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研究成果の概要（和文）：　本研究では、塩化カルシウム局所投与法によるマウスの大動脈瘤形成モデルにおいて、Os
teoprotegerin （OPG）遺伝子欠失によって動脈瘤の形成が著しく増悪し、塩化カルシウム局所投与後６週後には、中
膜の弾性線維が完全に崩壊することを見いだした。野生型マウスにおいて大動脈瘤の形成にともなってOPG 遺伝子発現
が増大する所見と合わせて、OPG が瘤形成に抑制的に作用している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated the possible involvement of Osteoprotegerin (OPG) in the 
prevention of AAAs through inhibition of Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). 
After the induction of AAA by CaCl2 treatment, diameters of aorta were significantly increased with 
destruction of elastic fibers in the media in Opg knockout (KO) mice, as compared to wild-type mice.
Moreover, up-regulation of TRAIL expression was observed in the media by immunohistochemical assay. In 
smooth muscle cells (SMCs) culture system, both the TRAIL-induced expression of matrix 
metalloproteinase-9 and the chemoattractive effect of TRAIL on SMCs were inhibited by OPG. These data 
suggest that Opg may play a protective role in the development of AAA through its antagonistic effect on 
Trail.

研究分野：循環器病学

キーワード： 大動脈瘤　Osteoprotegerin
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１．研究開始当初の背景 
 腹部大動脈瘤は、大動脈壁が何らかの原因
で破壊され、その一部が脆弱化したために血
管が異常に拡張した状態となる病変である。
先天性動脈壁形成不全や動脈炎など、腹部大
動脈瘤発症に対する遺伝的素因や炎症性の病
因が報告されているが、最近では、そのほと
んどが動脈硬化症に起因するとされ、動脈硬
化症を悪化させる条件である喫煙や飲酒、高
血圧などの生活習慣病の増加に伴って、腹部
大動脈瘤の罹患率も増加する傾向にある、現
代病とも言える疾患である。動脈瘤は時間経
過とともに拡張し、その破裂は突然死の原因
の一つとなる。 
 大動脈壁は、内膜、中膜、外膜の三層構造
で、特に中膜はエラスチンを主な構成成分と
する弾性線維と、それに挟まれる平滑筋細胞
と膠原繊維が交互に折り重なった層構造をと
ることによって、弾性性に富み、血圧に耐え
るだけではなく、その平準化に寄与している。
腹部大動脈瘤では、この中膜の層構造が崩壊
し、崩壊した領域にマクロファージなどが浸
潤して、炎症が引き起こされることが明らか
にされている。しかしながら、層構造崩壊の
きっかけとなる初期病変は何か、マクロファ
ージがいつ浸潤し、その病態に於ける役割は
何かなど、大動脈瘤の発症機序は未だ明らか
にされていない。 
 骨 代 謝 関 連 因 子 と し て 知 ら れ る
Osteoprotegerin （Opg）は、骨芽細胞で産生
され分泌されるサイトカインとして同定され、
破骨前駆細胞に発現する Receptor activator of 
nuclear factor-кB (Rank) 受容体の活性化に必
要な  Receptor activator of nuclear factor-кB 
Ligand (RankL)と結合し、競合することによっ
て Rank 受容体の活性化を阻害し、破骨細胞
への分化を抑制する。Opg は、骨芽細胞以外
に血管平滑筋細胞に発現することから、我々
は、Opg 遺伝子欠損（KO）マウスに高リン酸
食餌および VitminD を投与し、動脈を構成す
る中膜に石灰化が頻出することを見いだした。
一方、山口大（現・久留米大）の青木らは、
塩化カルシウム局所投与による大動脈瘤作製
モデルを作出し、瘤形成におけるJUN kinase
の関与を見いだした。 
 動脈瘤形成の要因として動脈硬化が示唆さ
れていること、並びに、血管の石灰化が動脈
硬化の一つの表現系であることから、この腹
部大動脈モデルを Opg KO マウスに適用し、
動脈瘤形成への効果を検討した。その結果、
腹部大動脈に巨大な大動脈瘤が形成されるこ
とを見いだした（図１）。この巨大瘤の組織で
は、中膜の弾性線維がほとんど消失し、さら
に著明な血管石灰化をともなっていたことか
ら、動脈硬化を主因とするヒトの腹部大動脈
瘤に類似していると考えられた。以上より、
この巨大瘤形成は、動脈瘤の発症機序を明ら
かにするための良いモデルとなると考えられ
る。 

近年、ω-3系統の多価不飽和脂肪酸の一種で
あるEicosapentaenoic acid（EPA）は、疫学調
査において動脈硬化抑制の有用性が確認さ
れていること、またハイリスクの動脈硬化
性疾患を持つ患者において二次予防効果が
報告されたことから、我々は腹部大動脈モ
デルをOpg KO マウスに適用した場合にみ
られる巨大動脈瘤が食餌中のEPAによって
抑制されるか否かを検討したところ、顕著
にその抑制効果が認められた（図1）。 
 
