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要約 

背景 

マルファン症候群の男性患者は、女性と比較して大血管イベント発生のリスクが高く、

大動脈基部拡大の進行が早いことが報告されている。しかしながら、マルファン症候群の

男性患者における大動脈瘤形成過程に、男性ホルモン（アンドロゲン） 

が及ぼす影響は十分に解明されていない。我々は TGF-β（トランスフォーミング成長因子

ベータ）が誘導する細胞外シグナル調節キナーゼ（Erk）/Smad シグナル伝達をアンドロゲ

ンが増強し、大動脈瘤拡大の進行を促進させると仮定した。 

方法 

マルファン症候群モデルマウス（Fbn1C1039G/+）およびその wild type control（WT）の体重

および大動脈径を 6、8、12、および 16 週齢で測定し、大動脈瘤形成過程の性差を調査し

た。また、Fbn1C1039G/+オスを、6 から 16 週齢まで（1）Flutamide（フルタミド, アンドロゲ

ン受容体遮断薬）または（2）溶媒コントロール（vehicle control）で治療し、16週齢で上行

/大動脈基部および下行大動脈検体を採取した。その後、各大動脈組織検体における p-

Erk1/2、p-Smad2、および matrix metalloproteinase（MMP）活性を測定した。さらに、

Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部由来の平滑筋細胞を作成し、内因性アンドロゲンである

Dihydrotestosterone（DHT）、Flutamide、または TGF-β1で治療し、Erk/Smad シグナル伝達の

活性化および MMP-2活性を測定した。 

結果 
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Fbn1C1039G/+オスは Fbn1C1039G/+メスと比較して、上行大動脈および大動脈基部の成長が有

意に早く、大動脈径もより増加していた。さらに 16 週齢のオスの上行/大動脈基部検体で

は、メスよりも p-Erk1/2、p-Smad2 および active MMP-2 の発現が有意に高かった。上行/大

動脈基部検体から作成した平滑筋細胞を使用した in vitro 実験では、DHT 治療は TGF-β1 に

誘導された Erk/Smad シグナル伝達および MMP-2 活性を増強させたが、この増強作用は

Flutamide 治療によって抑制された。最後に、6 から 16 週齢まで Flutamide 治療を行った

Fbn1C1039G/+オスでは、vehicle control 群と比較して、上行大動脈および大動脈基部の瘤径が

有意に減少していた。これに関連して、Flutamide治療群の上行/大動脈基部検体において p-

Erk1/2、p-Smad2、および active MMP-2の発現の減少を認めた。 

結論 

Fbn1C1039G/+オスでは、Fbn1C1039G/+メスと比較して、上行大動脈/大動脈基部で p-Erk1/2 お

よび p-Smad2 シグナルの増強を認め、大動脈径の拡大も確認された。また、上行/大動脈基

部由来の平滑筋細胞を使用した研究では、DHT が TGF-β 誘導性の Erk/Smad シグナル伝達

を増強させる可能性が示された。さらに Fbn1C1039G/+オスへの Flutamide 治療は上行/大動脈

基部の p-Erk1 / 2および p-Smad2の発現を減少させ、大動脈瘤の拡大を抑制することが確認

された。アンドロゲンは、直接的あるいは間接的に TGF-β誘導性の Erk/Smadシグナル伝達

を介して、マルファン症候群の大動脈瘤拡大に影響を与えるため、アンドロゲン受容体遮

断薬（フルタミド、スピロノラクトンなど）の投与によって、男性のマルファン症候群症

例の大動脈拡大が抑制される可能性が示唆された。 
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1. 緒論 

マルファン症候群（MFS）は、遺伝性結合組織障害（フィブリリン 1 遺伝子変異）であ

り、発生頻度は 5000〜10000人に 1人で、75%が常染色体優勢遺伝を呈し、残り 25%は新生

突然変異とされる(1)。一般的に心血管系、眼球系、および筋骨格系に影響を及ぼし、特に

大動脈基部の動脈瘤拡大それに続く大動脈解離および破裂は主要な死亡原因となるため(2, 

3)、予防的な大動脈置換手術が推奨される。本邦の 2020 年改訂の大動脈瘤・大動脈解離診

療ガイドラインでは、大動脈基部または上行大動脈径が 50 mm 以上で class I 手術適応であ

り、最大径 45 mm以上の瘤で大動脈解離の家族歴・大動脈拡大速度 ＞ 5 mm/半年・重症の

大動脈弁閉鎖不全症などの大動脈解離の危険因子を有する場合、また、妊娠予定の女性で

最大径 40 mm以上の瘤を有する場合には、class IIa手術適応である(4)。 

MFSの原因遺伝子であるフィブリリン 1は細胞外マトリックス（ECM）の構成因子であ

り、大動脈壁の中膜における弾性線維はフィブリリン 1 を含むミクロフィブリルにエラス

チンタンパク質が沈着し、各エラスチンが架橋されている。このため、フィブリリンに障

害を発生すると、弾性線維の伸縮性に機能異常が生じる。さらにフィブリリン 1 は不活性

型トランスフォーミング成長因子-ベータ（TGF-β）の複合体（LTBP）と結合し、シグナル

伝達を調整しており、MFSではフィブリリン 1の変異により、LTBPが不安定化することに

よって恒常的に活性型TGF-βが増加する(5)。これを受けて、TGF-βシグナルの下流のMMP

活性が増強し、結果として大動脈中膜の構造変化による大動脈組織の脆弱性が出現し、大

動脈瘤形成や大動脈解離の発症が誘発されると考えられている。特に TGF-β 誘導性の細胞
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外シグナル調節キナーゼ（Erk）/Smadシグナル伝達は、成人の MFSの大動脈瘤形成過程に

