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研究成果の概要（和文）：アポリポ蛋白E欠損マウスにおいて、核酸受容体の1つであるToll様受容体（TLR9）を
遺伝的、又は、薬理学的に抑制することで、アンジオテンシンII誘導性の血管の炎症や動脈硬化の発症が有意に
抑制された。また、TLR9の活性化は、マクロファージの炎症性活性化を促進した。さらに、急性冠症候群患者の
冠動脈血中遊離核酸断片濃度は、OCTで観察される冠動脈プラークの不安定性や炎症所見と有意な正の相関を認
め、ヒトにおいても、冠動脈硬化と遊離核酸－核酸受容体シグナルの関係が示唆された。以上から、遊離核酸－
核酸受容体シグナルが動脈硬化の新規メカニズムであるだけでなく、新規治療方法となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genetic deletion or pharmacologic blockade of TLR9 in angiotensin II infused
 ApoE KO mice attenuated atherogenesis in the aortic arch and decreased macrophage accumulation and 
inflammatory molecule expression in the aorta with no alteration of metabolic parameters. A TLR9 
agonist markedly promoted proinflammatory activation of ApoE KO macrophages but not of TLR9/ApoE dKO
 macrophages. Furthermore, in humans, circulating ds DNA in the coronary artery positively 
correlated with inflammatory features of coronary plaques such as lipid arc and macrophage grade 
determined by OCT in patients with acute myocardial infarction. Our results suggested that TLR9 
plays a pivotal role in the development of vascular inflammation and atherogenesis through 
proinflammatory activation of macrophages. TLR9 may serve as a potential therapeutic target for 
atherosclerosis.

