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研究成果の概要（和文）：　腸管免疫修飾物質や腸内細菌を変化させる物質の経口投与による動脈硬化への影響を動物
実験にて調査し、ある種の抗生物質による動脈硬化予防効果を証明した。動物実験により腸内細菌と動脈硬化の関連を
証明できたので、ヒトでの腸内細菌叢と冠動脈疾患との関連を調査した。正常者に比較して、冠動脈疾患患者の腸内細
菌叢では、ラクトバシルス菌群(Lactobacillales)が増加し、バクテロイデテス菌群(Bacteroidetes = Prevotella属+B
acteroides属)が減少していた。さらに、詳細な分析にて腸内細菌へ介入する動脈硬化予防法を追求する。

研究成果の概要（英文）： We investigated the effects of oral treatment of materials that affect the 
intestinal immunity or change the gut bacterial flora using the atherosclerosis animal models. 
Antibiotics against gram-negative bacteria (Neomycin) treatment reduced the atherosclerotic lesion 
formation in mice, whereas antibiotics against gram-positive bacteria (Vancomycin) treatment had no 
effect. Now the mechanisms of the experimental results are under investigation. Based on the animal 
experiments, we examined the association between the incidence of coronary artery diseases (CAD) and the 
gut bacterial flora types. Compared with normal healthy control person, the content of order 
Lactobacillales was significantly increased and that of phylum Bacteroidetes was decreased in CAD 
patients. Further analyses should be needed to attain the therapeutic intervention to gut bacterial flora 
for prevention of atherosclerotic CAD.

研究分野： 動脈硬化　

キーワード： 動脈硬化　腸内細菌　腸管免疫　制御性T細胞　免疫寛容性樹状細胞
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１. 研究開始当初の背景 
 動脈硬化は慢性の炎症性疾患であるとさ
れているが、臨床医学の現場では直接炎症に
介入する動脈硬化性疾患の予防法や治療法
は存在せず、その開発が期待されている。
我々は、動脈硬化の予防や治療のために炎症
免疫反応を制御するという戦略が、期待され
る次世代の予防法になると考え、抗動脈硬化
免疫療法の開発基礎研究を続け、将来の臨床
応用を目指している。 
 最近の免疫研究の中で、免疫抑制機能を持
つ制御性 T 細胞(regulatory T cell; Treg)
が注目され、主に免疫疾患での研究が進んだ。
我々も、動脈硬化の免疫研究を進める中で、
同細胞に注目して、抗体医薬で腸管における
Treg の誘導を介する新規動脈硬化予防法を
報告した(Sasaki N, et al. Circulation 
2009;120:1996-2005)。その研究の中で、世
界で初めて動脈硬化巣内の Treg の増加と動
脈硬化抑制との関連を報告し、さらに腸管で
誘 導 さ れ る 免 疫 寛 容 性 樹 状 細 胞
(tolerogenic dendritic cell; tDC)が動脈
硬化抑制的に働くことを発見した。そして、
活性化ビタミン D3 の経口投与で腸管にて
Treg と tDC を誘導し、動脈硬化が予防できる
ことを報告するに至った(Takeda M, et al. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
2010;30:2495-2503)。これらの研究成果によ
り“腸管から動脈硬化を予防する”という独
創的な治療法の概念(Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2010;30:2317-2319)を提唱した。 
 一方で、肥満を始めとする生活習慣病研究
の中で、腸内細菌叢の属種の差異がその疾患
の発症に強く関連すると報告され、非常に注
目 さ れ る 分 野 と な っ て い る (Nature. 
2011;474:327-36)。また、腸内細菌と腸管免
疫の関連では、ある種の細菌の多少と免疫細
胞の分化、すなわち腸管免疫の反応性との強
い関連(Cell. 2009;139:485-98. Science. 
2011;331:337-41)が報告され、この分野の研
究も盛んになっている。動脈硬化の領域にお
いては、腸内細菌の代謝産物がその悪化に関
連するという報告(Nature. 2011;472:57-63)
はあるが、腸管免疫との関連を含めて、病態
の進行とある種の腸内細菌叢との関連を解
析したような研究報告はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、腸管からの免疫制御によ
る抗動脈硬化免疫療法を開発し、その機序を
解明して、将来臨床応用することである。特
に本研究課題では、常在腸内細菌叢の種類と
腸管免疫反応との関連を明らかにし、プロバ
イオティックス投与などにより腸内細菌を
変化させることで、腸管免疫を修飾し、動脈
硬化が予防できるかどうかを明らかにする。 
 さらに、ヒトにおいての動脈硬化性疾患発
症に関連する可能性のある腸内細菌叢を明
らかにする。 
 

