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研究成果の概要（和文）：動脈硬化進展と粥腫（プラーク）の不安定化が急性冠症候群（ACS）

発症をもたらし、その原因には炎症・免疫学的機序が深く関わっている。本研究で以下のこと

が明らかとなった。(1) 不安定粥腫には TRAIL陽性 CD4 T細胞と TRAILレセプター (DR5)陽性

血管平滑筋細胞・血管内皮細胞が多数認められ、TRAIL/DR5 シグナルを介して標的細胞にアポ

トーシスが誘導される。(2) CD4 T細胞から産生される炎症性サイトカイン TNFαは DR5を増強

し粥腫を不安定化する。(3)患者血中 sTRAIL測定は、粥腫不安定性や重症度を予測可能であり、

新たな免疫学的バイオマーカーとなりえる。 
 
研究成果の概要（英文）：Development of atherosclerosis and unstable plaque, which cause 
acute coronary syndrome (ACS), are highly associated with chronic inflammation and 
immunological mechanisms. In this study we found that, (1) in unstable plaque, there are 
abundant TRAIL-positive CD4 T cells,  DR5-positive vascular smooth muscle cells and 
endothelial cells, and apoptosis of target cells  induced through the TRAIL/DR5 pathway,  
(2) inflammatory cytokine TNFα produced by CD4 T cells increase DR5 and destabilizes 
plaque, (3) monitoring of soluble TRAIL in peripheral blood is a potential immunological 
biomarker for assessing plaque stability and disease severity.   
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１．研究開始当初の背景 
生活の欧米化にともない、心筋梗塞、不安
定狭心症、心臓突然死を含む急性冠症候群
（ACS）の発症は年々増加している。その
原因のほとんどは冠動脈粥腫破綻や血管
内皮糜爛と、それに続く血栓形成と考えら
れている。 一方、冠動脈粥腫には T細胞、

マクロファージ、樹状細胞などの炎症細胞浸
潤が多数認められ、動脈硬化粥腫進展、粥腫
不安定化と ACS発症には免疫学的機序が深く
関与していることは明らかである。我々は、
これまで T細胞が ACS発症にどのように関与
しているのかを研究し、(1)ACS患者 CD4 T細
胞は、正常者では認められない Cytotoxic 
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immunologic synapse を形成して血管平滑
筋細胞にアポトーシスを誘導する(Circ 
Res 2006; 98:1168-1176)。(2)ACS患者 CD4 
T 細 胞 は 非 常 に 活 性 化 し て お り 、
TNF-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL)を強く発現し、 TRAIL / TRAIL 
receptor 2 (Death receptor 5, DR5) を
介して血管平滑筋細胞にアポトーシスを
誘導、粥腫に不安定化や破綻をもたらす（J 
Exp Med 2006; 203:239-250）。(3)粥腫に
浸潤する形質細胞様樹状細胞はトールラ
イクレセプター9 (TRL9)を介し INFαを産
生、それにより CD4 T細胞上の TRAIL発現
を増強する（Circulation 2006;114:2482 
-9）。(4)不安定粥腫の活性化した形質細胞
様樹状細胞は、CCL19 や CCL21 を産生して
CD40L 陽性活性化 T 細胞を粥腫内に引き寄
せる。また、Th1サイトカイン INFγ、TNF
αも多く不安定粥腫に発現している
（Basic Res Cardiol 2007; 102:123-32）
ことを見出した。これら一連の研究により、
我々は動脈硬化粥腫不安定化における Th1 
CD4 T 細胞、形質様樹状細胞、TRAIL/DR5 
pathwayの役割をかなり解明して来た。 
 
