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─────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────────
Objectives. Primary coronary atherosclerotic lesions（de novo lesions）are a type of inflammatory vascu-

lar disease. Restenotic lesions after percutaneous coronary intervention mainly consist of proliferative vas-
cular smooth muscle cells. Recent studies have demonstrated that locally synthesized cytokines, including
chemokines, are important in both these coronary lesions. Monocyte chemoattractant protein（MCP）-1 and
macrophage colony-stimulating factor（M-CSF）are two of the associated chemokines, but their role in
coronary artery disease has not been sufficiently clarified. This study investigated the expression of MCP-1
and c-fms/M-CSF receptor in human coronary tissues.

Methods. Histological and immunohistochemical studies used samples obtained from patients who
underwent directional coronary atherectomy（28 de novo lesions and 16 restenotic lesions）. The following
primary antibodies were used : anti-MCP-1, anti-c-fms, anti-macrophages and anti-alpha-smooth muscle
actin. 

Results. Focal accumulation of macrophage-derived foam cells, thrombus, cholesterol clefts and calci-
fication tended to be more frequent in de novo lesions than in restenotic lesions. On the other hand,
restenotic lesions mainly consisted of stellate vascular smooth muscle cells and extracellular matrix. The
expression of MCP-1-positive cells almost coincided with the macrophages. In contrast, staining for MCP-
1 was little seen in the stellate vascular smooth muscle cells. Expression of c-fms was found in both
macrophages and stellate vascular smooth muscle cells. Expression patterns of MCP-1 and c-fms exhibited
no difference between the two lesion types.

Conclusions. Both MCP-1 and the M-CSF/c-fms system are involved in the atherogenesis of de novo
lesions. However, the M-CSF/c-fms system, rather than MCP-1, is more important in the late stage of
restenosis.
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は じ め に

