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研究成果の概要（和文）：本研究では、より鋭敏に不安定プラークを検出する方法の開発を目指した。不安定プラーク
に細胞外マトリックス分解酵素が発現していることを利用することを考えた。基質となるタンパクに蛍光で標識し、リ
ポソームへ内包化を計画していた。リコンビナント蛋白の作成に時間を要し、想定よりも時間を要した。また、作成し
たリコンビナント蛋白への蛍光の標識も上手くいかず、研究計画に遅れを生じた。研究期間は終了したが、引き続き、
研究を継続していく予定である。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to develop a method for detecting the more 
sensitive unstable plaque. We consider to use the fact that extracellular matrix degrading enzymes is 
expressed in unstable plaques. Labeled with fluorescence protein as a substrate, it was planning to 
encapsulated in liposomes. Takes time to create the recombinant protein, it took time than expected. In 
addition, the labeling of the fluorescence of the recombinant protein was also created, resulting in a 
delay in the research plan. The study period was completed, but continue, is expected to continue the 
research.

研究分野： 動脈硬化
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１．研究開始当初の背景 

 

社会の高齢化、生活習慣の欧米化に伴い、

動脈硬化性疾患は増加しており、発症前もし

くは発症早期に診断・適切な治療を行うこと

が求められている。 

プラークが破綻すると心血管疾患や脳血

管障害が起こり危険であるため、動脈硬化で

は、プラークの存在より性状が問題とされる。

性状により、安定プラークと不安定プラーク

に分けられ、不安定プラークは炎症細胞・脂

質に富み、被膜が薄いという特徴を持つ。プ

ラークに浸潤した炎症細胞から細胞外マト

リックス分解酵素（MMP）が分泌され、被

膜の主な構成成分であるコラーゲンの分解

が進むと、プラークが破綻し、血栓閉塞を起

こす。 

現在、エコーや CT でプラークの部位や大

きさを判定する方法があるが、不安定プラー

クを検出できる質的診断法はまだ確立して

いない。血管内視鏡や血管内超音波法なども

行われているが、侵襲が大きく精度も低く、

簡便に低侵襲に、不安定プラークを判定でき

る方法はまだない。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、不安定プラークを特異的に検

出できるリポソームを用い、危険な動脈硬化

巣を体外から検出する診断法を開発する。 

具体的には、不安定プラークでは、細胞外

マトリックス分解酵素が発現していること

を利用し、基質となるタンパクを内包化した

リポソームを用い、より鋭敏に不安定プラー

クを検出する方法の開発を目指す。 

P. Libby らにより細胞外マトリックス分解

酵素（MMP）が動脈硬化巣に発現すること

が報告（Proc Natl Acad Sci 1995;92(2): 402

–6）されて以降、多くの報告があり、中でも

MMP-2、MMP-9 は不安定プラークの代表的

なマーカーとなっている。また、最近、目覚

ま し く 進 歩 し た 蛍 光 蛋 白 技 術

FRET(Fluorescence Response Energy 

Transfer：蛍光エネルギー共鳴移動)法を利用

した新しい不安定プラークの検出方法を創

出することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）MMP により分解されるタンパクの合成

と、蛍光基と消光基の標識 

① MMP により分解される基質となる組み換

えタンパクの作成 

MMP-２、MMP-9 が分解する基質として知ら

れている IV型コラーゲンに SH基をつけた組

み換えタンパクを作成する。消光基と蛍光基

の間に FRET (Fluorescence Response Energy 

Transfer：蛍光エネルギー共鳴移動)を起こ

すためには、消光基と蛍光基の立体的な位置

が重要である。そのため、アミノ酸配列から

タンパクの立体構造を予測し、消光基と蛍光

基の標識位置を決定する。標識位置に SH 基

が配置できるように DNA 配列を組み換える。

また、タンパク精製のために、His-tag 遺伝

子もあわせて組み込む。作成した組み換え

DNA 断片を組み込んだプラスミドを、HEK293

細胞にリポフェクションする。培養上清を

His-tag タンパク質精製用コバルトイオンア

フィニティーカラム（GE）にて精製し、目的

の組みタンパクを回収する。 

② MMP により分解される基質への蛍光基と

消光基の標識 

精製した組み換えタンパクに、SH 基を利用

して、蛍光基と消光基を標識する。 

（２）基質の分解による FRET の消失（in 

vitro） 

①MMP による基質の分解 

組み換えタンパクに MMP-2、MMP-9 を添加

し、基質の分解により、FRET が消失すること

を確認する 

②マクロファージによる基質の分解 



マウスから腹腔マクロファージを回収し

培養、PMA で刺激を行い、MMP の発現を促す。

基質をマクロファージに添加し、分泌された

MMP により分解され、FRET が消失することを

確認する。 

（3）基質内包リポソームの作成と動脈硬化

モデルマウスへの投与 

①基質内包リポソームの作成 

既に確立している動脈硬化標的リポソー

ムに、片山化学工業の受託製造サービスを利

用し、基質の内包化を行う。 

②動脈硬化モデルマウスへの投与と不安定

プラーク検出の評価  

動脈硬化モデルとしてアポリポプロテイ

ン E 欠損マウス（ApoE KO)に Western Type 

Diet (WTD)を２０週間負荷したマウスを用い

る。作成した基質内包リポソームをマウスに

尾静注し、24 時間後に in vivo imaging を行

う。実体顕微鏡下に摘出した大動脈と比較し、

プラークの検出効率を評価する。また、大動

脈の薄切切片を作成し、HE染色、脂肪(Oil red 

O)染色、膠原線維染色、炎症細胞の免疫染色

を行う。リポソームの蛍光シグナルと比較し、

不安定プラークの検出について検討を行う。 

 

４．研究成果 

 

MMP-２、MMP-9 が分解する基質として知ら

れている IV型コラーゲンに SH基をつけた組

み換えタンパクを作成を試みたが、本来３ほ

んのらせん構造をとるコラーゲン構造を作

成することは非常に困難であった。 

単鎖コラーゲンに対し、FRET を持つ消光基

と蛍光基の修飾は、簡単ではないと予想はし

ていたものの、非常に困難であった。FRET に

よる消光を認めることが出来なかった。 

代替案として検討していた蛍光標識され

たコラーゲンを使用することとした。蛍光標

識コラーゲンを MMP による分解を行っても、

蛍光量が多く、定量を試みても、蛍光量の有

意な変化として、捉えることができなかった。

現状では、より良い代替案を実験する時間が

足りず、研究期間が終了してしまったが、引

き続き、不安定プラークを特異的に検出でき

る方法の研究を行いたいと考えている。同様

に細胞外マトリックス分解酵素のターゲッ

トとなるプロテオグリカンなど、サイズの小

さい、コントロールしやすい分子の検索や組

み換え蛋白の合成などの可能性を検討した

い。 
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