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研究成果の概要（和文）：FXaの受容体（PAR-1とPAR-2）は動脈硬化血管で増加する．Rivaroxaban（FXa阻害
薬）やPAR-2の欠損が，ApoE欠損マウスにおける大動脈の炎症や動脈硬化病変の形成を抑制する．特にマクロフ
ァージを中心とした骨髄由来細胞のPAR-2が，大動脈の炎症や動脈硬化病変の形成に関与する．FXa－PAR-2経路
は，マクロファージを中心とした血管構成細胞の炎症反応を促進する．

研究成果の概要（英文）：FXa-PARs signaling participates in the development of vascular inflammation.
 Results of our study suggests that this signaling pathway serves as a potential therapeutic target 
for atherosclerosis.

研究分野：動脈硬化

キーワード： マクロファージ
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１．研究開始当初の背景 
 
  動脈硬化性疾患は世界的な規模で急速に
増加している．動脈硬化に基づく虚血性心
疾患や脳血管障害は，生命予後の悪化や生
活の質の低下，ならびに医療経済上の負担
を招いており，現代の人類にとって，最大
の健康問題のひとつとなっている．一般的
に，「動脈硬化性疾患は，マクロファージを
中心とした慢性炎症を基盤として発症す
る」という考え方が広く受入れられている．
しかしながら，マクロファージを中心とし
た慢性炎症を惹起するメカニズムについて
は，十分に明らかになっておらず，予防方
法や治療方法の開発についても，十分確立
されたとは言えない． 
 
 以前より，血液凝固反応と炎症反応との
間には密接な連関が存在することが示唆さ
れていたが，近年の研究により，血液凝固
因子は血栓形成に関与するのみならず，
様々な細胞・経路を介して炎症を惹起する
ことが明らかとなった．凝固因子と炎症反
応のクロストークの中心的な役割を担うと
推定されているのが，protease-activated 
receptor (PAR)である．現在 4種類の PARs 
(PAR-1, PA-2, PAR-3, PAR-4) がクローニ
ングされているが，PARs は血管内皮細胞
や血小板をはじめとした全身の組織・臓器
で発現しており，多彩な生理作用を示すこ
とが示唆されている．様々な血液凝固因子
の中で，トロンビンや活性化凝固第 X因子
(FXa)が PARs のリガンドとして作用する
ことが知られている．血管内皮細胞におい
ては，凝固因子が PARsを介して炎症を惹
起することが指摘されている（Arterioscler 
Thromb Vasc Biol. 2003; 23:931-9）． 
 
 しかしながら，これまでのところ，凝固
因子によるマクロファージの活性化を介し
た炎症反応と動脈硬化病変の形成に関して
は検討されていない．また，マクロファー
ジにおける PARsの発現の有無や役割に関
しては十分な検討がなされていない． 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，「活性型第 X 凝固因子(FXa)
が，マクロファージにおける炎症を惹起し，
動脈硬化病変を形成する」という仮説をた
て，その分子メカニズムを解明し，動脈硬
化性疾患に対する新たな治療戦略の開発を
目的とする． 
 
３．研究の方法 
 
本研究では，動脈硬化に対する凝固因子と
PARs の役割を明らかにするため，以下の実
験を行う． 
 

(1) トロンビンや FXa によるマクロファー
ジ活性化の検討（in vitro） 
マウスのマクロファージ系培養細胞である
RAW264.7 細胞を用い，FXa による，マクロ
ファージからの炎症性物質の発現(活性化)
を，PAR-2 との関連性を含めて解析する．
凝固因子－PARs シグナルの炎症性サイト
カイン発現（マクロファージ活性化）にお
ける役割を多面的に検討するため，実験を
行う．また，野生型マウスと PARs 欠損マウ
スから，チオグリコレート刺激によって，
腹腔内マクロファージを採取し，PAR-2 の
アゴニストを作用させる．炎症性物質
(MCP-1 や MMP-9 など)の発現は定量的
RT-PCR(qPCR)やWestern blottingなどで検
討する．（※実験・解析の一部は平成 27 年
度にも，引き続き行なう） 
 