３．研究の方法 
 腸管免疫修飾による動脈硬化予防法の開
発研究をさらに発展させ、「腸内細菌叢の属
種の差異によって動脈硬化巣の進展や予防
に与える影響が異なる」という仮説を持ち、
その検証を行う。 腸内細菌の属種解析を行
い、どのような属種の多少と動脈硬化との関
連があるのかを解析し、治療介入のターゲッ
トとしての可能性を探る。さらに、経口投与
物質での動脈硬化への治療的介入法の確立
をめざし、プロバイオティックスを使用した、
腸内細菌叢の変化を惹起させ、腸管免疫修飾
を介する抗動脈硬化療法が可能かを動物実
験により検証する。 さらに、倫理委員会で
検討の後に、臨床研究に進め、各種循環器疾
患における腸内細菌の特徴を調査する研究
を行う。 
 
6 週齢のアポリポ蛋白 E遺伝子欠損
(apoE-KO)マウスに、我々が既に報告してい
る腸管免疫修飾による抗動脈硬化治療法(抗
CD3 抗体、活性化ビタミン D3、エイコサペン
ト酸)と同様に、経口投与による動脈硬化治
療法候補(レチノイン酸など様々な腸管免疫
修飾候補物質やプロバイオティクス)を開始
して、10 週間継続する。16 週齢で大動脈起
始部と大動脈全体の動脈硬化巣面積を評価
し、コントロール群と比較して動脈硬化抑制
作用の有無を評価する。 
 動脈硬化巣内の免疫細胞の比率の変化と
形状の変化を組織学的解析(免疫染色など)
によって明らかにする。マクロファージ
(MOMA2 抗体)、Tリンパ球(抗 CD3 抗体、抗 CD4
抗体)、Treg(抗 FoxP3 抗体)、DC(抗 CD11c 抗
体)を使用して局所の解析を行い、脾臓やリ
ンパ節、さらに腸管免疫組織などの全身の免
疫組織との比率の対比なども行う。 
腸内フローラの変化は T-RFLP(Terminal 
Restriction Fragment Length Polymorphism)
解析という、マウスの糞便中の細菌DNAをPCR
にて増幅し、制限酵素で切断したフラグメン
トサイズの組み合わせと定量解析にて菌群
の種類と存在量を、主な腸内細菌について網
羅的に同定する方法にて、治療介入物質投与
の前後で解析する。そして、上記のマウスへ
の治療介入により、腸内細菌叢の属種がどの
ように変化するのかを調査する。 
腸管免疫修飾については、フローサイトメ
トリー(FACS)による腸間膜リンパ節、パイエ
ル板や脾臓でのCD4+CD25+Foxp3+制御性T細胞
(Treg)の比率、CD11c+CD103+または免疫寛容
性樹状細胞 CD11c+CD80-CD86-(tDC)細胞の比
率の測定を行う。 
抗CD11c抗体でソーティングしたDCを用い
て、細胞の機能解析実験を行う。同時に CD11c
陽性細胞から mRNA を抽出し、real time 
RT-PCR法にてIL-12やIL-10などの遺伝子発
現の解析を行う。 
T細胞(ヘルパーT細胞,CD8+T細胞,NKT細胞
など)の関与やその細胞からのサイトカイ
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 本研究期内に実
バイオティクスに関して、一部マウスで
機能に影響を及ぼすものはあるが、少なくと
も動脈硬化抑制作用を
 
 抗生物質投与による腸内細菌への介入と、
動脈硬化への影響を検討した結果を示す。
Vancomycin
よって、糞便中の腸内細菌数は、約
少した。存在する菌への影響としては、グラ
ム陽性菌に抗菌効果のある
腸内細菌の中
が減少し、相対的に
や Lactobacillales
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