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研究成果の概要（和文）： 

動脈硬化プラーク脆弱化の分子機構を明らかにするために、臨床材料ならびに動物モデルを用

いて検討を行った。冠動脈疾患患者の冠状静脈洞採血において、核内非ヒストン蛋白質である

HMGB1の濃度が亢進していた。特に、急性心筋梗塞、不安定狭心症患者において、健常者の１

０倍程度の上昇が認められた。また、動物実験の結果から、HMGB1-DNA複合体シグナルが、

骨髄由来細胞のTLR9を刺激して、血管壁の不安化に貢献していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We tried to elucidate molecular mechanism of plaque destabilization by analyzing 
clinical samples and utilizing animal models. The concentration of HMGB1, a 
non-histone nuclear protein, increased at coronary sinus in patients with coronary 
artery disease. Particularly, acute coronary syndrome, such as acute myocardial 
infarction or unstable angina pectoris, was associated with ten times elevated HMGB1 
level.  Animal experiments revealed that HMGB1-DNA complex signal contributed 
destabilization of vessel wall by activating Toll-like receptor 9 in the bone 
marrow-derived cells. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 急性冠症候群の半数以上は、軽度動脈硬
化病変に起因するという概念が確立した。脆
弱な動脈硬化プラークに破裂ないしびらん
が生じ、血栓形成が惹起される。急性冠症候
群を事前に血管造影や運動負荷試験で予知
することは極めて難しい。そこで、冠動脈プ

ラーク不安定化の機序を十分に解明、それを
予知するためのイメージングやバイオマー
カーの開発が待ち望まれている。 
 
(2) 動脈硬化プラークに各種炎症性細胞が浸
潤していることが報告され、動脈硬化は慢性
炎症疾患であるという概念が確立していた。
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しかし、そのような慢性炎症がどのように惹
起されるのか不明な点が多い。病変から酸化
LDL、クラミジア、サイトメガロウイルス 
が検出されているが、動脈硬化の病態を説明
することができない。 
 
(3) Moulten らは血管新生抑制により動脈硬
化進展が抑制され、病変が安定化することを
報告したが、その分子機序は不明である。Shi 
らは冠動脈疾患患者では心外膜脂肪組織に
おける炎症性のメディエーター発現が亢進
していることを報告している。しかし、動脈
硬化プラークが破綻する機序は、多くが不明
のままである。 
 
(4) 研究代表者は、動脈硬化の病態に関して
生物学的アプローチで検討を行ってきた。そ
の経過において、骨髄などの異所性の細胞の
関与が大きいことを報告した。また、血管の
傷害の程度により骨髄細胞の関与が大きく
異なることを報告した。遺伝子改変マウスを
用いて動脈硬化の研究をするために、各種の
マウス血管傷害モデルを開発している。これ
までの研究成果を、循環器内科の臨床で重 
要な急性冠症候群の病態解明に応用したい
と思った。 
 
(5) 動脈硬化の進展に関する分子レベル、細
胞レベルの研究を臨床応用するうえでは、分
子イメージング技術が不可欠であることを
実感した。不安定化プラークを検出するため
の標的タンパク、分子を決定するうえで、従
来注目されてきた動脈硬化の制御因子と病
態生理だけでは不十分で、動脈硬化の進展に
関する新規制御機構を同定する必要がある
ことを認識して本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
(1) 血管外膜脂肪組織周囲と血管壁との物理
的、機能的、生理的相互関係を検討する。血
管外膜における毛細血管の発達過程を蛍光
標識、走査型電子顕微鏡など先端画像診断技 
術で判断する。 
 
(2) 正常人、安定狭心症患者、不安定狭心症
患者から、末梢血血清、冠状静脈洞、心臓外
膜脂肪組織を採取し、バイオマーカー、遺伝
子発現を比較検討する。心外膜脂肪組織に関 
する画像診断（超音波、CT、MRI）との相
関を調べる。 
 
(3) 急性心筋梗塞や不安定狭心症といった急
性冠症候群(ACS)の発症原因となる「プラー
ク脆弱化」の分子基盤を研究し、その過程に
特異的な分子や細胞などの制御因子を同定
する。新たに同定した因子の臨床的意義を、
臨床サンプルならびに動物モデルを用いて

検証する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 血管壁不安定化における血管周囲脂肪
組織の役割に関する研究を行った佐田はま
ず、血管のホメオスターシス維持と病変形成
過程における血管周囲脂肪組織の役割につ
いて検討した。また、痩せたマウスの血管外
膜周囲に豊富に存在する脂肪組織の形質を、
皮下脂肪、内臓脂肪と比較した。血管外膜周
囲の毛細血管を Melcox 樹脂を用いて走査型
電子顕微鏡で観察した。次いで痩せたマウス
の血管外膜周囲脂肪組織を残した場合と除
去した場合とで、血管傷害を加えて病変の形
成の程度を比較検討した。 

 
(2) 動脈硬化病変のために冠動脈バイパス
手術(CABG)を行った患者の冠動脈周囲脂肪
組織(Epicardial adipose tissue: EAT)を採
取し、脂肪組織における炎症状態と病変の関
連性について検討を行った。 冠動脈病変が
あって CABG を施行する CAD 群 38 例と、冠動
脈病変のない弁手術施行患者(Non-CAD 群)40
例である。それぞれの患者から冠動脈周囲脂
肪組織(EAT)と皮下脂肪(Subcutaneous 
adipose tissue : SCAT)を採取し、免疫染色
でマクロファージの浸潤を評価し、さらに脂
肪組織から抽出した RNAを用いて炎症性サイ
トカインの発現量をリアルタイム PCR法によ
って評価した。 
 