(2) PAR-2 シグナルの動脈硬化病変形成に
おける役割の検討  (in vivo)    
①FXa 阻害薬投与マウス 
  動脈硬化モデルである ApoE 欠損マウス
に生後 8週から西洋食および FXa 因子阻害
薬を 20 週間与え，動脈硬化病変を誘導する．
病理組織学的手法を用いて，大動脈の動脈
硬化病変の多寡(Sudan Ⅳ染色など)や，マ
クロファージ浸潤の程度(免疫組織染色な
ど)，さらに，qPCR や Western blotting な
ど，様々な分子生物学的手法を用いて，新
規経口抗凝固薬の有無や違いによる炎症お
よび動脈硬化形成の性状・程度を比較する． 
② PAR-2/ApoE 両遺伝子欠損マウスと
ApoE 単独欠損マウス 
 PAR-2欠損マウスとApoE欠損マウスを交
配し，二重欠損マウスを作製する．西洋食
負荷によって誘導される動脈硬化病変の大
きさやプラーク性状，炎症性物質の発現な
どを通常の ApoE 欠損マウスと比較検討す
る．（※実験・解析の一部は平成 27 年度に
も，引き続き行なう） 
③ 骨髄特異的 PAR-2 欠損マウスと骨髄特
異的 PAR-2 発現マウスを用いた検討 
 FXa が PAR-2 を介してマクロファージを
活性化し，炎症を惹起して動脈硬化病変形
成に重要な役割を果たすという仮説を証明
するため，Table 2 に示す組み合わせの骨
髄移植を行い，骨髄特異的 PAR-2 欠損マウ
スと骨髄特異的 PAR-2 発現マウスを作製し，
西洋食負荷下での動脈硬化性変化の程度・
性状を，同時に作製する各コントロール用
骨髄移植マウスと比較する．動脈硬化病変
の多寡や，分子生物学的機序は，計画 2-(1)
と同様に解析を行なう． 
 この実験により，骨髄由来細胞（マクロ
ファージ）の PAR-2 の動脈硬化病変形成に
おける役割が明らかになる．（※骨髄の置換
率検討など，骨髄移植に関する予備実験は
平成 26 年度から行う） 
 
(3) マクロファージの PAR-2 活性化におけ



るシグナル伝達系の解析 
PAR-2 による細胞内シグナル伝達は，共役
する G蛋白を介することが報告されている
が，それ以降の，特にマクロファージにお
ける詳細なメカニズムに関しては，十分知
られていない．そこで，本研究では，実験
計画 1に示したマクロファージの活性化を
検討する系に，様々なシグナル伝達経路の
阻害剤を作用させて，関与する経路をスク
リーニングし，その上で，関連因子を siRNA 
でノックダウンすることで，その経路の関
与を確認する．さらに，各シグナル伝達系
の reporter を用いた reporter assay など
を併用し，総合的に関連シグナル伝達系を
検討する．これらの実験は，PAR-2 制御に
よる，動脈硬化性疾患の治療や予防方法の
開発を視野に入れた際，非常に重要である． 
 
４．研究成果 
 
(1) 活性型第 X 凝固因子(FXa)によるマク
ロファージ活性化の検討をin vitroで検討
した．マウスのマクロファージ系培養細胞
である RAW264.7 細胞や，野生型マウスの腹
腔内マクロファージを用いて定量的
RT-PCR 法で検討した．その結果，FXa がマ
クロファージに作用し，炎症性物質の発現
を亢進させることを明らかにした．また，
FXa の 作 用 受 容 体 で あ る
protease-activated receptor(PAR)-1 や
PAR-2 に対する選択的アゴニストを投与し
たところ，同様に炎症性物質の発現が亢進
した．このことから，FXa が PAR をシグナ
ルを介して炎症性サイトカインの発現を促
進するという新規の知見を得た． 
 
(2) 動脈硬化モデルである ApoE 欠損マウ
スに生後 8週から西洋食および FXa 因子阻
害薬又は偽薬を 20 週間与え，動脈硬化の形
成を比較した．病理組織学的解析にて，FXa
因子阻害薬により大動脈の動脈硬化病変の
形成が抑制され，動脈硬化巣におけるマク
ロファージ浸潤やコラーゲン分解が有意に
抑制された．また FXa 因子阻害薬の投与群
では大動脈壁における炎症性物質の発現が
有意に抑制された．このことから，生体内
において FXa が動脈硬化の形成や不安定化，
動脈の慢性炎症に寄与するとの新規の知見
を得た． 
 
(3) PAR-2 欠損マウスと ApoE 欠損マウスを
交配し，二重欠損マウスを作製し，西洋食
負荷によって誘導される動脈硬化病変の大
きさやプラーク性状，炎症性物質の発現な
どを通常の ApoE 欠損マウスと比較検討し
た．その結果，二重欠損マウスでは有意に
動脈硬化の形成や不安定化，大動脈壁の炎
症が少なかった．このことから，FXa の作
用受容体である PAR-2 のシグナルが動脈硬
化の形成や不安定化，動脈の慢性炎症に寄

与するとの新規の知見を得た． 
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