
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成２５年５月１５日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

動脈硬化の形成･進展には、血管壁局所における炎症性サイトカインを主体とする慢性炎症が
重要な役割をはたしている。ナチュラルキラーT（NKT）細胞は、炎症惹起性 Th1 サイトカイン
と抗炎症性 Th2 サイトカインの Th1/Th2 バランスを調節し、生体において炎症を制御するとい
う極めて重要な役割を担っている。本研究によって、動脈硬化性血管病変の形成・進展過程に
NKT 細胞による炎症制御機構が密接に関与していること、さらに NKT 細胞活性化は新規動脈硬
化治療と期待できることがあきらかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The development and progression of atherosclerosis involves complex inflammatory processes between 

hematocytes and vascular tissues. Natural killer T (NKT) cells, a unique subset of T lymphocytes that 

recognize glycolipid antigens and secrete a large amount of TH1/TH2 cytokines, play a crucial role in 
regulating tissue inflammation. The present study demonstrated that inflammatory process regulated via 

NKT cells is involved in atherosclerotic lesions and NKT cells may be the novel therapeutic targets in 

atherosclerotic vascular diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

高血圧・糖尿病・メタボリックシンドロー

ム・脂質異常症などの生活習慣病の増加、人

口の高齢化にともない動脈硬化を基盤として

発症する冠動脈疾患・動脈瘤・閉塞性動脈硬

化症など心血管病の患者は増加の一途をたど

っている。動脈硬化の形成・進展に、血管壁局所

における炎症性サイトカインを主体とする慢性

炎症が重要な役割をはたしていることは広くみと

められるようになった。しかしながら、いまだ

に動脈硬化の発症機序に基づいた臨床応用可

能な効果的予防法・治療法は開発されていな

い。 

最近、生体における炎症が、TNF-α など
Th1 サイトカインと IL-10 などの Th2 サイト
カインの「Th1/Th2 バランス」によって調節
されていることがあきらかにされ、その制御
機構の解明が急速に進展している。ナチュラ
ルキラーT（NKT）細胞は、マクロファージや
樹状細胞などの抗原提示細胞から刺激を受
け種々のサイトカインを産生する炎症細胞
のひとつであるが、Th1/Th2 バランスを調節
し生体における炎症を制御する「炎症調節細
胞」としての役割を担っている。さらに、NKT
細胞による Th1/Th2 バランス制御の特徴は、
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相互に相手の産生するサイトカインによっ
て負のフィードバック調節を介して Th1/Th2
バランスを適性化する点である。すなわち、
炎症部位がTh1 優位の場合は、NKT 細胞は刺激に
よって Th2 優位の応答を誘導する。このような
成績は、動脈硬化巣でNKT細胞の機能低下により
負のフィードバック制御機構が破綻し炎症が慢性
化・遷延化していること、NKT 細胞の活性化に
より Th1／Th2 バランスを適正化し、炎症さ
らには動脈硬化の形成・進展を抑制できる可
能性を示唆するものである。しかしながら、
動脈硬化における NKT細胞による炎症制御の
役割はまったくわかっていない。さらに、NKT
細胞の活性化という新たなパラダイムに基
づく動脈硬化の予防・治療法の有効性も検討
されていない。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は、動脈硬化巣における炎症
の遷延化は、NKT 細胞の機能低下に起因する
炎症制御機構の破綻が原因であるという仮
説のもと、NKT 細胞活性化による Th1/Th2 バ
ランスの適正化を介した血管壁の炎症制御
というコンセプトに基づき、新規動脈硬化治
療の開発を目指すことである。 

 

３．研究の方法 

本研究では、動脈硬化モデルマウスである

ApoE欠損マウスを用いて NKT 細胞による炎症

制御の役割を Th1/Th2 バランスに着目して in 
vitro 細胞レベルと in vivo 動物実験の両面

から解析する。これらの結果をふまえ、動脈

硬化の形成・進展における NKT 細胞の役割を

明らかにし、活性化 NKT 細胞による炎症制御

によって動脈硬化が抑制されることを証明す

る。 

（１）in vitro培養細胞を用いたNKT細胞の機能

解析 

動脈硬化病変における NKT 細胞の役割を検

討するため、マウス脾臓より NKT 細胞と抗原

提示細胞を含む単核球を分離しα-GalCer を

添加して抗原刺激を行なって NKT 細胞機能を

解析する。 

①BALB/c マウスの脾臓から単核球を分離し、

RPMI 1640 培地に 2.5×105個播き、α-GalCer

（100mg/mL）を添加して培養する。またフロ

ーサイトメトリーによって脾臓由来単核球中

の NKT 細胞の割合を確認する。 

②72 時間後に培養上清を回収し、Th1 サイト

カイン（IFN-γ）と Th2 サイトカイン（IL-4）

濃度を測定し、NKT 細胞による Th1/Th2 バラ

ンスの変化を検討する。 

さらに、BALB/c 背景 ApoE 欠損マウスの脾臓

から分離した単核球を用いて、上記と同様の

実験を行い、α-GalCer 刺激に対する反応性が

低下しているかどうか検討する。 

 

