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動脈硬化における炎症の役割─TRAF6の抑制による実験的検討
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序　　言

　近年，動脈硬化性疾患と炎症反応との関係が注目さ

れており1），本研究ではその炎症性シグナル伝達系の

中でCD40シグナル伝達系に着目した。この伝達系

は，TNF（tumor necrosis factor）receptor-associated factor

（TRAF）という細胞内の仲介蛋白を介してnuclear factor

κB（NFκB）などの転写因子を活性化するが，この活性

化は内膜肥厚の形成や動脈硬化の進展過程に関与す

ると報告されている2）。その仲介蛋白の中でTRAF6

は，NFκBとextracellular signal-regulated kinase1/2

（ERK1/2）の共通のtransducerであるだけでなく3），TNF

receptor superfamilyとtoll-like receptor/interleukin-1 recep-

tor（TLR/IL-1R）superfamilyの両シグナル伝達系に関与

する唯一のTRAF蛋白であり4, 5），その中でTLR4もまた

内膜肥厚に関与すると報告されている6）。これらの知

見から，TRAF6を介するシグナル伝達系は動脈硬化性

疾患の治療のあらたなターゲットになりうると考え

た。本研究の目的は，ウサギの頸動脈を用いたバルー

ン擦過モデルと肥厚内膜へのステント留置による再障

害モデルを作製し，TRAF6を介するシグナル伝達系を

抑制することで，内膜肥厚やステント内再狭窄がin

vivoで抑制されるか否かを検討することである。
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TRAF6 dominant negative導入による
内膜肥厚抑制の検討

1）方法

（1）プラスミド

　TRAF6は，本来RING fingerやzinc fingers を含むNH2

末端を介してNFκBなどの転写因子を活性化している

が，本研究ではこのNH2末端を欠損したdeletion mutant

をdominant negative（DN）7）として用いた。TRAF6 DN

plasmid（pME-FLAG-T6�RZ5）とその対照群として

TRAF6 DN配列を含まないcontrol plasmid（pME-FLAG）

とを用い，両群間の比較・検討を行った。

（2）ウサギ頸動脈擦過モデルとエレクトロポレーション

によるプラスミド導入

　普通飼料で飼育した日本白色ウサギ（雄，2.5～3.0kg）

を用い，麻酔はキシラジンとケタミンの筋肉注射で行

い，頸部正中切開にて左頸動脈を露出した。ウサギ頸

動脈のバルーン障害は2Fr Fogarty balloon catheterで総頸

動脈を擦過することにより行った。血管壁への遺伝子

導入はエレクトロポレーション法8）で行い，electric

pulse generator（Elctro Square Porator ECM830, BTX®,

Genetronics社製）を用いた。総頸動脈の中枢側と内頸お

よび外頸動脈をおのおのクランプし，血管内腔の血液成

分をPBS（phosphate-buffered saline）で洗い出したのち，

400�g/mlの濃度のplasmid DNAを0.5ml程度血管内腔に
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要　旨：動脈硬化の進展には炎症反応が重要な役割の一つを担うと考えられている。炎症性シグ

ナル伝達系の一つであるCD40シグナル伝達系の仲介蛋白であるTRAF6に着目し，そのdominant

negativeをウサギ頸動脈へ導入することで内膜肥厚およびステント内再狭窄が抑制された。その過

程には，炎症細胞浸潤，血管平滑筋細胞の増殖，さらにプロテアーゼの活性化などさまざまなメ

カニズムの関与が示唆された。（J Jpn Coll Angiol, 2006, 46: 627–635）
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の増殖はBrdUの取り込み率（BrdU labeling index）で評

