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研究成果の概要（和文）：血管炎症候群におけるフラクタルカイン(FKN)の阻害による血管炎抑

制効果を検討した。カンジダ培養液可溶性分画(CAWS)をマウスに投与し、冠動脈に血管炎を惹

起した。FKN 欠損マウスにおいても CAWS 誘導血管炎の程度には変化が見られなかった。また抗

FKN 抗体の投与によっても血管炎抑制効果は認めなかった。一方、レチノイドの投与により血

管炎抑制がみられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Candida albicans water-soluble fraction induced mouse vasculitis on 
coronary artery. The vasculitis was not changed on fraktalkine (FKN)-deficient mice 
compare to wild-type mice. Treatment with anti-FKN mAb also did not inhibit the 
vasculitis. On the other hand, retinoid ameliorated the vasculitis. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 血管炎症候群は、顕微鏡的多発血管炎、結
節性多発動脈炎など全身性の血管炎を起こ
す疾患の総称である。一般に、副腎皮質ステ
ロイド薬、免疫抑制薬などが治療に用いられ
ているが、治療抵抗例が多数見られ、また免
疫抑制に伴う易感染状態が問題となる。その
ため、血管炎症候群に対する新たな治療法の
開発が期待されている。 
	
 血管炎の炎症局所では、炎症細胞の浸潤が
著明に見られるが、その細胞浸潤には細胞遊
走を促進するケモカインが関与していると
考えられている。ケモカインの中で、フラク

タルカイン(fraktalkine:	
 FKN)は活性化血
管内皮細胞より発現がみられることより、
血管炎局所で発現亢進していると考えら
れる。また血管炎患者の末梢血中の FKN 濃
度の上昇が示されており、FKN は血管炎病
態形成に深く関与していると示唆された。 
 
２．研究の目的	
 
	
 そこで、血管炎症候群の新規治療法の開
発を目的に、FKN に焦点を当て、FKN 阻害
による血管炎モデル動物の治療効果を検
討した。	
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３．研究の方法	
 
(1)血管炎モデルマウスの作成	
 
	
 BALB/c マ ウ ス に Candida	
 albicans	
 
water-soluble	
 fraction	
 (CAWS)を 1	
 mg/day/
匹、day	
 1-day	
 5 に毎日腹腔内投与し、血管
炎を誘発した。Day	
 35 に心臓を摘出し、液体
窒素で凍結包埋し、ミクロトームで厚さ 6μm
の切片を作成した。	
 
	
 HE 染色にて冠動脈周囲における血管炎の
状態を観察した。次に、抗Ly-6G抗体、抗F4/80
抗体、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体による免疫染
色で病変部への浸潤細胞を同定した。免疫染
色では、凍結切片を 4%パラホルムアルデヒド
で固定し、1.5％	
 H2O2で 15 分間インキュベー
トした後、10％正常ヤギ血清で 40 分間ブロ
ッキングした。1 次抗体として、anti-mouse	
 
Ly-6G	
 mAb	
 (ebioscience)、anti-mouse	
 F4/80	
 
mAb	
 (Serotec)、anti-mouse	
 CD4	
 mAb	
 (Cymbus	
 
Biotechnology) 、 anti-mouse	
 CD8	
 mAb	
 
(ebioscience)で 2 時間室温でインキュベー
トした後、2次抗体として biotin-conjugated	
 
rabbit	
 anti-rat	
 IgG	
 (DAKO)で 30 分間室温
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、
streptavidin-horseradish	
 peroxidase	
 
（DAKO）を 30分間室温でインキュベートし、
DAB で発色させた後ヘマトキシリン染色を行
い、脱水・封入した。	
 
	
 	