おいて重要な役割を果たすと報告されている(6-8)。また、ACTA2、MYH11などの遺伝子変

異による家族性大動脈解離では、主に大動脈の血管平滑筋細胞の機能不全や平滑筋細胞の

アポトーシスなどが病態に関係している(9)。大動脈病変が中心であり、症候性の全身性結

合織病変は合併しない。一方、MFS では、マルファン症候群では TGF-β シグナルの増強が

病態の中心と考えられており、大動脈だけでなく全身の結合織に及ぶ症候性変化が特徴的

である。TGF-β シグナルの影響は平滑筋細胞の増殖、分化、形質転換、アポトーシスに影

響を与え(10)、さらに TGF-β シグナルの下流の MMP などのタンパク質分解酵素が ECM を

劣化させることが病態の主体となる(11)。このため、MFS における大動脈瘤形成は、

ACTA2、MYH11などの遺伝子変異による家族性大動脈解離の発症とは病態が異なると考え

られている。 

疫学的に MFSは男性と女性に等しく分布しているが、MFSの男性は妊娠していない女性

と比較して大血管イベント（大動脈解離または大動脈根置換の必要性）のリスクが高いこ

とが報告されている(12-14)。さらに、MFS の男性の大動脈基部径やその成長率は女性のそ

れよりも高い(14, 15)。MFS 動脈瘤の性差に関するメカニズムはまだ明らかにされていない

が、アンドロゲンやエストロゲンなどの性ホルモンが大動脈壁の ECMのリモデリングなど

に関係している可能性が示唆される。 

MFS のマウスモデルは、大動脈瘤形成の過程を研究するための強力な科学的ツールであ

るが、動物実験モデルを使用して性差が MFS の大動脈瘤形成に及ぼす影響を科学的に調査
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した研究は少ない。Renardらの研究では、オスの MFSモデルマウス（Fbn1GT-8/+）はメスよ

りも大動脈基部径が拡大しており、妊娠経験のあるメスは未経産のメスと比較し大動脈基

部径の拡大が明らかになった(16)。また、Renard らは、17β-estradiol が平滑筋細胞からフィ

ブリリン 1 の分泌を促進させることで女性 MFS 症例における大動脈拡大が抑制される可能

性を示した(16)。Jimenez-Altayo らは、当研究グループと同じ MFS モデルマウス

（Fbn1C1039G/+）を使用して、オスではメスと比較してフェニレフリン誘発性の上行大動脈

収縮が増強し、大動脈壁 ECMの構造破壊が進行することを報告した(17)。 

腹部大動脈瘤の動物実験モデルでは、アンドロゲンまたアンドロゲン受容体が TGF-β シ

グナル、MMP-2, -9 を増強し、腹部大動脈瘤を拡大・増悪させることが報告された(18, 19)。

さらに、健常人の腹部大動脈組織と比較して、腹部大動脈瘤壁でアンドロゲン受容体の発

現が増強することも報告されている(20)。これらの報告は、アンドロゲン及びアンドロゲ

ン受容体が、MFS の大動脈瘤形成を促進させる可能性を示唆するが、MFS モデルマウスの

大動脈瘤形成過程において、アンドロゲンが果たす役割は報告されていない。本研究では、

MFS モデルマウス（Fbn1C1039G/+）を使用して、大動脈病変の細胞シグナル伝達および大動

脈瘤形成にアンドロゲン及ぼす影響が調査することを目的とした。さらに、ECM リモデリ

ングに関するアンドロゲンの影響に関して、大動脈部位別（下行大動脈、上行/大動脈基部）

にその特異性を調査するとともに、アンドロゲン、TGF-βシグナル伝達、および MMP活性

の相互作用に関して、in vivoおよび in vitroの疾患モデルシステムそれぞれで検討した。性

差という観点から MFS の大動脈瘤発生に関する病態解明を行い、新規の治療法の開発への
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礎を拓くことを目的として、本研究を遂行した。 

 

２． 方法 

 

2-1.  実験動物 

すべての動物実験に関するプロトコールは、米国国立衛生研究所および米国農務省の研究

における動物の管理と使用に関するガイドラインを遵守して作成し、スタンフォード大学

実験動物管理委員会によって承認された。すべての動物実験は、Jackson Laboratory（Bar 

Harbor, ME）から購入したオスとメスの Fbn1C1039G/+マウス（Fbn1）と同腹仔野生型コント

ロールマウス（WT）を使用して行った。マウスは、Fbn1C1039G/+コロニー内でのみ交配され、

Jackson Laboratoryから提供されたデータに基づくと、実験用マウスは少なくとも 10世代の

戻し交配を行った。マウスは特定病原体除去飼育場で飼育し、通常の餌を与え管理した。

特に Fbn1C1039G/+マウスの性差を解明するために、Fbn1C1039G/+と WT それぞれの性差を比較

した。 

 

2-2. マウスへの薬物治療 

Fbn1C1039G/+オスを、（1）Flutamide（アンドロゲン受容体阻害薬）（1日おきに 50 mg / kg）

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）または（2）溶媒コントロール（vehicle control）のいずれか

を 6～16週齢まで皮下注射し(20, 21)、16週齢で安楽死させた（flutamide-treated Fbn1C1039G/+
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オス；n=14、 vehicle control-treated Fbn1C1039G/+オス；n=14、 flutamide-treated WTオス；n=7、

vehicle control-treated WTオス；n=8）。治療中は大動脈径をエコーで測定し経過観察した。 

 

2-3. 大動脈径および体重の測定 

MFS モデルマウスの成体と成人の大動脈瘤径に関する性差は報告されているが(14-17)、

生殖期前の MFS における大動脈瘤径の性差は明らかではない(22)。今回、我々は、生殖期

以後の Fbn1C1039G/+マウスの大動脈径の性差を調査した(23)。経胸壁心エコー検査は、6、8、

12、および 16週齢で行い、Vevo-2100（Visual Sonics, Toronto Canada）を使用して parasternal 

long-axis view で腕頭動脈分岐部から 1 mm 近位の上行大動脈とバルサルバ洞レベルで大動

脈径を計測した。計測は 2 人の盲検研究者が 3 回測定し、その平均値を検査値として使用

した。経胸壁心エコー検査の前に、各時点で体重を測定した。検査中はノーズコーンを介

して 2%吸入イソフルランで麻酔した（WT オス；n=12, WT メス；n=12, Fbn1C1039G/+オス；

n= 9, Fbn1C1039G/+メス；n=11，flutamide-treated Fbn1C1039G/+オス；n=9, vehicle control-treated 

