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研究成果の概要（和文）：動脈硬化形成過程で見られる単球の内皮下から血管内への“逆浸潤”

の意義は不明である。我々は、逆浸潤の定量評価系を構築し、高濃度 IL-1βが逆浸潤を選択的

に抑制することを見出した。即ち、動脈硬化のような強炎症下では逆浸潤が阻害されることで

内皮下の病態因子の排除能が減弱していることが示唆された。一方、浸潤する単球と内皮細胞

との接触部では微細な膜の変形等の物理的・機械的な刺激が発生している。我々は、機械刺激

感受性分子 TRPV2 の内皮細胞における役割を検討し、本分子が、内皮細胞が“動く”為に必

要な分子であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Pathophysiological significance of momocyte reverse transmigration 
from subendothelium back into the blood stream during atherogenesis is unclear. We 
established the quantitative evaluation system of reverse transmigration, and revealed 
that high dose of IL-1β selectively impaired the process. This suggests that in strong 
inflammatory conditions like atherosclerosis, the clearance activity of pathogenic 
substances in subendothelium is impaired due to suppressed reverse transmigration. 
Meanwhile, mechanical stimulations like membrane stretch are generated at the border of 
migrating monocytes and endothelial cells. We evaluated the role of TRPV2, previously 
reported mechano-sensitive cation channels, and demonstrated its necessity for cells to 
move.   
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞や脳卒中等の心血管系疾患は死

因別死亡率の過半数を占めているが、これら
の主要な病因は動脈硬化である。我々は動脈
硬化形成過程において、血中を循環する単球
が、傷害を受けた血管内皮細胞へ接着し、内
皮下組織へ潜り込む（浸潤）分子メカニズム
を解明してきた。動脈硬化病変では酸化脂質
と伴に単球から分化したマクロファージが

観察されることから、単球の内皮下への浸潤
現象は動脈硬化を発症させる重要な初期プ
ロセスとして認識されている。しかし、我々
の観察では、単球は内皮層に潜り込む（順方
向浸潤）だけでなく、再び血管内皮上へ戻る
（逆浸潤）といった複雑な現象が認められる。
このことから、単球は内皮下に浸潤して酸化
脂質等の病態因子を貪食し、逆浸潤により再
び血流に戻ることで血管壁に蓄積した動脈
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硬化因子を効率的に除去する、という“動脈
硬化阻止システム”を生理的に有しており，
この中の逆浸潤プロセスが傷害されると単
球が内皮下に蓄積し、病態が進行するという
仮説を着想するに至った。 
一方、単球の内皮下浸潤に関する研究はこ

れまで、両細胞に多数存在する接着分子やケ
モカインといった“化学的”な観点での解析
が主流であった。しかし、単球が内皮細胞間
隙という非常に狭い空間をアメーバの様に
変形しながら浸潤する際には、両細胞の接触
部ではかなり大きな膜の変形・伸展といった
“物理的・機械的（メカニカル）”な刺激が
発生しており、刻々と変化するこれらの刺激
を両細胞に伝達し、適切な分子再編成等の 
“化学的”応答に変換する制御系の存在が想
定される。このような“機械的”制御系の理
解が、これまで蓄積されてきた“化学的”知
見と融合すれば、単球の浸潤過程の理解が飛
躍的に進むことが期待できる。 

 
２．研究の目的 
単球が生理的に“動脈硬化阻止機能”を有

しており，これが機能不全に陥ることで動脈
硬化が促進するという先述の仮説を検証す
る為、これまで注目されてこなかった逆浸潤
現象の定量評価系を構築し、分子的基盤を明
らかにし、更に動物実験も含め動脈硬化の本
質を統合的に解明する。また、従来あまり着
目されてこなかった機械的刺激・応答系の理
解を進める為、既報の機械刺激感受性分子
（メカノセンサー候補分子）のうち、生体に
とって重要なメッセンジャーである Ca2+の
流 入 経 路 と し て も 機 能 す る TRPV2
（Transient Receptor Potential Vanilloid 
2）に着目し、内皮細胞における役割を検討
する。 

 
３．研究の方法 
（１）逆浸潤評価系の構築 
ヒト末梢血より分離した単球を培養ヒト

臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）に添加し、
インキュベータ内で 1 時間反応後、PBS(+)で
適切な回数洗浄することにより内皮細胞上
の未浸潤単球のみを除去した。その後、反応
を再開することで、一度浸潤した単球の逆浸
潤プロセスを評価した。浸潤率は、各時点で
取得した位相差画像において内皮上及び内
皮下に存在する単球をカウントすることで
算出した。順方向の浸潤率（内皮上→内皮下）
は最初の 1時間反応直後（洗浄前）の位相差
像から計算した。一方、逆浸潤率（内皮下→
内皮上）は洗浄・反応再開後の各時点（数時
間～最大 2日程度）での位相差像から計算し
た。本実験系により、単球の順・逆方向の浸
潤を同時に且つ独立に評価することが可能
である。 

 
（２）IL-1βの逆浸潤に及ぼす影響評価 
 上記（１）の実験系において、培地中への
IL-1β（1～1000pg/mL）の添加により、種々
の強さの炎症状態を再現した環境下で順方
向及び逆方向の浸潤を独立に評価した。 
 
（３）内皮細胞接着因子の逆浸潤への関与 
 上記（１）の実験系において、順方向の浸
潤に関与することが既に知られている内皮
細胞間接着因子（PECAM-1, VE-cadherin）に
ついて、各々の阻害抗体を用いることにより、
逆浸潤への関与を評価した。 
 
