、動脈硬化
進展、さらには ACS 患者の責任冠動脈では
PSGL-1 依存的に血管内皮細胞にアポトーシ
スを誘導し、粥腫不安定化をもたらし ACS 発
症に深く関与することが明らかとなった。 
 
 今後、ApoE-/-マウスおよび PSGL-1-/-ApoE-/-

ダブルノックアウトマウスより得た CD4 T 細
胞 を 次 世 代 型 シ ー ケ ン サ ー に て
transcriptome analysis を網羅的に行い、動
脈硬化進展や粥腫不安定化における PSGL-1
による T 細胞活性化やヘルパーT 細胞分化の
シグナル制御、および PSGL-1 陽性 CD4 T 細
胞の P-selectin、E-selectin 結合後の血管
傷害メカニズムについて研究を発展させ、新
たなACSのバイオマーカーおよび治療の開発
を目指す。 
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