Fbn1C1039G/+オス；n=9, flutamide-treated WTオス；n=7, vehicle control-treated WTオス；n=8）。 

 

2-4. 組織学的解析 

無作為に選択された 16 週齢マウスの上行/大動脈基部検体を採取し、4% パラホルムア

ルデヒドで固定し、Tissue-Tek OCT Compound Histomount（Sakura, Torrance, CA）に埋没し

た。サンプルは 5 μmの断面にスライスし、Accustain ElastinVerhoeff’s Van Gieson kit（Sigma 
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Aldrich）で染色した。上行大動脈の最も拡大した部位から 50 μm の間隔で 3 つの大動脈断

面を解析し、Leica DM4000B 顕微鏡を使用して、倍率 40 倍で画像化した。2 人の盲検研究

者が大動脈断面の elastin break 数を測定し、弾性板あたりの平均値を計測し、解析した。

（WTオス；n=7,  WT メス；n=5,  Fbn1C1039G/+オス；n=5,  Fbn1C1039G/+メス；n=5,  flutamide-

treated Fbn1C1039G/+ オス；n=5, vehicle control-treated Fbn1C1039G/+オス；n= 5）。 

 

2-5. WES 自動タンパク質アッセイ (Automated western blots) 

組織または細胞からのタンパク質を、前述のように Radio-Immunoprecipitation Assay 可溶

化バッファー（Thermo Scientific, Rockford, IL） を使用し、抽出した(24)。 タンパク質濃度

は、Bicinchoninic acid assay（Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL）によって測定した。タン

パク質の発現およびそのリン酸化は、WES（ProteinSimple, San Jose, CA）によって定量化し、

評価した。サンプルをサンプルバッファー （最終サンプルタンパク質濃度 0.2 μg/μL）と混

合し、還元し、変性させた。抗体濃度は p-Erk1/2 （1:150）、Erk1/2 （1:150）、および

vinculin（1:150）を使用した。すべての抗体は Cell Signaling Technology（Beverly, MA）から

購入した。二次抗体と化学発光基質を、25 well assay plateの指定されたwellに分注し、WES 

automated systemによってすべてのアッセイ ステップを自動的に実行した。デンシトメトリ

ーによる定量化は、標的タンパク質のバンド面積を測定し、ローディング コントロールと

して vinculin を使用した。実験には、グループあたり 8～12 匹のマウスを使用した（WT オ

ス；n=10, WT メス；n=10, Fbn1C1039G/+オス；n=11, Fbn1C1039G/+メス；n=12,  flutamide-treated 
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Fbn1C1039G/+オス；n=8, vehicle control-treated Fbn1C1039G/+ オス；n= 8）。 

 

2-6. ウェスタンブロッティング分析 

タンパク質濃度は、上記のように Bicinchoninic acid assayによって評価した。サンプルを

2.5% 2-メルカプトエタノールを含む Laemmli’s sample bufferで 95°Cで 5分間変性させた。

タンパク質量と等量の変性サンプルを 4%～15%のポリアクリルアミドゲルにロードした。

タンパク質を SDS-PAGE で分離し、ニトロセルロース膜に転写した。5%w/v BSA（ウシ血

清アルブミン） でブロッキングした後、ニトロセルロース膜を p-Smad2（1:500）（Cell 

Signaling Technology）、Smad2（1:1000）（Cell Signaling Technology）、Gapdh（1:1000）（Cell 

Signaling Technology）または Androgen receptor（1:500）（ab133273, Abcam, Cambridge, UK）

などの一次抗体にインキュベートした。タンパク質バンドは、secondary IgG HRP conjugates

（1:3000）（Cell Signaling Technology）と ECL（EMD Millipore Corporation, Burlington, MA）

を用いて視覚化した。バンド強度は、ImageJ ソフトウェア（National Institute of Health, 

Bethesda, MD）で測定し、ローディング コントロールとして Gapdh を使用した。実験には、

グループあたり 6～9 匹のマウスを使用した（WT オス；n=6, WT メス；n=6, Fbn1C1039G/+オ

ス；n=6, Fbn1C1039G/+メス；n=6, flutamide-treated Fbn1C1039G/+オス；n=9, vehicle control-treated 

Fbn1C1039G/+オス; n=9）。 

 

2-7. 組織 RNA 抽出と定量的ポリメラーゼ連鎖反応 (qPCR) 
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組織 RNA は、miRNeasy Micro Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を使用して抽出し、

Nanodrop （Agilent, Foster City, CA）で定量化した。iScript Select cDNA synthesis kit（Bio-Rad, 

Hercules, CA）を使用して、RNA を cDNA に変換した。 cDNA は TaqMan Gene Expression 

Assays（Applied Biosystems）を使用し、ABI PRISM 7900HT（Applied Biosystems, Foster City, 

CA） で TGF-β1（Tgfb1） （Mm01178820_m1） お よ び androgen receptor（Ar）

（Mm00442688_m1）などの標的遺伝子を増幅させた。また、標的遺伝子発現レベルは、リ

ボソームハウスキーピング遺伝子（18S）で補正した。Fbn1やWTの各サンプルの周期閾値

（Ct 値）は internal control（comparative Ct [ΔCt]）を基準にし、性別が一致した WT のレベ

ルに対する倍数差（2-ΔΔCt）に変換し評価した。実験には、グループあたり 8～9 匹のマウ

スを使用した（WT オス；n=8, WT メス；n= 8, Fbn1C1039G/+オス；n=9，Fbn1C1039G/+メス；

n=9）。 

 

