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研究成果の概要（和文）：動脈硬化形成過程における単球の血管内皮下への蓄積機構には不明な

点が多い。培養内皮細胞へのヒト単球の 2 段階添加実験を行ったところ、1 度目に比べて 2 度

目の添加で単球浸潤率が有意に上昇していた。また、単球添加により、内皮細胞間隙の

PECAM-1 が有意に増加、VE-cadherin が有意に減尐していた。以上より、単球の浸潤によっ

て起こる内皮細胞間隙分子の変化（PECAM-1 増加、VE-cadherin 減尐）が次の単球の浸潤を

促進し、このことが動脈硬化における長期的な単球の蓄積につながっている可能性が考えられ

た。 

 
研究成果の概要（英文）： In atherogenesis, it is unclear whether and how one monocyte 

transmigration event affects endothelium to facilitate subsequent ones. When human 

monocytes were added twice to endothelial cells in vitro, significant augmentation of 

transmigration was observed at the second addition.  Endothelial surface expressions of 

two major junctional molecules, PECAM-1 and VE-cadherin, increased and decreased 

respectively, in response to monocyte addition.  These findings show that monocyte 

trans-endothelial migration alters endothelial junctional organization to more 

monocyte-permeable state (increased PECAM-1 and decreased VE-cadherin), resulting in 

the augmented transmigratory activity at a later stage. 
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心筋梗塞や心不全等の心血管系疾患や脳
卒中は死因別死亡率の過半数を占めている

が、これらの根本原因は動脈硬化であると考
えられている。動脈硬化は、かつては脂質代
謝異常が主要因と考えられていたが、現在で
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は、様々な細胞・因子が複雑に絡み合う慢性
炎症性疾患であるとの認識が一般的である。
その初期過程において、血中を循環する炎症
細胞である単球が、酸化 LDL 等により傷害
を受けた血管内皮細胞へ接着・内皮下組織へ
浸潤し、マクロファージに分化・蓄積する過
程は、病巣形成における重要な Key event で
あり、細胞・分子レベルでのメカニズム解明
をめぐって世界中で激しい研究競争が行わ
れている。 

単球を含む白血球の血管外遊走は 1)ロー
リング → 2)強固な接着 → 3)内皮下への浸
潤という順序で進行すると考えられ、ローリ
ング・接着段階における分子メカニズムはか
なり解明されている。一方、浸潤過程は細胞
の 3 次元（深さ）方向のダイナミクス解析が
技術的に難しい為、未解明部分が多い。浸潤
ルートについても、従来考えられてきた、内
皮細胞間隙を通るルート（Para-cellular）だ
けでなく、細胞本体を貫入するルート
（ Trans-cellular ）も報告されている。
Para-cellular ルートでは、単球浸潤時に内皮
細胞 PECAM-1 が浸潤部位に集積し、両細胞
表面のPECAM-1同士の結合により浸潤が進
行し、さらに、浸潤部位への PECAM-1 集積
には細胞骨格である微小管（tubulin）とモー
ター蛋白 kinesin が関与することが示唆され
た。しかし、実際の PECAM-1 の輸送動態（集
積の程度、時間経過等）、及び kinesin や微小
管との相互作用について直接的な証明はさ
れておらず、また、集積を誘発する因子やシ
グナル系も不明である。 

 

２．研究の目的 

一方、動脈硬化は長い年月をかけて進行す
る慢性的な炎症疾患であり、単一の浸潤イベ
ントのみが単独で存在するわけではない。実
際、単一の浸潤イベントがその後の単球の浸
潤活性や内皮細胞の機能に及ぼす影響につ
いては不明な点が多い。本研究では、培養細
胞を用いた実験系により、単球の浸潤が内皮
細胞、特に細胞間隙の分子郡に及ぼす影響に
ついて解析し、それら分子郡の変化が次の単
球の浸潤活性に及ぼす影響について検討し
た。 

 

３．研究の方法 

（１）単球の 2段階添加による浸潤活性評価 
ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）

をガラスベースディッシュ上でコンフルエ
ントまで培養し、炎症性サイトカインである
interleukin-1-beta（IL-1）で刺激を加え
ることにより単球の接着を促進した。ヒト末
梢血より分離した単球（CD14+）を顕微鏡ステ
ージ上で 30-40 分の間隔で 2回に渡り添加し、
タイムラプス観察を行った。それぞれの観察
期間（stage 1,2）では 30 秒ごとに位相差画

像を取得し、30-40 分間観察した。得られた
画像を基に単球の浸潤率を stage 1, 2 で個
別に解析した。 
 
（２）単球添加による内皮細胞間隙分子の発
現解析 
IL-1で刺激した内皮細胞に単球を添加し、

インキュベータ内で最大 50 分間反応させた
後、両細胞を回収し、ブロッキング処理後、
蛍光色素を付加した 3 種の抗体
（VE-cadherin-FITC, PECAM-1-PE, 
CD14-PE-Cy7）でサンプルを標識した。フロ
ーサイトメーター（FACS-Calibur）を用いて
内皮細胞表面の PECAM-1 及び VE-cadherin の
発現を解析した。単球と内皮細胞は各々のセ
レクションマーカー分子（単球：CD14，内皮
細胞：VE-cadherin）の発現プロファイルに
より識別した。 
 
