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研究成果の概要（和文）：本研究は、培養マクロファージに酸化LDLを添加して作成した自家蛍光発生細胞を用
いて、不安定プラークにおける自家蛍光発生のメカニズムについて検証した。自家蛍光発生マクロファージでは
リソソーム機能が低下していた。リソソーム機能阻害薬で自家蛍光は増強し、リソソーム賦活化薬によって減弱
することが示された。本研究の成果より、泡沫化マクロファージにおける自家蛍光の発生は、脂質過負荷による
リソソーム機能低下に伴う細胞恒常性の破綻が原因であり、プラーク中の自家蛍光は細胞死に向かう機能不全マ
クロファージの存在を反映して、壊死性コアの検出に有用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study explored the mechanism of autofluorescence generation in 
vulnerable plaque using autofluorescence-generating cells prepared by adding oxidised LDL to 
cultured macrophages. Autofluorescence-generating macrophages demonstrated lysosomal dysfunction. 
Autofluorescence was shown to be enhanced by lysosome function inhibitors and attenuated by lysosome
 activating drugs. The results indicate that autofluorescence in foamy macrophages is due to a 
disruption of cellular homeostasis associated with lysosomal dysfunction, and that autofluorescence 
in plaques reflects the localization of necrotic core relating to dysfunctional macrophages that are
 headed towards cell death.

研究分野： 動脈硬化

キーワード： 不安定プラーク　分子イメージング　泡沫化マクロファージ　自家蛍光　血管内イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
不安定プラークの診断法の開発は冠動脈疾患の大きなアンメットニーズである。米国で開発中である血管内分子
イメージングデバイスNIRAF-OCTは、不安定プラークから発生する自家蛍光を検出しプラークの脆弱性を診断す
るというものであり、今後の臨床応用が期待されている。本研究は、不安定プラーク内に存在する泡沫化マクロ
ファージがリソソーム機能不全を起こし細胞死に至る過程で自家蛍光を発生させていることを明らかとした。自
家蛍光はプラーク不安定化に重要な壊死性コアの形成を反映していると考えられ、NIRAF-OCTによる自家蛍光検
出の診断的意義を確立することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、虚血性心疾患の領域において、動脈硬化プラークの安定性を評価し、破綻リスクに応じ
た治療戦略を立てることのニーズが高まっている。“プラークの中身”を質的に診断する血管内
分子イメージング技術として注目されているのが、近赤外線自家蛍光法（NIRAF：Near infrared 
autofluorescence）を用いた NIRAF-OCT である(図 1)。NIRAF-OCT は米国の研究チームが開発し
た血管内イメージングデバイスであり、プラークが不安定化に伴って発する自家蛍光を検出す
ることでプラークの質的診断を可能にするというものである。臨床応用を目指した取り組みが
進む一方で、不安定プラークが自家蛍光を発
する分子メカニズムについては不明な点が多
い。我々は、プラーク内に存在する泡沫化マク
ロファージが自家蛍光を発することに着目
し、自家蛍光とプラーク不安定化のメカニズ
ムについて研究を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、不安定プラークに存
在する自家蛍光粒子の発生メカニズムと病態
的意義を明らかにすることで NIRAF-OCT に診
断的意義を確立すること、また、自家蛍光の抑
制を糸口とした新しいアプローチの動脈硬化
治療法の開発を目指すことである。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト単球細胞（THP-1 細胞）をマクロフ

ァージに分化させた後、酸化 LDL(oxLDL)
を添加して２日間培養すると泡沫化マク
ロファージとなる。この時点では自家蛍
光は発生しないが、さらに 3 日間培養を
継続することでマクロファージ内に自家
蛍光粒子が観察されるようになる(図2)。
この In vitro NIRAF モデルを用いて、以
下の検証を行った。 
(1) 自家蛍光発生マクロファージの特性

解析 
自家蛍光発生マクロファージ(oxLDL 添

加 5 日目)と非発生マクロファージ(oxLDL 添加 2 日目)の炎症マーカー等の発現をリアルタイム
PCR で比較する。細胞死や細胞活動性について評価する。 
(2) リソソーム機能不全と自家蛍光の関連 
自家蛍光発生マクロファージにおけるリソソーム関連蛋白の発現、リソソーム機能を検証し

た。 
(3) 自家蛍光に着目した治療応用への可能性の検証 
自家蛍光は泡沫化マクロファージにおけるリソソーム機能不全を反映しているという結果を

踏まえ、リソソーム機能賦活化により自家蛍光が減弱するかを検証し、不安定プラークの治検に
つながる可能性があるか検証する。 
 
4. 研究成果 
(1)自家蛍光発生マクロファージの特性解析 
炎症性サイトカインの mRNA の発現について、リアルタイムで解析した。oxLDL を添加し 2 日