２．研究の目的 

大動脈瘤等の大動脈疾患は、近年増加傾向に
ある。動脈硬化との強い関連が指摘されてい
るが、その発症機序は明らかにされていない。
我々は、Osteoprotegerin （Opg）のノックア
ウト（KO）マウスに対して、塩化カルシウム
局所投与による腹部大動脈瘤モデルを適用
した結果、コントロールに対して大動脈瘤形
成が増悪されること、さらに Eicosapentaenoic 
acid (EPA)を先行して食餌させた場合、その病
変が改善されることを見いだした。本研究で
は、Opg による腹部大動脈瘤発症抑制機序の
解析を通じて、腹部大動脈瘤発症の分子機構
の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究では、動脈硬化と密接に関連するOpg 
KOマウス・腹部大動脈瘤モデルを用いて、動
脈硬化性疾患の治療薬である EPA の効果を
検討することによって、動脈硬化の分子機序
に基づいた腹部大動脈瘤形成の分子機構を明
らかにすることを目的とする。この目的を達
成するための目標を以下に示す。  
１． 大動脈瘤形成の時間経過を追った組織
学的な解析 
塩化カルシウ局所投与による腹部大動
脈瘤病態モデルにおいて中膜の弾性線
維の崩壊がいつどのように起るのか、い
つマクロファージが浸潤するのか、石灰
化はいつから起こるのかなど、腹部大動
脈瘤病態の経時的変化を明らかにする。 

２． 液性因子Opgを介した抑制メカニズムの
解析 
Opgが結合する因子として、RankL の他
にTumor necrosis factor-related apoptosis- 
inducing ligand (Trail)もあり、それを含め
た Opgの大動脈瘤形成に於ける抑制効
果のシグナル系を同定し、そのメカニズ
ムを解析する。 

３． EPAのOpgに対する効果の検討 
Opg欠損よる巨大大動脈瘤形成に対する
EPAの抑制効果を詳細に解析する。その
結果に基づき、Opgによる動脈瘤形成抑
制作用のメカニズムを解明する。 

 
 
 



４．研究成果 
(A) EPAはOpg-KOマウスに於けるAAAの増
悪効果を減弱させる 
 EPA が Opg-KOマウスに於ける AAAの形
成を抑制するかどうか確認するために、塩化
カルシウム局所投与による腹部大動脈瘤病
態（AAA）モデルを Opg-KOマウスに適用し
た系において、EPAを２週間先行して食餌さ
せた場合の動脈径を正常マウスと比較した。
正常マウスにおいては、EPA の有無に関わら
ず AAA 作成後一週間で動脈径が増大しその
後維持された。これに対し、Opg-KO マウス
では、通常食餌の場合一週間後も継続して動
脈径が増大するが、EPA 添加した場合では、
一週間後の増大が抑制された。大動脈の切片
を作製し、HE 染色してその組織変化を比較
したところ、正常マウスにおいては、EPA の
有無に関わらず認められる中膜の有為に菲
薄化することが認められた。さらに、EVG染
色によって弾性線維の状態変化を検討した
ところ、通常食で認められた弾性線維の崩壊
が抑制されることが明らかとなった。 
 これまで Opg-KOマウスでは、腹部大動脈
瘤の血管周囲の平滑筋細胞において、Opgが
decoy 受容体と働きその機能を抑制すること
で知られる TNF-related apoptosis inducing 
ligand (Trail)、Trailによって活性化される JUN 
リン酸化酵素（JNK）並びに、エラスチン消
化酵素である Mmp-9 の発現が上昇すること
が、見出されている。EPAの食餌によってこ
れらの発現が減少するか否か免疫染色法で
検討したところ、それらの発現が顕著に減少
することを見いだした。それらの結果から、 
Opg-KOマウスでは、Trail の機能抑制がかか
らず、Trail によって活性化された JNK シグ
ナル経路によって誘導される Mmp-9 の発現
増加によって弾性線維の状態変化が引き起
こされ、この活性化を EPAが抑制すると予想
された。 
 
 (B) EPAは Opg-KOマウスに於ける AAAの
増悪効果を減弱させる 

 EPAがOpg-KOマウスで見られる動脈瘤形
成の増悪効果に対して減弱する分子機構につ
いて検討した。最近、EPAが直接結合する受
容体としてGPR-120/FFAR-4が発見された。そ
こで、EPAがリガンドとして働き、それによ
って活性化されるシグナルカスケードの効果
によって、Opg-KOマウスで見られる動脈瘤形
成の増悪効果が減弱される可能性を考えた。 
 まず、血管平滑筋にGPR-120/FFAR-4が発現
するか否かを免疫組織学的手法並びに
RT-PCR法によって解析した。その結果、EPA
の受容体が腹部大動脈の中膜に存在する血管
平滑筋細胞に発現すること、その発現がEPA
の食餌によって上昇することなどが観察され
た。 
 次に血管平滑筋培養系において、EPA並び
にEPA-受容体の活性化型リガンドを添加した

場合、Trailの添加によるJNKの活性化並びに
Mmp9の発現上昇に対する抑制が見られるか
否かをWestern blot法並びにqRT-PCR 法で検
討した。その結果、EPAによって、Trailの添
加によるJNKの活性化並びにMmp9の発現上
昇に対する抑制が認められた。さらに、EPA-
受容体のsiRNAを添加すると、これらのEPA
による抑制効果が減弱することを認めた。こ
れらの結果から、EPAが動脈瘤に対して持つ
減弱効果がEPA-受容体を介した効果であるこ
とが示唆された。 
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