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研究成果の概要（和文）：マウス大腿動脈における血管内膜への白血球接着現象から内皮下浸潤の過程を観察す
るためのin vivoイメージングシステムを構築した。そのシステムを駆使して高脂肪食摂取による血管内膜での
白血球集積は接着した白血球が内皮下浸潤することによるものではなく内膜に常在する白血球増加による可能性
を明らかにした。さらに、それらの白血球分画はCD11b陽性, CD11c陽性, MHCclassⅡ陽性, CCR2陽性, F4/80陰
性, Ly6G陰性, CD40陽性, CD80陽性, CD86陽性であり、表面マーカーとしては樹状細胞に近い表現型をもつが、
新しい白血球分画の可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：We constructed new in vivo imaging system to observe process of leukocyte 
migration via adhesion on endothelium. This system did not capture the migration via adhesion, 
suggesting that increment of residual leukocytes may cause accumulation of leukocytes in intima. 
Furthermore, these leukocytes were positive for CD11b, CD11c, MHC class2, CCR2, CD40, CD80 and CD86 
but not F4/80 and Ly6G, suggesting that residual leukocytes may be new cell type.

研究分野：医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）動脈硬化症と血管炎症 

動脈硬化症は脂質異常症により血管壁が
障害され、傷害部位に白血球が遊走・浸潤す
る血管炎症反応によって発症・進行する。特
に浸潤した白血球は炎症性サイトカインな
どを分泌し、さらに炎症反応を増悪すること
が考えられている。これまでの培養細胞を使
った研究では主に単球が血管内皮へ遊走・接
着し、接着現象を経て内皮下へ遊走すること
が報告されている。一方、血管壁に常在する
マクロファージの増加の重要性が免疫染色
法とフローサイトメトリーを使って示され
ている。これまでにも肥満した脂肪組織、移
植後の肝臓、腎臓などの細動脈・静脈におけ
る末梢血白血球の組織浸潤の in vivo イメー
ジングについて報告されているが、動脈硬化
症に焦点を当てて内皮下遊走を観察した報
告はない。また、動脈硬化病変の起こりやす
い大血管を観察部位にした報告もない。 

 

（２）血管炎症反応における白血球接着の可
視化 

申請者らはマウス大腿動脈における血管
壁への白血球遊走・接着を生体下で観察する
システム（intravital microscopy; IVM）を
構築し、これまでに本システムを駆使して白
血球遊走や接着現象の機序解明に迫る検討
を多く手がけてきた。マウス大腿動脈におけ
るワイヤー傷害モデルでは血管内膜肥厚前
に起こる白血球接着現象を捉えた。さらに、
動脈硬化症のモデル動物である ApoE 欠損マ
ウスにおいて動脈硬化巣の形成前に白血球
遊走が起こることを生体内でリアルタイム
に可視化することに成功した（図１）。 

 

図 1 大腿動脈における白血球接着現象 

 

また、野生型マウスに高脂肪食を摂取させ
て、生活習慣が血管炎症反応を惹起するかど
うか白血球遊走を観察したところ、高脂肪食
摂取後４週間という慢性炎症の早期におい
て白血球遊走が観察されている（図２）。 

図 2 高脂肪食による白血球接着 

 

（３）血管内膜に浸潤する白血球に対する高
脂肪食の影響 

さらに、高脂肪食を与えたマウスでは血管

壁内に集積する白血球が増加し、その白血球
は表面マーカーの解析から内在性の単球様
細胞である可能性が高いことを申請者らは
確認している（未発表データ）。しかし、動
脈硬化症の発症や進展において血管壁に集
積する白血球は末梢血白血球が血管内膜へ
の接着を介して血管壁内へ潜り込むことに
よるとする説もある。このことを含め、動脈
硬化症発症初期の血管炎症反応から動脈硬
化巣形成に至るまでの白血球動態について、
不明な点が多い。また、この過程における接
着分子、サイトカインの動態も不明である。 

 

２．研究の目的 

（１）白血球接着と内皮下浸潤の関係性の解
明 

動脈硬化症の発症・進展における遊走・接
着する白血球分画の内皮下遊走と血管壁内
に常在する白血球の関与について in vivo イ
メージングを使って検討する。マウス大腿動
脈への白血球浸潤を観察するための新規 in 
vivo イメージングユニットの構築を行う。 

 

（２）浸潤白血球分画の同定 

白血球分画特異的蛍光マウスや白血球分
画特異的抗体を使って遊走・接着から浸潤に
至る白血球分画を同定し、その系譜を明らか
にする。 

 

