
神戸薬科大学・薬学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１２

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

動脈硬化における炎症・免疫機序の解明および新規治療法・予防法の開発

Investigation of the role of immunoinflammatory responses in atherosclerotic 
disease and development of novel immunotherapies

００５１４７４６研究者番号：

佐々木　直人（SASAKI, NAOTO）

研究期間：

１５Ｋ０９１５６

平成 年 月 日現在３０   ６   ８

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：Foxp3を発現する制御性T細胞(Treg)を特異的に減少させた易動脈硬化マウスを用いた
解析により、Foxp3陽性Tregは炎症・免疫反応を制御し、動脈硬化病変の形成抑制に寄与することが示された。
免疫抑制性分子CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4)を過剰発現する易動脈硬化マウスを用いた解析に
より、CTLA-4は過剰な免疫応答を抑制し、動脈硬化抑制的に働くことが明らかになった。UVBの波長の紫外線照
射は、Foxp3陽性Tregの誘導に伴う大動脈の炎症反応の抑制により、腹部大動脈瘤の形成および関連死亡を抑制
することが示された。

研究成果の概要（英文）：Using atherosclerotic Foxp3+ regulatory T cell (Treg)-depleted mice, we 
provided direct evidence that Foxp3+ Tregs play a protective role in the development of 
atherosclerosis by regulating immunoinflammatory responses. Using atherosclerotic CTLA-4 (cytotoxic 
T lymphocyte antigen-4) transgenic mice, we demonstrated that CTLA-4 regulates atherosclerosis by 
suppressing pathogenic immune responses. We found that UVB irradiation reduced the development and 
related mortality of angiotensin II-induced abdominal aortic aneurysm in mice and that these 
protective effects were associated with systemic expansion of Foxp3+ Tregs and reduced inflammatory 
responses in aortic aneurysmal lesions.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
近年ますます増加している動脈硬化性疾

患の発症機序を解明し、有効な治療法や予防
法を開発することが切に望まれている。動脈
硬化症は慢性炎症性疾患であるという考え
が一般的となったが、直接的にその炎症・免
疫反応を制御することによる治療法は、未だ
臨床において確立されていない。獲得免疫系
の中心的役割を果たす T細胞の中には、炎症
を引き起こすようなエフェクターT 細胞と、
炎症を負に制御するような制御性 T 細胞／
Regulatory T cell (Treg)が存在し、このバ
ランスが前者に傾くことにより、動脈硬化の
病態悪化に寄与することが明らかになった。
しかし、Treg が動脈硬化形成を抑制すること
の直接的な証拠は得られていない。 
我々は、獲得免疫系の制御により動脈硬化

が治療・予防できることを示してきた。抗 CD3
抗体や活性型ビタミンDをマウスに経口投与
し、腸管リンパ組織および動脈硬化病変部に
おいて Treg および免疫寛容に働く樹状細胞
を誘導し、動脈硬化初期病変の形成が抑制さ
れ る こ と を 報 告 し た (Circulation. 
120:1996-2005, 2009, Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 30:2495-2503, 2010)。適量の紫
外線(UVB)照射を用いて、皮膚樹状細胞の機
能修飾により Treg を誘導して動脈硬化形成
の 抑 制 が 得 ら れ る こ と を 発 見 し た
(Arterioscler Thromb Vasc Biol. 37:66-74, 
2017)。しかし、ヒトにおいて、UVB 照射によ
る Treg の誘導や抗動脈硬化作用については
検討されていない。Treg の数を劇的に増やし、
その抑制能を高める方法を確立し、動脈硬化
の 治 療に有 効 である こ とを報 告 し た
(Journal of the American Heart Association. 
3:e000719, 2014)。 
大動脈瘤は進行すれば死亡率が高く、近年

増加の一途をたどっているが、その発症や進
展の機序はいまだ不明な点が多く、特に効果
的な内科的治療法はない。その病態悪化にお
いて、動脈硬化性疾患と共通した慢性炎症が
重要な役割を果たすことが明らかになって
きている。動脈硬化に伴う大動脈瘤形成にお
いてもまた、Treg が抑制的に働くことを発見
した(Hypertension. 65:889-895, 2015)。し
かし、UVB 照射による大動脈瘤形成の抑制効
果については明らかではない。 
獲得免疫系の制御による治療を考える際

に、具体的なターゲットとなる分子の同定が
重要である。共刺激分子である CTLA-4 は、
Tregおよび活性化されたエフェクターT細胞
において高発現し、いずれの細胞においても
免疫抑制性に働き、Treg 側にバランスを傾け
ることが示唆されている。CTLA-4 欠損マウス
は 重 篤な自 己 免疫疾 患 により 死 亡 し
(Science. 270:985-988, 1995)、ヒトにおい
ても、CTLA4 遺伝子の異常により (Science. 
345:1623-1627, 2014)自己免疫疾患を発症す
ることが報告されており、この分子は過剰な
免疫応答の抑制において必須の役割を果た

