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研究成果の概要（和文）：急性大動脈解離(AAD)は致死率の高い循環器救急疾患であり、加齢が危険因子として
知られるが、詳細な発症機序の研究は進んでいない。我々はこれまでの研究で100%の確率でAADを発症する新た
なマウスモデルを確立した。この病理学的解析では解離血管で細胞老化の代表的マーカーの発現亢進及び細胞老
化に溶く直的な向炎症性表現型とJAK2リン酸化亢進が見られた。遺伝学的細胞老化阻害モデル、細胞老化阻害剤
投与モデル、JAK阻害剤投与モデルにAADを作成するといずれもAAD発症率は低下し特にp21欠損マウスで顕著だっ
た。以上からp21を中心として細胞老化とそのシグナルが大動脈解離発症に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Acute aortic dissection(AAD) is a critical acute vascular disease with high 
mortality rate, but its pathogenesis remains unknown. We established a novel mouse model and we 
found the upregulation of representative senescence markers and the secretion of pro-inflammatory 
cytokines together with JAK2 phosphorylation coinciding senescence-associated secretory phenotype. 
We tested AAD incidence using senescence key molecule deleted mice, senolytics treated mice, and JAK
 inhibitor treated mice. All the mice showed significant decrease in AAD incidence, especially p21 
knockout mice. P21-mediated senescence and the following JAK signaling might be involved in the 
pathogenesis of AAD.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
急性大動脈解離(AAD)は致死率の高い循環器救急疾患であるが、発症機序の研究が進んでおらず、治療も外科的
治療が主体である。我々の研究により発症に係る鍵因子とシグナル経路が明らかになり、マウスモデルでは既に
別用途で臨床使用されている薬剤も解離発症抑制に効果的であることが示された。将来的にこは、p21をターゲ
ットとした遺伝子治療やJAK阻害剤、細胞老化阻害剤を用いた大動脈解離の薬物治療に臨床応用するところまで
発展させられる可能性があり、本研究の社会的意義は大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

急性大動脈解離（AAD）は生活習慣病に伴う血管障害の進行した形であり致死率の高い疾患で
ある。大動脈解離はこれまで適切な実験モデルがなかったことから、発症機序の研究が進んでお
らず、したがって治療も外科的治療が主体で薬物治療が困難な疾患といえる。本研究者は、最近
の研究によって、大動脈壁を構築するコラーゲンの架橋を行うリシルオキシダーゼの阻害剤で
ある BAPN を投与して慢性大動脈瘤を作成したのち、ヒト AAD 患者血中で上昇していたアンジオ
テンシンIIを投与することで投与後12時間以内に100％の確率で解離を発症させることができ
る AAD マウスモデルを新規に確立した（Kurihara,Shimizu-Hirota, et al. Circulation 2012）。
このモデルを使って、本研究者は AAD の発症進展には血管壁の炎症により白血球が遊走接着し、
MMP9 を放出することが重要であることを見出した。しかしながら、どのような状況でこの血管
壁の炎症からくる白血球の接着と MMP 上昇が起こるのかは不明である。 

現在知られている大動脈解離のリスクファクターの一つに年齢が挙げられるが、細胞レベル
での老化（cellular senescence）により白血球接着因子や MMP の発現上昇、IL-6 などの炎症性
サイトカイン分泌といった炎症性表現型の誘導（senescence-associated secretory phenotype; 
SASP）がおこることが報告されている（Coppe.JP, et al. PLoS Biol 2008, PLoS One 2010）。
生活習慣病における慢性血管病変では血管内膜に細胞老化を起こした血管平滑筋細胞や血管内
皮細胞が存在することは知られているが、この血管細胞老化と大動脈瘤形成後の急性変化であ
る大動脈解離発症との関連は未だ不明である。また細胞老化のシグナリングには p53－p21 経路
や、p16－Rb 経路が関与することが知られているが（Miyauchi H, et al. EMBO J 2004; Minamino 
T, et al. Nat Med 2009; Hirota et al. J Clin Invest 2010; Hirota Y, et al. PNAS 2011）、
血管病変における細胞老化シグナルについては詳細はいまだ不明である。 

これらから考えあわせると、大動脈解離血管中膜での細胞老化が解離発症機序として関与す
るかどうか、さらに細胞老化による炎症性表現型の誘導にいたるシグナリング経路が何か、とい
う点を明らかにすることができれば、大動脈解離に対する新規薬物療法の確立につながる可能
性がある。 
 
２．研究の目的 

本研究では、我々が確立したマウス AAD モデルを用いた動物実験およびマウスから採取した
初代血管平滑筋細胞を用いた細胞実験の両方を行い、大動脈解離の発症に細胞老化が関与する
かどうか、さらには細胞老化による炎症性表現型の誘導に至るシグナリング経路としての候補
を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1)大動脈解離マウスモデル 

３週齢のマウスに 1mg/kg/day の容量でリシルオキシダーゼ阻害剤であるβアミノプロピロオ
ニトリル（BAPN）を３週間飲水投与した後にアンジオテンシン II（AngII）を浸透圧ポンプを使
って皮下にうめこみ投与する。AngII 投与後 12 時間でマウスを屠殺し、大動脈組織を採取する。
用いるマウスとしては、野生型 C57/BL6J マウスおよび p21 ノックアウトマウス、p16 ノックア
ウトマウス、p21/p16 ダブルノックアウトマウスを用いる。一部のマウスには、senolytic drug
としてダサチニブ（ mg/g/W）＋ケルセチン( mg/g/W)を経管投与した。また一部のマウスには
JAK2 阻害剤であるルキソリチニブ( mg/g/day)を経餌投与した。 