３．研究の方法 

（１）白血球浸潤特異的観察ユニットの構築 

 

図３ 白血球浸潤観察ユニットの概略 

これまで白血球接着の観察の際には 20 倍の
対物レンズを使用していたが、白血球の動態
を観察する上でさらに詳細な動きを観察す
る必要があることから 40 倍の水浸レンズ
（ LUMPlanFL N, 40 ×  /0.80W  ∞
/0/FN26.5；Olympus）とした。また、血管内
膜への白血球接着から浸潤を観察するにあ
たり、内腔と内膜の境界を明瞭にする必要が
あることからダイクロイックミラーと蛍光
顕微鏡用イメージスプリッティング光学系
（W-VIEW GEMINI；Hamamatsu Photonics）  を
使って同時に 2色の蛍光画像を同時に１画像
での撮影を可能とした。顕微鏡本体は観察部



位である大腿動脈を生理的な状態で観察す
るために現在使用している正立型を使用し
た（BX51WI；Olympus）（図３）。 

好中球特異的に GFP を発現しているマウスに
高脂肪食を４週間与えて観察ユニットを使
って好中球の接着から浸潤に至るまでを観
察した。観察直前には気管切開し、人工呼吸
器を設置した。また、大腿部の皮膚を切開し
て大腿動脈を露出した。観察直前に血流に蛍
光色素を混入させることによって血管内腔
と 内 膜 の 境 界 を 明 確 に す る た め に
Tetramethylrhodamine isothiocyanate
（TRITC）–Dextran を大腿静脈より投与した。
観察時は人工呼吸器により呼吸管理を行い、
ヒートパッドにより体温を３７℃に維持し、
生理的条件下とした。１分間白血球動態の画
像を録画し、５分後さらに録画することを３
０分間行った。録画した画像は画像解析ソフ
ト（MetaMorph）で解析した。  

 

（２）浸潤白血球分画の同定 

 野生型マウス（C57BL/6J；オス ７週令）
に高脂肪食あるいは普通食を４週間与えて
リン酸バッファーを左心室より還流後、大腿
動脈を採取した。採取した動脈は 125 U/ml 
collagenase type XI, 60 U/ml hyaluronidase 
type I-s, 60 U/ml DNase1, 450 U/ml 
collagenase type I を含む溶液に３７℃１時
間反応させてコラゲナーゼ処理を行い、単一
細胞懸濁液とした。これらの細胞を抗 CD11b、 
抗 CD11c、 抗 MHCclassⅡ、 抗 CCR2、 抗 F4/80、 
抗 Ly6G、 抗 CD40、抗 CD80、抗 CD86 抗体を
使って染色し、フローサイトメトリー（BD 
FACS Calibur）の細胞を使って 10,000 個の
細胞について細胞表面マーカーが陽性か陰
性かを検討した。解析は FlowJo7.6 を使って
行った。 

 

４．研究成果 
（１）白血球浸潤特異的観察ユニットの構築
と浸潤白血球の生体内観察 

 構築した白血球浸潤観察用ユニット（図
４）によって血管内膜に GFP 陽性白血球の観
察が可能となり、２色の蛍光画像を同時に１

画像で観察が可能
となった。 

 血管内膜に接着
した GFP 陽性細白
血球、すなわち好
中球は３０分間の
観察の間に内皮下
へ浸潤する過程は
捉えられなかった。
しかしながら、観
察開始時点で内膜
内に存在する好中
球が観察された。
これらの結果から、       

 

図４ 白血球浸潤観察ユニット 

好中球は高脂肪食摂取により血管内膜に接
着するが、内皮下浸潤には至らない可能性が
考えられた。(図５)      

図５ 接着後の白血球動態のタイムラプス
観察   

 

従って、内膜内にて
観察された好中球は
血管内膜に常在する
ものである可能性も
示唆された。（図６） 

 

図６ 血管内膜で観
察された好中球 

 

 

（２）浸潤白血球分画の同定 

 大腿動脈に集積する白血球は CD11b 陽性, 
CD11c 陽性, MHCclassⅡ陽性, CCR2 陽性, 
F4/80 陰性, Ly6G 陰性, CD40 陽性, CD80 陽
性, CD86 陽性であった。これらの結果から血
管内膜に常在し、高脂肪食摂取で増加する白
血球は単球様樹状細胞である可能性が考え
られた。しかしながら、樹状細胞とは表面マ
ーカーが似ているものの、完全に合致しない
ことからこれらの白血球は新しいタイプの
細胞である可能性もある。 
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