研究分野： 循環器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界中で動脈硬化性疾患が増加している。スタチンを用いた脂質低下療法は、動脈硬化に基づく心血管イベント
を減少させるが、残余リスクが問題となっており、新規の動脈硬化の治療方法の開発が期待されている。動脈硬
化の基盤病態は無菌性慢性炎症であるが、その発症機序は不明であり、慢性炎症を標的とした動脈硬化治療方法
の開発もなされていない。本研究は、動脈硬化の基盤病態である慢性炎症の発症に、核酸受容体の1つである
TLR9を介した自然免疫機構が関与することだけでなく、TLR9が治療標的になる可能性を示唆しており、動脈硬化
のさらなる病態の理解とともに、新規治療方法の開発につながる可能性が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化は、血管壁における慢性炎症を病態基盤として発症する。しかし、その機序は十分
に明らかになっていない。近年、Toll 様受容体（Toll-like receptor, TLR）や Nucleotide- binding 
domain, leucine rich family, pyrin containing 3（NLRP3）などのパターン認識受容体が、種々の内
因性リガンドを認識して生じる自然炎症が慢性炎症の発症に関与することが明らかになってき
た [1]。 
 高脂血症や糖尿病など動脈硬化の危険因子の存在下では、血管構成細胞（血管内皮細胞や平
滑筋細胞、浸潤した白血球など）のアポトーシスやネクローシスなどの細胞死が生じている [2]。
そこで我々は、細胞死が生じた時に放出されるデブリスの一つ、遊離核酸断片（cell free DNA, 
cfDNA）に注目した。これまでに、自己免疫疾患など種々の慢性炎症性疾患患者で、血中 cfDNA
濃度が高いことが報告されている [3]。さらに最近、重症の冠動脈疾患患者において、血中
cfDNA 濃度が高値であることも報告された [4]。しかし、どのような機序で cfDNA が血管の炎
症を引き起こし、動脈硬化の病態に関与するかについては、不明のままである。 
 DNA は遺伝情報を担う生命の根源的な物質であるが、生体内には、その分解系と認識系が存
在し、様々な病態に関与している。特に、マクロファージ内 DNase II 欠損により細胞質内に
多量の DNA 断片が蓄積し、慢性炎症を惹起する事が報告されている [5]。また、マクロファー
ジなどの炎症細胞に発現する TLR9 は、細菌由来の非メチル化 CpG-DNA 配列を本来のリガン
ドとするが、慢性的に過剰な細胞死が生じる場合には、自己由来 cfDNA をもリガンドとして認
識し、慢性炎症を惹起する事が報告されている [6]。しかしながら、cfDNA と DNase II や TLR9
という DNA 分解関連分子が、血管の炎症や動脈硬化の発症に関与しているかについては、こ
れまで、全く検討されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、以下の作業仮説を in vivo と in vitro の両方の実験で検証することで、「障害を受け
た血管構成細胞から放出される cfDNA がマクロファージを活性化させ、血管の炎症を惹起する
ことで動脈硬化病変の進展に関与する」という仮説を証明する。 
仮説１： マクロファージにおける TLR9 が cfDNA をリガンドとして認識し、血管壁の慢性 炎 
 症を惹起し、動脈硬化病変の形成を促進する。 
仮説２： マクロファージにおけるDNase IIは、細胞内に取り込まれた cfDNAの分解を促進し、
 cfDNA によるマクロファージの活性化を減弱し、血管壁の慢性炎症と動脈硬化病変
 の形成を抑制する。 
これにより、新たな動脈硬化発症機序を明らかにするだけでなく、動脈硬化の新規治療方法の
開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）核酸受容体が血管の炎症と動脈硬化発症に与える影響の検討 
 動脈硬化モデルマウスであるアポリポ蛋白E欠損（ApoE-/-）マウスとTLR9-/-マウスを交配し、
TLR9-/-/ApoE-/-マウスを樹立し、ApoE-/-マウスとの間で、血管の炎症や動脈硬化の進展を、組織
学的解析や分子生物学的手法で比較検討する。さらに、TLR9 の動脈硬化の治療標的としての
可能性を検討するため、TLR9 の阻害薬（iODN）を ApoE-/-マウスに投与し、動脈硬化の進展に
与える影響を検討する。また、動脈硬化には、マクロファージを中心とした炎症性細胞の活性
化が重要な役割を果たすことから、骨髄移植により、骨髄細胞に発現する TLR9 が、動脈硬化
の進展に与える影響を検討する。 
 また、TLR9-/-/ApoE2-/-マクロファージと ApoE-/-マクロファージの間で、炎症性物質の発現な
どを各種分子生物学的に比較する。 
 
（２）核酸分解酵素が血管の炎症と動脈硬化発症に与える影響の検討 
 Cre/loxP システムを用いてマクロファージ特異的 DNase II 欠損マウス（DN2-flox/LysM-Cre)
を樹立し、さらに ApoE-/-マウスと交配することで、マクロファージ特異的 DNase II 欠損/ApoE 
KO （ DN2-/-/ApoE-/- ）マウスを作製する。コントロール群である DN2-flox/ApoE KO
（DN2+/+/ApoE-/-）マウスとの間で、血管の炎症や動脈硬化の進展を、組織学的解析や分子生物
学的手法で比較検討する。 
 また、DN2 の有無がマクロファージの炎症性活性化に影響を与えるかどうか、各種分子生物
学的に比較する。 
 
（３）cfDNA と冠動脈硬化の関係の検討 
急性冠症候群患者における責任血管から得られた血液中の cfDNA 濃度を測定し、光干渉断層法
（OCT）で得られた冠動脈プラークの特徴と関係を検討することで、cfDNA と冠動脈硬化プラ
ーク性状との関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）TLR9 の欠損は ApoE-/-マウスにおける血管の炎症と動脈硬化発症を抑制する 
①ApoE-/-マウスにアンジオテンシン II（1000 ng/kg/min）を 4 週間投与すると、dsDNA と ssDNA