(2)組織染色 

マウスから採取した大動脈組織は凍結処理または４％PFA 固定を行い、凍結切片またはパラフ
ィン切片を作成する。パラフィン切片は HE染色を行って大動脈解離の有無を確認するとともに、
抗 p53,21,16,γH2X 抗体を用いて免疫染色を行う。凍結切片は pH5 の条件下でβ-ガラクトシダ
ーゼ活性を染色する（senescence-associated β galactosidase staining, SA-βgal 染色）。 

(3)組織実験 

各種マウスから採取した大動脈組織から RNA および蛋白を採取する。RNA を用いて q-PCR を行
い、蛋白についてはリン酸化 JAK2 および全 JAK2 の抗体を用いてウェスタンブロッティングを
行う。また採取した RNA を用いて RNA-seq を行う。 

(4)細胞培養 

６週齢の各種マウスの大動脈組織を採取し、外膜組織、線維組織、脂肪組織を取り除いたのち
に細かく切断し、コラゲナーゼ処理を５時間 37℃で行ったのち培養する。 

(5)細胞実験 
上記の如くマウス大動脈組織から採取した初代マウス血管平滑筋細胞を用いて、SA-βgal 染
色およびリン酸化 JAK2 および全 JAK2 の抗体を用いたウェスタンブロッティングを行う。 
 
４．研究成果 



リシルオキシダーゼ阻害剤 BAPN を３週間投与したのちアンジオテンシン II（AngII）を 12
時間投与することで惹起されるマウス大動脈解離病変の HE 染色の検討から、大動脈解離がまだ
起きていない解離直前の血管に既に白血球の遊走・接着が起こっていることが確認された。この
ことから、大動脈解離発症の結果として炎症がおこっているだけではなく、解離発症の誘因とし
て先に炎症がおこっていることが考えられた。この炎症の特徴を把握するためにマウス大動脈
モデル血管組織のｑPCR を行ってみると、解離血管では IL-6、IL-1β、TNFα、CXCL1 と言った
向炎症性サイトカインが著明に亢進しているのみならず、MMP9,TGFβ、serpin といった細胞老
化により誘導される炎症性表現型(SASP)の代表的因子も有意に亢進していることが示された。
そこで実際に解離病変で細胞老化が
起こっているかどうかの確認のため
にマウス解離血管組織の免疫染色を
施行したところ、解離血管中膜の血
管平滑筋細胞において、細胞老化に
係る鍵因子である p21 の発現、およ
び細胞老化の surrogate marker で
あるγH2X の発現が著明に亢進して
いることが示された。また老化細胞
から SASP 誘導に至るシグナリング
として報告されている JAK-STAT シ
グナルについて、マウス解離血管を
用いたウェスタンブロッティングで
検討したところ、マウス解離血管で
は有意に JAK2 のリン酸化が亢進し
ていることが示された。 

 次に、血管における細胞老化が大
動脈解離の発症に寄与しているかどうかを検討するために、1.遺伝学的細胞老化阻害モデル（p16
ノックアウトマウス、p21 ノックアウトマウス、p16/p21 ダブルノックアウトマウス）、2.細胞老
化阻害剤(senolytics)投与モデル (Dasatinib と Quercetin を野生型マウスに投与)、3.SASP シ
グナリング阻害剤投与モデル（JAK 阻害剤 ruxolitinib を野生型マウスに投与）に AAD を作成し
発症率の解析を行った。その結果、AAD 発症率は p16 ノックアウトマウスでは 62.5%、senolytics
投与群では 58.3%、ruxolitinib 投与群では 53.3%といずれもコントロール群に比べて低下して
おり、特に p21 ノックアウトマウスでは AAD 発症率は 23.7%まで抑制された(図１)。以上のこと
から大動脈解離発症に p21 を中心とする細胞老化が関与する可能性が示唆された。 
 この細胞老化と JAK2 リン酸化シグ
ナルについて更に詳細に検討するた
めに細胞実験を行った。野生型マウス
大動脈から単離培養した初代血管平
滑筋細胞にリシルオキシダーゼ阻害
剤 BAPN を投与すると時間依存性に弱
く JAK2 リン酸化が惹起されるが、そ
こに AngII を投与すると JAK2 リン酸
化が強く誘導されることが示された。
この初代血管平滑筋細胞をp１６ノッ
クアウトマウスおよびｐ２１ノック
アウトマウスから単離して同様の検
討を行うと、BAPN 投与に AngII 投与
を加えても p16,p21 ノックアウトマ
ウス由来血管平滑筋細胞では JAK2 の
リン酸化誘導は見られなかった。また
野生型血管平滑筋細胞に細胞老化阻害剤として確立されている Dasatinib と Quercetin の共投
与を行った場合も JAK2 のリン酸化誘導は見られなった（図２）。これらの細胞で細胞老化が実際
に確認されるかどうかの検討のために、初代血管平滑筋細胞を用いて SA-βgal 染色を行った。
細胞老化を起こした細胞の特徴として、酸性条件下でβガラクトシダーゼ染色を行うと青く染
まるという特徴を持つ（SA-βgal 染色）。野生型初代血管平滑筋細胞に BAPN を５日間投与する
と SA-βgal 染色が陽性に染まることが確認された。一方、p16,p21 ノックアウトマウス由来血
管平滑筋細胞では BAPN を投与しても SA-βgal 染色を行っても染まることはなく、また野生型
血管平滑筋細胞に細胞老化阻害剤の Dasatinib と Quercetin の共投与を行った場合も BAPN 投与
下で SA-βgal 染色では染まることなかった。以上のことから、血管平滑筋細胞にリシルオキシ
ダーゼ阻害剤 BAPN を投与すると細胞老化および JAK2 リン酸化が誘導され AngII 投与で亢進す
ることが示され、その機序に p16,P21 が関与することが示された。 
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