す。しかし、動脈硬化性疾患におけるこの分
子の役割は不明である。CTLA-4-免疫グロブ
リン融合蛋白(CTLA-4 Ig)は、CTLA-4 分子と
同様に、T 細胞の活性化を抑制することによ
り、関節リウマチの治療において有効である 
(N Engl J Med. 349:1907-1915, 2003)。動
脈硬化における CTLA-4 分子の役割の解明に
より、新規治療法の開発につながることが期
待される。 
 
２．研究の目的 
動脈硬化性疾患における炎症・免疫反応の

関与の解明を行い、その制御による新規治療
法・予防法を見出し、臨床応用を目指す。 
(1)制御性 T 細胞が動脈硬化抑制に関与する
ことの直接的な証明と、分子レベルでの抑制
機序について明らかにする。 
(2)動脈硬化形成におけるCTLA-4の役割を明
らかにする。 
(3)UVB 照射による腹部大動脈瘤形成の抑制
効果・機序を明らかにする。 
(4)ヒトにおいて、UVB 照射による免疫系、血
圧、および血管内皮機能への影響を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1)転写因子である Foxp3 は内在性 Treg に最
も特異的な分子であり、その抑制能の維持に
おいて必要不可欠である。共同研究により、
DEREG マウス（Foxp3 陽性制御性 T 細胞特異
的ジフテリアトキシンレセプター・eGFP 融合
蛋白発現トランスジェニックマウス）を入手
しており、このマウスへのジフテリアトキシ
ンの投与により、特異的かつ容易に Foxp3 陽
性 Treg を減少させることが可能である。
DEREG マウスと LDL 受容体遺伝子欠損
(Ldlr-/-)マウスとを交配してDEREG/Ldlr-/-マ
ウスを作製した。一定期間のジフテリアトキ
シン投与を行うことにより Treg を減少させ
て、全身の免疫反応、脂質代謝および動脈硬
化病変形成に与える影響について検討した。
リンパ組織および大動脈における免疫細胞
の評価はフローサイトメトリーを用いて行
った。 
 
(2)共同研究により、ヒト CD2 プロモーター
を用いたマウス CTLA-4 の過剰発現マウスを
入手しており、Apoe-/-マウス（アポリポ蛋白
E 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス ） と 交 配 し て
CTLA-4-Tg/Apoe-/-マウスを作製した。このマ
ウスを用いて、リンパ球における CTLA-4 の
細胞内・細胞外へのシグナルの増強により動
脈硬化病変形成が抑制されるかどうかにつ
いて検討した。リンパ組織における免疫細胞
数や活性化状態の評価については、フローサ
イトメトリーを用いて行った。リンパ組織由
来のT細胞や樹状細胞などの機能の評価につ
いては、in vitroの assay 系を用いて、フロ
ーサイトメトリーにより行った。 
 



(3)高脂肪食負荷を行った Apoe-/-マウスを用
いて、浸透圧ポンプによるアンギオテンシン
Ⅱの持続皮下投与を行い、腹部大動脈瘤を誘
発させた。皮膚への UVB 照射による大動脈瘤
の発症率、死亡率への影響について評価した。
次に、DEREG/Apoe-/-マウスを用いて Foxp3 陽
性 Treg を全身性に選択的に除去した状態で
アンジオテンシンⅡ投与により腹部大動脈
瘤を誘導し、UVB 照射による腹部大動脈瘤の
発症率、死亡率への影響について評価した。
リンパ組織における免疫細胞の評価はフロ
ーサイトメトリーを用いて行い、病変部にお
ける炎症・免疫細胞の評価は免疫染色を用い
て行った。 
 
(4)神戸大学医学部附属病院皮膚科に通院ま
たは入院中の、UVB 療法を受ける予定である
乾癬などの皮膚科疾患患者に対し、UVB 療法
開始前と開始 3ヶ月後の計 2回、以下の検査
を行った。末梢血中のビタミン Dおよび炎症
関連物質の測定、フローサイトメトリーによ
る Treg などの免疫細胞の評価、血管内皮機
能の測定、家庭血圧の測定を行った。臨床デ
ータについてはカルテより収集した。 
 