2-8. ホルモンによる平滑筋細胞治療、in vitro 

in vitro 実験は、1 グループにつき、16 週齢の Fbn1C1039G/+オス 5-6 個体の上行/大動脈基部

検体から、大動脈平滑筋細胞（smooth muscle cell; SMC）採取を行った。SMCの採取は、切

除された上行大動脈から内膜と外膜を切除し、残った中膜を可能な限り細かく組織片とし

Collagenase type I、Elastase type I、Soybean Trypsin Inhibitorで 16時間程度インキュベートし

た。その後、平滑筋細胞用の培養液とともに培養皿に接着させ、継代したものを Passage 4-

5 を実験に使用した。SMC（2.0 × 105 cells/mL）を培地でコンフルエントになるまで培養し、
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治療の 24 時間前に無血清培地で飢餓状態にした。SMC は、内因性アンドロゲンである

Dihydrotestosterone （DHT，10 nmol/L） （Sigma-Aldrich） 、Flutamide（1 μmol/L）

（Selleckchem、Houstone、TX）、 マ ウ ス 組 換 え TGF-β1（5 ng/mL）（R&D Systems , 

Minneapolis, MN）、または vehicle control で治療した。インキュベートに要した時間は p-

Erk1/2タンパク質アッセイでは 24 時間、MMP（matrix metalloproteinase）活性アッセイでは 

48 時間、アンドロゲン受容体タンパク質アッセイでは 24 時間および 48 時間とした。p-

Smad2タンパク質アッセイでは、SMCを DHT、Flutamide、または vehicle controlで 24時間

インキュベートした後、マウス組換え TGF-β1（5 ng/mL）または vehicle control を加え、さ

らに 1 時間インキュベートした。アンドロゲン受容体の活性化をブロックする場合は、

DHTを投与する 3時間前に Flutamideを培地に加えた。 

 

2-9. MMP 活性アッセイ (ザイモグラフィー) 

組織または SMC からタンパク質を抽出し、上記のようにタンパク質濃度を測定した。組

織からの MMP-2活性を測定するために、10%ゼラチンゲル（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用

いた非変性電気泳動により、総タンパク質 5 μg を分離した。実験には、グループ当たり 7

～10 匹のマウスを使用した（WT オス；n＝10, WT メス；n＝10, Fbn1C1039G/+オス；n＝10, 

Fbn1C1039G/+メ ス ；n＝10, flutamide-treated Fbn1C1039G/+オ ス ；n＝7, vehicle control-treated 

Fbn1C1039G/+オス；n＝7）。平滑筋細胞の実験では、Fbn1C1039G/+オスの SMC（2.0×105 cells/mL）

をSMC培地でコンフルエントになるまで培養し、無血清培地で24時間飢餓状態とした後、
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DHT、Flutamide、TGF-β1または vehicle controlで 48時間治療した。薬物治療後、SMC培養

上清を収集し、Amicon Ultra-4 遠心フィルター （Ultracel-30K）（Millipore sigma, Billerica, 

MA）を使用して濃縮した。2 μg の濃縮タンパク質を、10% ゼラチンゲル（Invitrogen）に

よる非変性電気泳動によって分離した。MMP 活性の分子サイズは、10 μL の MMP 標準マ

ーカー（Cosmobio, Tokyo, Japan）を使用して決定した。デンシトメトリーによるタンパク

質の定量化は、ImageJ ソフトウェア（National Institutes of Health）を使用して行った。実験

には、グループごとに n=6の cell lineを使用した。 

 

2-10. 免疫細胞染色 

培養細胞を 4% PFA/PBS で 20分間固定し、その後 1% BSA/0.3% Triton X-100/PBSで 45 分

間インキュベートした。Androgen receptor（1:100）（Abcam、ab133273）またはアイソタイ

プコントロール（1:100）（Abcam、ab172730）に対する一次抗体を加え、一晩インキュベ

ートした。Alexa Fluor-594標識抗ウサギ二次抗体を 1：1000希釈で投与し、1時間インキュ

ベートした。細胞核は、PBSで希釈した 1:10,000の濃度の Hoechst 試薬（bisBenzide H33258、

Sigma-Aldrich）で 10分間染色した。Leica DM4000B 顕微鏡（Buffalo、Grove、IL）を使用し

て、サンプルを 20 倍の倍率で画像化した。 

 

2-11. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

16 週齢のマウスの上行/大動脈基部から蛋白質を抽出し，タンパク質濃度を測定した。
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TGF-β1 Mouse ELISA Kit（ab119557, Abcam）は付属のプロトコールに従って使用した。

active/free TGF-β1の測定には、20 μgの総タンパク質を使用した。450 nmでの比色検出に続

いて、標準曲線を使用して free TGF-β1 リガンド濃度を測定した。実験には、グループあた

り 4 匹のマウスを使用した。 

 

2-12. 統計分析 

大動脈径は、平均±標準誤差と中央値（四分位範囲）の両方で表記した。大動脈径以外

の連続変数は、中央値（四分位範囲）で示した。各遺伝子型内の性差を含む以下の 2 グル

ープ [(1) Fbn1C1039G/+オス vs. Fbn1C1039G/+メス、(2) WT オス vs. WT メス、(3) 

flutamide-treated Fbn1C1039G/+オス vs. vehicle control-treated Fbn1C1039G/+オス] 間の群間