（３）PECAM-1-GFP 発現システムの構築 
膜貫通型分子 PECAM-1（分子量：約 130kDa）

の細胞内ドメイン末端（C末端）に Aequorea 
coerulescens-derived GFP (AcGFP1)を連結
した組み換えベクター（PECAM-1-GFP）を作
製し、これを nucleofection 法により HUVEC
内に導入した。遺伝子を導入した HUVEC にお
いて、PECAM-1-GFP の発現をウエスタンブロ
ットにより確認し、その細胞内局在を免疫蛍
光法により確認した。 
 

（４）単球浸潤時の PECAM-1 分子イメージン
グ 
上記（３）で作成した PECAM-1-GFP 発現細胞
を用い、共焦点レーザー顕微鏡との組み合わ
せで単球浸潤時の PECAM-1 の分子動態を解析
した。単球は赤色の蛍光色素（Cell Tracker 
Orange CMRA）で予め染色し、顕微鏡ステー
ジ上で内皮細胞に添加した。得られた蛍光画
像を基に、単球浸潤部位局所における内皮細
胞 PECAM-1 の分子動態を定量化した。 
 
４．研究成果 
我々の実験系では単球の浸潤は殆どが

para-cellular ルートを介するものであり、
従来の報告どおり、trans-cellular イベント
の発生率は相対的に低値であった。 
単球の 2 段階添加実験では、2 回目の添加

（stage 2）における浸潤率が 1 回目の添加
時（stage 1）に比べて有意に増加していた
（図 1、約 1.5 倍）。このことから、単球の浸
潤が内皮細胞間隙分子に何らかの影響を与
え、その結果、stage 2 での浸潤活性が増大
したものと考えられた。そこで、フローサイ
トメーターを用いて主な細胞間隙分子であ
る PECAM-1 と VE-cadherin の細胞表面におけ
る発現変化を解析したところ、単球添加によ
り前者が有意に増加、後者は有意に減尐して



 

 

いた（図 2）。PECAM-1 は単球側にも発現して
いる同分子との homophilic 結合を介して浸
潤を促進し、VE-cadherin は細胞間隙のバリ
アとして機能することで浸潤を抑制すると
考えられているので、今回観察された変化は、
更なる単球の浸潤を促進する方向の変化で
ある。 

以上のような分子変化の詳細をさらに解
明する為、PECAM-1-GFP 発現系を用いて単球
浸潤時の PECAM-1 分子動態を検討した。
PECAM-1-GFP ベクターを導入した内皮細胞で
は、PECAM-1-GFP の発現が確認され、内因性
PECAM-1 と同様に細胞間隙に正しく局在して
いた。分子イメージング実験と定量的画像解
析の結果、単球の浸潤が完了した後、内皮細
胞 PECAM-1が浸潤部位局所に徐々に集積する
ことが明らかとなった（図 3）。このことから、
para-cellular の単球浸潤が起こった細胞間
隙局所では、浸潤完了後に内皮細胞 PECAM-1
が浸潤部位に集積することにより、同一部位
での次の単球の浸潤が促進されることが想
定された。実際、ライブ観察による詳細な解
析の結果、ある一つの浸潤イベントが起こっ
た部位の周囲に設定した一定範囲内におい
て、その後に浸潤した単球のうち 50%（10 out 
of 20 cells）が最初の単球が浸潤したのと
同一又は類似の部位から浸潤していた。 

また，予備検討において、PECAM-1 の細胞
内ドメインに結合するシグナル分子である
SHP-2 を siRNA によりノックダウンすると
PECAM-1 集積が抑制されたことから、単球浸
潤により誘発される PECAM-1 の集積が SHP-2
を介した機序で起こることが示唆された。 
 以上をまとめると、単球の内皮下への浸潤
により、内皮細胞間隙の分子組成の変化
（PECAM-1 集積，VE-cadherin 減尐）が誘発
され、このことが次のステージにおける単球
の更なる浸潤を促進していると考えられた。
このようなポジティブフィードバック機構
の詳細の分子メカニズムを明らかにし、効率
よく制御することができれば、過剰な単球の
浸潤・蓄積を防止し、動脈硬化の治療・予防
に大きく貢献できることが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 単球の 2 段階添加実験（縦軸：浸潤率） 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2 単球添加時のPECAM-1（A)、及びVE-cadherin

（B）の発現変化 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 (A) 単 球 （ 赤 ） 浸 潤 時 の 内 皮 細 胞

PECAM-1-GFP（緑）の分子イメージング。数字は単

球添加後の時間（分）。Tm：浸潤。(B) 浸潤（Tm）部

位局所での PECAM-1 の輝度変化。横軸：浸潤イベ

ン ト を 基 準 に し た 時 間 経 過 （ 分 ） 。 縦 軸 ：

PECAM-1-GFP 蛍光輝度。浸潤が起こっていない部

位（Tm-）では蛍光増大は認められない。 
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