４．研究成果 
(1)Treg の減少した DEREG/Ldlr-/-マウスの脾
臓および大動脈では、コントロールマウスと
比較して、IFN-γ産生ヘルパーT 細胞の有意
な増加を認めた。Treg の減少により、血液中
のコレステロール値に変化を認めなかった
が、大動脈を含めた全身における免疫応答の
増強とともに、動脈硬化病変形成の促進を認
めた。Treg は、炎症免疫応答を制御すること
により、動脈硬化病変の形成抑制に寄与する
ことが示された。 
 
(2)CTLA-4-Tg/Apoe-/-マウスの大動脈基部の
動脈硬化病変の面積は、コントロールのマウ
スと比較して有意な減少を認めた。フローサ
イ ト メトリ ー を用い た 検討に よ り 、
CTLA-4-Tg/Apoe-/-マウスのリンパ組織におい
て、コントロールのマウスと比較してエフェ
クターT 細胞の数が有意に少ないことを見出
した。CTLA-4-Tg/Apoe-/-マウスの CD4 陽性 T
細胞からの IFN-γの産生は、コントロールの
マウスに比べて有意に抑制されていた。 
in vitro において、CTLA-4 を高発現した

CD4 陽性 T 細胞は、通常の T 細胞と比較して
T 細胞受容体を介した刺激による増殖が有意
に抑制されていた。さらに、CD4 陽性 T 細胞
と CD11c 陽性樹状細胞を共培養すると、
CTLA-4-Tg/Apoe-/-マウスの T 細胞は、樹状細
胞における共刺激分子CD80/CD86の発現を低
下させることより、他の T細胞への副刺激シ
グナルが入るのを抑制して、T 細胞の活性化
を抑制することが明らかになった。 
本研究結果より、リンパ球における免疫抑

制性分子 CTLA-4 の過剰発現は、炎症免疫応
答を抑制することにより、動脈硬化病変形成

の抑制に寄与することが明らかになった。
CTLA-4 Ig（アバタセプト）は、CTLA-4 と類
似の作用を有し、関節リウマチの治療薬とし
て臨床使用されているが、重篤な副作用の頻
度は比較的低く、病態進展の抑制に有効であ
ることが報告されている。本研究結果より、
CTLA-4 Ig を用いた治療など、CTLA-4 分子を
標的とした新規治療法の開発につながるこ
とが期待される。 
以上の研究成果については、原著論文とし

て 報 告 を 行 っ た (Matsumoto T et al. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
36:1141-1151, 2016)。 
 
(3)UVB 照射マウスでは、非照射マウスと比較
して腹部大動脈瘤破裂による死亡ならびに
大動脈瘤の発症が有意に抑制された。UVB 照
射マウスでは、皮膚流入領域リンパ節および
脾臓において、活性化された Foxp3 陽性 Treg
の増加を認めた。腹部大動脈瘤病変部では、
UVB 照射は CD4 陽性 T 細胞およびマクロファ
ージの集積を抑制した。 
DEREG/Apoe-/-マウスを用いて Foxp3 陽性

Treg を全身性に選択的に除去した結果、UVB
照射による腹部大動脈瘤発症・破裂の抑制効
果は消失した。UVB 照射は Foxp3 陽性 Treg を
誘導することにより、腹部大動脈瘤病変部に
おける炎症・免疫応答を抑制し、腹部大動脈
瘤の形成および関連死亡を抑制することが
示された。 
大動脈瘤は病変が進行すれば、破裂による

死亡を防ぐために外科的治療を行わざるを
得ないが、高齢者では外科的治療の合併症の
リスクが高く、非侵襲的な内科的治療法・予
防法の開発が望まれている。UVB 照射は、皮
膚疾患治療の病状の改善に有効な治療法と
して確立されており、重篤な副作用は報告さ
れていない。UVB 照射は、経済的負担の少な
い新規の大動脈瘤治療法として期待される。
今後、UVB 照射による病態改善の詳細な機序
や、効果的かつ副作用を最小限に抑えた照射
条件が明らかになれば、大動脈瘤などの心血
管疾患への臨床応用の可能性がある。 
以上の研究成果については、原著論文とし

て報告を行った(Hayashi T et al. J Am Heart 
Assoc. 6(9):e007024, 2017)。 
 
(4)皮膚疾患患者における UVB 療法は、血液
中の Treg の割合や血管内皮機能には明らか
な影響を与えなかった。血圧が高値の患者に
おいて、UVB 療法により血圧が低下する傾向
を示した。UVB 療法により、血液中の貯蔵型
ビタミン Dの濃度は増加する傾向を示し、活
性型ビタミン Dの濃度は有意に増加した。本
研究において、UVB 療法による血管内皮機能
の改善や血圧低下などの血管保護効果や、
Treg の増加作用を認めなかったが、その理由
としては症例数が少ない（n=8）ことも考え
られる。今後、症例数を増やして検討するこ
とが望まれる。 
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