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研究成果の概要（和文）：川崎病類似の血管炎動物ﾓﾃﾞﾙを作成し、血管炎に伴い内弾性板の破壊により中膜から内皮下
に血管平滑筋細胞が迷入することを組織学的に解明した。さらに、血管平滑筋細胞が形質転換を促すとされる転写因子
((Kruppel-like zink-finger transcription factor 5:KLF5、Early growth response factor-1:Egr-1)などの発現か
ら内皮下に迷入した血管平滑筋細胞が構成型から分泌型に形質転換している可能性が示唆された。ただし、形質転換し
た血管平滑筋細胞の機能や応答機構については十分な解明がなされなかった。

研究成果の概要（英文）： I made a vasculitis animal model of the Kawasaki disease resemblance,and elucidat
ed migration of a vascular smooth muscle cell from a media by the destruction of the inner elasticity band
 with a vasculitis histologically in the subendothelial site. 
Furthermore, the possibility that the vascular smooth muscle cell which migrated in the subendothelial sit
e was transformed in a secretion type from a constitution type by the expression of transcriptional factor
s such as KLF5 and Egr-1 was suggested. But enough estimation was not accomplished about the function and 
response mechanism of a transformed vascular smooth muscle cell.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 我々は以前から川崎病に合併した冠動脈
障害について組織学的、形態学的、生理
機能的、生化学的に瘤形成の機序やその
血行動態について検討してきた。その中
で、血管炎に伴い血管再構築が起こって
いく経過で、血管平滑筋細胞が keyを担
っているのではないかと考えるようにな
った。 

(2) 特に、内弾性板の破壊により中膜から内
皮下に迷入した血管平滑筋細胞が、構成
型から分泌型に形質転換し、さらに組織
破壊をもたらし瘤形成に大きく関与し、
その後の血管再構築の際も形質転換した
血管平滑筋細胞が多大な影響を及ぼすの
ではないかとの仮説を強く抱いた。 

 
２．研究の目的 
(1) Candida albicans培養液中の可溶性多糖
体分画(CAWS)を用いて川崎病類似の血
管炎動物ﾓﾃﾞﾙの作成を行う。 

(2) 作成した血管炎組織を用いて、血管平滑
筋細胞の構成型から分泌型への形質転換
する機序、および形質転換した平滑筋細
胞の細胞機能、応答機構の解明を免疫組
織学、分子生化学、分子生物学、微小電
気生理学などの方法を用いて行う。 

 
３．研究の方法 
(1) CAWS を用いた血管炎の作成：4-5 週齢
のDBA/2系ﾏｳｽ(日本 SLC株式会社)を用
い、Candida albicans培養液中の可溶性
多糖体分画(CAWS)1mg/mouse をﾏｳｽの
腹腔内に 5日間投与し血管炎を作成。同
様のﾏｳｽを用いて生食を腹腔内に 5 日間
投与し、対照とする。2週間後に屠殺し、
Hematoxylin and Eosin(HE)染色および
Elastica Masson Goldner(EMG)染色を
行い、血管炎が惹起されているかどうか
組織学的に検討する。 

(2) ﾏｳｽの血漿ｻｲﾄｶｲﾝ、ｹﾓｶｲﾝの検討：Bio-Plex 
system(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を
用いて、23のｻｲﾄｶｲﾝとｹﾓｶｲﾝ(IL-1α,IL-1β, 
IL-2,3,4,5,6,9,10, IL-12p40, IL-12p70, 
IL-13, IL-17),eotaxin, G-CSF, GM-CSF, 
IFN-γ, MCP-1, keratocyte-derived 
cytokine(KC), MIP-1α, 
MIP-1β,RANTES, TNF-αを測定。 

(3) 血管炎が惹起された動脈組織の免疫組織
染色：血管炎の存在が確認された後、分
化型血管平滑筋細胞から脱分化型血管平
滑筋細胞に形質転換する際に、その過程
に関与することが予想される転写因子
(Kruppel-like zink-finger transcription 
factor 5:KLF5、Early growth response 
factor-1:Egr-1)と M-CSF の受容体であ