間培養した泡沫化マクロファージでは TNF-αやインターロイキン 1b などの炎症性サイトカイ
ンの mRNA の発現が上昇していたのに対し、oxLDL 添加して 5 日培養し自家蛍光を発生させた細
胞では、これらの発現は低下していた。泡沫化マクロファージは炎症性サイトカインを分泌し周
囲の炎症を惹起することが知られているが、自家蛍光陽性となった泡沫化マクロファージは炎
症応答のピークを過ぎ、活動性が低下しているフェーズにあると考えられた。
Viability/Cytotoxicitiy Multiplex Assay Kit を用いた cell viability の評価では、自家蛍
光発生マクロファージにおいて細胞活動性が顕著に低下しており、泡沫化マクロファージが細
胞死に向かいつつある過程で、自家蛍光が発生していることが明らかとなった。 
 
(2) リソソーム機能不全と自家蛍光の関連 

図 2. 自家蛍光を発生する泡沫化マクロファージ 

図 1. NIRAF-OCT 



自家蛍光発生マクロファージのリソソームを
分子蛍光プローブで染色したとこと、高い頻度で
自家蛍光粒子と共局在することが明らかとなっ
た(図 3)。このことから、自家蛍光のかなりの部
分がリソソームから発生していることがわかっ
た。リソソーム pH 検出キットを用いた検証では、
自家蛍光発生細胞におけるリソソーム pH は上昇
していた。したがって、自家蛍光発生泡沫化マク
ロファージでは、非発生細胞に比べ、リソソーム
機能不全がさらに進行していることがわかった。 
 マクロファージにおけるリソソーム機能不全
は分解不良産物の蓄積を招き、やがて細胞恒常性
の破綻につながる。実際、細胞内の酸化脂質の蓄
積を酸化脂質検出分子プローブで評価すると、自
家蛍光発生マクロファージでは有意に酸化脂質の
蓄積がおこっていることがわかった(図 4)。また、
マロンジアルデヒトや 4-hydroxynonenal などの
脂質過酸化物の蓄積が観察された。マクロファー
ジにおいて、取り込まれた脂質はリソソームで分
解されるが、自家蛍光発生マクロファージではリ
ソソーム機能不全により脂質分解が起こらず、消
化不全の酸化脂質が蓄積し、蛋白などと結合して
複合体を形成していると考えられた。自家蛍光は
マクロファージにおけるリソソーム機能不全を反
映していると考えられる。 
 
 (3) 自家蛍光に着目した治療応用への可能性の
検証 
リソソーム機能不全の指標となる自家蛍光
の検出は、プラークにおけるマクロファージ
の恒常性破綻と細胞死に向かう過程を反映
し、壊死性プラークの形成過程を検出できて
いると考えられる。すなわち、自家蛍光シグ
ナルの亢進はプラーク内マクロファージの
細胞機能の低下と捉えることができる。そこ
で、リソソーム機能賦活化薬が自家蛍光の発
生を抑制しうるかを検証した。oxLDL と一緒
にリソソーム賦活化薬を添加して 5 日間培養すると自家蛍光の発生は有意に抑制された(図 5)。
逆にリソソーム阻害薬を添加すると自家蛍光発生は亢進し、細胞死も誘導された。以上より、リ
ソソーム賦活化薬は脂質過負荷により引き起こされるリソソームの機能不全の進行を抑制でき
る可能性がある。自家蛍光に着目することでプラーク内マクロファージ機能を介入点とした新
しいアプローチの動脈硬化治療の可能性につながるものである。 
 
＜結論＞ 
泡沫化マクロファージにおいて

脂質の過負荷はリソソーム機能不
全を誘導し、分解能低下から酸化脂
質の蓄積を招く。これらが自家蛍光
の発生源となっている。したがっ
て、自家蛍光の発生はプラーク内に
おけるマクロファージの細胞恒常
性破綻から細胞死に至る過程を反
映しており、NIRAF-OCT は壊死性コ
アの検出に有効であると考えられ
る。リソソーム賦活化薬は自家蛍光
を抑制し、マクロファージの機能維
持を介して脂質蓄積を防ぐと考え
られ、新しい動脈硬化治療へのアプローチになる可能性がある(図 6)。 

図 6. 不安定プラークにおける自家蛍光の病態的意義 

図 5. リソソーム賦活化による自家蛍光の減弱 

図 4. 自家蛍光発生細胞内にみられる酸化脂質 

図 3. 自家蛍光粒子とリソソームの局在 
図 3. 自家蛍光粒子とリソソームの局在 
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