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【研究紹介】

ヒト動脈硬化病変における炎症'性ケモカインの持続的発現：

cDNAマクロアレー法およびRealTimeRTPCRによる定量的解析による検討
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OcclusiveAtlleroscleroticDisease:ResultsFromTissueAnalysisWithcDNAMacroarrayand
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動脈硬化病変が進展すると，終末像として狭窄性または拡張

性病変として認識される．このような病変進展においては，局

所のおける組織リモデリングが深く関わることが，主として動

物実験ないし､，臨床成績として示されてきた2．３１．

動脈硬化進展の極初期においては，monocytechemotactic

protein(MCP)-1,mterleukinqD-6などの炎症性サイトカインが

注目されてきた姉)．しかし，一旦進展した動脈硬化病変におけ

るかかるサイトカインの挙動については不明な点が多いの現状

である７，１１)．今回は，cDNAマクロアレー法および生体微量試料

での定量可能なrealtimereversedtranscriptionpoIymerasechain

reaction(RILPCR法)を用いて，ヒト狭窄病変，拡張病変におけ

る炎症'性サイトカイン・ケモカイン発現の解析を試みた．

５(chemokinereceptor,１２:1),ＣＸＣＲ２(Chemokinereceptor,１１：

1),ＩＬ８(chemokine,９:１),ＣＣＲ６(chemokinereceptor,９:１)，

ＢＭＰＲＩＡ(TGFbsuperfamily,８:１)，CXCR-1（chemokine

receptor,７:１),ＣＸＣＲ６(chemokinereceptor,７:１)，との結果で

あった．この中で，IL8とその受容体であるCXCR2が共に動脈

硬化部位で発現冗進していたのは大変興味深い．

動脈瘤部位においてはIL-8及びCXCR-2は各々0.53±0.16,

2.04±0.75であり，隣接する比較的健常部位（0.11±0.04及び

0.29±0.10）に比し，有意に発現が冗進していた(p<0.01)．かか

る状況の下で，ＭＣＰ１及びCCR2は病変部位で各々1.51±0.38,

1.24±0.10であったが，比較的健常部位との間には有意差を認

めなかった(0.32±0.08及び0.28±0.09)．

頚動脈狭窄病変でのＬ８及びCXCR2は各々1.35±0.25,2.00±

0.51であり，両者とも隣接する比較的健常部位に比し，有意に

高値をしめした（0.60±016,0.58±0.21(p<0.05))(図2)．かかる

条件下でのMCPL1，ＣＣＲ２は，病変部位(0.44±0.15,2.72±1.76）

と健常部位(0.38±0.11,0.99±0.18,)で有意差を認めなかった．

腹部大動脈瘤，頚動脈狭窄両部位において，比較的健常部に

おいてもＣＤ-68陽性のマクロファージの浸潤を伴う，軽度動脈

硬化病変が存在した．この際，ＩＬ８，CXCR2はＣＤ68陽性マク

ロファージに一致して発現していた(図3)．

方法

対象と生体試料採取：３１例の腹部大動脈瘤手術症例(男性２９

例and女性2例；平均年齢71±2才)および24例の頚動脈狭窄内膜

剥離術症例（全て男性，平均年齢68±2才）から局所試料を採取

した．各術中において得た試料は直ちに-80℃で凍結し，ｍＲＮＡ

の抽出，免疫染色に供した．

cDNAマクロアレー法.：RNAの抽出とcDNA合成は既報の方

法にて行った2１．要約すれば，LOmllSOGEN1M(NipponGene，

Tokyo,Japan）で均一化した後，0.2ｍlのクロロホルムとともに

１５，０００×ｇで15分遠心した．上清をに0.6ｍlのイソプロパノール

を加え，さらに15分遠心した．抽出したRNAを70%ethanolで洗

浄した後，DNaseFreeTMで60分攪拝し，SuperscriptⅡ１Ｍ存在下

にRandomPrimefwと反応した．

ＡｔｌａｓＨｕｍａｎＡｒｒａｙｋｉｔ(ClontechLaboratories,PaloAlto，

California,USA)を用いた．2.5ﾉαｇのRNAをHumanCytokine‐

SpecificPrimers(R&DSystems,USA)とインキュベートした後，

[α-32P］ｄATPを添加した．375の炎症`性サイトカイン・ケモカ

インを解析可能システムを用いた(HumanCytokineExpression

Array;Ｒ＆ＤSystems)．Real-timeRPPCRはABIPmSMTM7700

を用いて行った．

考察

微量生体試料におけるmRNA発現解析：マイクロチップや膜

型のcDNAマクロアレー法を用いれば，多数の遺伝子発現を一

挙に解析可能である，)．本研究においても，まず375のサイトカ

イン・ケモカイン関連遺伝子を検索し得る手法をもちいた．そ

の結果，ＩＬ８は9)及びその受容体であるＣＸＣＲ２０ｄｌ)が同時に
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結 果

