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研究成果の概要（和文）：小児期における動脈硬化の前病変の進行の実態とその分子機序の解明は十分とは言え
ない。本研究では小児期から進行する動脈硬化性リモデリングの分子機構をPGE2-EP4シグナルに焦点を当てて解
明することを目的とした。ヒト冠動脈平滑筋細胞では、プロスタグランディンE受容体のうちEP4が主要なサブタ
イプであった。内膜肥厚形成は0歳から71歳の10名全ての患者で観察されEP4の発現が認められた。生後32週齢の
ApoE-/- EP4+/+およびApoE-/- EP4+/-マウスの大動脈の解析から、EP4欠損によりプラーク形成は減少してい
た。これらより、EP4は動脈硬化の進展に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The process of progression of atherosclerosis during childhood and its 
molecular mechanisms are not fully understood. We aimed to examine the developmental changes of 
atherosclerosis using vascular tissue samples ranging in age from 0 to 71 years old. In human 
coronary arterial smooth muscle cells, prostaglandin E receptor EP4 was highly expressed among EP 
receptors. Physiological intimal thickening was observed from newborn infants. We analyzed ApoE-/- 
EP4+/+ and ApoE-/- EP4+/- mice and found that EP4 deficiency inhibited atherosclerotic plaque 
formation. These data suggested that EP4 contributes to progression of atherosclerotic remodeling 
from childhood.

