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研究成果の概要（和文）：calsitriol投与でMCP-1の遺伝子発現抑制を示せた一方で、エラスチンを主成分とす
る弾性繊維などの細胞外マトリックスの分解を促進するMMP-9や炎症メディエーターのIL-1ｂとMMP-9では遺伝子
発現を促進する結果となり、calcitriolのマクロファージに対する抗炎症効果は確認できず、活性型ビタミンD
の動脈瘤抑制効果は認めなかった。一方、モデルの過程で、ぜんそく治療薬であるモンテルカストでのマウスの
実験で動脈瘤抑制効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：The activity of endogenous MCP-1 was significantly lower in the calsitriol 
group than in the Saline group. However, there was no significant difference in expression level of 
IL-1βand MMP-9 causing degeneration of the extracellular matrix between the Saline and calsitriol 
groups. In that series, we decided to evaluate another anti-inflammatory subject that can suppress 
atherosclerotic disease. Montelukast is a selective CVS-LT-1receptor antagonist that could surpress 
atherosclerotic diseases. We evaluated the in vitro properties of montelukast and its in vivo 
activities in an angiotensinⅡ-infused apolipoprotein E-deficient AAA mouse model. Relative to 
control,montelukast significantly suppressed gene expression of MMP-2, MMP-9, and IL-1β.In vivo,
montelukast significantly decreased aortic expansion and induced infiltration of M2 macrophages.

研究分野：血管外科学

キーワード： 腹部大動脈瘤　活性型ビタミンD　ビタミンD　アディポサイトカイン　アディポネクチン動脈硬化　炎
症メディエーター　モンテルカスト　M2マクロファージ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回当初目的としたcalsitriolが大動脈瘤の原因となる炎症メディエータの抑制効果を示せなかったが、研究の
過程で腹部大動脈瘤モデルマウスの確立(イソフルレンにて麻酔したマウスの皮下に浸透圧ポンプを植え込み、
アンギオテンシンⅡを1000ng/kg/minの容量で28日間投与)、さらに喘息治療薬であるロイコトリエン拮抗薬のモ
ンテルカストで大動脈瘤抑制効果をマウスで確認できたことは今後の動脈瘤治療への1つの方向性を示すことが
でき、またマウスの動脈瘤モデル作製に精通したことより、今後の研究に生かせる意義がある。

※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 

ビタミン D 欠乏症が死因の大きな要因の一つである心血管病(CVD)と関連があるということ

がビタミン Dに関する最近の公衆衛生的な研究で明らかになった。さらに活性型ビタミン Dや

選択的 VDR活性物質の投与が慢性腎疾患患者の CVD発症リスク軽減に関与していることも報

告された。以上のように、CVDとビタミン Dの関連についての研究成果は近年著しく成果

をあげており、これらの成果は動脈硬化と関連して発症する大動脈瘤の形成メカニズムの

解明に発展すると期待される。 

 

２．研究の目的 

 ビタミン D には抗酸化作用や慢性腎疾患の心血管疾患発症リスク予防に関与している。腹部

大動脈瘤は本邦でも増加しており、食生活の欧米化などがあるとされるが、その原因は動脈硬化

を主体とし、慢性炎症が原因とされ、ビタミン Dとの関連を明らかにしたい。 

 

３．研究の方法 

In vitro マウスマクロファージを使用し、TNF-アルファで刺激したのち、calcitriol を含む

培地を添加し、PCR を用いて MMP-9 や IL-1ｂの遺伝子発現解析 

In vivo でマウスを用いた動脈瘤モデルを作製し、VitD の投与が及ぼす効果の評価やその背景

にある因子、瘤組織でのレセプター発現の検討。 

 

４．研究成果 

 [In vitro] 