差は、Mann-Whitney U 検定で評価した。3 群以上のグループ間の比較を行う場合は、

Kruskal–Wallisテストを行い、その後 Dunn’s posttestで 2グループ間の比較を行った。 

オスとメスの大動脈径の成長パターンの相違を評価するため、混合効果モデルを使用し

た。マウスの週齢と体重は大動脈瘤径の成長の交絡因子と考えられるため、週齢と体重を

混合効果モデルに含め解析した。また性別が大動脈瘤径の成長に影響するか調査するため、

週齢と性別の相互作用に関しても混合効果モデルに含め解析した。Fbn1C1039G/+マウスと

WT マウスのそれぞれの大動脈径の成長に対する性別の影響を確認するために、各遺伝子

型グループ内で層別化した混合効果モデルを調査した。すべての分析で、P<0.05 を統計的

有意差ありとした。すべての統計分析は、GraphPad Prism バージョン 7（GraphPad Softwar, 
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La Jolla, CA）、SPSS 19.0（SPSS Inc, Chicago, IL）、または SAS バージョン 9.4（SAS Institute 

Inc、Cary、NC）を使用して行った。 

 

3. 結果 

3-1. Fbn1C1039G/+マウスの大動脈瘤成長と elastin breakの性差 

オスおよびメスの Fbn1C1039G/+および WTコントロール マウスの大動脈径および成長率を、

経胸壁心エコー検査を使用して、6、8、12、および 16 週齢で測定した（図 1A）。 16 週齢

までに、Fbn1C1039G/+オスの大動脈基部径は平均 1.86 ± 0.08 mm、中央値 1.86（1.82–1.91）

mm に達し、WT オスでは平均 1.54 ± 0.03 mm、中央値 1.54 （1.53–1.55）mm に達した

（P<0.001）。 16週齢の Fbn1C1039G/+メスでは、大動脈基部径は平均 1.70 ± 0.03 mmおよび中

央値 1.70（1.68–1.73）mm であったのに対し、WTメスでは平均 1.52 ± 0.03 mmおよび中央

値 1.52（1.50–1.54）mmであった（P<0.001）。上行大動脈径は、大動脈基部径と同様の傾向

を示した（図 1B）。6 週から 16 週までの大動脈基部径の成長率を比較すると、Fbn1C1039G/+

オスの大動脈基部径成長率は Fbn1C1039G/+メスよりも有意に高かった（P<0.001）。対照的に、

WTでは大動脈基部径の成長率に有意な性差を認めなかった（P=0.579）。オスの体重はメス

よりも有意に重かったため、交絡因子を調整して大動脈瘤径の性差を調査するために多変

数分析を実行した。交絡変数（マウスの週齢と体重）で大動脈基部径を調整後、

Fbn1C1039G/+オスでは大動脈基部径（P=0.004）および大動脈基部径の成長率（P<0.001）が

メスと比較して有意に増加していた（表）。対照的に、WT マウスの大動脈基部径では統計
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学的な性差を認めなかった。週齢、体重で調整した混合効果モデルにより、Fbn1C1039G/+マ

ウスでは、オスはメスと比較して大動脈瘤の成長が有意に増加していることが確認された

（表）。Fbn1C1039G/+オスの大動脈瘤成長率の増加と関連して、Accustain Elastin Verhoeff ‘s 

Van Gieson染色では、16 週齢の Fbn1C1039G/+オスの elastin breakがメスよりも有意に増加して

いた（Fbn1 オス；3.67 [3.47–3.87] vs. Fbn1 メス；1.17 [3.47–3.87] elastin breaks/lamina、

P=0.032）（図 1C）。 
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All-cohort

model

Genotype-stratified

model: WT  sub-cohort

Genotype <.0001 NA

Sex 0.034 0.9715

Age <.0001 0.3635

Body Weight 0.0655 0.0156

Genotype * Age <.0001 NA

Sex * Age 0.0403 0.4714

0.0043

表.

Factors included in model

Factor significances (Type III test p-value) in models

Genotype-stratified

model: Fbn1  sub-cohort

NA

<.0001

0.0729

NA

0.0003

表. 大動脈基部径における混合効果モデル 

すべてのコホート モデル（All-cohort model）は、Fbn1C1039G/+（Fbn1）および同腹の野生

型マウス（WT）（オスとメスの両方）を含むコホート全体に当てはめた。Fbn1 サブコ

ホート モデル（Fbn1 sub-cohort）は Fbn1C1039G/+マウスのオスとメスのみを含むコホート

であり、WTサブコホート モデル（WT sub-cohort）は、オスとメス両方の WTマウスの

みを含むコホートである。因子効果の有意性はモデルのパラメーターのタイプ III F検定

の P値によって提示した。P<0.05を統計的に有意差ありとした。 

図 1. Fbn1C1039G/+および WT のオスとメスにおける大動脈の成長と elastin breakを示

す。 

Fbn1C1039G/+（Fbn1）および同腹の野生型マウス（WT）における（A）大動脈基部および

（B）上行大動脈の直径（mm）、また大動脈の成長（mm）を経胸壁心エコー検査によっ

て 6、8、12、および 16 週齢で測定した（WT オス；n=12, WT メス；n=12, Fbn1 オス；

n=9, Fbn1 メス；n=11）。結果は平均値±標準誤差として示す。グループ間および各遺伝子

型内の大動脈成長は混合効果モデルを使用して比較した。（C）16 週齢のマウスからの代

表的なエコー画像を示す。（D）16週齢のFbn1およびWTの上行大動脈におけるAccustain 

Elastin Verhoeff’s Van Gieson（EVG）染色の代表画像と共に、弾性板あたりの elastin break

数の平均を示す（WT オス；n=7, WTメス；n=5, Fbn1オス；n=5, Fbn1メス；n=5）。スケ

ールバーは 50 μmを表し、結果は中央値±四分位数として示した。各遺伝子型内の性別の

比較に Mann-Whitney U検定を使用した。*P≦0.05、***P<0.001を表す。 
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3-2. Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部大動脈瘤における p-Erk1/2 および p-Smad2 シグ

