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研究成果の概要（和文）：あらかじめ、アクチンフィラメントの重合を可逆的に阻害するサイトカラシンで処理した内
皮細胞に単球を投与して浸潤挙動を観察したところ、浸潤した単球が増加した。いっぽう、ざくろに含まれるポリフェ
ノールの代謝物であるエラグ酸はアレルギー等の抑制効果があることが知られている。そこで、培養内皮細胞をIL-1β
で活性化、さらには酸化LDLを投与したさせた後にエラグ酸を同時に投与して単球挙動を観察したところ、浸潤した単
球数が減少した。単球の内皮下浸潤は、アクチンの構造とともに、酸化ストレスが重要な因子であることが確認された
。

研究成果の概要（英文）：It is well known that one of the critical events in early atherosclerosis is the r
ecruitment of blood monocytes to proatherogenic vascular regions and subsequent transmigration across vasc
ular endothelial cells. To elucidate this phenomenon, we have observed the effects of cytoskeletal structu
re. Human umbilical vein endothelial cells (Huvecs) were cultured on the porous membrane and/or cell cultu
re dishes. Huvecs were stimulated with IL-1beta and oxLDL. Then monocytes isolated from human blood were a
dded to Huvec monolayer, counted migrated monocytes underneath Huvecs and observed monocytes behavior. Whe
n Huvecs were treated with cytochalasin D which blocks polymerization and the elongation of actin, migrate
d monocytes were decreased. That means that actin filaments are important cytosolic structure for monocyte
s trans-endothelial migration. In addition, Ellagic Acid hydrolyzed from Ellagitannin which is bioactive p
olyphenols from pomegranate, has been shown anti-atherogenic effect.
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１．研究開始当初の背景 
 白血球の内皮細胞への接着、内皮下への浸
潤は、炎症を起こした血管部位で生ずる生体
防御機構の１つであり、そのプロセスは良く
研究されている。複雑な局所血流等の物理的
刺激、あるいはサイトカイン等の化学的刺激
によって内皮細胞が活性化され、VCAM、
ICAM、Selectin等の接着タンパク、MCP-1、
IL-8 等のケモカインの増加が起こり、主に
Selectinを介して血流中の白血球が内皮細胞
上を緩く接着しながらローリングを起こす
(Ross R., N Engl J Med. 1999)。その後、
VCAM、ICAMを介して内皮細胞に強固に接
着し、一過性に内皮細胞間隙に存在する
VE-Cadherinが消失し(Shaw S.K. et al., J. 
Immunol. 2001)、非常に狭い内皮細胞間隙を
通って浸潤していく（K. Hashimoto, N. 
Kataoka, et al., Atherosclerosis, 2004,）。た
だし、血管部位によっては内皮細胞本体を貫
通しながら浸潤する白血球も観察されてい
る(Feng D., J Exp Med 1998)。 
 これまで我々は、アテローム性動脈硬化症
の発生プロセス解明の観点から、単球と内皮
細胞の相互作用による細胞メカニクス変化、
細胞のダイナミクスの解析を行ってきた。単
球の内皮細胞への接着により、内皮細胞の
p125FAK 量とアクチンストレスファイバー
の減少。また、それらの変化に関連して内皮
細胞-基質間の微小間隙の増加、内皮細胞の弾
性率低下が生ずることを報告した（Proc. 
Natl. Acad. Sci., 2002）。これらの変化は、次
のステップである単球浸潤を促進すると考
えられた。 その後我々は、共焦点レーザー
顕微鏡を用いた独自の実験系により個々の
単球の 3次元浸潤ダイナミクスを高精細蛍光
像としてイメージングする系を確立し
（Atherosclerosis, 2004）、動脈硬化発症因子
である酸化 LDL が内皮細胞間隙分子の発現
制御（PECAM-1の増加，VE-cadherinの抑
制）により単球浸潤を促進することを報告し
た（Atherosclerosis, 2007）。古くから、動脈
硬化好発部位では内皮細胞の形状は丸く、ス
トレスファイバーの発現は少なく、内皮細胞
は軟らかいと報告されてきた。我々のこれま
での一連の研究から、内皮細胞層を微視的に
見た場合にも（百数十から数百μm オーダ
ー）、単球浸潤が生ずる部位は、他の部位と
比較して何らかの違いがあるものと推測し
ている。 
 
２．研究の目的 
 白血球の内皮細胞への接着、内皮下への浸
潤は、炎症を起こした血管部位で生ずる生体
防御機構の１つであり、接着タンパクを中心
にそのプロセスは良く研究されている。しか
しながら、白血球の浸潤メカニズムについて
は、その経路、詳細な部位など、不明な点が
多い。本研究では、1) 単球は内皮細胞上を遊
走する際、内皮細胞の力学特性、すなわち「硬
さ」を感知し、2) あるいは、内皮細胞の基質