 
(2)FKN 欠損マウスにおける血管炎の解析	
 
FKN 欠損マウス（n=10、BALB/c バックグラ

ンド）、及びワイルドタイプマウス（n=10、
BALB/c マウス）に、CAWS を 1	
 mg/匹 day	
 1-day	
 
5 に腹腔内投与し、血管炎を誘発した。day	
 35
に心臓を摘出し、血管炎の程度を評価した。	
 
大動脈と冠動脈起始部の変化を詳細に解

析するために、大動脈の上部から 20μm おき
に冠状断の HE 染色標本を作成し、病変部の
位置をスクリーニングした。病変部では 4μm
の厚さの連続標本を作成し、観察した。血管
炎の程度を定量するために、大動脈と冠動脈
起始部を 5 つのセグメントに分け（図１,×
40 倍）、各セグメントの血管炎の程度を点数
化し（3 点：全層性血管炎、2 点：血管内膜
および外膜に炎症細胞浸潤、1 点：血管内膜
に炎症細胞が限局、0 点：血管壁への炎症細
胞浸潤なし）、各セグメントの合計点（最高
15 点）の平均値（血管炎スコア）と血管炎の
発症率を算出し、FKN 欠損マウスとワイルド
タイプマウスで比較した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

LCA:	
 left	
 coronary	
 artery	
 
RCA:	
 right	
 coronary	
 artery	
 
LCC:	
 left	
 coronary	
 cusp	
 
NCC:	
 noncoronary	
 cusp	
 
RCC:	
 right	
 coronary	
 cusp	
 
	
 

(3)抗 FKN 抗体による血管炎抑制効果	
 
	
 BALB/c マウスに CAWS を 4	
 mg/匹 day	
 
1-day	
 5 に同様に腹腔内投与し、血管炎を
誘発した。Day	
 1-day	
 21 まで、抗 FKN 抗体
投与群(n=22)に抗 FKN 抗体を週 2 回 500μ
g/匹ずつ腹腔内投与した。コントロール抗
体投与群(n=26)には、day	
 1-day	
 21 まで、
ハムスターコントロール IgG を週 2 回 500
μg/匹ずつ腹腔内投与した。Day	
 21 に心臓
を摘出し、(2)と同様の方法で HE 染色標本
を作成し、血管炎スコアと発症率を比較し
た。	
 
	
 
(4)Am80 投与による血管炎抑制効果	
 
	
 BALB/c マウスに CAWS を 1	
 mg/匹 day	
 
1-day	
 5 に腹腔内投与し、血管炎を誘発し
た。Day	
 1-day	
 34（血管炎発症前から）も
しくは Day	
 8-day	
 34(血管炎発症後より)
に、レチノイドの一つである Am80 を	
 4	
 
mg/kg、1	
 mg/kg、vehicle を連日経口投与
行った。Day	
 35 に心臓を摘出し、HE 染色
標本を作成し、血管炎の発症率と血管炎ス
コアを算出した。	
 
	
 
４．	
 研究成果	
 
(1)CAWS 誘導血管炎マウスでの組織浸
潤細胞の同定	
 
＜HE 染色＞	
 	
 
	
 大動脈起始部血管壁に多核白血球を中
心としたびまん性の細胞浸潤を認めた（図
2）。また、比較的少数の単核球の浸潤も認
められた。	
 	
 	
 	
 

	
 

	
 
	
 
＜免疫染色＞	
 
	
 血管壁に浸潤する細胞は、Ly-６G 陽性の
好中球が多数を占め、一部血管外膜周辺に
F4/80 陽性マクロファージの浸潤がみられ
た。また、ごく少数の CD4 陽性 T 細胞も認
めた。CD8 陽性 T 細胞はほとんど認めなか
った（図 3、×100 倍）。	
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 免疫染色の結果より、CAWS 誘導マウス血管
炎モデルにおいては、血管炎の病変部に主に
浸潤する細胞は好中球であること考えられ
た。一部マクロファージの浸潤も認められた。	
 
	
 	
 	
 