（２）in vivo における NKT 細胞による炎症制

御機構の解析 

 １の in vitro 培養細胞実験系で確認された

ことが、生体内においても確認されるかをあ

きらかにする。 

BALB/c マウスに IFN-γ（Th1）あるいは IL-4

（Th2）およびα-GalCer100mg/kg 体重を腹腔

内投与し、以下の項目を測定し Th1/Th2 バラ

ンスの変化を評価する。 

①BALB/c マウスより MACS システムを用いて

CD11c 陽性脾細胞を分離し、R1 培地を用いて

7 日間培養する。 

②その後、α-GalCer および IFN-γあるいは

IL-4 を添加してさらに 7日間培養し、各培養

条件で得た細胞（脾細胞由来樹状細胞）5×105

個をBALB/cマウスあるいは、BALB/c背景ApoE

欠損マウスに養子移入する。 

③48 時間後まで経時的に採血し、ELISA 法に

て血漿中の Th1 サイトカイン（IFN-γ）と Th2

サイトカイン（IL-4）濃度を測定する。 

 

（３）NKT 細胞活性化の大動脈瘤に対する抑

制効果 

9～12週齢オス ApoE 欠損マウスに皮下浸透

圧ミニポンプでアンジオテンシン II（AngⅡ；

1000 ng/kg/min）を 4 週間投与して作成した

大動脈瘤モデルを用いて以下①-⑤を評価し、

NKT 細胞活性化により動脈瘤形成が抑制され

るかあきらかにする。 

①腹部大動脈の最大径 

②大動脈瘤の組織学的解析(弾性板の断裂数、

血管壁内の出血など) 

③免疫組織染色による大動脈への炎症細胞浸

潤(Mac2 陽性マクロファージ、CD3 陽性 Tリン

パ球) 

④RT-PCR 法による(Th1/Th2 サイトカイン)遺

伝子発現 

⑤In situ zymography によるマトリックスメ

タロプレテアーゼ(MMP)活性および RT-PCR に

よる MMP/TIMP 遺伝子発現 

 
４．研究成果 

（１）in vitro培養細胞を用いたNKT細胞の機能

解析 

BALB/c マウスおよび BALB/c 背景 ApoE 欠損

マウスの脾臓より単核球を分離し、α-GalCer

を添加して培養した。72 時間後に培養上清を

回収し ELISA 法にて上清中の IFN-γおよび

IL-4 濃度を測定した。また、フローサイトメ

トリー解析によって脾細胞中の NKT 細胞の割

合を確認した。その結果、BALB/c 背景 ApoE



 

 

欠損マウスでは BALB/c マウスにくらべて、

NKT 細胞の割合は同等であったが、α-GalCer

に対する反応性が有意に低下し NKT 細胞がア

ナジーに陥っていることが示唆された。 

 

（２）in vivo における NKT 細胞による炎症制

御機構の解析 

ApoE 欠損マウスでの NKT 細胞アナジーが、

「NKT細胞を中心とした negative regulation

（負の制御）」の破綻を来しているかどうか

確認するため、BALB/c マウスより脾細胞を分

離して 7 日間培養し、α-GalCer および IFN-

γあるいはIL-4を添加してさらに7日間培養

した。これらの細胞を BALB/c マウスあるいは、

BALB/c 背景 ApoE 欠損マウスに養子移入して

経時的に採血した。これまでの報告では、IFN-

γ存在下に培養した樹状細胞にα-GalCer を

添加してNKT細胞を刺激するとIL-4優位のサ

イトカイン産生パターンを示し、IL-4 存在下

に培養した樹状細胞にではIFN-γ優位のサイ

トカイン産生パターンを示す「NKT 細胞を中

心とした負の制御」の存在が示されていたが、

今回の実験では IFN-γ添加群、IL-4 添加群と

もに同様のサイトカイン分泌パターンを呈し、

「NKT 細胞を中心とした負の制御」を再現す

ることはできなかった。 

 

（３）NKT 細胞活性化の大動脈瘤に対する抑

制効果 

肥満マウスへの AngⅡ持続投与大動脈瘤モ
デルを用いて、NKT 細胞活性化の効果を検討
した。2 ヶ月齢雄性 ob/ob マウスに皮下浸透
圧ミニポンプで AngⅡ(1000ng/min/kg)ある
いは PBS (PBS 群) を持続投与した。AngⅡ持
続投与マウスをさらに 2 群に分け、NKT 細胞
を特異的に活性化するα-ガラクトシルセラ
ミド (αGC; 0.1 μg/g 体重) あるいは PBS
を反復投与した。4 週間後に腹部大動脈最大
径は、PBS 群に比し AngⅡ-PBS 群で有意に増
大した。PBS群に比しAngⅡ-PBS群において、
大動脈瘤組織でのF4/80 (Mφマーカー) 遺伝
子発現が 2.5 倍、MHC-classⅡ (Mφ活性化マ
ーカー) が 4.6 倍、MMP-2 が 5.0 倍有意に増
加した。αGC 投与による NKT 細胞活性化によ
って血圧値は両群間で同等であったが、腹部
大動脈最大径が AngⅡ-PBS 群に比し AngⅡ-
αGC 群で有意に縮小した。 

 
以上より、動脈硬化性血管病変の形成・進

展過程に NKT 細胞による炎症制御機構が密接
に関与していること、さらに NKT 細胞活性化
は新規動脈硬化治療として期待できること
があきらかとなった。 
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