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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞急性期の重篤な致死性合併症である心破裂には、サイトカインを主体とする炎症が
重要な役割をはたしていることが知られている。ナチュラルキラーT（NKT）細胞は、TNF-αやIFN-γなどの炎症惹起性
Th1サイトカインとIL-10やIL-4などの抗炎症性Th2サイトカインのTh1/Th2バランスを調節し、生体における炎症制御と
いう役割を担っている。本研究によりα-ガラクトシルセラミド（GalCer）によるNKT細胞の機能制御は心筋梗塞急性期
における合併症の新たな治療法となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Myocardial infarction (MI) leads to the development of cardiac rupture as well as 
heart failure, both of which are the major causes of death in post-MI patients. Chronic tissue inflammatio
n plays an important role in the pathological process of post-MI left ventricular remodeling as well as ca
rdiac rupture. Invariant natural killer T (iNKT) cells orchestrate tissue inflammation via regulating the 
production of various cytokines. The activation of iNKT cells by alpha-galactosylceramide (alpha-GC), whic
h specifically activates iNKT cells, could be beneficial to protect the heart from acute ischemic injury.
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１．研究開始当初の背景 
 
冠動脈インターベンションの進歩・普及によ
り急性心筋梗塞の急性期予後は飛躍的に向
上してきた。しかしながら、急性期に生ずる
心破裂は、ひとたび発症すると治療困難で致
死的となる。心筋細胞壊死に引き続いて生ず
るマクロファージなど炎症細胞浸潤、IL-6・
TNF-αなど炎症性サイトカインの発現、マ
トリックスメタロプロテアーゼ（MMP）の
活性化が、心破裂に密接に関与すると考えら
れている。しかしながら、梗塞後心破裂の発
症機序に基づいた臨床応用可能な効果的予
防法は開発・確立されていない。 
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、
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、心筋梗塞部で 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高度に賦活化して
いること、さらに 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
は梗塞後心破裂の発症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、梗塞
後心破裂における NKT 細胞による炎症制御
の役割はわかっていなかった。さらに、α-
ガラクトシルセラミド（GalCer）によるNKT
細胞の活性化という新たなパラダイムに基
づく梗塞後心破裂の予防法の有効性も検討
されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、梗塞後心破裂における心
筋炎症は、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
説を検証するとともに、NKT 細胞による
Th1/Th2 バランスの適正化を介した心筋炎
症制御という全く新しいコンセプトに基づ
く新規の梗塞後心破裂の予防法の開発を目
指すものである。 
 
３．研究の方法 
 
（１）α-GalCer による NKT 細胞活性化の
梗塞後心破裂に対する抑制効果の検討：虚血

再灌流モデルにおける検討 
①C57BL/Jマウスに虚血再灌流（I/R；45分
虚血・24時間再灌流）あるいは偽手術（sham）
を行った。それぞれの群をさらに 2群に分け、
再灌流前30分にvehicleあるいはα-GCを投
与した。sham 群、sham+α-galcer 群、I/R
群および I/R+α-GC群の4群で実験を行った。 
②C57BL/J マウスおよび Jα欠損（KO）マ
ウスに I/R あるいは sham を行った。sham
群、KO+sham 群、I/R 群および KO+I/R 群
の 4群で実験を行った。 
それぞれの実験で、NKT 細胞の検出はフロ
ーサイトメトリーを用いた。TTC染色および
エバンスブルー染色を行い、梗塞サイズを測
定し、心破裂の有無を観察した。また、虚血
部心筋を摘出し、定量的 RT-PCR法によって
各種遺伝子発現を検討した。 
 