冠動脈狭窄病変は，動脈硬化性の新規狭窄病変と経

皮的冠動脈インターベンション（percutaneous coronary

intervention : PCI）後の再狭窄病変に分けられる1）．新

規狭窄病変では，内皮細胞の活性化，マクロファージ

の浸潤と泡沫化，血管平滑筋細胞の遊走により病変が

進行するとされる2）．一方で，再狭窄病変は，血管傷

害後の創傷治癒反応により過剰に増生した星形血管平

滑筋細胞と細胞外マトリックスにより構成される3）．

病変形成過程は異なるが，両病変ともケモカインを含

むサイトカインや増殖因子が重要な役割を担っている

ことが注目されている．

ケモカインは，さまざまな細胞から産生され，白血

球機能を活性化させる．Monocyte chemoattractant pro-

tein（MCP）-1とマクロファージコロニー刺激因子

（macrophage colony-stimulating factor : M-CSF）はケモ

カインの一種であり，MCP-1はC-Cケモカインで，

1989年にヒト単球に強い走化性を示す因子としてク

ローニングされた4）．M-CSFは主に単球系細胞の分化，

増殖因子で，その受容体である c-fmsは，チロシンキ

ナーゼ活性を有し，この受容体を介して骨髄における

単球産生促進作用やマクロファージのイフェクター機

能促進作用を示す5）．近年，これらのケモカインが単

球/マクロファージの活性化だけでなく血管平滑筋細

胞にも作用し，血管病変に関与していることが示され

ている．MCP-1とセロトニンの添加により培養血管

平滑筋細胞が著明に増殖することや6），CCR2/MCP-1

受容体のノックアウトマウスと動脈硬化をきたすアポ

Eノックアウトマウスとのダブルノックアウトマウス

では，動脈硬化病変が抑制されることが報告された7）．

またM-CSFは，サイトカイン刺激により血管平滑筋

細胞で発現が亢進することや8），その受容体である c-

fmsがウサギ動脈硬化モデルの内膜合成型平滑筋細胞

でマクロファージと同様に発現することが報告され

た9）．しかし一方で，ノックアウトマウスの検討では，

M-CSFは動脈硬化に対して抑制的に作用する可能性

を示唆する報告もあり10），また再狭窄予測因子として

血中MCP-1濃度とM-CSF濃度のどちらが有用である

かも議論が尽きておらず11－13），新規狭窄病変と再狭窄

病変の冠動脈病変におけるMCP-1とM-CSFの役割は

いまだ十分に解明されていない．

方向性冠動脈粥腫切除術（directional coronary

atherectomy : DCA）は生体における冠動脈病変の病理

学的検索を可能にする数少ないデバイスの一つであ

る．今回，我々は冠動脈病変形成におけるMCP-1，

M-CSF/c-fms系の役割を検討するため，DCAにより採

取した生体冠動脈標本を用い，免疫組織化学により新

規狭窄病変および再狭窄病変局所におけるMCP-1お

よびM-CSF受容体c-fmsの発現と局在を検討した．

対象と方法

1 対　　象

1999年 6月－2001年 7月に当院でDCAを施行した

連続 44病変（新規狭窄病変 28病変，再狭窄病変 16病

変）を対象とした．

Table 1に臨床背景を示す．男性38例，女性6例で，

年齢，性別および糖尿病などの冠危険因子は，新規狭

窄病変群と再狭窄病変群の両群間で，とくに有意差は

認められなかった．また急性冠症候群例も両群におい

て有意差はなかった．再狭窄病変群では，前回PCIか

らDCA施行時までの再狭窄期間は2－12ヵ月で，平均

6.4±2.8ヵ月であった．前回PCIは，バルーン血管形

成術 1例，ステント 8例，DCA 5例，ロータブレー

ター1例，ロータブレーター＋ステント1例で，再々

狭窄は3例であった．

なお，本研究は全症例よりインフォームドコンセン

トを得て施行した．

2 組織学的検討

DCA施行後，回収された切除標本をただちに 10%

ホルマリン溶液で固定し，パラフィン包埋した後，

4μmの連続薄切切片を作成した．ヘマトキシリン・

エオシン染色，アザン染色を施行後，光顕観察を行っ

た．組織所見の判定は本研究に関与しない2人の病理

医が行った．
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3 免疫組織化学的検討

未染薄切切片をキシレン処理およびアルコール処理

で脱パラフィンを行い，3%過酸化水素水で内因性ペ

ルオキシダーゼ阻害をした．0.01 Mリン酸緩衝生理食

塩水で洗浄し，ヒストファインSAB-POキット（ニチ

レイ）を用い，正常血清，一次抗体，二次抗体（ビオチ

ン標識抗体）および酵素試薬（ペルオキシダーゼ標識ス

トレプトアビジン）の添加，反応を行った．ジアミノ

ベンジジン溶液で発色し，ヘマトキシリンにより核染

色を行った．その後，脱水，透徹および封入を行い，

観察した．一次抗体として抗MCP-1抗体（Santa Cruz

製，1 : 100），抗 c-fms/M-CSF受容体抗体（Santa Cruz

製，1 : 100），抗マクロファージ（CD68）抗体（DAKO

製，clone KP-1，1 : 100），抗平滑筋アクチン（alpha-

smooth muscle actin）抗体（DAKO製，clone 1A4，1 : 50）

を使用した．

4 統計解析

比率の検定はχ2検定，および少数例に対しては

Fisherの直接法を用いた．p＜ 0.05を有意差の判定と

した．

結　　　果

1 組織所見

新規狭窄病変においては，組織構成が多様であった．

び慢性内膜肥厚に加えマクロファージや星形血管平滑

筋細胞およびコレステリン，血栓，石灰化がさまざま

に分布していた（Table 2）．マクロファージ由来泡沫

細胞の集簇所見は，新規狭窄病変の32.1%に認められ，

再狭窄病変に比べて多い傾向であった．またコレステ

リン，血栓および石灰化所見も新規狭窄病変で，有意

差はないものの多少多く認められた（Fig. 1－左）．

再狭窄病変においては，粗な結合織を伴う星形血管

平滑筋細胞の増生所見が主体で68.8%に認められ，新

規狭窄病変に比べて有意に高頻度であった（p＜0.01 ;