価したが，中膜細胞増殖は障害 2 日後に評価し，また

内膜細胞増殖は障害 7 日後にプラスミドを導入し，そ

の 2 日後に評価した。バルーン障害 2 日後のマクロ

ファージの浸潤はRAM11による免疫染色で評価した。

また，障害 2 日後の中膜細胞のアポトーシスの評価は，

TUNEL染色およびラジオアイソトープを用いたDNA

fragmentation9）の観察の 2 つの手法で行った。上記両群

間の比較・検討には各群 6 匹ずつのウサギを用いて解

析した。

2）結果

（1）血管壁へのプラスミド導入とNFκBおよびERK1/2活性

　エレクトロポレーション法によりTRAF6 DNを含む

プラスミドが血管壁へ導入されることが確認された

（Fig. 1A）。TRAF6 DN導入後のNFκB活性およびERK1/

2活性はともに抑制されており（Fig. 1B, 1C），導入され

たTRAF6 DNがin vivoでこのシグナル伝達系に作用して

いることが確認された。

（2）内膜肥厚の抑制

　TRAF6 DN群ではコントロール群に比べてバルーン

障害 7 日後の内膜 / 中膜面積比が有意に低く，TRAF6

充填し，20分間incubate後に，電圧30V，負荷時間 20

ms，パルス10回の条件下で電気パルスを加えてプラス

ミドを導入した。この導入法による発現の推移は，

LacZ導入後のルシフェラーゼ活性による評価では導入 2

日後に発現のピークがあり 2 週間程度でその活性は消

退するとされている8）。またわれわれが行ったpreliminary

の検討では電圧30V，プラスミド濃度400�g/mlで最も良

好でかつ再現性のある遺伝子導入効率が得られている。

（3）TRAF6 DN導入後のNFκBおよびERK1/2活性

　TRAF6 DN導入の 2 日後に，プラスミドに組み込ま

れたFLAG tagに対するモノクローナル抗体で免疫染色

を行い，プラスミドの導入を確認した。プラスミド導

入 / バルーン障害 6 時間後のNFκB活性をgel-mobility

shift assay法で評価し，また障害 2 時間後のERK1/2活

性をin-gel kinase assay法で評価した。

（4）内膜肥厚，血管平滑筋細胞の増殖，マクロファージ

浸潤，平滑筋細胞のアポトーシスの検討

　内膜肥厚の検討は，プラスミド導入 / バルーン障害

7 日後の内膜肥厚を新生内膜 / 中膜面積比（NI/M ratio）

で評価した。そのメカニズムの解明として，血管平滑

筋細胞の増殖，炎症細胞の浸潤，さらに平滑筋細胞の

アポトーシスなどに関して検討を行った。平滑筋細胞

Figure 1
A: Photomicrographs of DN-TRAF6 plasmid-treated vessel stained with anti-FLAG tag antibody.
L: lumen, I: intima, M (bar with arrows): media, Bar = 100 �m
B: NFκB activity determined by gel-mobility shift assay.  Nuclear extract was incubated with [32P]ATP end-labeled consensus
oligonucleotides.
NC: negative control (nuclease free water without HeLa Nuclear Extract), PC: positive control (nuclease free water with HeLa
Nuclear Extract), N: normal carotid artery
C: ERK1/2 activity determined by in-gel kinase assay.  Cell lysate from carotid artery was separated on SDS-PAGE gel containing
myelin basic protein (MBP) and incubated with [32P]ATP.
N: normal carotid artery
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DNの導入により内膜肥厚の形成が有意に抑制されるこ

とが確認された（Fig. 2）。

（3）血管平滑筋細胞の増殖，マクロファージ浸潤，平滑

筋細胞のアポトーシス

　BrdUの取り込み率による細胞増殖の評価では，

TRAF6 DNの導入により内膜および中膜平滑筋細胞の

増殖がともに抑制された（Fig. 3A, 3B）。RAM11の免疫

染色では，TRAF6 DNにより障害 2 日後の内膜へのマ

クロファージの浸潤も抑制された（Fig. 3C）。一方，

TRAF6 DN群ではコントロール群に比べてTUNEL陽性

細胞率は増加し，DNA fragmentationの観察ではスメア

様のパターンをとり，TRAF6 DNの導入により血管平

滑筋細胞のアポトーシスが促進されることが確認され

た（Fig. 4）。

　これらの結果10）を踏まえ，内膜肥厚に続いてステン

ト内再狭窄に対するTRAF6 DNの影響に関して検討を

行った。

Figure 2　Effect of DN-TRAF6 transfer on neointimal
formation after balloon injury.
Photomicrographs of control plasmid-treated vessel (A) and
DN-TRAF6 plasmid-treated vessel (B) at 7 days after
balloon injury.  Sections were stained with hematoxylin/eosin.
L: lumen, I: intima, M (bar with arrows): media, arrowheads:
internal elastic lamina, Bar = 100 �m
C: neointimal area/medial area ratio (NI/M) of DN-TRAF6
plasmid-treated vessel was significantly reduced.
*: p < 0.01, values are shown as mean � SEM

