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 研究成果の概要（和文）：プラーク破裂の発生メカニズムを解明するために、ヒト内頚動脈におけるＮａ＋/Ｃａ２＋交換体(ＮＣＸ)とマトリックスメタロプロテアーゼ(ＭＭＰ)の発現および内圧負荷によるひずみ応力分布を調べた。粥状硬化巣の線維性被膜に局在する活性化マクロファージは、ＮＣＸ-１膜トランスポーターを介して細胞内Ｃａ２＋の増加が起こり、ＭＭＰ-２，９を放出する。その結果、粥腫を覆う線維性被膜の菲薄化と断裂がおこると考えられる。また、線維性被膜に発生する高い応力が被膜の断裂に直接関係している可能性が示唆された。  
 
 研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism which is responsible for the plaque 
rupture, we investigated the expression of sodium/calcium ion exchanger and matrix 
metalloproteinase and the stress/strain distribution in the human carotid arterial wall. 
Activated macrophages in fibrous cap expressed sodium/calcium ion exchanger-1 and 
matrix metalloproteinases-2 and 9 in atherosclerotic plaques.  Therefore, these cells may 
contribute to the thinning and disruption of fibrous cap in the plaque.  In addition, the 
concentration of the maximal principal stress is likely to trigger the plaque rupture. 
 交付決定額                                （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 ２００７年度 1,100,000 330,000 1,430,000 ２００８年度 1,100,000 330,000 1,430,000 ２００９年度 1,300,000 390,000 1,690,000 年度      年度    総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
 
 研究分野：人体病理学 科研費の分科・細目：基礎医学・人体病理学 キーワード：粥状硬化、マクロファージ、Ｎａ＋/Ｃａ２＋交換体、マトリックスメタロプロテアーゼ、プラーク破裂、血行力学的因子  １．研究開始当初の背景 (1) プラークの破裂と血栓形成は内頚動脈 閉塞や脳梗塞などの内頚動脈狭窄症の主要な合併症の直接的な引き金になっているこ

研究種目：基盤研究（Ｃ）  研究期間：2007～2009  課題番号：１９５９０３７２ 研究課題名（和文）マクロファージに発現するＮａ＋/Ｃａ２＋交換体の粥状硬化進展機序における役割  研究課題名（英文） Role of sodium/calcium ion exchanger expressed in macrophages in atherogenesis  研究代表者 坂田 則行（SAKATA NORIYUKI） 福岡大学・医学部・教授 研究者番号：２０１３４２７３ 
 



 

 

とが明らかにされている。したがって、内頚動脈狭窄症の合併症を予防、治療するために、ヒト内頚動脈におけるプラーク破裂の発生メカニズムを解明することが急務である。 
 
(2) プラークに出現するマクロファージは、プラークの進展や破裂、退縮に関わる主要な血管壁細胞である。マクロファージは様々なサイトカインや酸化ストレスにより活性化され、マトリックスメタロプロテアーゼ
(MMP)を放出し、プラークを覆う線維性被膜の菲薄化とその破裂に関与する。血管壁細胞に発現する分子にはMMP-１，２，８，９などが知られている。 
 
(3)  Ｎａ＋/Ｃａ２＋交換体は、心筋細胞や血管平滑筋細胞に発現し、Ｎａ＋とＣａ２＋を交換輸送する膜トランスポーターである。虚血再灌流障害を引き起こすＣａ２＋過剰負荷の流入経路になることが知られている。細胞内に流入するＣａ２＋の増加は重要なセカンドメッセンジャーとして細胞傷害やアポトーシスなどの様々な細胞の機能発現に関与している。したがって、Ｎａ＋/Ｃａ２＋交換体を介する細胞内Ｃａ２＋の増加が、マクロファージ活性化に関与している可能性がある。  (4)  線維性被膜は活性化マクロファージにより菲薄化され、プラーク不安定化が起こる。この不安定プラークが破裂する直接的な原因のひとつに壁にかかる力学的ストレスがある。この力学的ストレスは大きさの異なる血圧が負荷されたときの血管形状の変化と発生応力に影響される。菲薄化した部位では高い応力が発生し、破裂の直接的な原因になることが知られている。                            ２．研究の目的 (1) Ｎａ＋/Ｃａ２＋交換体が血管壁細胞に発現していることが知られている。そこで、ヒト動脈のプラーク内壁細胞でのＮａ＋/Ｃａ２＋交換体の発現を調べる。さらに、マクロファージに発現するＮａ＋/Ｃａ２＋交換体の機能とその発現メカニズムを明らかにし、プラーク破裂におけるマクロファージの役割を解明する。  (2) 線維性被膜の破断を引き起こす直接原因の一つに血行力学的因子がある。これまで血管形状に基づく動脈壁の応力解析が行われてきた。本研究では、プラークの形状に加え、残留応力を考慮した壁内の応力解析を行い、破裂に寄与する力学特性を解明する。  ３．研究の方法 (1) プラークの破裂とＮａ＋/Ｃａ２＋交

