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研究成果の概要（和文）：川崎病は乳幼児期に好発する全身性血管炎であり、血管病変は瘤形成から動脈硬化性変化に
よる閉塞・狭窄性変化に至り、虚血性心疾患の危険因子となる。我々は、この遠隔期の硬化性血管病変の進展には中膜
平滑筋の遊走・増殖性変化が関与している可能性を指摘してきた。本研究では、川崎病類似血管炎モデルウサギを作製
し、免疫組織学的手法を用いて平滑筋細胞の動態を検討した。遠隔期においても内膜および中膜の肥厚は依然として認
められ、その部位は、活性化した平滑筋細胞とプロテオグリカンにより形成されていた。これを足場として、さらなる
脂質の取り込みや細胞増殖促進が起こり、動脈硬化へと進展する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Kawasaki disease (KD) is a pediatric systemic vasculitis. Despite the clinically 
transient nature of active inflammation in childhood albeit rare complications, KD has recently suggested 
to increased the incidence of ischemic heart disease in young adulthood. However, little is known about 
the pathogenesis of the post-inflammatory remodeling of the coronary arteries in chronic KD. In the 
present study, we performed histological analysis of coronary arteries in a KD-like vasculitis of 
rabbits. We found that post-inflammatory remodeling of coronary arteries is associated with predominant 
accumulation of proteoglycans in the lesion by proliferation of activated vascular smooth muscle cells, 
which may lead to progression to coronary arteriosclerosis.
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１．研究開始当初の背景 
	
 川崎病は乳幼児期に好発する全身の中小
動脈における汎血管炎である。急性期から回
復期にかけて冠動脈瘤を形成し、血栓形成を
伴う閉塞性変化や、内膜肥厚・動脈硬化性病
変による狭窄性病変など、若年性虚血性心疾
患の原因として重要な疾患である。これまで
に、川崎病遠隔期例において冠動脈病変の有
無にかかわらず、血管内皮機能障害が残存す
ることを報告してきた。また、川崎病類似の
血管炎を呈する離乳期家兎血管炎モデルや
CAWS (Candida albicans water-soluble 
fraction) 誘導性血管炎マウスを用いた研究
から、中膜平滑筋細胞の内膜への遊走を確認
し、遠隔期に高コレステロールを負荷するこ
とで容易にアテローム性動脈硬化病変が進
展することも明らかにした。 
	
 動脈硬化の発症機序として、何らかの原因
で血管内皮が傷害されることにより、凝集し
てきた血小板や内皮細胞からさまざまな因
子が放出され、この因子の刺激を受けた中膜
の平滑筋細胞は、増殖型へと形質転換して内
膜側へと遊走する。マクロファージコロニー
刺激因子(Macrophage-Colony Stimulating 
Factor: M-CSF)は、単球/マクロファージ系
細胞に作用して、分化や成熟を促進する因子
であるが、近年では、炎症や免疫応答との関
与も明らかにされつつある。内膜に集積した
平滑筋細胞には、この M-CSF の受容体
(M-CSFR)が発現していることが報告されて
いる。M-CSF により平滑筋細胞はマクロフ
ァージ様に分化し、LDLなど各種変性脂質を
貪食して泡沫化する。さらにはプロテオグリ
カンといった細胞外マトリックスを合成・分
泌することで内膜を肥厚させ、動脈硬化が進
展していくと考えられている。川崎病血管炎
においても中膜平滑筋細胞が keyとなり、内
膜肥厚や動脈硬化性病変が進展していくと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
	
 離乳期家兎川崎病モデル動物を用いて、血
管炎の発症から遠隔期における中膜平滑筋
細胞の動態を調べ、動脈硬化性病変への進展
の可能性と血管リモデリングにおける平滑
筋細胞の関与について検討した。 
 
３．研究の方法 
	
 川崎病モデル動物として、尾内らが確立し
た家兎アレルギー性血管炎モデルを用いた。
幼若期のウサギに対し、４週齢および６週齢
目に馬血清を静脈内投与することにより血
管炎を誘発した。対照群には生理食塩水を同
様に投与した。	
 
	
 投与後１日、３日、７日、１週間、３週間、
２ヶ月、３ヶ月目に心臓を摘出し、固定した
のちパラフィンで包埋した。冠動脈について
連続切片を作成し、ヘマトキシリン−エオジ
ン(HE)染色およびエラチカワンギーソン
(EVG)染色を行った。さらにプロテオグリカ

