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研究成果の概要（和文）：アンジオテンシンII（Ang II）により酸化ストレス（ROS）消去系酵素extracellular super
oxide dismutase（ecSOD）が抑制され，ROSがより増加し臓器障害も進行し，さらにecSOD活性が先天免疫に関与するTo
ll-like receptor 4（TLR4）欠損でさらに増加した．一方，Ang IIはROS産生酵素NADPH oxidaseを活性化して臓器内の
ROSを増加し，炎症を惹起したことから, Ang IIはTLR4を介してNADPH oxidaseを活性化させるだけでなく，ecSODを抑
制しROSを増加させ,臓器障害を引き起こすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We examined the relationships among Toll-like receptor 4 (TLR4), angiotensin II 
(AngII), NADPH oxidase-derived oxidative stress, antioxidant enzyme extracellular superoxide dismutase 
(ecSOD), and inflammation in organ damage in AngII-induced hypertension. We demonstrated that TLR4 plays 
a pivotal role in regulating AngII-induced oxidative stress levels by inhibiting the expression and 
activity of the antioxidant enzyme ecSOD, as well as by activating NADPH oxidase, which enhances 
inflammation induced by monocyte/macrophage infiltration to facilitate selectively activated MCP-1 and 
the progression of organ damage seen in AngII-induced hypertension.

研究分野：循環器内科　分子血管病態学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アンジオテンシン II（AngII）は，銅イオン

トランスポーターMenkes ATPase（ATP7A）を

介 し て 酸 化 ス ト レ ス 消 去 系 酵 素

extracellular superoxide dismutase

（ecSOD）を亢進させて血管壁の酸化ストレ

スを増加し，血管再構築や臓器障害に関与す

る．（Hypertension 2008; 52:945）我々の

これまでの研究の結果，ATP7A と ecSOD は先

天免疫に関与する Toll-like receptor 4

（TLR4）系にも制御され，AngII 存在下で主

に血管再構築と臓器障害に関与する可能性

がある． 

２．研究の目的 

本研究の目的は，AngII 負荷高血圧における

酸化ストレス消去系と TLR4 の関係に着目し

て，酸化ストレスによる臓器障害の新たな進

展調節機序を，特に，ケモカインと酸化スト

レス消去酵素ecSODに着目して解明すること

である． 

３．研究の方法 

AT1受容体，TLR4とecSODの関係を検討するた

めに以下の実験を行った． 

(１) 実験モデル 

Fukaiらの方法に従い(Circ Res 1999;85:2

3)，全身麻酔下にOsmotic mini-pump(Alzet)

を用いてコントロールマウス（WT）とTLR4を

欠損したマウス（TLR4lps-d）に，生理食塩水

を投与する群，AngIIを投与する群，AngIIに

加えて血圧に影響を及ぼさない低用量ある

いは血圧を低下させる高用量のAT1受容体拮

抗薬（イルベサルタン；IRB）を併用投与す

る群，さらに単に血圧上昇作用のみを持つノ

ルエピネフリン（NE）を投与する群をそれぞ

れ作成し，各薬剤を14日間持続皮下投与した．

血圧と脈拍はtail-cuff法で投与前，投与後7，

14日にそれぞれ測定した． 

(２) 左心機能の評価 

全身麻酔下で心臓の左室機能について，各薬

剤投与14日後，経胸壁心エコーを用いて各薬

剤投与群間で比較検討した． 

 

各薬剤を14日間投与後，マウスの心臓と腹部

大動脈を摘出・計量し，それぞれの群で以下

の項目について各薬剤群間で比較検討した. 