換体(ＮＣＸ)、マトリックスメタロプロテアーゼ(ＭＭＰ)の局在：内膜剥離術で採取された頚動脈プラーク 17 例から血管長軸に垂直の連続標本を作製し、実体顕微鏡および光顕下に観察し、破裂部位の組織分布とその性状について検討した。ＮＣＸとＭＭＰの局在については免疫組織化学的方法で調べた。  (2) ＮＣＸ１とＭＭＰの蛋白発現とｍＲＮＡ発現：内膜剥離術で採取された未固定標本から粥状硬化および非硬化部分を採取した。蛋白発現は Western blot 法で検索した。ｍＲＮＡの発現は、各標本から抽出した総ＲＮＡをもとにＲＴ-ＰＣＲ法で検討した。粥状硬化の有無と組織学的性状で分類し、検討した。  (3) 非軸対称な総頚動脈の内圧負荷に対する壁応力分布の解析：ヒト剖検例の総頚動脈を採取した。内圧負荷装置に装着し、一定の速度で０～１６０ｍｍＨｇの圧を負荷した。その時の外径変化をＣＣＤカメラで連続的に記録した。測定後、血管中央部分の環状試料を切断して残留応力を解放した。残留応力解放状態および負荷状態での応力分布を解析した。  ４．研究成果 (1)  プラークの破裂とＮａ＋/Ｃａ２＋交換体(ＮＣＸ)、マトリックスメタロプロテアーゼ(ＭＭＰ)の局在： 17 例中プラーク破裂例は８例、非破裂例は９例であった。破裂例 (Ｍ/Ｆ:７/１)では非破裂例  (Ｍ/Ｆ：３ /６ )に比べ男性の割合が多かった。内膜の亀裂は、長軸方向では内頚動脈入口部に最も多く、その部を中心にプラーク内出血を認めた。垂直断面では、プラークを覆う線維性被膜に亀裂が生じ、亀裂断端部には線維性被膜の菲薄化、コラーゲンの破断と泡沫化マクロファージの浸潤を認めた。        図 1：ＣＤ68    図２：ＮＣＸ-1             図１：ＣＤ６８           図２：ＮＣＸ-１           図３：ＮＣＸ-２    
図１        図２ 
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14 例の頚動脈プラークの未固定標本から凍結切片を作製し、責任病変部を免疫組織化学的に観察した。頚動脈プラークでは、粥腫の辺縁と線維性被膜に泡沫化マクロファージが多数集簇していた。ＣＤ６８陽性マクロファージの多くがＮＣＸ-１陽性であったが、ＮＣＸ-２は陰性であった（図１，２，３）。ＣＤ６８またはαＳＭＡとＮＣＸ１の二重免疫染色を行うと、ＣＤ６８陽性マクロファージの細胞質と細胞膜にＮＣＸ１が染色された。一方、αＳＭＡ陽性の内膜平滑筋細胞はＮＣＸ１陰性であった。内膜でのＮＣＸ-1，ＭＭＰ-１，２，９陽性細胞の出現率を非病変部（ＩＴ）、初期病変部（ＰＡ）、粥状硬化部（ＡＴ）の間で比較すると、いずれも病変の進行に伴い出現率が上昇した（図。４）。内膜に浸潤するマクロファージにはＭＭＰ-２とＭＭＰ-９は強く発現したが、ＭＭＰ-1 とＭＭＰ-７は発現しなかった。  ＮＣＸ-１         ＭＭＰ-１         ＭＭＰ-２        ＭＭＰ-９               ＩＴ ＰＡ  ＡＴ 図．４：内膜における陽性細胞の出現率 

     (2) ＮＣＸ-１とＭＭＰの蛋白発現とｍＲＮＡ発現：ＮＣＸ-１の蛋白発現を Western blot 法で検索すると、抗ＮＣＸ１抗体に反応する 120ｋD のバンドが粥状硬化部では非硬化部に比べ増強していた。ＮＣＸ-１のｍＲＮＡは粥状硬化部と非硬化部いずれにおいても検出された（図．５）。粥状硬化部では、ＭＭＰ-1、２，８，９ｍＲＮＡのすべてが発現していた。一方、非硬化部では、ＭＭＰ-1、２，９ｍＲＮＡは発現していたが、ＭＭＰ-８ｍＲＮＡは検出されなかった。  症例  １   ２   ３   ４       -  +   -  +  -  +   -  +  A   B  図．５、ＮＣＸ-1 のｍＲＮＡ発現（Ａ, RT-PCR 法）と蛋白発現（Ｂ, Western blot法）：ＮＣＸ-1ｍＲＮＡは動脈硬化部（+）および非硬化部（-）いずれにおいても発現したが、蛋白質発現は、硬化部で非硬化部に比べより増強している。  (3) 非軸対称な総頚動脈の内圧負荷に対する壁応力分布の解析：アテロームを有する偏心性肥厚を有する動脈に内圧を負荷した場合、肥厚部は非肥厚部に比べ変形しにくく、壁に発生するひずみ変動量が不均一化した。その結果、偏心性肥厚の肩部付近では高い応力が観察され、また管軸の中心に近いほどひずみ変動量が大きかった。また、肥厚が著しくなると応力集中見られなくなった。  
 
(4) まとめ： (1)と (2)研究結果から、粥状硬化部に出現する活性化マクロファージは、ＮＣＸ-１膜トランスポーターを介して細胞内Ｃａ２＋の増加が起こり、ＭＭＰ-２，９を放出する。そのため粥腫を覆う線維性被膜の菲薄化と断裂がおこると考えられる。このことは、Ｎａ＋/Ｃａ２＋交換体を標的とした動脈硬化病変の予防や治療戦略の可能性を示唆する。また、(1)と(3)の結果から、線維性被膜の断裂にはこの部に発生する高い応力が直接関係している可能性が示唆される。   ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線）  
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