ンをアルシアンブルー染色により、α-SMA、
VCAM-1、NF-κB、RAM-11(マクロファージ)、
M-CSFR については免疫染色により検出を試
みた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 本モデルウサギの冠動脈において、馬血清
投与後１日で内膜および中膜層の浮腫状変
化が見られ、３日後には内膜および外膜への
炎症細胞浸潤が認められた。７日後には全層
性汎血管炎を発症したが、その後は経時的に
衰退し、２１日後には炎症細胞はほぼ消退し
た。RAM-11(+)マクロファージは投与後７日
で確認されたが、３ヶ月後には消失していた。
マ ク ロ フ ァ ー ジ 化 し た 平 滑 筋 細 胞
(M-CSFR(+)α-SMA(+))は、投与後３日で出現
し、２ヶ月後には減少していたものの依然と
して炎症部位に分布していた。一方、コント
ロール群の冠動脈では、いずれの細胞も見ら
れなかった。	
 
	
 また、内弾性板障害を伴う細胞増殖性の内
膜および中膜肥厚が投与後７日に認められ、
その後減少したが、３ヶ月経過してもなおコ
ントロール群のレベルまでには回復しなか
った(図 1)。これにより、急性期以降も血管
リモデリングが続いていることが示唆され
た。	
 

	
 プロテオグリカンを含む細胞外マトリッ
クスの蓄積が、動脈硬化における血管リモデ
リングに深く関与していることが知られて
いる。本研究において、内膜および中膜のプ
ロテオグリカンは馬血清投与後３週、２ヶ月、
３ヶ月と有意に増加し続けていた(図 2)。し
たがって、炎症の消退後も持続する冠動脈の
内膜および中膜肥厚は、プロテオグリカンの
貯留が関与していると考えられた。	
 

III. Results
Histological change in the coronary arteries of the rabbit
model for KD

We first examined histological changes in the coronary
arteries of the HS-treated rabbits at different time points.
The HE-stained samples revealed a marked infiltration of
inflammatory cells in the intima and media at days 3 and 7
after administration of the horse serum (Supplementary Fig.
1A and Fig. 1A). In accordance with the inflammation,
EVG-stained samples revealed a remarkable thickening of
the intima with irregular aligment of internal electic lamina
(Fig. 1B). Consistent with the acute inflammatory changes,

the intima and media were significantly increased in thick-
ness at day 7, indicating the inflammation-associated
swelling of the coronary arterial wall (Fig. 1C). Such
inflammatory changes waned with time, and eventually
inflammatory cell infiltration disappeared nearly com-
pletely at day 21 after application of HS as shown in Fig.
1B. Macrophages identified by RAM-11 immunohisto-
chemistry at day 7 had disappeared at day 90 (Supplemen-
tary Fig. 1B). In sharp contrast, coronary arteries of the
age-matched rabbits without HS application exhibited
neither the inflammatory cells nor medial thickening (the
leftmost pictures in Fig. 1A & 1B and Supplementary
Fig. 1A). The thickening of the intima and media, grad-

The time-dependent histological changes in the inflamed and post-inflamed coronary arteries. (A) HE and EVG staining images of coronary
arteries in the control and vasculitis rabbits. Bar = 100 μm. (B) High power images of the local areas in (A). (C) Graphs showing relative thickness of
the intima and media over the vessel diameter shown as box plots. The number of animals used for the quantification is indicated in parentheses.
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 (図 1) 

 

ually decreasing with time, was not completely restored to
the control levels even at day 90 after HS administration,
suggesting persistent post-inflammatory tissue remodeling
of the coronary arteries after resolution of the acute inflam-
matory responses.

Accumulation of proteoglycans in post-inflamed coronary
arteries

Accumulation of extracellular matrix proteins includ-
ing proteoglycans is known to be closely relevant to vascu-
lar remodeling in atherosclerosis. Alcian blue staining
indicated accumulation of proteoglycans in the intima and
media (Fig. 2A). The alcian blue-positive materials were
strikingly increased in the intima and media of the coronary
arteries in HS-treated rabbits in a time-dependent manner
(Fig. 2B), whereas such increment was barely detected in
the age-matched control rabbits, indicating that the persis-
tent thickening of the post-inflamed coronary artery is
associated with the accumulation of proteoglycans in the
affected coronary artery.