マクロアレー法により，サイトカイン・ケモカイン関連375

遺伝子のうち23遺伝子が明らかに過剰発現していたこれらの

うち特に発現が顕著に冗進していた10遺伝子を列挙すれば，

ActivinR1A（rGFbsuperfamily,１３:１),ActivinR1B（TGFb

superfamily,１２:1),ＢＭＰｍＩＡ(rGFbsuperfamily,１２:１),ＣＸＣＲ

図１．腹部大動脈瘤典型的症例に

おけるｃＤＮＡマクロアレー結果．

（A)比較的健常部位(B)病変部位
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経過とともに不変ないし発現減少

する可能性が十分推定されようＭ)．
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の受容体であるCXCR-2の発現冗進
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CXCR2及びIL8の発現(A)i夏部大動脈
(B)頚動脈狭窄．

図２．

瘤，
図３．免疫組織学的検討(A）腹部大動脈瘤，を示したが，臨床における重症度な
（B）頚動脈狭窄.拡大率は各々xlOO，ｘ４００

どとの関連は明らかではないより－■」‐‐

である．
軽症病変から重症病変の広い範囲で

の検索により，動脈硬化の病勢と炎症性サイトカイン・ケモカ

イン発現の関連が明らかとなろう．

治療との関連においてはスタチン系薬剤がＬ6,Ｌ８などの発

現抑制効果を示すとの成績が注目される2223)．また，酸化LDL

コレステロールが単球におけるCXCR2発現を冗進し，拡張性

病変または狭窄'性病変へと進展する可能性も示唆されつつあ2４１．

実際，アトルバスタチンは単核球におけるＬ８産生抑制を介して

いくつかの心臓血管系のイベントを抑制すると推定される２５．２`･2,.

また，アンジオテンシン受容体拮抗薬がＬ８産生抑制を介して

動脈硬化進展を阻止する可能性もある28)．

表１．プライマーとプローブ

IL8sense：

IL8antisense：

II8Taqman：

TCn4GGACAAGAGCCAGGAAGAA

GGCCAGCITGGAAGTQYTGT

CACCGGAAGGAACCATCTCACTGTGTGm

CXCR2sense

CXCR2antisense：

CXCR2TXlqman：

TAC八TGGCTTGATCAGCAAGGA

GCCCrGAAGAAGAGccAACA

TGCCCAAAGACAGcAGGccITCCT

CCR2sense

CCR2antisense：

CCR2Tmman:

GccGcTGCrCATcATGGT

TGccrcITCTrcＴｃＧＴＩＴＣＧＡ

ＡＣｒＣＧＧＧＡ八TCCTGAAAACCCICCTTC

MCP-lについてはオンライン検索による(AssaylDHsOO234140-ml）
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要である2)．そこで今回はcDNAマクロアレー法による候補遺伝

子の確認と，real-timeRIPCR法による定量の両法を併用した

狭窄性，拡張性動脈硬化病変における炎症Ｉ性サイトカイン・

ケモカインの意義：腹部動脈瘤部位，頚動脈狭窄部位両方で認

められたIL8はＣＸＣケモカインに属し，様々な炎症性刺激によ

り産生されることがしられているⅢM3)．例えば，Ｌ8発現を欠く

マクロファージを有する場合，機械的障害に伴うマクロファー

ジの集積が抑制されるという川)．さらに，Ｌ８には血管新生を

介しての動脈硬化促進作用があることも示されつつある'5)．実

際，白血球などの細胞成分や'6)，MMPL9の発現誘導を介しての

幹細胞の動員などの効果も示された'7１．後者の効果は，これま

での著者らの成績からも大変興味深いものがある．すなわち，

動脈瘤部位におけるＭＭＰ１や-3の発現冗進，および狭窄部位に

おけるＭＭＰ-1,-3and-9の発現冗進などである２３)．MMP-9はま

た，心筋梗塞発症に関連する冠動脈局所での発現冗進も最近示

されたuI)．従って動脈硬化関連部位におけるＬ８の持続的発現

冗進がこれらのＭＭＰＳ発現冗進と関連があることが窺われる．

興味あることに，IL-8はＭＭＰの作用に拮抗するtissue

inhibitorofmatrixmetalloproteinaseMrlMPs）の発現抑制作用

を有する'9１．実際，著者らの成績においても拡張,性，狭窄性い

ずれの病変においてもＭＭＰＳ/TIMPsの冗進が示された2,3)．か

かる状況下でのＬ８の発現冗進はTIMPs産生の抑制を伴っての

拡張性，狭窄性病変の進展に関わることが推定されよう．ＩＬ８

の受容体であるCXCR2は動脈硬化病変における単球の動員を

介しての病勢の増悪に関連する可能性が示されてきた2０１．実際，

骨髄においてCXCR2の発現を抑制したモデルでは動脈硬化進

展が約50％抑制し得るとの成績もある21)．

動脈瘤，狭窄病変いずれにおいても，MCP-1,ＣＣＲ２の発現

には有意差を認めなかった．これにはいくつかの理由が考え

られるが，一つには比較的健常部位における軽度動脈硬化病

変の存在が挙げられる．動脈硬化発生早期には発現が冗進し，