で測定した cfDNA 濃度は有意に上昇し、また、それらの受容体と考えられる TLR9 の発現も
増加していた。 
②TLR9-/-/ApoE-/-マウスと ApoE-/-マウスにアンジオテンシン II（1000 ng/kg/min）を 4 週間投与
すると、大動脈弓部に形成される動脈硬化病変は、有意に TLR9-/-/ApoE-/-マウスで抑制されてい
た。さらに、定量的 RT-PCR 法や免疫組織染色法を用いて、大動脈における VCAM-1 や MCP-1
などの炎症性物質の発現を検討すると、TLR9-/-/ApoE-/-マウスで有意に抑制されていた。 
③ApoE-/-マウスにアンジオテンシン II（1000 ng/kg/min）を 4 週間投与して、動脈硬化を誘導す
る実験において、TLR9 の特異的阻害薬（iODN）を投与すると、大動脈弓における動脈硬化巣
の進展が有意に抑制され、大動脈における VCAM-1 や MCP-1 などの炎症性物質の発現も、有
意に低下していた。 
④TLR9-/-/ApoE-/-マウスの骨髄を、骨髄移植によって、TLR9-/-/ApoE-/-マウスもしくは ApoE-/-マ
ウスの骨髄で置換し、アンジオテンシン II を用いて動脈硬化を誘導した。その結果、骨髄細胞
に TLR9 が発現する骨髄移植マウスでは、全身に TLR9 が発現しない骨髄移植マウスに比べて
有意に、大動脈弓部の動脈硬化巣の進展が見られた。 
尚、①～④の in vivo 実験において、TLR9 の発現の有無は、血圧や脂質レベルに影響を与えな
かった。 
⑤TLR9-/-/ApoE-/-マクロファージと ApoE-/-マクロファージを TLR9 のアゴニストである
ODN1826 で刺激し、定量的 RT-PCR 法や ELISA 法で検討すると、ApoE-/-マクロファージでは、
有意に VCAM-1、MCP-1、TNF-などの炎症性物質の発現が増加したが、TLR9-/-/ApoE-/-マクロ
ファージでは、同様の反応は見られなかった。ウェスタンブロット法により、ODN1826 による
刺激は、ApoE-/-マクロファージの p38 MAPK 経路を活性化することが示された。そこで、
ODN1826 と p38 MAPK 阻害薬を同時に ApoE-/-マクロファージに作用させると、ODN1826 単独
刺激で見られたような炎症性物質の発現増加が抑制された。 
 
（２）DNase II の欠損は ApoE-/-マウスにおける動脈硬化を進展させる 
①DN2+/+/ApoE-/-マウスと DN2-/-/ApoE-/-マウスに西洋食を 8 週間負荷した際の、大動脈弓部にお
ける動脈硬化巣は、DN2-/-/ApoE-/-マウスで有意に進展していた。現在、長期間飼育時の動脈硬
化の進展や、大動脈における炎症性物質の発現を検討中である。 
②DNase II の有無におけるマクロファージの炎症性活性化の差異を検討するため、DN2 欠損マ
クロファージと DN2 発現マクロファージに ODN1826 を作用させたところ、炎症性物質の発現
は、DN2 欠損マクロファージで有意に高く、ウェスタンブロット法により、p38 MAPK と NF-B
経路が関与することが示された。現在、詳細な検討を継続している。 
 
（３）cfDNA と冠動脈硬化の関係の検討 
急性冠症候群患者の加療を行う際に、病変枝から採取した血液から cfDNA を抽出し、dsDNA
濃度と ssDNA 濃度を測定した。責任病変は、OCT で観察し、責任病変における、lipid arc、マ
クロファージ指数、cavity 面積と長を測定した。dsDNA 濃度と ssDNA 濃度と、プラーク形態の
相関を統計学的に解析した。その結果、責任血管における dsDNA 濃度は、lipid arc、マクロフ
ァージ指数、cavity 長と有意な正の相関を示し、プラークの炎症や不安定化と、dsDNA 濃度が
関係することが示された。 
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