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研究成果の概要（和文）：心筋梗塞後の過剰な炎症反応は、その後の心機能の低下や不良な生命

予後と関連することが知られている。しかしながら炎症反応を制御する機構の詳細は明らかに

されていない。本研究では、骨髄由来の樹状細胞が梗塞後のマクロファージや炎症性単球によ

る過剰な炎症反応を抑制し、細胞外マトリックスの分解を抑制するとともにアポトーシスも軽

減し、梗塞後の左室機能を保持する役割を有することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：An excessive inflammatory response after myocardial infarction 
(MI) is reported to be associated with cardiac dysfunction and poor clinical outcomes 
after MI. However, the precise regulatory mechanism to control the inflammatory response 
has been unclear. The present study demonstrated that bone-marrow derived dendritic cells 
(BMDCs) have a protective effect against cardiac dysfunction after MI through decreased 
macrophages and inflammatory monocytes-mediated inflammatory response, extracellular 
matrix degradation, and cardiac apoptosis. 
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研究分野：循環器内科学 
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞に対する再灌流療法の発達は、急性
期死亡率を劇的に低下させたが、重症例の救
命によって慢性心不全の有病率をむしろ増
加させるというパラドックスを生んだ。心筋
梗塞後心不全の発生過程には、神経体液性因
子とならんで免疫応答系の賦活化が関与し
ていると言われている。我々は、ラット心筋
梗塞モデルの梗塞部ならびに境界領域にお
いて樹状細胞の浸潤を認め、顆粒球･マクロ
ファージ・コロニー刺激因子(GM-CSF)の投与
によってその浸潤が増加するとともに左室

リモデリングの増悪を認めることをこれま
でに明らかにした。しかしながら骨髄樹状細
胞の役割の詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
樹状細胞のマーカーであるCD11cのプロモー
ター下流にサルのジフテリア毒素受容体
(DTR)と GFP を組み込んだ遺伝子改変マウス
(CD11c-DTR マウス)を用いて、心筋梗塞後左
室リモデリングにおける骨髄由来樹状細胞
の役割について明らかにし、樹状細胞をター
ゲットとした梗塞後左室リモデリングに対
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する新たな治療法開発を目指すことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) CD11c-DTRマウス骨髄細胞の移植と心筋
梗塞モデルの作成 
CD11c-DTRマウス(8週齢♂)の大腿骨より骨
髄細胞を採取し、トリパンブルーを用いて回
収した細胞数をカウントする。放射線照射
(5Gy × 2)したC57BL/6マウス(8週齢♂)に
対して1匹あたり1×107 cells/200μlの
CD11c-DTRマウス骨髄細胞を経静脈的に投与
する(DC ablation群)。一方、健常マウス骨
髄細胞を移植したものをコントロール(CON
群)とする。 
骨髄移植より8週間後にDC ablation群お
よびCON群のマウスに対してケタミン・キシ
ラジン麻酔下に気管内挿管後、左前下行枝の
近位部を結紮する(MI群)。結紮以外の全処置
を行う群をSham群とする。梗塞作成当日よ
りジフテリア毒素(DT)を4ng/g(100ng)投与
し、心臓摘出まで48～72時間毎にDTを同量
投与する。この際、実際に樹状細胞が除去さ
れているかどうかを脾臓より抽出した細胞
のFACSによりCD11cとGFPで展開して確認
する。また梗塞心筋の二重蛍光染色(CD11cと
GFPに対する抗体)を行う。 
 
(2) 左室機能、血行動態の評価、梗塞サイズ、
梗塞部伸展の定量化 
各時相ごとに(day 3, 7, 14, 28)、心エコー
による左室機能(左室拡張末期径、収縮末期
径及びドップラー上の左室駆出時間)、1.7Fr
カテ先マノメーターによる血行動態(大動脈
圧、左室拡張末期圧、左室dP/dt、大動脈駆
出時間)の評価を行う。心臓を摘出後、連続
横断面のTTC染色により梗塞サイズならびに
壁の菲薄化 を計測する。Masson-Trichrome
染色により線維化の程度を評価する。 
 