Figure 3
Effect of DN-TRAF6 transfer on medial cell replication (A),
intimal cell replication (B), and macrophage infiltration (C).
Medial BrdU index (A) and intimal BrdU index (B).  The
proportion of BrdU positive nuclei to total nuclei.
C: Macrophage index (the proportion of RAM11 positive cell
number to total medial cell number).
Values are shown as mean � SEM, *: p < 0.01
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TRAF6 dominant negative導入による
ステント内再狭窄抑制の検討

1）方法

（1）ウサギ頸動脈ステント留置モデル

　ステント内再狭窄の検討には臨床における動脈硬化

性病変へのステント留置に近似したモデルとして，バ

ルーン障害28日後の肥厚内膜へPalmaz stent（3mm）を

PTCA balloon catheterを用いて総頸動脈へ留置した。

（2）ステント内内膜肥厚，血管平滑筋細胞の増殖，炎症

細胞浸潤，プロテアーゼ活性の検討

　ステント留置後の経時的変化を観察するために，プ

ラスミド導入 / ステント留置後 3，7，14日目に各群各

時点 6 匹ずつのウサギから標本を採取し，ステント内

内膜の内膜面積と細胞数を測定した。そのメカニズム

の解明として，血管平滑筋細胞の増殖，炎症細胞の浸

潤，さらにプロテアーゼの活性などに関して検討を

行った。前半の実験と同様に，細胞増殖はBrdUの取り

込み率で評価し，マクロファージの浸潤はRAM11の免

疫染色で評価した。また，血管内腔側の炎症細胞の観

察は走査型電顕で行った。血管障害後にはさまざまな

プロテアーゼが活性化されるが，matrix metalloproteinase

（MMP）-9とplasminogen activator（PA）活性をzymography

で評価した。

2）結果

（1）ステント内内膜肥厚の抑制

　TRAF6 DN群ではステント留置後の内膜面積および

内膜細胞数の経時的な増加はコントロール群に比較し

て有意に抑制された（Fig. 5）。

（2）血管平滑筋細胞の増殖，炎症細胞浸潤，プロテアー

ゼ活性

　TRAF6 DNの導入により内膜および中膜平滑筋細胞

の増殖は抑制された（Fig. 6）。ステント内内膜へのマク

ロファージの浸潤はストラット周囲に多く観察され，

ステント留置 3 日後から14日後まで遷延する傾向に

あったが，TRAF6 DNによりその浸潤も著明に抑制さ

れた（Fig. 7）。また走査型電顕による血管内腔側の観察

では，コントロール群では 3 日後から14日後まで白血

球や血小板の内腔側への付着が豊富に観察されたのに

対して，TRAF6 DN群ではそれらの付着は抑制されて

いた（Fig. 8）。さらにコントロール群ではバルーン障害

後にはMMP-9とPAのプロテアーゼの活性化がみられる

が，TRAF6 DNの導入によりそれらの活性はいずれも

抑制された（Fig. 9）。

考　　察

　本研究では，TRAF6のNH2末端が欠損したdeletion

mutantであるTRAF6 DNを用いてNFκBを活性化するシ

グナル伝達系の抑制を試みたが，i n  v i voの検討で

TRAF6 DNによりこの伝達系が抑制されることが確認

されており7），また実際，本研究におけるin vitroの検討

でもTRAF6 DNによりNFκBおよびERK1/2活性が抑制さ

れることが確認された。TRAF6 DNの導入により，バ

Figure 4
Effect of DN-TRAF6 gene transfer on apoptosis at 2 days after
balloon injury.
A: apoptosis was quantified by TUNEL staining as the propor-
tion of TUNEL-positive nuclei to total nuclei.
Values are shown as mean � SEM, *: p < 0.01
B: autoradiographs of DNA gel electrophoretogram.  DNA was
end-labeled with [32P]dATP.
L: 100 bp DNA ladder, N: normal carotid artery
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ルーン障害後の中膜・内膜平滑筋細胞の増殖，マクロ