（２）α-GalCer による NKT 細胞活性化の
梗塞後心破裂に対する抑制効果の検討：梗塞
後心不全モデルにおける検討 
左冠動脈結紮により心筋梗塞作成後、α
GalCer（0.1μg/g 体重)を腹腔内投与し、5
日後に下記①-⑥を評価した。 
①梗塞後心破裂の評価：梗塞作成後 5日間毎
日ケージ内を観察し、死亡しているマウスの
剖検を行い心破裂の有無を判定する。 
②病理組織学的検討：心筋梗塞サイズの測定、
心筋壁厚の測定（梗塞部壁厚/非梗塞部壁厚の
算出）、心筋病理組織（マクロファージ免疫
染色および SiriusRedコラーゲン線維染色） 
③NKT細胞機能解析：心筋における NKT細
胞を FACS を用いて定量化する。さらに、
NKT 細胞の表面マーカーである T 細胞抗原
受容体（TCRVα14/Jα18）の発現を定量的
RT-PCR 法により定量し、NKT 細胞の活性
化の程度を評価する。 
④炎症細胞浸潤：単球／マクロファージやリ
ンパ球の免疫染色 
⑤炎症性サイトカイン（IFN-γ、TNF-α、
IL-1β、IL-6、RANTES、 MCP-1、TGF-
βなど）の遺伝子発現：定量的 RT-PCR法に
よる定量 
⑥マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）
の発現・活性化：Gelatin zymographyによ
る心筋 MMP 活性の定量、RT-PCR、ウエス
タンブロットによるMMP/TIMP発現の解析 
 
４．研究成果 
 
（１） α-GalCer による NKT 細胞活性化の
梗塞後心破裂に対する抑制効果の検討：虚血
再灌流モデルにおける検討 
①I/R+α-GC 群は I/R 群と比較して、梗塞サ
イズが有意に低下した。心破裂の頻度も減少
する傾向をみとめた。同時に、α-GC 投与に
よって、虚血部心筋で NKT 細胞は 17 倍に増
加した。I/R+α-GC 群の虚血部心筋で I/R 群
と比較して IL-10、IL-4、IFN-γが有意に増
加した。IL-10 抗体の前処置によりα-GC に



よる梗塞サイズ抑制効果は、消失した。一方
で、IL-4 や IFN-γ抗体ではそのような効果
はみとめなかった。 
②I/R 群の虚血部心筋で NKT 細胞は 2 倍に増
加した。KO+I/R 群は I/R 群と比較して、梗塞
サイズが有意に低下した。I/R 群と比較して
KO+I/R 群の虚血部心筋で炎症細胞浸潤やア
ポトーシスが抑制され、IFN-γが有意に減少
した。WT マウスから分離した NKT 細胞を KO
マウスへ養子移入し I/R 手術を行うと、KO マ
ウスで観察された梗塞サイズ抑制効果が消
失したが、IFN-γ KOマウスから分離したNKT
細胞を KO マウスへ養子移入しても梗塞サイ
ズの抑制は不変であった。 
 
（２）α-GalCer による NKT 細胞活性化の梗
塞後心破裂に対する抑制効果の検討：梗塞後
心不全モデルにおける検討 
①α-¥GC 投与により MI 後の生存率が有意に
改善した。心破裂の発生頻度には差をみとめ
なかった。28 日後の心エコーで MI 群では左
室内腔拡大および収縮能低下をみとめたが
α-GC 投与によってこれらが抑制された。 
②MI 群では非梗塞部の心筋細胞肥大・間質線
維化・心筋細胞アポトーシスをみとめたが、
α-GC 投与でこれらは抑制された。術後 7 日
目の心筋組織で、MI 群でマクロファージやリ
ンパ球の浸潤は有意に増加し、α-GC 投与に
よっていずれの群でもさらに増加した。M1 マ
クロファージや M2 マクロファージのマーカ
ーおよび MCP-1 や RANTES などのケモカイン
の遺伝子発現はいずれも MI 群で増加し、α
-GC 投与によっていずれの群でもさらに増加
した。さらに心筋において Interferon-γ、
TNF-α、Interleukin（IL）-6 や IL-10 など
のサイトカイン遺伝子発現はいずれもα-GC
投与によって有意に増加したが、28 日では、
MI群の IL-10 のみがα-GC投与によって増加
した。 
③IL-10 の役割について明らかにするため、
MIマウスにIL-10受容体抗体を投与したとこ
ろα-GCで観察されたMI後リモデリング改善
効果や心不全進展抑制効果は消失した。 
 
以上より、虚血再灌流障害に NKT 細胞の活性
化が重要な役割を果たしていることがあき
らかとなった。一方、α-GC 投与による NKT
細胞の更なる活性化は虚血再灌流障害を抑
制した。さらに、この効果に IL-10 が密接に
関連することが明らかとなった。 
本研究によりα-GC による NKT 細胞の機能制
御は心筋梗塞急性期における合併症の新た
な治療法となる可能性が示された。 
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