(3) 免疫組織化学、mRNA発現、MMP活性の測
定 
CD11c,Mac3, Myeroperoxidase (MPO), CD3, 
CD45R に対するモノクローナル抗体を用いて、
心筋梗塞後の壊死部心筋への樹状細胞と関
連する細胞群の浸潤を各時相（day 1, 3, 7, 
14）ごとに検討する。また、TRIzol を用い
てRNAを抽出し、IL-1β, IL-18, IL-10, 
TNF-α, CCL2, CX3CL1などの発現に関して、
real time PCR法を用いて定量化する（ABI 
Prism™ 7700）。さらに心筋におけるMMP活性
をzymographyにより測定する。 
 
(4) FACSによる末梢血ならびに心筋における
炎症性単球の変化に関する検討 
末梢血ならびに梗塞部心筋より単球を抽出
し、FACSにてLy6cとCD11bにより展開する。

炎症性単球であるLy6chighの単球数とLy6clow

の単球数の変化について経時的に測定する。 
 
(5) 心筋におけるアポトーシスの検討 
心筋のCaspase3ならびにcleaved caspase3
の蛋白レベルでの発現、さらにTUNEL染色を
行う。 
 
(6) 正常マウス骨髄由来樹状細胞の移植の
効果の検討 
Wild typeマウス骨髄より樹状細胞を抽出し、
DC-ablationマウスに投与し、その後心筋梗
塞を作成した場合の左室機能ならびに梗塞
部心筋のMMP活性、末梢血における単球の変
化について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) DTを投与し、骨髄由来樹状細胞を除去し
たマウスでは、脾細胞の FACS において GFP
と CD11c 共陽性細胞がほとんど認められず
(図 1)、また心筋梗塞作成後の心筋において
も、コントロールの骨髄移植マウス(CON 群)
では、CD11c と GFP 共陽性細胞の梗塞部への
浸潤を認めるものの、DC-ablation 群では、
その消失を認め(図 2)、本システムにおける
骨髄由来樹状細胞の除去が確認された。 
 
図1 
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(2) 梗塞作成 28 日後の心エコー所見では、
DC-ablation 群において CON群に比べ、左室
の拡大と収縮能の低下を認め、カテ先マノメ
ーターによる血行動態の計測でも、左室機能



 

 

の低下が明らかとなった。 
病理標本による検討では、梗塞サイズに差は
ないものの、DC-ablation 群では、CON 群に
比べ、左室梗塞部の壁厚が低下し、梗塞部伸
展が顕著であった(図3)。 
 
図3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 免疫組織化学では、DC-ablation 群で、
CD11cの発現は認められなかったが、Mac3陽
性マクロファージ(図 4)、MPO 陽性好中球、
の浸潤は、CON 群よりも増加していた。ただ
し、CD3 陽性 T細胞に関しては、有意差を認
めなかった(図 5)。CD45R に関する蛍光染色
では、梗塞部に浸潤する全白血球数の増加が
明らかであった(図6)。 
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mRNA の発現では、DC-ablation 群において、
IL-1β, IL-18, TNF-α, CCL2 といった炎症
性サイトカインの発現上昇を認めた。抗炎症
作用を有する IL-10 の発現と CX3CL1 の発現
は、むしろ低下していた(図7)。 
 
図7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MMPの中でもMMP-9の活性がDC-ablation群
では、CON 群に比較して上昇しており、炎症
惹起に伴う細胞外マトリックス分解の亢進
が示唆された(図8)。 
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(4) DC-ablation 群では、末梢血ならびに梗
塞部心筋において inflammatory Ly6chigh 
monocyteの増加を認め、一方、炎症をむしろ
抑制し、vascular endothelial growth factor 
(VEGF)の発現などを介して、治癒過程に貢献
するLy6clow monocyteは末梢血中での減少が



 

 

認められた(図9)。 
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(5) 心筋における Caspase3 の発現は、
DC-ablation群でCON群に比べ上昇し(図10A, 
B)、TUNEL 陽性細胞も増加していることが確
認された(図10C, D)。 
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(6) wild type マウス骨髄より抽出した樹状
細胞をadoptive transferしたところ、左室
機能は回復し、心筋MMP-9の活性低下、末梢
血炎症性単球数の低下とともに、左室リモデ
リングも改善した(図11)。 
図11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

結論 
上記の結果より、骨髄由来樹状細胞は、心筋
梗塞後における炎症性単球、マクロファージ
の活性化をむしろ抑制する働きを有し、左室
リモデリングに対して保護的な役割を有す
る可能性が示唆された。 
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