(2)FKN 欠損マウスにおける CAWS 誘導マ
ウス血管炎モデルの解析	
 
	
 FKN 欠損マウス、および、ワイルドタイプ
マウスに CAWS 誘導血管炎を発症させ、血管
炎の程度を比較した。血管炎の発症率は、ワ
イルドタイプマウス群で 10 匹中 4 匹(40%)、
FKN欠損マウス群で10匹中5匹(50%)であり、
有意な差は認めなかった。	
 
	
 血管炎の程度を HE 染色後、スコア化する
ことにより比較した。血管炎スコアは、ワイ
ルドタイプマウス群で平均 4.8 点、FKN 欠損
マウス群で平均 3.6 点であり、統計学的有意
差はみられなかった（図 4）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

(3)抗 FKN 抗体による CAWS 誘導血管炎抑
制効果の解析	
 
	
 Balb/c マウスに CAWS を投与し、冠動脈に

血管炎を発症させた。Day	
 1 より抗 FKN 抗
体、またはコントロール抗体を投与し、血
管炎の程度を比較した。血管炎の発症率は、
コントロール抗体投与群で 26 匹中 25 匹
(96%)、抗 FKN 抗体投与群で 22 匹中 22 匹
(100%)であり、有意な違いは認められなか
った。	
 
	
 HE 染色による血管炎スコアは、コントロ
ール抗体投与群で平均 8.7 点、抗 FKN 抗体
投与群で平均 9.2 点であり、統計学的有意
差はみられなかった（図 5）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 以上の結果より、CAWS 誘導血管炎マウス
においては、FKN は病態形成において重要
な分子ではないことが示唆され、また治療
標的分子とはならないと考えられた。CAWS
誘導血管炎の局所に浸潤している細胞の
多くは好中球であったため、好中球が病態
に深く関わっている可能性がある。FKN 受
容体は好中球には発現がみられないため、
FKN 阻害では好中球浸潤には影響が少なか
ったと考えられた。一方、FKN 受容体はマ
クロファージに強く発現がみられるため、
マクロファージ浸潤が主体の病態であれ
ば、その効果がみられることが期待できる。
実際の血管炎患者では、好中球とともに、
マクロファージの浸潤も強く見られるた
め、その場合、FKN 阻害はなお有用である
可能性はあると考えられる。	
 
	
 
(4)Am80 投与による CAWS 誘導血管炎抑
制効果の解析	
 
	
 同様に、CAWS 誘導血管炎を発症させ、day	
 
1からレチノイドの一つであるAm80を経口
投与し、血管炎の発症率、血管炎の程度を
観察した。血管炎発症率は Am80	
 4	
 mg/kg
投与群で 10 匹中 4 匹（40％）、1	
 mg/kg 投
与群で 10 匹中 6 匹（60％）、vehicle 投与
群で 9 匹中 7 匹（78％）であった。血管炎
スコアは、Am80	
 4	
 mg/kg 投与群で平均 0.5
点、1	
 mg/kg 投与群で平均 1.2 点、vehicle
投与群は平均 2.8 点であり、Am80	
 4	
 mg/kg
の投与により、統計学的に有意な血管炎の
抑制効果が認められた。	
 
	
 次に、血管炎の発症後より Am80 を投与
し（day	
 8 より Am80 を投与）、血管炎の治
療効果を解析した。血管炎発症率は Am80	
 4	
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mg/kg 投与群で 24 匹中 6 匹（25％）、vehicle
投与群で 24 匹中 9 匹（38％）であった。血
管炎スコアは、Am80	
 4	
 mg/kg 投与群で平均
1.0 点、vehicle 投与群で平均 2.9 点であり、
Am80 の投与により、血管炎スコアは有意に低
値となった。	
 
	
 レチノイドは、ビタミン Aの誘導体である
が、免疫、炎症反応などへの影響も報告され
ている。本研究結果より、レチノイドが血管
炎に対する新たな治療となることが示唆さ
れた。	
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