(3) 循環器疾患で入院した患者において、冠
状静脈洞とバルサルバ洞で採血して、各種サ
イトカイン、炎症惹起因子のスクリーニング
を行った。 
 
(4) 臨床研究において明らかになった、「冠
動脈疾患における HMGB1 上昇」の意義を基礎
的研究で検討した。In vitro において、HMGB1
と CpG-ODN (CpG モチーフを含む短鎖の合成
オリゴデオキシヌクレオチド)を用いて、マ
クロファージの活性化作用を調べた。また、
HMGB1 と CpG-ODN の受容体と考えられる TLR9
の欠損マウスに wire を用いた血管傷害を加
えて、炎症、病変形成の程度を野生型マウス
と比較した。また、骨髄移植を行い、
HMGB1/TLR9 経路が慢性炎症を惹起する機序
の解明に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
(1) 血管外脂肪組織が通常は皮下脂肪に近
いものの、血管傷害を契機に内臓脂肪型に形
質を転換することを明らかにした。外膜脂肪
細胞が血管と解剖学的に近接関係にあり、外
膜液性因子が粥腫に直接アクセスする経路
が示された。血管外膜脂肪組織周囲と血管壁
との外膜微小血管によって、物理的、機能的



 

 

に相互作用していることが明らかとなった。 
外膜脂肪組織の除去により病変形成が加速
された。また、その後、痩せた別のマウス由
来の皮下脂肪を移植すると、病変形成は内因
性の血管周囲脂肪組織がある場合と同程度
まで抑制された。一方、太ったマウスの内臓
脂肪を移植すると逆に病変形成は加速され
た。以上より、外膜周囲脂肪組織は通常、病
的血管リモデリングを抑制する作用がある
ことがわかった。 
 
(2) 冠動脈疾患患者(CAD)ならびに非冠動脈
疾患患者(non-CAD)から、心臓手術時に心臓
周囲脂肪組織(epicardial adipose tissue, 
EAT)と皮下脂肪を採取し、遺伝子発現を比較
検討した。心臓周囲脂肪組織におけるサイト
カインの発現であるが、CAD 群の EAT では、
Non-CAD 群と比べて IL-6・TNFαなどのサイ
トカインの発現が有意に増強していた。しか
し両群の皮下脂肪では差がなかった。皮下脂
肪に関しては、冠動脈疾患患者と非冠動脈疾
患患者で違いは認められなかった。また、内
胸動脈周囲脂肪組織では、冠動脈疾患患者に
おいても皮下脂肪と同様に炎症性の変化が
亢進していなかった。心臓周囲脂肪組織にお
ける慢性炎症が、冠動脈疾患の病態に関与し
ていること、周囲脂肪組織の性状によって内
胸動脈が動脈硬化性ストレスから保護され
ていることが示唆された。 

この心臓特異的な炎症性サイトカインの
発現亢進の原因を調べるため、脂肪組織に浸
潤したマクロファージを免疫染色法で評価
した。近年の研究で、組織に浸潤したマクロ
ファージは、炎症性の M1 タイプと、抗炎症
性の M2 タイプに分かれることが知られてお
り、表面抗原の違いによってそれらの極性の
変化を調べた。まず CD68 陽性マクロファー
ジは、CAD 群の EAT において有意に増加して
いた。CD11c 陽性 M1 マクロファージと CD206
陽性 M2 マクロファージの相対比を見ると、
これも CAD 群の EAT において、有意に増加し
ていた。さらに、この M1/M2 の相対比は、冠
動脈病変の重症度スコアである Gensini 
score と、有意な正の相関が認められた。つ
まり、冠動脈病変のある患者の EAT において
は、マクロファージの浸潤が増加しているの
みならず、マクロファージが相対的に炎症側
にシフトしており、そのことが、EAT におけ
る炎症性サイトカインの発現亢進と関連し
ているのではないかと考えられた。これらの
結果により、冠動脈周囲脂肪組織における慢
性炎症状態が、冠動脈の動脈硬化病変形成に
何らかの影響を及ぼしていると考えられた。 
 
(3) 冠動脈疾患患者の冠状静脈洞採血にお
いて、核内非ヒストン蛋白質である HMGB1 の
濃度が亢進していた。特に、急性心筋梗塞、

不安定狭心症患者において、健常者の１０倍
程度の上昇が認められた。 
 
(4)血管壁における慢性炎症ならびに不安定
化における HMGB1の病態生理学的意義を明ら
かにするため、遺伝子欠損マウスを用いた実
験を行った。wire injury 後の血清 HMGB1 濃
度は、傷害直後には上昇せず、4日目に高値
となった。抗 HMGB1 中和抗体は、血管傷害後
の新生内膜増殖を有意に抑制した。また、傷
害血管局所へのHMGB1投与は、TLR9を刺激し、
血管外膜周辺のマクロファージの浸潤と新
生内膜形成を増悪することがわかった。
C57BL/6とTLR9欠損マウスを用いて骨髄移植
実験を行ったところ、骨髄由来細胞における
TLR9 が新生内膜形成に重要であることが明
らかとなった。また、C57BL/6 と TLR9 欠損マ
ウスから単離した腹腔内マクロファージに
対して、HMGB1 と CpG-ODN との共刺激を行っ
たところ、HMGB1-DNA 複合体シグナルが TLR9
を介して相乗に炎症反応を惹起した。以上の
結果より、HMGB1-DNA 複合体は、骨髄由来細
胞における TLR9を介して病的炎症を惹起し、
血管不全の発症、血管病変形成に重要な役割
を果たすことが明らかになった。 
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