ナル伝達の増加、および MMP 活性レベルの上昇 

TGF-β により活性化された Erk1/2 および Smad2 シグナル伝達は、成体の Fbn1C1039G/+マウ

スの大動脈瘤形成に寄与することが報告されている(6, 7, 25, 26)。この報告に基づき、我々

は、Erk1/2 および Smad2 シグナル伝達が、Fbn1C1039G/+オスの大動脈瘤径の拡大と関連して

大動脈瘤壁内で増強するという仮説を立てた。本仮説の検証のため、Fbn1C1039G/+およびWT 

における異なる胸部大動脈部位 [上行/大動脈基部・胸部下行大動脈] での Erk1/2、Smad2

（非活性型）、リン酸化 Erk1/2（p-Erk1/2）およびリン酸化 Smad2（p-Smad2）の組織内発現

を、WES およびウェスタンブロット分析で測定した。Fbn1C1039G/+および WT マウスのオス

とメスを比較した場合、Erk1/2およびSmad2レベルに有意差を認めなかったが、p-Erk1/2お

よび p-Smad2活性化は、16週齢の Fbn1C1039G/+のオスの上行/大動脈基部で有意に増加してい

た（p-Erk1/2：Fbn1オス；2.12 [1.83–2.17] vs. Fbn1メス；1.63[1.36–1.82], P=0.007,  p-Smad2：

Fbn1オス；1.49 [1.37–1.5] vs. Fbn1メス；1.11 [0.95–1.33]，P=0.026）。一方、WTオスとメス

の上行/大動脈基部では有意差を認めなかった（p-Erk1/2：P=0.315, p-Smad2：P=0.132）（図

2A-D）。成体の Fbn1C1039G/+マウスでは血中 TGF-β シグナル伝達が増強されていると報告さ

れているが(6)、16 週齢の Fbn1C1039G/+のオスまたはメスの胸部下行大動脈では WT と比較し

て p-Erk1/2 および p-Smad2の発現に有意差を認めなかった（p- Erk1/2：P=0.128, p-Smad2：

P=0.24）（図 2E・F）。 
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図 2. オスとメスの Fbn1C1039G/+および WT の上行/大動脈基部および胸部下行大動脈に

おける p-Erk1/2 および p-Smad2 シグナル伝達を示す。 

16週齢 Fbn1C1039G/+マウス（Fbn1）および同腹の野生型マウス（WT）の上行/大動脈基

部標本（ASC）における（A）リン酸化 Erk1/2（p-Erk1/2）と（B）Erk1/2（WT オス；

n=10, WTメス；n=10, Fbn1オス；n=11, Fbn1メス；n=12）、および（C）リン酸化 Smad2

（p-Smad2）と（D）Smad2（n=6, 各グループ）のタンパク質分析を示す。16 週齢 Fbn1

および WT の胸部下行大動脈標本（DES）における（E）p-Erk1/2（n=12，各グループ）

および（F）p-Smad2（n=6, 各グループ）のタンパク質分析を示す。Vinculin または

Gapdh をローディングコントロールとして使用した。結果は WT と比較した倍数差を求

め、中央値±四分位数として示す。各遺伝子型内の性別の比較に Mann-Whitney U 検定を

使用した。*P≦0.05、**P<0.01を表す。Erk は細胞外シグナル調節キナーゼを示す。 
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MMPは大動脈瘤の ECMリモデリングにおいて重要な役割を果たし(11, 27)、MFSの大動

脈瘤拡大における p-Erk1/2活性の増加に関連している(7, 28)。Fbn1C1039G/+オスにおける大動

脈瘤成長率の増加を裏付けるものとして、我々は、Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部にお

いて MMP-2活性レベルが有意に増加していることを発見した（Fbn1オス；2.22 [2.03–3.00] 

vs. Fbn1 メス；1.44 [1.24–2.06], P=0.029）（図 3A）。しかし WT オスと WT メスでは MMP-2

活性レベルに有意な差を認めなかった。この所見は、大動脈瘤を形成した Fbn1C1039G/+の上

行/大動脈基部に特異的であり、胸部下行大動脈では有意差を認めなかった（図 3B）。 
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Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部における Smadおよび Erkのシグナル伝達は、メスに比

図 3. オスとメスの Fbn1C1039G/+および WT の上行/大動脈基部および胸部下行大動脈に

おける MMP-2 活性、Tgfb1、およびアンドロゲン受容体遺伝子の発現を示す。 

16 週齢の Fbn1C1039G/+マウス（Fbn1）および同腹の野生型マウス（WT）の（A）上行/

大動脈基部（ASC）および（B）胸部下行大動脈（DES）における MMP（matrix 

metalloproteinase）ザイモグラフィーを示す（ASC：各グループあたりn=10, DES：WTオ

ス；n=7, WT メス；n=6, Fbn1 オス；n=7, Fbn1 メス；n=6）。検査値は、性別が一致した

WT と比較した倍数差として示す。16 週齢の ASC における（C）TGF-β1(トランスフォ

ーミング成長因子-ベータ1)リガンド（Tgfb1）および（E）アンドロゲン受容体（Ar）の

RT-PCR（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応）の結果を示す（WTオス；n= 8, WTメス；n= 8, 

Fbn1 オス；n=9; Fbn1 メス；n= 9）。（D）ASC における活性 TGF-β1 リガンド（Active 

Tgfb1）の ELISA法の結果を示す（各グループあたり n=4）。Fbn1におけるmRNA 発現値

はハウスキーピング遺伝子として 18Sに正規化され、2-ΔΔCt メソッドを使用して WTと

比較した倍率差を計測した。結果は中央値±四分位数として示す。各遺伝子型内の性別

の比較に Mann-Whitney U検定を使用した。*P≦0.05、**P<0.01、***P<0.001を表す。 
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べて増強しており、TGF-β シグナル伝達がより活性化していることが示唆された。我々は、

Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部における TGF-β1 リガンドの bioavailability の増加がこれ

