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研究成果の概要（和文）：マトリックスメタロプロテアーゼ-1（MMP-1）の高発現は動脈硬化や動脈瘤の発生に
関連すると考えらえているが、マクロファージ由来のMMP-1の直接的な関与については明かでない。我々はマク
ロファージ特異的にヒトMMP-1を発現する遺伝子改変（Tg）ウサギを作製し、これらの解明を試みた。コレステ
ロール食により動脈硬化を誘発したところ、MMP-1 Tgウサギは対照に比べて動脈硬化病変中の血管中膜の弾性線
維の破綻が増加した。また、大動脈瘤モデルにおいて、MMP-1 Tgウサギは大動脈の拡張が促進した。これらの結
果はマクロファージ由来のMMP-1が血管病変に重要な役割を果たしていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Increased expression of matrix metalloprotease-1 (MMP-1) has been implicated
 in atherosclerosis and aneurysms; however, it is not fully understood whether macrophage-derived 
MMP-1 affects atherosclerosis and aneurysm. To investigate this hypothesis, we generated transgenic 
(Tg) rabbits expressing human MMP-1 in macrophages under the control of human scavenger receptor 
promoter. After feeding a cholesterol rich diet, MMP-1 Tg rabbits had similar lesion size of aortic 
atherosclerosis compared with non-Tg rabbits; however, Tg rabbits showed a remarkable destruction of
 the medial elastic lamina in the aortic lesions. Using an elastase-induced aneurysm model, we found
 that Tg rabbits showed grater aortic dilation than non-Tg rabbits. These results indicate that 
macrophage-derived MMP-1 plays an important role in pathogenesis of vascular disease.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）
は細胞外基質（コラーゲン、エラスチン、糖
蛋白、プロテオグリカンなど）の主な分解酵
素であり、動脈硬化病変中での MMP の活性亢
進は、プラークの不安定化や破綻のリスクを
惹起させると考えられている。事実、ヒト動
脈硬化病変中にコラゲナーゼを始めとする
種々の MMPs の発現が認められており、冠動
脈疾患と血中MMPsの関連も報告されている。 
MMPs の中でも動脈硬化病変を構成する主
要な細胞成分であるコラーゲンを分解する
コラゲナーゼ（MMP-1, -8, -13）とプラーク
破綻の関連性について種々の解析が行われ
てきた。しかし、マクロファージ由来の MMP-1
が及ぼす、動脈硬化進展並びにプラーク破綻
への直接的な関与については解明されてい
ない。 
そこで我々はヒトと相同なMMP-1遺伝子を
有し、且つヒトと類似のリポ蛋白代謝を有す
る実験動物であるウサギを用いて、これらを
解明することを着想した。 
 
２．研究の目的 
動脈硬化及びプラーク破綻にマクロファ
ージ由来MMP-1が及ぼす直接的な影響を明ら
かにする事を目的とした。この目的を達成す
るためにマクロファージ特異的ヒトMMP-1遺
伝子改変（Tg）ウサギを作製し、動脈硬化性
疾患を誘発した病態モデルにより評価する
事とした。 
 
３．研究の方法 
(1)マクロファージ特異的ヒト MMP-1 Tg ウサ
ギの作製 
マクロファージ特異的ヒト MMP-1 Tg ウサ
ギを作製するために、ヒトスカベンシャー受
容体 A プロモーター/エンハンサー配列をプ
ロモーターとしてヒト MMP-1 Tg コンストラ
クトを作製した（図 1）。 
 
 

図 1 
Tg コンストラクトを受精卵にマイクロイン
ジェクションし、偽妊娠雌性ウサギに移植し
た。産仔の genomic DNA を鋳型として PCR に
よりジェノタイピングを行った。693 個の受
精卵にマイクロインジェクションし、567 個
を 20 匹の偽妊娠雌性ウサギ（仮親）へ移植、
11 匹の生存産仔を得た。その内、2 匹が Tg
陽性個体であった。ノーザンブロットにより
mRNA の発現を解析したところ、ヒト MMP-1 は
肺胞マクロファージ及び腹腔マクロファー
ジに特異的な発現が認められた（図 2）。 
また、ウェスタンブロットにより Tg ウサ
ギにおける腹腔及び肺胞マクロファージ中
の MMP-1 の増加（図 3、上）、さらにザイモグ
ラフィーによりMMP-1酵素活性の上昇を確認
した（図 3、下）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
hMMP-1, ヒト MMP-1 

GAPDH, グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素 

Peritoneal MΦ, 腹腔マクロファージ 

Alveolar MΦ, 肺胞マクロファージ 

図 2 
 
 
 
 
 