Fig. 1－右）．また，ほとんどの再狭窄病変において，

マクロファージは一部内膜に散在性にみられるのみで

あった．

冠動脈病変におけるケモカインの関与 31

J Cardiol 2003 Jul; 42（1）: 29 – 36

�

De novo�
（n＝28）� p value

Age（yr, mean±SD）�

Male sex�

Hypertension�

Diabetes mellitus�

Hypercholesterolemia �

Smoking�

ACS（%）�

Lesion in LAD

63.5±11.4�

  22（78.6）�

  20（71.4）�

    8（28.6）�

  16（57.1）�

     14（50.0）   �
     7（25.0） �
  15（53.6）�

Restenosis �
（n＝16）�

63.7±11.3�

  16（100） �
  10（81.3）�

    3（18.8）�

  10（62.5）�

     8（50.0） �
    1（  6.3）�

  10（62.5）�

NS�

NS�

NS�

NS�

NS�

NS�

NS�

NS

（　）: %.�
ACS＝acute coronary syndrome ; LAD＝left anterior 
descending artery.

�

�

Table 1　Patient characteristics

 

Fig. 1 Photomicrographs showing de novo and restenotic lesions with hematoxylin-eosin staining
Left : Focal accumulation of foam cells was observed in de novo lesions. Arrows indicate foam cells.
Right : Restenotic lesions mainly consisted of stellate vascular smooth muscle cells and loose connective
tissues.



2 免疫組織化学的検討

免疫組織化学的検討において，MCP-1と c-fmsのお

のおのは，発現する細胞に関して新規狭窄病変および

再狭窄病変の両者の間で差異は認められなかった．

MCP-1はマクロファージとほぼ一致してその発現

がみられ，とくにマクロファージ由来泡沫細胞の集簇

部位に強い発現が認められた．一方，星形血管平滑筋

細胞にはほとんど発現が認められず，一部マクロ

ファージ集簇部位近傍の平滑筋細胞に弱陽性所見が認

められたのみであった（Fig. 2）．再狭窄病変において

も，粗な結合織を伴う増生した星形血管平滑筋細胞に

は，再狭窄期間の長短にかかわらず，その発現はみら

れなかった（Fig. 3）．

一方，c-fmsは両病変でマクロファージと多数の平

滑筋細胞の両者に発現がみられ，再狭窄病変の星形血

管平滑筋細胞においても強発現していた（Figs. 3，4）．

考　　　案

今回，マクロファージ機能に関連するMCP-1とM-

CSFの冠動脈病変組織中での役割を検討するため，

DCA組織を用い，免疫染色によりMCP-1と c-fms/M-

CSF受容体の発現と局在を観察した．MCP-1は主にマ

クロファージに発現が認められ，c- fmsはマクロ

ファージおよび星形平滑筋細胞に発現していた．これ

らの所見は，両病変において同様であった．以下に，

各病変でのMCP-1とc-fmsの発現意義を考察した．

1 新規狭窄病変

新規狭窄病変は，その形成にマクロファージが重要

であることが知られているが，今回の組織検討おいて

もマクロファージ由来泡沫細胞の集簇が多数認められ
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Fig. 2 Photomicrographs showing cross-sections from
a de novo lesion
Upper : Staining for alpha-smooth muscle actin con-
firmed the presence of vascular smooth muscle cells. 
Middle : Foam cells were almost all derived from
macrophages（arrows）.
Lower : Monocyte chemoattractant protein-1-positive
cells（arrows）almost coincided with macrophages.
However, a few vascular smooth muscle cells are posi-
tive for monocyte chemoattractant protein-1.

�

De novo�
（n＝28）� p value

Stellate SMC hyperplasia �

Foam cell accumulation�

Cholesterol clefts�

Calcification�

Thrombus

  8（28.6）�

  9（32.1）�

11（39.3）�

11（39.3）�

  4（14.3）�

Restenosis �
（n＝16）�

11（68.6）�

1（6.3）�

  3（18.8）�

3（6.3）�

1（6.3）�

＜0.01�

0.07�

0.20�

0.32�

0.64

（　）: %.�
SMC＝smooth muscle cell.