ファージの浸潤は抑制され，一方平滑筋細胞のアポ

トーシスは促進された。血管平滑筋の細胞増殖が抑制

され，アポトーシスが促進されることで，内膜および

中膜の細胞数が相対的に減少し，その結果としてバ

ルーン障害後の内膜肥厚抑制に作用したと考えられ

る。マクロファージの浸潤が抑制され，かつアポトー

シスが促進された理由としては，TRAF6 DNにより

NFκB活性が抑制されたことがその最も大きな要因と考

えられる。Yoshimuraら11）やBreussら12）の報告でも，

NFκB decoyやIκB�によるNFκB活性の選択的阻害によ

り本研究と同様の結果が得られている。

　TRAF6 DNの導入により中膜平滑筋細胞の増殖が抑

制されたメカニズムには 2 つの可能性が考えられる。

一つはERK1/2活性の抑制で，もう一つはNFκB活性の

抑制である。ERK1/2 カスケードはCD40シグナル伝達

系の下流に存在しており，その活性化により血管障害

後の中膜平滑筋細胞増殖が促進される13）。さらに最近

の研究では，NFκB活性もまた中膜平滑筋細胞の増殖に

関与すると報告されている14）。前半の研究において最

も注目すべき点は，TRAF6 DNの導入により内膜細胞

増殖も抑制されたことである。従来の報告では，血管

障害後の内膜細胞増殖のメカニズムに関するevidenceは

ほとんど存在しない。近年，ラパマイシンなどの薬剤

Figure 5
Photomicrographs of control plasmid-treated vessel (A) and
DN-TRAF6 plasmid-treated vessel (B) at 14 days after stent im-
plantation.  Sections were stained with hematoxylin/eosin.
L: lumen, I (bar with arrows): intima, M: media, *: strut hole,
arrowheads: internal elastic lamina, Bar = 100 �m.
Time course of intimal area (C) and intimal cell number (D).
Values are shown as mean � SEM, *: p < 0.01 vs control with-
out stent implantation, #: p < 0.01, §: p < 0.05 control group vs
DN-TRAF6 group, C: control, d: days after stent implantation

Figure 6　Time course of intimal BrdU index (A) and medial
BrdU index (B).
Values are shown as mean � SEM, *: p < 0.01 vs control with-
out stent implantation, #: p < 0.01 control group vs DN-TRAF6
group, C: control, d: days after stent implantation
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溶出性ステントの臨床応用で良好な成績が得られてい

るが15），このことは内膜細胞増殖においては炎症や免

疫反応が重要な役割の一つを担っていることを示唆し

ている。

　またTRAF6 DNを導入した血管では，中膜平滑筋細

胞のアポトーシスが促進されていることが確認され

た。この結果は，in vitroの実験でNFκBが血管平滑筋細

胞のアポトーシスの誘導を調節しているとする報告16）

や，in vivoの実験でNFκB活性の選択的な抑制により平

滑筋細胞のアポトーシスが促進されるとする報告に矛

盾しない結果である11, 12）。またKollumらの報告17）にお

いて，ステント留置後の肥厚内膜を透過型電顕で観察

した検討によると，アポトーシスを起こしている細胞

は血管平滑筋細胞が主体であり，それ以外にはマクロ

ファージのアポトーシスもわずかに観察されている。

　ステント留置後にもステント金属に対する異物反応

や組織障害後の修復反応としての炎症や免疫反応が重

要な役割を果たしていると考えられる18, 19）。組織学的

検討では，バルーン拡張術に比較してステント留置術

では慢性的にステント部への単球・マクロファージの

浸潤が認められており20），またステント部周囲への炎

症細胞浸潤の程度と新生内膜形成は相関すると報告さ

れている18, 21）。

　ステント留置後の形態学的な解析から，内膜面積お

よび内膜細胞数はTRAF6 DNを導入した血管で有意に

抑制された。さらにBrdUの取り込み率による細胞増殖

の評価では，中膜のみならず内膜平滑筋細胞において

も細胞増殖が抑制された。実際のステント内再狭窄症

例の内膜切除標本を病理学的に検索した報告において

も，その肥厚内膜での細胞増殖や細胞周期の活性化が

Figure 7　Photomicrographs of (A) control plasmid-treated
vessel and (B) DN-TRAF6 plasmid-treated vessel at 7 days after
stent implantation.
Sections were stained with RAM11.
L: lumen, I (bar with arrows): intima, M: media, *: strut hole,
arrowheads: internal elastic lamina, Bar = 100 �m
C: Time course of macrophage index in intima.
Values are shown as mean � SEM, *: p < 0.01, **: p < 0.05 vs
control without stent implantation, #: p < 0.01 control group vs
DN-TRAF6 group, C: control, d: days after stent implantation

