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研究成果の概要（和文）：　ヒアルロン酸は、我々の身体を構成する細胞外マトリックスの主成分として、様々
な疾患において重要な役割を果たすことが知られてきた。循環器領域においては、動脈硬化血管や経皮的冠動脈
治療後のステント再狭窄部位に、ヒアルロン酸が過剰に蓄積することが知られている。本研究では、マクロファ
ージ由来のヒアルロン酸が、動脈硬化進展に関わるメカニズムについての基礎的検討を行い、マクロファージの
遊走能やサイトカイン産生能を高めることを示した。

研究成果の概要（英文）：Hyaluronan (HA) is a primary component of the extracellular matrix of cells,
 and it is involved in the pathogenesis of atherosclerosis. HA was found to be expressed in 
neointimal lesions after wire-mediated vascular injury in mice. Inhibition of HA synthesis using 
4-methylumbelliferone markedly inhibited neointimal formation after injury. In vitro experiments 
revealed that low-molecular-weight HA (LMW-HA) induced macrophages activation, including migration 
and production of inflammatory cytokines, and reactive oxygen species (ROS). The migration of 
macrophages were mediated by the CD44/RhoA. Because HA synthase 2 (HAS2) is predominantly expressed 
in injured arteries, we generated cTg mice that overexpress the murine HAS2 gene specifically in 
macrophages (cHAS2/CreLys mice) and showed that HA overexpression markedly enhanced neointimal 
formation after cuff-mediated vascular injury. Macrophages-derived HA promotes neointimal formation 
after vascular injury.

研究分野： 循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
 ヒアルロン酸は、我々の身体を構成する細
胞外マトリックスの主成分として、様々な疾
患において重要な役割を果たすことが知ら
れてきた。循環器領域においては、動脈硬化
血管や経皮的冠動脈治療後のステント再狭
窄部位に、ヒアルロン酸が過剰に蓄積するこ
とが知られている。しかしながら、ヒアルロ
ン酸が動脈硬化や冠動脈形成術後のステン
ト再狭窄の進展に関与するメカニズムは、血
管平滑筋細胞やマクロファージなどの細胞
成分の研究に比して、ほとんど解明されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、マクロファージ由来のヒ
アルロン酸が、動脈硬化進展に関わるメカニ
ズムについての解明であり、ヒアルロン酸糖
鎖合成を作用点とする、まったく新しい抗動
脈硬化治療薬やステント内再狭窄予防法の
開発を最終目標とし、その基礎的検討を行う
ことである。 

 
３．研究の方法 
本研究は、マクロファージ由来のヒアルロ
ン酸が血管傷害後の新生内膜肥厚を増強さ
せ る メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め 、
Cre-mediated activation により、マクロフ
ァージ特異的に HAS2 を強制発現させ、マク
ロファージ特異的にヒアルロン酸を過剰発
現させる。また、このマクロファージのヒア
ルロン酸過剰産生マウスは、コントロール・
マウスに比して、wire-mediated injury 
model による血管傷害モデルを作成すると、
新生内膜肥厚は著明に増強されることを確
認した。また、HAS2 conditional transgenic 
mice と CreLys mice をコントロールとし、
マクロファージ特異的にヒアルロン酸を過
剰発現させた HAS2/CreLys mice における新
生内膜肥厚の程度を比較した。HAS2 は胎生
致死となるためノックアウト・マウスの作成
はできない。したがって、HAS によるヒアル
ロン酸合成を特異的に阻害することができ
る 4-methylumbelliferone を経口投与する
ことで、ヒアルロン酸をノックダウンさせ、
血管傷害後の新生内膜肥厚の程度を検討し
た。 
マクロファージ由来のヒアルロン酸が、血

管障害モデル後の新生内膜肥厚を増強する
メカニズムを検討するため、In vitro 実験を
行った。①4% Thiolycolate 溶液を腹腔内注
射し、4 日後に腹腔マクロファージを採取す
る。マクロファージ特異的にヒアルロン酸を
過剰発現させた HAS2/CreLys からのマクロ
ファージを、交配前の HAS2、CreLys から通
常のマクロファージをそれぞれのマウスか
ら採取し、マクロファージの性質の差異につ
いて検討した。②交配前の HAS2、CreLys か
ら通常のマクロファージに対し、ヒアルロン
酸による刺激を加え、その影響について検討

する。また、マクロファージにおけるヒアル
ロン酸によるシグナル伝達について、検討を
行った。 

 
４．研究成果 
 まず、冠動脈病変のあるヒト剖検検体にて、
新生内膜肥厚部位にヒアルロン酸の蓄積が
見られることを確認した（図 1）。 
 
 
 
（図 1）ヒト剖検例における冠動脈。H&E 染
色およびヒアルロン酸免疫染色（HA）。 
 

 
 
 
 
 次に、Cre-mediated activation により、
マクロファージ特異的に HAS2 を強制発現さ
せ、マクロファージ特異的にヒアルロン酸を
過剰発現させたモデル・マウスを作成した。
このマクロファージにおけるヒアルロン酸
過剰産生マウスは、コントロール・マウスに
比して、cuff-mediated injury model による
血管傷害モデルを作成すると、新生内膜肥厚
は著明に増強された（図 2、図 3）。 
 
 
 
（図 2）マクロファージにおけるヒアルロン
酸過剰産生モデル・マウスを使用した血管傷
害モデル in Vivo 実験の結果。 
 

 
 
 
 
 



 
 
 
（図 3）マクロファージにおけるヒアルロン
酸過剰産生モデルにおける血管傷害モデル
in Vivo 実験結果詳細。内膜中膜比を提示。 
 
 
 

 
 
 
 さらに、ヒアルロン酸過剰産生モデルより
採 取 したマ ク ロファ ー ジを用 い て 、
Transwell cell migration assay test を行
ったところ、（交配前マウスより採取したマ
クロファージをコントロールとした）、遊走
能の増強が見られた（図 4）。 
 
 
 
（図 4）ヒアルロン酸過剰産生モデルのヒア
ルロン酸遊走能の評価。 
 
 
 
（ 図 4 ）

 
 
 
 
 
 
 
 さらに、上記マクロファージを用いてサイ
トカイン産生能を調べたところ、炎症性サイ
トカイン（MCP-1, IL-6, TNF-アルファ）産

生能が増強していた（図 5）。 
 
 
（図 5）ヒアルロン酸過剰産生モデルのマク
ロファージにおける炎症性サイトカイン産
生能の評価。 
 
 
 

 
 
 
 
 ヒアルロン酸は、糖鎖の長さにより LMW-HA
と HMW-HA の 2 種類が知られているが、その
作 用 が 異 な る こ と が 知 ら れ て い る 。
Wild-type より採取したマクロファージを用
いて、その差異について検討を行ったところ、
LMW-HA の方が HMW-Ha に比して、遊走能やサ
イトカイン産生能の増強作用が強いことを
示すことができた（図 6、図 7）。 
 
 
 
（図 6）ヒアルロン酸の長鎖、短鎖によるマ
クロファージ遊走能の差異についての評価。 
 
 

 
 
 
 
（図 7）ヒアルロン酸の長鎖、短鎖によるマ
クロファージにおける炎症性サイトカイン
産生能の差異についての評価。 
 
 
 



 
 
 

 
 
 
 
 以上より、ヒアルロン酸はマクロファージ
の遊走能および炎症性サイトカイン産生能
を増強させることで、動脈硬化進展に関与し
ていることが分かった。さらに、その作用は、
マクロファージ表面にある CD44 を介してシ
グナル伝達していることを解明できた。 
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