研究分野：小児循環器
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化が成人に特有の疾患ではないこ

とが近年明らかになりつつある。Barker ら

によって、低出生体重児は動脈硬化などの心

血管疾患のリスクが高く、母体の環境の違い

が成人期の心血管病変を引き起こす、という

説が提唱され（Barker’s hypothesis, Lancet, 

1989）、その後それを支持する報告がなされ

てきている（Leduc et al., Eur J Obstet 

Gynecol Reprod Biol, 2010, 他）。また川崎

病罹患後は動脈硬化のリスクが増加するこ

とが報告されている（Fukazawa, Curr Opin 

Pediatr, 2010、他）。これらの結果は、成人

期に動脈硬化を発症する環境が、胎児期―小

児期から血管で既に作られていることを示

唆している。つまり動脈硬化は成人期に突然

発症するのではなく、胎児期―小児期から連

続して進行している可能性が極めて高い。 

成人期の動脈硬化の病態メカニズムに関

しては膨大な研究がなされており、また血管

の初期発生に関する研究も盛んである。しか

しながら、その間をつなぐ小児期における動

脈硬化の前段階病変の実態とその分子機構

に関しては、国内外で現在報告がなされてお

らず、未開拓分野と言える。 

動脈硬化に対しライフスタイルの改善、血

清脂質低下薬剤の導入が一定の効果をあげ

たものの、動脈硬化性疾患は依然として先進

諸国では主たる死因である。一生を通して動

脈硬化を発症しない小児医療の確立は、生涯

医療として非常に重要である。 

研究代表者らは先行研究で、0 歳から 71

歳までの 10 例の心疾患以外で亡くなった患

者の冠動脈（北海道大学 西原より提供）を

検討したところ、①すでに 0歳児から動脈硬

化の前病変である内膜肥厚が存在し、年齢と

ともに内弾性板の断裂を伴う内膜肥厚が全

周性となりその厚みも増加することを見出

した。また、②内膜肥厚部位には炎症細胞

（CD68 陽性）の浸潤がなく冠動脈は病的変

化の前段階にあること、③全年齢を通して冠

動脈にはプロスタグランディンE2 受容体の

中でも特に EP4が高発現すること、を見出し

た。 

これらの結果より、小児期から冠動脈には

動脈硬化の前病変が既に存在し、成人期での

動脈硬化発症に向けて PGE2-EP4 シグナル

が関与しているのではないかと着想した。 

 
２．研究の目的 
動脈硬化は川崎病罹患後や低出生体重児

でその発症リスクが高いとされ、動脈硬化が

成人特有の問題ではないことが明らかにな

ってきたが、小児期における動脈硬化の前病

変の進行の実態とその分子機序の解明はい

まだ未開拓分野である。本研究では小児期か

ら進行する動脈硬化性リモデリングの分子

機構を PGE2-EP4 シグナルに焦点を当てて

解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）ヒト冠動脈平滑筋細胞での EP4 発現の

検討 

ヒト冠動脈平滑筋細胞とヒト大動脈平滑

筋細胞(Lonza)より RNA を抽出し、定量 PCR

にて EP4 発現を検討した。 

（２）ヒト冠動脈組織でのタンパク発現検討 

ヒト冠動脈、腸骨動脈の組織切片(北海道

大学より)を作製し、Elastica-Masson 染色 

免疫染色(抗 EP4、COX-2、Biglycan、CD68、

などの抗体を使用)を行った。 

（３）EP4 刺激による遺伝子・蛋白発現変動

の検討 

EP4 を高発現するラット動脈管平滑筋細

胞をEP4アゴニストであるONO-AE1-329で24

時間刺激し、マイクロアレイに供した。また、

同刺激を 48 時間行い質量分析を行った。 

（４）ApoE・EP4 ダブル欠損マウスにおける

動脈硬化進展の検討 

生後 20 週齢、26 週齢、32 週齢の、ApoE -/- 

マウスまたは ApoE -/-EP4+/- マウスから大



動脈を摘出し、10 ％ホルマリンで一晩固定

をしたのち、オイル赤 O染色による脂質染色

を行った。オイル赤 O陽性部分を動脈硬化プ

ラークとして、BZ-Ⅱ解析アプリケーション

を用いて定量した。大動脈全体の面積とプラ

ーク部分の面積を定量し、大動脈の面積に対

するプラークの面積の割合を算出する方法

で行った。 

（５）血管炎症惹起による動脈硬化病変形成

の検討 

20 週齢の ApoE-/- EP4+/+および ApoE-/- 

EP4+/-マウスに、1 週間に一回、5 週間もし

くは 10 週間 LPS を腹腔内投与し、大動脈弁

における内膜肥厚部の脂質沈着を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト冠動脈平滑筋細胞での EP4 発現の

検討 

ヒト冠動脈平滑筋細胞では、プロスタグラ

ンディン E受容体である EP1, EP2, EP3, EP4

のうち、EP4mRNA の発現が圧倒的に多く、EP4

が主要なサブタイプであった（図１）。また、

EP4 はヒト大動脈平滑筋細胞と比べて、ヒト

冠動脈平滑筋細胞で発現が多かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）ヒト冠動脈組織でのタンパク発現検討 

内膜肥厚形成は生後 3.5 時間から 71 歳の

全ての患者で観察された。生後 2日のサンプ

ルまでは内膜肥厚は局所的に見られたが、8

歳以降は内腔全周性に拡大し、その後は部分

的に厚みを増していた。 

EP4 発現は、全年齢において、内膜肥厚部だ

けでなく、内膜肥厚がまだ起こっていない正

常部位でも発現が認められた（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EP4 の発現は、マクロファージが浸潤する

前から認められた。冠動脈が直接死因に関係

していない例(18、29、71 歳)では、内膜肥厚

が存在し EP4 が発現していても、マクロファ

ージマーカーであるCD68の発現はなかった。 

（３）EP4 刺激による遺伝子・蛋白発現変動

の検討 

動脈管平滑筋細胞を EP4 で刺激し、マイク

ロアレイで発現遺伝子を検討したところ、

Fibulin1 の発現が 28 倍に増加していた。ま

た、質量分析では、Biglycan の分泌が 20 倍

に増加していた。 

（４）ApoE・EP4 ダブル欠損マウスにおける

動脈硬化進展の検討 

生後 32 週齢のマウスのメスの ApoE-/- 

EP4+/+およびApoE-/- EP4+/-マウスから大動

脈を採取し、オイル赤 O染色法により脂質を

含む動脈硬化プラークの定量を行ったとこ

ろ、EP4 欠損したマウスでは動脈弓および大

動脈全体における、脂質を含むプラーク形成

は減少していた（図３） 

血清脂質の検査結果では、EP4 の発現の有

無に関わらず、血液中のコレステロール、中

性脂肪、トリグリセリドなど、脂質量に有意

差はなかった。 

 

図１：ヒト冠動脈平滑筋細胞での 

プロスタグランディン E受容体発現 

図２：ヒト冠動脈組織での EP4発現 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ApoE-/- EP4+/-マウスでは、弾性線維の断

裂は抑制され、内膜肥厚の形成が抑えられて

いた。また、内膜肥厚における脂質の沈着も

抑制されていた。Biglycan の発現は EP4 の発

現の有無によらず内膜肥厚の深部に見られ

たが、fibulin-1 の発現は EP4 欠損マウスの

組織切片では抑制されていた 

（５）血管炎症惹起による動脈硬化病変形成

の検討 

20 週齢の ApoE-/- EP4+/+および ApoE-/- 

EP4+/-マウスに、1 週間に一回、10 週間 LPS

を腹腔内投与したところ、ApoE-/- EP4+/+マ

ウスでは血管炎症惹起による脂質沈着を伴

う内膜肥厚の形成が確認されたが、EP4 を欠

損したマウスでは、血管炎症惹起による、脂

質の沈着を伴う内膜肥厚の形成は抑制され

ていた。 
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