２．研究の目的 

虚血性心疾患の発症増加に伴い、不安定
粥腫をもつ患者をいかに早期診断し、粥腫
安定化を図り ACS発症を予防するかは、増
加する虚血性心疾患の死亡率改善と早期
診断治療による医療費削減につながる非
常に重要な社会的命題である。 現在 ACS
早期診断のためのバイオマーカー研究は
様々な角度から盛んに行われているが、粥
腫不安定化における免疫学的機序にもと
づくバイオマーカーはいまだ見出されて
いない。本研究では、ACS における血管糜
爛や粥腫破綻を来たしやすい不安定粥腫
における TRAIL/TRAIL receptor 2 (DR5) 
pathwayの 発現調節メカニズム（特に DR5
発現調節）を解明する。さらに、ACS 発症
の可能性の高い不安定粥腫を持つ不安定
な虚血性心疾患患者の早期診断、重症度判
定、治療効果判定、予後予測に、soluble 
TRAIL 測定が免疫学的機序にもとづいた
新規不安定粥腫マーカーとして有用であ
るかを検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) 粥腫の組織学的不安定度評価と   

TRAIL/DR5発現量の関連 

①  心臓突然死ヒト剖検例冠動脈および

頸動脈より連続切片を作成する。責任冠動

脈病変を含む動脈硬化病変部位をいくつ

かの組織切片に分ける。粥腫内脂質沈着、

血栓、炎症細胞浸潤の程度を軽度・中等

度・高度に分類しスコア化することで粥腫

を安定粥腫および不安定粥腫に分類、解析す

る。 

②  組織より total RNAさらに cDNAを作成し、

real time PCRにて T細胞の指標としての TCR

α、death pathwayの指標として TRAIL、TRAIL 

receptor 1 (DR4)、TRAIL receptor 2 (DR5)

の発現を調べ、安定粥腫・不安定粥腫におけ

る各発現量を検討、各遺伝子発現量間に相関

が認められるか解析する。 

③ 粥腫組織切片における TRAIL、DR4、DR5、

α-smooth muscle actin、TUNEL の免疫染色

にて、粥腫不安定化と TRAIL/DR5およびアポ

トーシスの関連を解析する。 

(2) CD4 T 細胞誘導性標的細胞アポトーシス

における薬剤やサイトカインの影響 

① ACS 患者末梢血から RosetteSep を用いた

ネガティブ細胞分離法で新鮮 CD4 T細胞を単

離し、ヒト冠動脈平滑筋細胞と共培養後、血

管平滑筋細胞アポトーシスを評価する。同様

に血管内皮細胞共培養後のアポトーシスも

検討する。また、心血管イベント抑制が知ら

れているスタチンの効果が、CD4 T 細胞の細

胞障害性を抑制している結果なのか検討す

る。 

② 内頸動脈正常組織と動脈硬化粥腫におけ

る TNFα mRNA発現量を比較検討する。また、

粥腫より単離した CD4 T細胞を利用して、TNF

αのヒト血管平滑筋細胞アポトーシスに対

する影響をリコンビナント TNFα、TNFα中和

抗体を使用して検討する。 

(3) 不安定粥腫における DR5発現増加の機序

解明 

TNFαを多く発現する粥腫が CD4 T 細胞に

よる血管平滑筋細胞アポトーシスが誘導さ

れやすい機序に、TRAIL receptor 2 (DR5)

発現増強が関与しているのかを調べる。DR5

発現増強を誘導する因子を検討するため、ヒ

ト冠動脈平滑筋細胞を Th1 CD4 T細胞より産

生される TNFα、INFγ、および CD4 T 細胞

自身で処理して DR5 発現を real-time PCR、

Western blot、蛍光免疫染色にて検討する。 

(4) 血中遊離 TRAIL測定 

TRAILが不安定粥腫を持つ ACS発症の新た

なバイオマーカーになりえるのか検討する。

冠動脈カテーテル検査を行った急性心筋梗

塞(AMI)、不安定狭心症(UAP)、安定狭心症

(stable AP)、胸痛症候群と正常冠動脈を有

する他の心疾患患者(Control)における末梢

血中遊離 TRAIL(sTRAIL)を測定し、臨床経過

および重症度、さらに ROC解析にて cut off

値、感度、特異度を高感度 CRPと比較検討す

る。 

 



 

 