るM-CSFRに対する抗体を作成し、免疫
組織染色を行う。 

(4) 血管平滑筋細胞の単離、および各培養細
胞の作成：血管炎が惹起されている事を
確認後に、大動脈ﾊﾞﾙｻﾙﾊﾞ洞左冠尖から左
冠動脈主幹部を切除。さらに、切除した
組織を培養液中(Dullbecco's modified 
Eagle’s液)に 10% fetal bovine serum、
1% penicillin/streptomycin 、
1%L-glutamine を添加)で細切し、37℃
で 5-8 分間ｲﾝｷｭﾍﾞｰﾄする。その後組織を
collagenase (0.25mg/ml Yakult 社)を
含む液で 37℃5-7分間ｲﾝｷｭﾍﾞｰﾄ。その後
酵素を含まない液に保存。組織片を液中
で振ることにより単離血管平滑筋細胞を
得ることが出来る。単離した血管内皮細
胞を培養液に満たしたﾃﾞｲｯｼｭ内に細胞数
が 1x105個/ml になるように調整し培養
液と共に 37℃、95%O2, 5%CO2下にて培
養する。血管平滑筋細胞は培養 2日目に
は細胞が互いに confluent となると予想
している。 

(5) 血管平滑筋細胞微小電気生理学的検討：
血管炎および対照の動脈組織より得られ
た単離血管平滑筋細胞に対してﾊﾟｯﾁｸﾗﾝ
ﾌﾟ法を用いて whole cell 膜電位依存性
Ca2＋ﾁｬﾝﾈﾙおよび K＋ﾁｬﾝﾈﾙ電流の測定を
行う。さらにそのﾃ ﾞ ｰ ﾀを解析ｿ ﾌ ﾄ
(pCLAMP ver 8. Axon Instruments, 
USA)を用いて解析、検討する。 

(ア) 膜電位依存性 Ca2＋ﾁｬﾝﾈﾙ電流の検討：
細胞灌流液 (mM)：NaCl 143, KCl 
5.4,NaH2PO4 0.33, MgCl2 0.5, 
Glucose 5.5, HEPES 5, BaCl2 2 (pH 
7.4) ﾊﾟｯﾁ電極内組成(mM)：CsCl 110, 
TEA-Cl 20, MgCl2 5, Na2-ATP 5, 
EGTA 4, HEPES 10 (pH7.2)すべての
電気生理学的実験は室温(約 22℃)にて
施行する。 

(イ) 膜電位依存性 K＋ﾁｬﾝﾈﾙ電流の検討：細
胞灌流液 (mM):NaCl 143, KCl 5.4, 
NaH2PO4 0.33, MgCl2 0.5, CaCl2 1.8, 
glucose 5.5, HEPES 5, CdCl2 0.2mM 
(Ca2+ currentの阻害のため) (pH 7.4)。
ﾊﾟｯﾁ電極内組成(mM):KOH 120, KCl 
20, MgCl2 2, HEPES 5, EGTA 10, 
ATP-Mg 1, Aspartic Acid 60 (pH 7.2) 
すべての電気生理学的実験は室温(約
22℃)にて施行する。 

(6) 各培養細胞よりのmRNAの抽出：血管炎
が惹起された血管平滑筋細胞および対照
の血管平滑筋細胞をそれぞれ培養し、培
養細胞よりmRNAを抽出する。 

(7) DNA ﾁｯﾌﾟによる網羅的遺伝子発現の評
価：DNA ﾁ ｯ ﾌ ﾟ (CodeLink Bioarray. 
Amersham Biosciences 社製 )および



DNA ﾌﾟﾛﾌｧｲﾘﾝｸﾞ解析装置(Amersham 
Biosciences 社製)を用いて各種培養平滑
筋細胞に発現するｼｸﾞﾅﾙを検討する。 

(8) 定量 PCRによる遺伝子発現量の検討：遺
伝子ﾌﾟﾛﾌｧｲﾘﾝｸﾞ解析の結果、発現の変動
が確認された遺伝子についてはﾌﾟﾛｰﾌﾞ(ｱ
ﾌﾞﾗｲﾄﾞﾊﾞｲｵｼｽﾃﾑ社製)を用いて TaqMan 
PCR により定量 PCR を行い、遺伝子発
現を定量する。 

(9) 血管平滑筋細胞におけるｻｲﾄｶｲﾝ、ｹﾓｶｲﾝ、
増殖因子、抗血栓因子、接着因子、活性
酸素種のｽｶﾍﾞﾝｼﾞｬｰ酵素、細胞外ﾏﾄﾘｯｸｽ
分解ﾌﾟﾛﾃｱｰｾﾞの変動：血管平滑筋細胞の
形質転換に関係すると予想される因子が
遺伝子ﾌﾟﾛﾌｧｲﾘﾝｸﾞにて検出できなかった
場合には、以下の変動予想因子に対して
定量 PCRまたは、免疫組織染色を行う。
ｻｲﾄｶｲﾝ(IL-1, IL-2, IL-6, TNF-α)、ｹﾓｶｲﾝ
(IL-8, MCP-1)、増殖因子(TGF-β, VEGF)、
向血栓因子(TF, PAI-1)、接着因子である
ICAM-1, VCAM-1 )、活性酸素種のｽｶﾍﾞﾝ
ｼﾞｬｰ酵素(SOD)、細胞外ﾏﾄﾘｯｸｽ分解ﾌﾟﾛﾃｱ
ｰｾﾞ(MMP-1, MMP-3, MMP-9)の発現を
検討する。 
 