Figure 8　Scanning electron microscopic view of carotid
lumen at 3 days after stent implantation in (A) control group
and (B) DN-TRAF6 group.
Fewer leukocytes adhered to the luminal surface in the DN-
TRAF6 group as compared with the control group.
Bar = 100 �m
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確認されており22），内膜細胞増殖はステント内再狭窄

において重要な役割を果たしていると考えられる。本

研究でステント内内膜肥厚が抑制された最も大きな要

因は，TRAF6 DNによりこの内膜平滑筋細胞の増殖が

抑制されたことにあると考えられる。

　TRAF6 DNを導入することにより，ステント留置後

の血管内腔側への白血球の付着やステント内内膜への

マクロファージの浸潤が抑制された。この結果は，ス

テント留置後の炎症細胞浸潤による炎症反応の重要性

を示している。コントロール群では，白血球の内腔側

への付着はステント留置 3 日後から14日後まで遷延し

て観察され，これは内膜細胞増殖の活性過程と併行し

ており，白血球の付着が内膜平滑筋細胞の増殖に対し

て重要な役割を果たしている可能性が示唆される。ま

たマクロファージの内膜への浸潤も14日目まで遷延し

て観察されるが，TRAF6 DNの導入によりその浸潤は

抑制された。従来の報告では肥厚内膜内のマクロ

ファージは内膜肥厚を促進するとされている23）。内膜

肥厚が形成される過程にはさまざまなプロテアーゼが

活性化されており24, 25），マクロファージ自身がそれら

プロテアーゼを分泌していると報告されている26）。実

際，本研究においてもTRAF6 DNによりステント留置

後のMMP-9とUPAのプロテアーゼ活性はともに抑制さ

れており，それらの知見を裏付ける結果である。

結　　語

　本研究では，CD40シグナル伝達系の仲介蛋白である

TRAF6に着目し，そのdominant negativeをウサギ頸動脈

へ導入することにより，内膜肥厚ならびにステント内

再狭窄に対するその抑制効果が確認された。その過程

には，炎症細胞の浸潤，血管平滑筋細胞の増殖，プロ

テアーゼの活性化などのさまざまな要素が関与してい

ることが示唆された。この検討が臨床現場において動

脈硬化病変の治療やステント内再狭窄予防に対するあ

らたな戦略の一つとなることが期待される。
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Inflammatory Signaling Involving Tumor Necrosis Factor Receptor-associated
Factor 6 Contributes to Intimal Hyperplasia via Diverse Mechanisms

We examined the role of inflammatory signaling involving tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF6)

to intimal lesion formation.  A rabbit carotid artery was subjected to balloon injury by Fogarty cathether (balloon injury

model) or a preexisting intimal lesion was subjected to implantation of a 3-mm-diameter Palmaz stent (stent implantation

model).  After a dominant negative (DN) form of TRAF6 (pME-FLAG-T6�RZ5) was transferred by electroporation, its

effects were evaluated by comparing the findings in arteries that were treated with control plasmid (pME-FLAG).  With

an expression of plasmid vector containing the DN-TRAF6 sequence successfully transferred to arterial wall cells, and its

inhibitory effect on inflammatory signaling was confirmed by suppressing both activities after injury: nuclear factor-κB

(NFκB) and extracellular signal-regulated kinase1/2 (ERK1/2).  Morphometric analyses revealed that DN-TRAF6 sig-

nificantly inhibited intimal lesion formation after balloon injury or stenting.  In the DN-TRAF6-treated vessels cell

replication was suppressed in both the intima and media, and apoptosis was enhanced.  Moreover, DN-TRAF6 prevented

macrophage accumulation, leukocytes adhesion to the luminal surface, and activation of proteases after stent implanta-

tion.  These findings suggest that TRAF6 plays an important role in cell replication, inflammatory cell infiltration, and

protease activity that contribute to intimal lesion development. (J Jpn Coll Angiol, 2006, 46: 627–635)
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