�

�

Table 2　Histological characteristics

�
�



た．MCP-1は，マクロファージにその発現が認めら

れ，星形血管平滑筋細胞ではほとんど認めなかった．

他の剖検例による検討でも，ヒト動脈硬化病変におい

てMCP-1は内皮下のマクロファージに強陽性を示し，

内膜平滑筋細胞ではほとんど認められなかったことが

報告され14），今回の検討と同様な結果であった．また，

ヒトおよびウサギ動脈硬化モデルでの検討でもマクロ

ファージ集簇病変でMCP-1のmRNAと蛋白の発現が

観察されたとされている15）．MCP-1は，マクロファー

ジでの産生を中心に新規狭窄病変の形成に関連してい

ることが示唆された．

一方で，c-fmsは，マクロファージだけでなく多数

の平滑筋細胞にも発現していた．ウサギ動脈硬化モデ

ルの実験的検討において，中膜平滑筋細胞では c-fms

は発現がみられず，内膜の合成型平滑筋細胞でマクロ

ファージと同様に発現することが明らかにされた9）．

また c-fmsのリガンドであるM-CSFを遺伝子導入によ

り血管壁で過剰発現させると，平滑筋細胞とマクロ

ファージが浸潤し動脈硬化を進展させることが実験的

に示された16）．今回の検討では，すべての平滑筋細胞

には陽性ではなかったが，複雑な動脈硬化病変におい

ては，分化度の異なる平滑筋細胞が混在することに起

因するのではないかと考えられた．しかしながら，多

数の平滑筋細胞に c-fmsは発現しており，新規狭窄病

変でM-CSF/c-fms系は，血管壁においてオートクライ

ン・パラクラインに作用し動脈硬化の進展に関与して

いると考えられた．
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Fig. 3 Photomicrographs showing cross-sections from a restenotic lesion
Azan staining（A）and immunostaining with alpha-smooth muscle actin（B）, monocyte chemoattractant pro-
tein-1（C）, and c-fms（D）showed monocyte chemoattractant protein-1 expression was undetectable on stel-
late vascular smooth muscle cells in the restenotic lesion（C）. Stellate vascular smooth muscle cells in the
restenotic lesion showed positive immunoreactivity for c-fms（D）.
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C