らの所見に関連するという仮説を立て、本仮説の検証のため、上行/大動脈基部における

TGF-β1（Tgfb1）遺伝子および活性（非結合）TGF-β1 リガンドの発現を調査した。RT-PCR

実験では Fbn1C1039G/+オスの ASC における TGF-β1（Tgfb1）遺伝子発現がメスのそれよりも

有意に高かった（Fbn1オス；2.18 [1.83–2.81] vs. Fbn1 メス；1.16 [0.95–1.52], P=0.006, 図 3C）。

さらに、ELIZA では Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部における活性（非結合）TGF-β1 リ

ガンドが有意に増加していた（Fbn1C1039G/+メスに対して Fbn1C1039G/+オスでは 1.66 倍の増加，

図 3D）。最後に、上行/大動脈基部におけるアンドロゲン受容体（Ar）遺伝子発現は、

Fbn1C1039G/+メスと比較して、Fbn1C1039G/+オスでは有意に増加していた（Fbn1 オス；1.36 

[1.18–1.83] vs. Fbn1メス；0.89 [0.83–1.08], P=0.0142，図 3E）。これらの所見から、MFS にお

ける大動脈瘤拡大に関するメディエーターが、Fbn1C1039G/+メスと比較して Fbn1C1039G/+オス

では増強しており、動脈瘤拡大の進行と関連している可能性が示唆された。 

 

3-3. Fbn1C1039G/+オスの大動脈由来 SMC におけるアンドロゲンによる TGF-β 誘導性の p-

Erk1/2 および p-Smad2 シグナル伝達の増強 

アンドロゲンは TGF-β リガンド遺伝子の発現を増加させると報告されている(29, 30)。

我々は、アンドロゲンが Fbn1C1039G/+オスの大動脈瘤において、TGF-β 誘導性の p-Erk1/2 お

よび p-Smad2 シグナル伝達を増強させると仮定し、SMC におけるアンドロゲンの TGF-β シ



24 

 

グナル伝達への影響を調査するため、Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部由来のSMCを使用

して in vitro実験を施行した。Fbn1C1039G/+オス SMCへの TGF-β1 投与（5 ng/mL、24 時間）

によって、 p-Erk1/2 シグナル伝達は有意に増加した（2.23 [2.20–2.30], P=0.008）。また、

DHT単独投与では p-Erk1/2 レベルは上昇しなかったが、DHTは TGF-β誘導性の p-Erk1/2 活

性化を有意に増強させた（TGF-β+DHT；3.11 [3.06-3.33], P=0.047, 図 4A）。DHT による p-

Erk1/2 の活性化は Flutamide（アンドロゲン受容体遮断薬）投与によるアンドロゲン受容体

遮断後、有意に減少した（TGF-β+DHT；3.11 [3.06-3.33] vs. TGF-β+DHT+Flutamide；2.03 

[1.90-2.19], P=0.005）。同様に、DHT は TGF-β 誘導性の p-Smad2 シグナル伝達を増強させ

（TGF-β+DHT；1.34 [1.19-1.50], P=0.014, 図 4B）、この反応は、Flutamide治療後に有意に減

少した（TGF-β+DHT；1.34 [1.19-1.50] vs. TGF-β+DHT+ Flutamide；0.99 [0.83-1.09], P=0.031）。 
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図 4. ホルモン治療後の Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部由来の平滑筋細胞における p-

Erk1/2、p-Smad2 シグナル伝達および MMP-2 活性を示す。 

Fbn1C1039G/+（Fbn1）オスの上行/大動脈基部検体（ASC）由来の平滑筋細胞（SMC）に

Dihydrotestosterone 10 nmol/L（DHT）、DHT+flutamide 1 μmol/L（Flu）、TGF-β1 5 ng/mL（TGF-

β）+DHT、TGF-β+DHT+Fluまたは vehicle controlで治療し、（A）リン酸化 Erk1/2（p-Erk1/2）

（各グループあたり n=5）および （B）リン酸化 Smad2（p-Smad2）（各グループあたり n=6）

のタンパク質分析を示す。ローディング コントロールとして vinculin または Gapdh を使用し

た。p-Erk1/2の測定値は vehicle controlとの倍数差として示す。p-Smad2では vehicle controlで

治療した SMC ではシグナルが検出されなかったため、TGF-β 投与で検出したシグナルとの倍

数差として値を示す。（C）上記ホルモンで治療した SMCにおける、細胞培養上清中の MMP-

2 活性（各グループあたり n=6）。結果は vehicle control と比較した倍数差として測定し、中央

値±四分位数として代表的な画像と共に示す。3 群以上のグループ間の比較を行う場合は、

Kruskal–Wallis テストを行い、その後 Dunn’s posttest で 2 グループ間の比較を行った（vehicle 

control vs. DHT vs DHT+Flu、TGF-β vs. TGF-β+DHT vs. TGF-β+DHT+Flu）。 *P≦0.05、**P<0.01

を表す。 
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アンドロゲン、TGF-β 依存性の Erk/Smad シグナル伝達と MMP 活性との関連性を調査す

るために、MMP-2活性レベルをゼラチンザイモグラフィーで測定した（図 4C）。MMP-2活

性は vehicle controlと比較して TGF-β投与後に有意に増加した（TGF-β；1.56 [1.45-1.81] fold 

increase/vehicle control、P=0.002）。さらに、TGF-β+DHT は、MMP-2 活性レベルを増強させ

た（TGF-β+DHT；2.47 [2.27-2.89] vs. TGF-β；1.56 [1.45-1.81]，P=0.009）。その効果は、

Flutamide 投 与 に よ り 有 意 に 減 少 し た （TGF-β+DHT；2.47 [2.27-2.89] vs. TGF-

β+DHT+Flutamide；1.69 [1.58-1.78], P=0.008）。 

TGF-β と DHT は双方とも前立腺間質細胞のアンドロゲン受容体活性を増強させるが[(31-

33)]、大動脈 SMC におけるアンドロゲン受容体に TGF-β および DHT が及ぼす影響は解明

されていない。この関連性を評価する目的で、SMC に TGF-β または DHT の 24 時間負荷を

行い、SMC におけるアンドロゲン受容体のタンパク質レベルの発現をウェスタンブロッテ

ィング法で測定した。Fbn1C1039G/+オスの SMCのアンドロゲン受容体レベルは vehicle control

と比較して TGF-β および DHT 治療の両方で有意に増加した（TGF-β；1.33 [1.29-1.35] fold 

increase/vehicle control, P=0.046，図 5A）。これらの所見と合致し、SMCの免疫化学染色では、

TGF-βまたは DHT投与後にアンドロゲン受容体の発現増加を認めた（図 5B）。 
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図 5. TGF-β投与後の Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部由来の平滑筋細胞におけるア