 
Peritoneal MΦ, 腹腔マクロファージ 

Alveolar MΦ, 肺胞マクロファージ 

PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate 

図 3 
 
(2)コレステロール食誘発性動脈硬化モデル 
MMP-1 Tg 及び同腹対照（non-Tg）ウサギに
コレステロール含有飼料を 16 週間摂取させ
食餌性動脈硬化を誘発した。その間、経時的
に血漿総コレステロール（TC）を測定した。
16 週時に大動脈を採取し、動脈硬化病変を病
理学的に解析した。ホルマリン固定後の大動
脈に SudanIV による脂質染色を施し、肉眼的
な脂質沈着面積を測定した。また、薄切標本
を作製し、顕微鏡的な病理組織学解析を行っ
た。病理組織学解析として、動脈硬化病変面
積、病変中の構成細胞であるマクロファージ
の免疫染色による定量を行った。さらに、
MMP-1 が及ぼす動脈硬化病変中の質的変化と
して中膜弾性線維の破綻を弾性線維染色に
より定量した。 
 
(3)エラスターゼ誘発性大動脈瘤モデル 
MMP-1 Tg 及び non-Tg ウサギにコレステロ
ール含有飼料を摂取させ高脂血症とし、腹部
大動脈周囲にエラスターゼを塗布して大動
脈瘤を誘発した。腹部大動脈径を超音波エコ
ーにより計測し、大動脈瘤誘発 2週間後に大
動脈を採取し病理組織学解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)マクロファージ特異的ヒト MMP-1 Tg ウサ
ギの一般所見 
マクロファージ特異的ヒト MMP-1 Tg ウサ
ギの作製に成功した。MMP1 Tg に外見的な異
常所見は認められなかった。また、体重、血
漿生化学（脂質、肝機能、腎機能）、血液学
的検査値は Tgと non-Tg で差異は認められな
かった。 
 
(2)コレステロール食誘発性動脈硬化モデル 



MMP-1 の動脈硬化進展及びプラーク破綻に
及ぼす影響を評価する目的で、Tg及び non-Tg
ウサギにコレステロール含有飼料を摂取さ
せ高脂血症とし、動脈硬化を誘発した。コレ
ステロール含有飼料により血漿 TC は 1200 
mg/dL 程度まで上昇した。Tg と non-Tg で血
漿TCの変化に差は認められなかった（図4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 
採取した大動脈を肉眼的に解析したところ、
動脈硬化病変における脂質沈着面積は Tg と
non-Tg で同程度であった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 
次に顕微鏡的に動脈硬化病変の解析を行っ
た。図 6に Tg 及び non-Tg の代表的な動脈硬
化病変を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HE, Hematoxylin-Eosin 染色 

EVG, elastica van Gieson（弾性線維）染色 

MΦ, マクロファージ免疫染色 

図 6 
EVG 染色標本を用いて動脈硬化内膜肥厚面積
（図 7、左）、及び MΦ免疫染色標本を用いて
マクロファージ陽性面積（図 7、右）を定量

したところ、Tg と non-Tg で差は認められな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 
大動脈の病理学的解析の所見より、動脈硬化
病変を有する箇所に弾性線維の断裂が散見
されたことから、大動脈中膜弾性線維の断裂
の定量を行った。その結果、Tg ウサギは
non-Tg に比べて大動脈の弾性線維の断裂が
有意に増加していた（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
矢印, 内弾性板の位置を示す 

図 8 
 
(3)エラスターゼ誘発性大動脈瘤モデル 
動脈硬化モデルの実験結果から、MMP-1 が
大動脈の弾性線維の破綻に関与している知
見が得られた。そこで、大動脈の弾性線維の
破綻が疾患発症に密接に関連している大動
脈瘤におけるMMP-1の役割を検討することと
した。エラスターゼにより誘発した大動脈瘤
モデルにおいて、Tg は non-Tg に比べて腹部
大動脈径の拡張が有意に促進していた（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9 
また、大動脈瘤形成部分には著明な弾性線維
の断裂が観察されるとともに、外膜及び中膜
を中心にマクロファージの集簇が認められ
た。 



 
(4)まとめ及び今後の展望 
マクロファージ由来のMMP-1は動脈硬化病
変において弾性線維の破綻に関与し、血管病
変に重要な役割を果たしていることが明ら
かになった。大動脈及び冠動脈において、動
脈硬化プラークの破綻は認められなかった
ことから、MMP-1 単独ではプラークの破綻を
惹起するのは困難であると考えられた。プラ
ーク破綻にはMMP-1に加えて他のMMPsやMMP
インヒビターの組合せが重要であると考え
られ、今後の検討課題である。 
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