B
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2 再狭窄病変

再狭窄病変は増生した平滑筋細胞と粗な結合織で主

に構成されていた．MCP-1の発現は，これら増生し

た星形平滑筋細胞には認められなかった．当初，

MCP-1も星形平滑筋細胞に発現が認められ，再狭窄

に関与していることを想定していたが，今回の組織検

討では否定的な結果となった．しかし，実験的検討に

よれば，サイトカイン刺激によりラット培養平滑筋細

胞でMCP-1 mRNAの発現が誘導されること17）や抗

MCP-1抗体がラット血管傷害モデルにおいて4日後の

新生内膜平滑筋細胞数を減少させたとの報告も認めら

れている18）．また，我々の施行したブタ冠動脈ステン

ト留置後の再狭窄モデルにおけるMCP-1の発現に関

する検討では，MCP-1は非傷害血管でわずかに発現

が認められたが，ステント留置1週後の新生内膜では

著明に発現が増強し，2週後では発現が有意に減弱し

た19）．ブタ冠動脈再狭窄モデルは，初期では血栓形成，

炎症細胞の接着および平滑筋細胞の遊走と増殖が起こ

り，約 2－4週後の後期では新生内膜組織の肥厚は細

胞外マトリックスの増生が主体であることが観察さ

れ20,21），新生内膜平滑筋細胞の増殖活性は 1週後を

ピークに減弱することが報告されており22），MCP-1の

発現時期とほぼ一致していた．今回の検討における再

狭窄病変での再狭窄までの期間は，2－12ヵ月で平均

6.4ヵ月と再狭窄の中期から後期にあたり，初期の病

変はほとんど含まれていなかった．それゆえ，MCP-1

は血管傷害後，新生内膜において傷害後早期の炎症反

応や平滑筋細胞増殖活性が亢進する時期にその発現が

増強し，新生内膜増殖に関与すると考えられ，PCI後

の極初期のDCAサンプルが得られれば，その発現の

亢進がみられる可能性が考えられた．

再狭窄病変においても c-fmsは，星形平滑筋細胞に

発現が認められた．代表的な再狭窄モデルであるブタ

冠動脈バルーン傷害モデルでは，冠動脈の傷害部位に
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Fig. 4 Photomicrographs showing cross-sections from a de novo lesion
Immunostaining for alpha-smooth muscle actin（A）, macrophage（B）, and c-fms（C, D）showed expression
of c-fms coincided with both vascular smooth muscle cells（A, C）and macrophages（B, D）. 
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おいてM-CSFの持続的な発現が認められ，放射線療

法が新生内膜増殖とM-CSF発現を抑制したことが報

告されている23）．血管傷害後に形質変換した平滑筋細

胞は c-fmsを発現し，傷害後初期の細胞増殖期だけで

なく後期細胞外マトリックス増生期までM-CSFによ

り制御されている可能性が示唆された．また，Hojo

ら12）は，冠循環中でのM-CSF濃度がPCI後 24時間に

著明に増加し，late loss indexと正相関したことを報告

したが，今回の我々の検討からも，再狭窄に関して

M-CSF/c-fms系は重要であり，M-CSFは予測因子とし

て有用である可能性が考えられた．

3 本研究の限界

本来，安定病変および不安定病変では，組織学的特

性が異なる．また，再狭窄病変でも前回PCIのデバイ

スの違いによる病変形態の違いも考慮されなければな

らない．しかし，本研究では，急性冠症候群症例は少

数のため，安定病変を含め検討を行った．また再狭窄

病変では，前回PCIのデバイスはステント以外が少数

のため，デバイス間での病変形態や免疫組織学的所見

の違いを検出するに至らなかった．

結　　　論

新規狭窄病変では，その動脈硬化性変化の進展に

MCP-1およびM-CSF/c-fms系の両者が関与しているこ

とが示唆された．再狭窄病変，とくに時間の経過した

病変においては，MCP-1よりM-CSFが，持続的に新

生内膜平滑筋細胞に発現する受容体 c-fmsを介し再狭

窄病変の形成，進展に関与していると考えられた．
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目　的 : 冠動脈狭窄病変は，動脈硬化性の新規狭窄病変と冠動脈形成術後の再狭窄病変に分けら
れる．病変形成過程は異なるが，両病変ともサイトカイン，ケモカインが重要な役割を担っている
点で共通している．近年，ケモカインであるmonocyte chemoattractant protein（MCP）-1とマクロ
ファージコロニー刺激因子（M-CSF）の血管病変形成への関与が報告されており，今回，ヒト冠動
脈粥腫切除術による切片を用い，MCP-1およびc-fms/M-CSF受容体の発現を免疫組織化学的に検討
した．
方　法 : 方向性冠動脈粥腫切除術を施行した連続 44病変（新規狭窄病変 28病変，再狭窄病変16

病変）で検討した．ヘマトキシリン・エオシン染色，アザン染色で組織学的検討を行い，抗MCP-1，
c-fms，マクロファージ，平滑筋抗体により免疫染色を行った．
結　果 : 新規狭窄病変においては，組織構成が多様であり，コレステリン，血栓および石灰化が

散見され，マクロファージ由来泡沫細胞の集簇所見が多い傾向であった．一方，再狭窄病変は粗な
結合織を伴う星形血管平滑筋細胞の増生所見が主体であった．免疫組織化学的検討では，MCP-1

は主にマクロファージに発現が認められ，c-fmsはマクロファージおよび多くの星形平滑筋細胞に
発現していた．これらの所見は，両病変において同様であった．
結　論 : 新規狭窄病変形成には，MCP-1およびM-CSF/c-fms系の両者が関与していることが示唆

された．再狭窄病変，とくに時間の経過した病変においては，MCP-1よりM-CSFが，持続的に新
生内膜平滑筋細胞に発現する受容体c-fmsを介して，その病変形成に関与していると考えられた．
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