(３) 心筋および腹部大動脈の組織学的検討 

心筋と腹部大動脈の薄切切片を作成し，心筋

内細動脈と腹部大動脈の壁厚/内腔比（W/L

比）と血管周囲線維化率を算出した．  

(４) 組織内酸化ストレスの評価 

心筋と腹部大動脈の凍結切片を用いてジヒ

ドロエチジウム(DHE)染色した薄切切片を用

いて心臓及び腹部大動脈の局所酸化ストレ

スの指標である活性酸素種(‧O2
-)含量を共焦

点レーザー顕微鏡とマルチカラー/コンピュ

ーター画像解析システムを用いてそれぞれ

定量化し，各薬剤投与群間で比較検討した． 

(５) 組織内の酸化ストレス関連酵素の検討 

腹部大動脈におけるCu/ZnSODとecSODのタン

パク発現量をWestern blot法で,またecSOD

活性をCon A-Sepharose chromatography(Ph

armacia)を用いてそれぞれ測定した． 

(６) 組織における炎症の評価 

免疫染色あるいは Western blot 法を用いて，

組織の炎症の指標である転写因子 NF-κB と

その下流にあるケモカインMCP-1の発現とそ

れらを発現させる単球/マクロファージの組

織内への浸潤についてそれぞれ検討した． 

４．研究成果 

(１) 体重，血圧，心筋内血管周囲線維化と血

管再構築および左室重量の評価 

WTとTLR4lps-dともに体重，脈拍に差はなく，Ang

ⅡとNEは同様に収縮期血圧を上昇させた．

AngIIは，WTで左室重量を増加させ，心筋内血

管周囲線維化を促進し，心筋内および腹部大

動脈のW/L比を増加させたが，Tlr4lps-dではこ

れらの所見はなかった．またWTでは，IRB投与

によりAngⅡによるこれらの効果が消失した．

NEでは，WTと左室重量，線維化およびW/L比に

差はなかった．  



(２) 経胸壁心エコーによる左室機能評価 

経胸壁心エコーによる左室機能の評価では，

WTに比べてAngII群は左室収縮末期径が大き

く，左室壁厚も厚くなり，左室拡張能が障害

されていた．IRB 併用により，これらは改善

し，WT と差はなかった．Tlr4lps-dではこれら

の所見は見られなかった．NE でも同様に WT

と差はなかった． 

 

(３) 心筋内および腹部大動脈壁内酸化スト

レスの評価 

心筋内および腹部大

動脈壁内酸化ストレ

スを‧O2
-含量を指標

に評価（図の赤色シ

グナル）したところ，

WT では AngII により

‧O2
-含量が有意に増

加したが，IRB 併用投

与によりコントロー

ルまで低下した．Tlr4lps-d ではこれらの所見

は見られなかった．NE では，‧O2
-含量は WT

と比べて軽度増加したが，差はなかった． 

 
(４) 腹部大動脈壁内の酸化ストレス関連酵

素の検討 

① 酸化ストレス産生酵素 NADPH oxidase 活

性 

酸化ストレス産生酵素 NADPH oxidase 活性は，

WT では AngII 投与により有意に上昇したが，

IRB 併用投与にて NADPH oxidase 活性はコン

トロールレベルまで低下した．Tlr4lps-d では

NADPH oxidase 活性はこれらの薬物投与で変

化はなかった．また，NEでも NADPH oxidase

活性に差はなかった． 

 
② 腹部大動脈壁における酸化ストレス消

去系酵素 Cu/ZnSOD と ecSOD の発現と

ecSOD 活性の検討 

腹部大動脈壁における Cu/ZnSOD と ecSOD の

発現について検討した結果，WT では AngII に

より ecSOD が有意に増加したが，IRB 併用投

与ではコントロールレベルまで低下してい

た．一方，Tlr4lps-dでは ecSOD の発現が WT よ

りもさらに増加し，この AngII による効果は

IRB でも阻害できなかった．NE ではこれらの

変化は確認できなかった．また，Cu/ZnSOD の

発現は WT，Tlr4lps-dともにこれらの介入によ

る発現に変化はなかった．そこでさらに

ecSOD について活性を測定したところ，ecSOD

活性は蛋白発現と同様に，WT では AngII によ

り ecSOD 活性が有意に増加したが，IRB 併用

投与ではコントロールレベルまで低下して

いた．一方，Tlr4lps-dでは ecSOD 活性は AngII

により有意に上昇し，WT よりもさらに増加し

ていた．この AngII による効果は IRB でも阻

害できなかった． 



 

 

(５) 心筋における転写因子 NF-κB とケモカ

イン MCP-1 の発現と単球/マクロファー

ジの心筋内への浸潤 

① 心筋における NF-κBの発現 

NF-κB の発現は心筋細胞内の核に一致して

おり，その発現は WT，Tlr4lps-dともに AngII

により増加し，IRB との併用でコントロール

レベルまで低下した．NE ではコントロールレ

ベルと変わらなかった．心筋細胞内の核に一

致しており，その発現は WT，Tlr4lps-dともに

AngII により増加し，IRB との併用でコント

ロールレベルまで低下した．NE ではコントロ

ールレベルと変わらなかった． 

 
② マクロファージの心筋への浸潤 

一方，マクロファージの心筋への浸潤数は

AngII投与によりWTで有意に増加したが，IRB

との併用あるいは NE 投与ではコントロール

レベルと変化なく，増加しなかった． 

 

③ 心筋における MCP-1 の発現 

心筋では MCP-1 の発現は，WT では AngII によ

り有意に増加したが，IRB との併用あるいは

NE ではコントロールレベルと差がなく，

Tlr4lps-dにおいても同様にこれらの薬剤等で

は増加しなかった． 

 
(６) W/L 比と‧O2

-含量，NADPH oxidase 活性，

MCP-1 の発現と ecSOD 活性の関係 

W/L 比と酸化ストレス，MCP-1，NADPH oxidase

活性と ecSOD の関係をみたところ，W/L 比は

酸化ストレス，炎症ならびに酸化ストレス産

生酵素と正の相関があり，ecSOD ではこの関

係がなかった． 

 

以上から，AngII は ecSOD を亢進させて血管

壁の酸化ストレスを増加し，血管再構築や臓

器障害に関与することが明らかになった． 
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