（４）TRPV2 ノックダウン系の構築 
 siRNAの導入により HUVEC において TRPV2
のノックダウンを行った。siRNA の導入には
Lipofectoamine 2000（Invitrogen社）を用
い、最適な導入条件を検討した。ノックダウ
ン効率の評価は mRNAレベル（RT-PCR 法）、及
び蛋白レベル（Western blot 法）の両方で行
った。 
 
（５）TRPV2 ノックダウン細胞における細胞
の遊走活性、及び仮足形成能の評価 
TRPV2 のノックダウン細胞を用いてタイム

ラプス観察を行い、細胞の遊走活性、及び仮
足形成能を評価した。これらの解析には画像
解析ソフト Image J を用いた。一部の実験は、
EGTAにより細胞外 Ca2+をキレートした条件下
で行い、TRPV2機能における Ca2+の必要性に
ついて検討した。 
 
（６）スクラッチ実験 
血清除去した内皮細胞層に微小チップに

て多数の傷（スクラッチ）を入れ、強制的に
細胞の増殖・遊走を刺激した。一定時間（4-5
時間）経過後、細胞を回収して RT-PCR を行
い、TRPV2発現量を定量した。 
 
４．研究成果 
（１）逆浸潤評価系の構築 
先述したような逆浸潤評価系において、単

球添加 1時間後の PBS(+)による洗浄の回数や
強さを最適化することにより、内皮細胞層や
内皮下に浸潤した単球にダメージを与える
ことなく、内皮上に接着した未浸潤単球のみ
を除去することが可能となった。これにより、
順方向と逆方向の浸潤を独立且つ定量的に
評価できる実験系の構築に至った。 
 
（２）IL-1βの逆浸潤に及ぼす影響評価 
 本実験系では、驚くべきことに、IL-1βな
しの条件下において単球は最も活発に内皮
下に浸潤し、且つ、最も活発に逆浸潤した（図
1）。一方、高濃度の IL-1βの存在下では順浸
潤、逆浸潤共に阻害されていた。実験の反復



 

 

数が十分とは言えないこと、また、現在の一
般的な解釈を考慮すると、この結果について
は更なる詳細な追加実験・検討が必要と思わ
れるが、今回得られた結果から考えられるこ
とは、実は単球は生理的条件下や弱い炎症下
において非常に活発に血管内外を行き来し
ており、内皮下組織に少量蓄積する酸化脂質
等の病態因子を常に貪食・処理しているのか
もしれない、ということである。強い炎症条
件下ではこのパトロール活性が阻害される
ことで、病態因子のクリアランス能力が低下
し、結果として動脈硬化の病態プロセスが活
性化されている可能性が考えられる。 
 
（３）内皮細胞接着因子の逆浸潤への関与 
 本実験については、現時点ではデータ収集
の途上であり、最終的な解釈は困難な状況で
あるが、順方向の浸潤を促進することが知ら
れている PECAM-1については、阻害抗体によ
り逆浸潤も阻害されており、このことは
PECAM-1 が両方向の浸潤を共に促進している
ことを示唆している（図 2）。また、順方向の
浸潤に対して抑制的に働くことが知られて
いる VE-cadherinについては更なる詳細な検
討が必要である。 
 
（４）TRPV2 ノックダウン系の構築 
 siRNA の導入条件を最適化することにより、
HUVECにおける TRPV2の発現を mRNAレベルで
16%、蛋白レベルで 34%までノックダウンする
ことに成功した。また、siRNAの導入効率は
93%であった（蛍光標識 siRNA による評価）。 
 
（５）TRPV2 ノックダウン細胞における細胞
の遊走活性、及び仮足形成能の評価 

TRPV2 のノックダウン細胞では細胞の動
き・遊走能（移動速度）が有意に阻害されて
いた（図 3）。画像解析の結果、細胞形状はよ
り円形に近くなっており、葉状・糸状仮足等
の形成阻害が考えられた。また、TRPV2 が正
常に存在する場合でも、EGTA により細胞外
Ca2+をキレートした条件下では TRPV2ノック
ダウン細胞と同様の表現型を示したことか
ら（図 4）、本現象においては TRPV2、及び TRPV2
を介して細胞内に流入する Ca2+が重要な役割
を果たしていることが示唆された。 
また、細胞層に単一の微小な傷（スクラッ

チ）を形成し、これに対する遊走・回復過程
を観察したところ、TRPV2 ノックダウン細胞
では傷により生じた空間を修復する為の遊
走能が障害されていた。このことは、動脈硬
化等において形成され得る内皮層の傷に対
する回復障害を示唆するものと考えられた。 
 
（６）スクラッチ実験 
細胞層に微小な傷（スクラッチ）を多数形

成することで強制的に細胞の遊走を刺激し

た条件下では TRPV2 の mRNA 発現量が有意に
上昇していた（図 5）。 
 
上記（５）、（６）の結果より、TRPV2、及び
TRPV2 を介して流入する Ca2+は細胞が仮足を
形成して動く、という生存にとって極めて基
本的且つ重要な応答を遂行する為に必要な
分子であることが示唆された。 

 

図１ IL-1βの逆浸潤に及ぼす影響 

 

図２ 内皮細胞接着因子の逆浸潤への関与 

 
 

IL-1β (pg/mL) 

順浸潤 

逆浸潤 



 

 

図３ TRPV2 ノックダウンによる細胞遊走能評価 

 

図４ EGTA による細胞遊走能への影響 

 

図５ スクラッチ実験 
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