J774A.1 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ を 使 用 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 培 養 後 、 matrix 

metalloproteases(MMPs)や cytokines の発現を誘導するため TNF-α(20ng/ml)で刺激した。具体

的には、24well プレートを用いて 1well あたり 4×105個のマクロファージと TNF-αを含む細胞

懸濁液と DMEM 培地を入れ、24時間反応させた。その後、calcitriol を含む培地を添加し、マク

ロファージから mRNA を抽出し、逆転写酵素にて cDNA を生成した後 qPCR を用いて遺伝子発現解

析を行った。 

calcitriol 添加濃度は投与なし(control)、10nM、100nM の 3種類の濃度で行った。qPCR 時には

GAPDH, TNF-α,interleukin(IL)-6, monocyte chemotactic protein(MCP)-1 のプライマーを使

用した。GAPDH 当たりの相対的発現量を比較することで評価した。 

結果：MCP-1 (control vs 10nM vs 100nM; 0.94 vs 0.71 vs 0.62)であり calcitriol を添加

した群はいずれも control に対して有意に遺伝子発現が抑制された(p<0.05)。IL-6 (control vs 

10nM vs100nM; 0.98 vs 0.95 vs 0.84)、TNF-α (control vs 10nM vs 100nM; 0.90 vs 0.85 vs 

0.92)ではグループ間に有意差は認めなかった。 

結論：calcitriol 投与で大動脈瘤形成に関与する炎症性メディエーターである MCP-1 の遺伝

子発現が抑制された。IL-6、TNF-αでは有意差を認めなかった。今回の実験では、calcitriol 投

与による抗炎症効果の有無を検討することは不十分であると考えられた。 

これらの研究課程の中で、閉塞性呼吸器疾患で用いられるロイコトリエン拮抗薬であるモン

テルカストナトリウム(Mont)の心血管疾患に対する有効性が報告されていることがわかり、

calcitoriol の negative data をうけ、抗炎症作用のある M２マクロファージが大動脈瘤形成を

抑制することと関連し、モンテルカストのマクロファージに対する作用と大動脈瘤に対する治

療効果を検討。 

【方法】 

In vitro; TNF-αで刺激したマウス由来マクロファージ(M1 マクロファージ)を Mont と供に培



養し,炎症性サイトカインの遺伝子発現を解析した.Mont を添加したマクロファージ(M0 マクロ

ファージ)の Arginase-1 の遺伝子発現及び細胞表面抗原を分析した。 

 

In vivo; 24 週以上の雄の ApolipoproteinE-/-マウスに対し浸透圧ポンプを使用してアンギオ

テンシンⅡを持続皮下注しマウス動脈瘤モデルを作製した.Mont 群(n=7)には Mont 10mg/kg/day

を,生食群(n=7)には生理食塩水を,ポンプを移植した日から連続 28 日間投与した.28 日後に大

動脈瘤径,瘤壁の中膜のエラスチンの割合,MMP 活性,炎症性サイトカイン,M2 マクロファージを

測定した。 

 
【結果】 

In vitro： Mont は M1 マクロファージの MMP2、MMP9,IL-1β,NF-κBの遺伝子発現を有意に抑

制し、M0 マクロファージの Arginase-1 の遺伝子発現及び細胞表面抗原発現を有意に促進した。 

 
 

 
M１マクロファージの MMP2,MMP9,IL-1β、NF-κBの遺伝子発現の比較 

 

 



 
モンテルカスト添加マクロファージでの IL-10 および Arginase 発現の比較 

 
 

 In vivo; Mont 群で有意に瘤径拡大が抑制され(生食群 2.44mm vs Mont 群 1.59mm,p<0.01)、

エラスチン分解が有意に抑えられ(生食群 45% vs Mont 群 56%,p<0.05),MMP2 活性も有意に低下

していた(生食群 1234µM vs Mont 群 734µM,p<0.05)。さらに、Mont 群で有意に M2 マクロファー

ジが増加していた(生食群 7.5% vs Mont 群 14.7%,p<0.05)。 

 

 
胸腹部大動脈での腹部超音波での瘤径の比較 

 
 
 

 
28 日後の腹部大動脈の比較 

 
 



 
添加 28日後での瘤径の比較 
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