Sustained activation of vascular smooth muscle cells in the
post-inflamed coronary arteries

In the context of possible mechanisms underlying the
accumulation of proteoglycans in the post-inflamed coro-
nary arteries, it has been well-documented that activated
vascular smooth muscle cells (SMCs) are responsible for
excess production of the extracellular matrix components
[8]. Indeed, both the number and density of α-SMA-
positive cells were significantly increased in both the acute
(day 7) and chronic (day 90) phases of the affected coro-
nary artery (Fig. 3A and 3B-a). We further investigated the
expression of VCAM-1, a hallmark of activated SMCs [3],
in the chronic phase of affected coronary arteries. As
shown in Fig. 3B-b, the number of α-SMA-VCAM-1
double positive cells, [α-SMA(+)-VCAM-1(+) cells], were
significantly increased in the vascular wall of post-inflamed
coronary arteries as well as inflamed ones. Expression of
VCAM-1 is known to be governed by NF-κB activation
[45], which is recognized by its nuclear translocation [31].
Consistent with this, expression and nuclear translocation
of NF-κB were significantly increased in acute inflamed

Accumulation of the proteoglycans in inflamed and post-inflamed coronary arteries. (A) Alcian blue staining of coronary arteries in control and in
vasculitis. Bars = 100 μm. In the lower panel high-power images of the local area in the upper panel. (B) Percent population of Alcian blue-stained areas
in the intima (left panel) and media (right panel) are shown as box plots. The number of animals used for the quantification is indicated in parentheses.

Fig. 2. 
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 細胞外マトリックスの過剰産生について、
活性化した血管平滑筋細胞が関与している
ことはよく知られている。実際に、急性期(馬
血清投与後７日)および遠隔期(３ヶ月)の冠
動脈において、α-SMA 陽性細胞がコントロー
ル群に比し有意に増加していた。また、活性
化した平滑筋細胞のマーカーである VCAM-1
について、遠隔期における発現を調べた結果、
内膜および中膜でα-SMA(+)VCAM-1(+)細胞
が有意に増加していた。さらに、VCAM-1 の発
現が NF-κB の活性化により誘導されること
から、急性期における NF-κB の発現および
核移行を調べたところ、ともに有意に増加し
ており、遠隔期においても依然として NF-κ
B(+)VCAM-1(+)細胞が確認された。コントロ
ール群では、VCAM-1(+)/α-SMA(+)or	
 NF-κ
B(+)細胞は検出されなかった(図 3)。したが
って、遠隔期においても持続する平滑筋細胞
の活性化が、炎症後の冠動脈において異常な
リモデリングを引き起こしている可能性が
示唆された。	
 
	
 以上のことから、川崎病血管炎ではマクロ
ファージ様に活性化した平滑筋細胞がプロ

テオグリカンを分泌し、その貯留が血管内膜
および中膜の肥厚に関与していることが考
えられた。そこからさらに脂質の取り込みや
細胞増殖促進が起こり動脈硬化へと進展す
る可能性が示された。	
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arteries at day 7 (Fig. 3B-c). The NF-κB(+)/VCAM-1(+)
cells could still be identified in the intima and media at day
90. In contrast, neither VCAM-1(+)/α-SMA(+) nor NF-
κB(+) cells were detected in control rabbits (left panels in
Fig. 3A). Taken together, these results indicate that activa-
tion of SMCs is sustained in the coronary artery long after
an episodic affectation of KD, likely contributing to aber-
rant remodeling of post-inflamed coronary arteries.

IV. Discussion
In the present study, we demonstrated post-

inflammatory intimal thickening of coronary arteries at the
chronic phase of the KD-like vasculitis. We found that
inflammatory cells were barely detected in the coronary
artery, but instead, observed were proliferation of vascular
SMCs and excess accumulation of proteoglycans in the
thickened lesion [21, 25], similar to the histological find-

Immunohistochemistry for α-SMA(+)-VCAM-1(+) and NF-κB(+) cells in the inflamed and post-inflamed coronary arteries. (A) Immunohisto-
chemical images of of coronary arteries (100-μm sequential tissue sections) for VCAM-1 (brown), NF-κB (brown), and α-SMA (red). Bars = 100 μm.
(B) Graphs showing quantitative data shown as box plots. (a) Cell number of α-SMA-positive cells, counted within the intima along the 100-μm cir-
cumferential length (left), and cell density over the 0.01 mm2-intimal area (right). (b) relative number of α-SMA-VCAM-1 double-positive cells against
the all α-SMA positive cells, (c) relative number of NF-κB-positive cells against the total number of cells. “C” and “V” indicate control group and
vasculitis one at day 90, respectively. The number of animals used for the quantification is indicated in parentheses.

Fig. 3. 
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C: Control   V: Vasculitis at day 90 

(図 2) 
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