への接着が弱い部位を感知して、部位選択的
に浸潤する、という作業仮説のもと、内皮細
胞を軟化させ、白血球浸潤部位の特定を目指
す。同時に、強力な抗酸化作用を持つ物質の
単球浸潤阻害を直接観察し、動脈硬化発生の
メカニズムとともに予防方法の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 内皮細胞のメカニクスに直接関与する、細
胞内構成要素であるアクチンフィラメント
の生細胞中の観察手法の確立と、内皮細胞間
接着タンパクであり、単球にも発現している
PECAM-1 の働きについて検討した。 
 ヒト臍帯静脈内皮細胞は牛胎児血清、抗生
物質、各種成長因子を含む HuMedia-EG2（ク
ラボウ）で継代培養し、5×105個の細胞に遺
伝子導入システム Amaxa (Lonza)を用いて、
LIfeact と GFP のプラスミドベクターを導入
した。プラスミドベクターを導入、フィブロ
ネクチンをコートしたガラスベースディッ
シュに播き、CO2インキュベーター内で培養し
た。 
 PECAM-1 は、細胞内ドメインに GFP、ある
いはDsRedを融合して発現するベクターを作
成した。内皮細胞へのベクターの導入は、継
代培養した細胞を一度ディッシュから剥離
し、Amaxa (Lonza)を用いて行った。プラス
ミドベクターを導入、フィブロネクチンをコ
ートしたガラスベースディッシュに播き、CO2
インキュベーター内で培養した。 
 単球は、ヒト末梢血を採取し、全血からの
単球分離キット EasySep（ベリタス）を用い
て単球のみを分離し、Caイオン、Mgイオン
を含む Hank's Balanced Salt Solution  (HBSS)
中で培養した。 
 内皮細胞上の単球挙動の観察は、遺伝子導
入後に 35mm 細胞培養ディッシュにコンフル
エントになったHuvecをIL-1で刺激を加え、
分離した単球を投与、倒立顕微鏡にインキュ
ベーターを設置し、タイムラプス観察を行っ
た。あるいは、インキュベーターを備えた共
焦点レーザー顕微鏡（YOKOGAWA CSU10）で観
察した。一方、Huvec を多孔質メンブレン上
に培養し、アクチンの重合を可逆的に阻害す
るサイトカラシンを投与して一時的にアク
チンを破壊し、メンブレン下に浸潤した単球
を観察して定量的な評価を行った。 
 ざくろに含まれるポリフェノールの代謝
物であるエラグ酸はアレルギー等の抑制効
果があることが知られている。そこで、多孔
質メンブレン上に培養したHuvecをIL-1βで
活性化、さらには酸化 LDL を投与した後にエ
ラグ酸を同時に投与して単球挙動を観察し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 内皮細胞中のアクチン観察は、新規アク
チン結合ペプチドである Lifeact と GFP の融
合タンパクを発現するベクターを用い、遺伝
子導入を行って観察を試みた。遺伝子導入を



行った内皮細胞では、図１に示すようにファ
イバー状のアクチンが観察された。 
 

図１ 遺伝子導入を行った生内皮細胞中の
アクチンフィラメント 
 
(2) 内皮細胞中の PECAM-1 観察は、GFP ある
いはDsRedとの融合タンパクを発現するベク
ターを作成し、単球の浸潤時の PECAM-1 ダイ
ナミクスを観察した。その結果、単球の浸潤
に関して、内皮細胞間の浸潤では PECAM-1 が
単球の PECAM-1 と homophilic に接着して、
浸潤を促進。内皮細胞本体を貫通する経路で
は、内皮細胞辺縁部では PECAM-1 が単球浸潤
部位に集積するが、内皮細胞の中心部を浸潤
する場合は単球浸潤部位にPECAM-1が集積し
ないことが分かった。 
(3) 培養内皮細胞をあらかじめ炎症性サイ
トカインである IL-1βで活性化させ、また、
内皮細胞下に酸化 LDL を投与し、その後、ア
クチンフィラメントの重合を可逆的に阻害
するサイトカラシンを投与して単球の挙動
を観察した。サイトカラシン投与量は、内皮
細胞の剥離等が生じず、かつ、アクチンの破
壊がごく局所的に生ずる程度とした。その結
果、浸潤単球数の増加が観察された。 
(4) いっぽう、ざくろに含まれるポリフェノ
ールの代謝物であるエラグ酸はアレルギー
等の抑制効果があることが知られている。そ
こで、培養内皮細胞を IL-1βで活性化、さら
に内皮細胞下に酸化LDLを投与したさせた後
にエラグ酸を同時に投与して単球挙動を観
察したところ、浸潤した単球数が顕著に減少
した。これは、エラグ酸の抗酸化作用が大き
く関与しているものと考えられた。 
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