４．研究成果 

(1) 実験動物の身体的評価： 
CAWS群およびcontrol群において、ﾏｳｽ
の体重(CAWS群:20.9+0.9g、Control群: 
21.5+0.8g)、心臓重量(CAWS群:0.13+0.03g, 
Control群:0.14+0.03g)および心臓重量・体
重比(CAWS群:0.60+0.05, Control
群:0.62+0.08)について検討したが、各項目
ともに有意な変動はなく、CAWSが実験動
物の発育に与えた影響はこれらの指標で見
る限りないと考える。 
(2) 組織学的所見： 

CAWSを5日間腹腔内投与した2週間後の
血管の組織は全例において大動脈ﾊﾞﾙｻﾙﾊﾞ
から左右の冠動脈分岐部にかけて汎血管炎
の組織所見が認められた。好中球やリンパ
球、組織球の浸潤が認められ(図-1)、一部に
おいて内・外弾性板は破壊され、冠動脈瘤
の形成が認められ(図-2)、川崎病に伴う冠動
脈瘤形態と類似の形態を呈していた。さら
に内膜下にﾌｨﾌﾞﾘﾝの析出および膠原線維の
増殖に混在して血管平滑筋細胞の中膜から
内皮下への迷入が確認された。一方、Control
群では全例において血管炎を示唆する所見
は認められなかった(図-3, 図-4)。 
 
 
 
 
 
 

 
図-1 CAWS 群 HE 染色 

 
 
図-2 CAWS 群 EMG 染色 

 
 
図-3 Control 群 HE 染色 

 
 
図-4 Control 群 EMG 染色 

 
 

(3) ﾏｳｽの血漿ｻｲﾄｶｲﾝ・ｹﾓｶｲﾝ濃度の検討 
検討した23個のｻｲﾄｶｲﾝ・ｹﾓｶｲﾝのうち

CAWS群においてIL-13, IL-17, KC, TNFα
がControl群に比し有意に高値を呈した
(Table1)。以上より血管炎にはこれらのｻｲﾄ
ｶﾝ、ｹﾓｶｲﾝの関与が大である事が示唆された。 

 
 
 



 
#p<0.001 versus Control群 (n=4) 

 CAWS群 Control群 
IL-13 277+98.8# 142+69.2 
IL-17 44+17.7# 7.71+3.78 
KC 113+61.5# 24.4+31.4 
TNFα 276+75.1# 152+54.9 
 

(4) KLF5, Egr-1の免疫組織染色: 
KLFおよびEgr-1による免疫組織染色で
は 40倍の顕微鏡視野における 150 x 150μ
m2のKLF5陽性細胞およびEgr-1陽性細胞
を測定し、Control群との比較検討を行った。 

Control 群では KLF5 陽性細胞および
Egr-1陽性細胞は全く認められなかったが、
CAWS 群では有意に KLF5 陽性細胞(n=4, 
24+6.8cells)および Egr-1 陽性細胞(n=3, 
13+4.6cells)が認められた。 
(5) 血管平滑筋細胞の単離および各培養細
胞の作成： 
血管炎の内膜側および中膜側、さらに

controlの組織を採取し、血管平滑筋細胞を
単離し、それぞれの細胞を培養する予定で
あった。しかし、中膜組織からの血管平滑
筋細胞(構成型と考える)と、内皮下に迷入し
た血管平滑筋細胞(分泌型と考える)の形態
上の区別が出来ず、正確にそれぞれの細胞
を単離することが不確かであった。従って、
それらを用いた培養細胞も作成することが
出来なかった。 
当然、単離細胞を用いた whole cell ﾊﾟｯﾁ
ｸﾗﾝﾌﾟ法による膜電位依存性 Ca2+および K+

ﾁｬﾝﾈﾙ検討は施行できなかった。さらに、各
種培養細胞を用いておく合う予定であった、
形質転換したと考えられる血管平滑筋細胞
の DNA ﾁｯﾌﾟによる網羅的遺伝子発現の評
価、ならびに、定量 PCRによる遺伝子発現
量の検討も施行することが出来なかった。 
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