４． 研究成果 
(1) 粥腫の組織学的不安定度評価と

TRAIL/TRAIL receptor発現量の関連 

動脈硬化粥腫の組織を脂質沈着(10 % > 0

点、10-40 % 1点、40 % <2点)、血栓（無

0 点、有 1 点）、炎症細胞浸潤（なし 0 点、

軽度１点、中等度 2点、高度 3点）の合計

点により不安定粥腫（3 点＜）、安定粥腫

（1-3点）、正常組織（0点）とした。不安

定粥腫では安定粥腫に比較し、Ｔ細胞浸潤

(P<0.01)、TRAIL 発現(P<0.02)、DR5 発現

（ P<0.05 ）、 TUNEL 陽 性 平 滑 筋 細 胞

(P<0.0001)を多く認めた。 

(2) CD4 T 細胞誘導性標的細胞アポトーシ

スにおける薬剤やサイトカインの影

響 

① ACS 患者末梢血より単離した CD4 T 細

胞は、正常群に比べ CD69+TRAIL+の活性化し

た T 細胞（P<0.005）で、血管平滑筋細胞

のみならず血管内皮細胞にも TRAIL/DR5を

介 し て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た

(P<0.0001)。スタチンは、CD4 T細胞の ERK

リン酸化阻害を介して CD69 を抑制し、

TRAIL 発現低下をもたらし、血管内皮細胞

のアポトーシスを抑制していた(Sato K, 

et al. Atherosclerosis, 213:33-39, 

2010)。 

② ヒト動脈硬化粥腫では正常組織に比

べ TNFαの発現が高かった(P<0.003)。リコ

ンビナントTNFαで24時間血管平滑筋細胞

を前処理すると、CD4 T 細胞による血管平

滑筋細胞のアポトーシスは著明に増強さ

れ、TNFα中和抗体で抑制された(図 1)。こ

のことより TNFαを多く発現する粥腫は、

CD4 T 細胞による粥腫内血管平滑筋細胞ア

ポトーシスが誘導されやすく、粥腫が不安

定になっていると考えられた。 

 
 

(3) 不安定粥腫における DR5 発現増加の

機序解明 

 TNFαによる血管平滑筋細胞アポトーシ

スの増強の機序を調べるため、冠動脈平滑

筋細胞を TNFαで 48時間処理したところ、

mRNA および蛋白レベルともに DR5 発現が

増強した（P<0.0001）。INFγでは DR5の増

強は認められなかった(図 2A)。また、ACS

患者 CD4 T細胞との共培養でさらに DR5は増

強された(P<0.0001, 図 2B)。 

 
 

(4) 血中遊離 TRAIL測定 

 ACS 患者末梢血 sTRAIL は正常コントロー

ルに比べ非常に低値で、急性期には CPK経時

変化と逆変動を示し、慢性期にはコントロー

ルレベルへの回復を認めた。sTRAILは CD4 T

細胞上の TRAIL発現と逆相関を示し、急性期

に強く認められた CD4 T細胞による血管内皮

細胞アポトーシスも慢性期には改善した。 

 
sTRAILは AMI<UAP<stable AP<Controlの順に
優位に低値を示したが、高感度 CRPは各群の



 

 

間での差は認めず(図 3)、ACS 判定に対し
ても感度・特異度とも高感度 CRPより優れ、
粥腫安定性の指標になると考えられた。  

以上より、不安定粥腫ではTRAIL陽性CD4 
T 細胞が多数浸潤し、DR5 陽性血管平滑筋
細胞、血管平滑筋細胞アポトーシスを多く
認めた。TRAIL陽性 CD4 T細胞は、TNFαを
非常に多く産生し、血管平滑筋細胞の DR5
を増強してアポトーシスを誘導、粥腫不安
定化をもたらした。スタチンは、ACS 患者
CD4 T 細胞の活性化や TRAIL 発現を抑制し
て粥腫を安定化すると考えられ、積極的に
急性期からの投与が望ましいと考えられ
る。また、血中 sTRAIL 測定により、冠動
脈疾患患者の粥腫不安定性が予測可能で、
早期より適切な診断治療を開始する指標
として、新たな免疫学的バイオマーカーと
なりえる可能性が高い。今後、この研究を
さらに発展させ、TRAIL/DR5 を分子標的と
した治療の開発、および sTRAIL が新たな
バイオマーカーとして治療効果判定、予後
予測に有効であるかを当院で施行中の大
規模臨床試験で検討し、さらに簡便な迅速
キットの開発を目指す。 
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