ンドロゲン受容体タンパク質レベルを示す。 

（A）TGF-β1 5 ng/mL（TGF-β）、Dihydrotestosterone 10 nmol/L（DHT）または vehicle 

control （control）で 24 時間治療後、Fbn1C1039G/+（Fbn1）オスに由来する上行/大動脈基

部（ASC）由来の平滑筋細胞（SMC）におけるアンドロゲン受容体（Ar）のタンパク

質分析を行った（各グループあたり n=8）。ローディング コントロールとして Gapdh を

使用した。代表的な画像と共に、値は vehicle controlとの倍数差として測定し、中央値±

四分位数として示す。3群以上のグループ間の比較を行う場合は、Kruskal–Wallis検定を

行い、その後 Dunn’s posttestで 2グループ間の比較を行った: control vs DHT vs TGF-β。

（B）vehicle control、DHT、TGF-β、またはアイソタイプコントロールで 48時間治療し

た後に Hoechst 試薬（青）およびアンドロゲン受容体抗体（赤）で染色した Fbn1 オス

ASC由来 SMCの免疫蛍光画像を示す。スケールバーは 100 μmを表す。全ての画像は、

3回以上の独立した実験を行った代表的な画像である。*P≦0.05、***P<0.001を表す。 
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3-4. アンドロゲン受容体遮断薬による Fbn1C1039G/+オスの大動脈瘤の成長と Erk1/2 および 

Smad2 活性化の抑制 

アンドロゲンによる大動脈瘤形成のメディエーターの増強が MFS 男性の動脈瘤拡大に寄

与するという仮説を検証するため、Fbn1C1039G/+および WT オスに（1）Flutamide（アンドロ

ゲン受容体遮断薬）または（2）vehicle controlのいずれかを 6～16週齢まで投与した。特筆

すべき点として、Fbn1C1039G/+オスの Flutamide 治療群では大動脈基部の大動脈瘤の直径とそ

の成長速度が vehicle control 治療群と比較して有意に減少していた（16 週齢の大動脈基部

径；Flutamide 治療群 vs. vehicle control 治療群: 平均 1.71±0.04 mm および中央値 1.69 [1.68–

1.72] mm vs. 平均 1.86 ± 0.08mmおよび中央値 1.88 [1.78–1.90] mm、P=0.001）（図 6A）。上行

大動脈瘤でも同様の結果が認められた（図 6B）。対照的に、WT オスの Flutamide 治療群で

は大動脈基部または上行大動脈の直径は vehicle control 群と有意差を認めなかった。

Accustain Elastin Verhoeff ‘s Van Gieson 染色による組織学的検査では、Fbn1C1039G/+オスの

Flutamide 治療群の上行/大動脈基部おける elastin break が有意に減少していた（Flutamide 治

療群 vs. vehicle control 治療群； 1.41 [1.13–1.72] vs. 2.45 [2.02–2.71]  elastin breaks/lamina、

P=0.032）（図 6C）。 
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さらに Fbn1C1039G/+オスの Flutamide 治療群では vehicle control 群と比較して上行/大動脈基

部における p-Erk1/2 および p-Smad2 発現の有意な減少を認めた（p-Erk1/2： Flutamide 治療

図 6. Flutamide で治療した Fbn1C1039G/+オスにおける大動脈瘤の発生および elastin 

break 6、8、12、および 16 週齢における Fbn1C1039G/+（Fbn1) および同腹仔野生型コン

トロール マウス（WT）オスの（A）大動脈基部および（B）上行大動脈の直径（mm）

および大動脈の成長（mm）の時系列データを示す（Fbn1 vehicle control治療群 n=9, Fbn1 

flutamide治療群 n=9, WT vehicle control治療群 n=8, WT Flutamide治療群 n=7）。結果は平

均値±標準誤差として示す。グループ間の大動脈成長の違いは混合効果モデルを使用し

て比較した。（C）Flutamide または vehicle control で治療された 16 週齢の Fbn1 における

上行/大動脈基部の代表的な Accustain Elastin Verhoeff’s Van Gieson（EVG）染色と共に、

弾性板あたりの elastin break の平均数を示す（各グループあたり n=5）。スケールバーは

50 μm を表し、結果は中央値±四分位数として示す。グループ間の比較には Mann-

Whitney U検定を使用した。 *P≦0.05、**P<0.01、***P<0.001を表す。 
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群；1.38 [1.30–1.46] vs. vehicle control治療群；1.91 [1.84–1.96], P=0.005, p-Smad2：Flutamide

治療群；0.93 [0.69–1.07] vs. vehicle control治療群；1.57 [1.35–1.65], P=0.006）（図 7A、7B）。

一方、胸部下行大動脈検体は p-Erk1/ 2 および p-Smad2 の発現に両群で有意差を認めなかっ

た（図 7A、7B）。Fbn1C1039G/+オスの Flutamide 治療群における elastin break の減少と関連し

て、Fbn1C1039G/+オスの Flutamide 治療群の上行/大動脈基部における MMP-2 活性レベルは有

意に減少していた（Flutamide治療群 vs. vehicle control治療群, 1.09 [1.05–1.23] vs. 1.89 [1.55– 

2.11]、P=0.016）。また一方で、胸部下行大動脈では MMP-2 活性に両群で有意差を認めなか

った（図 7C）。 
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4．考察 

MFS の大動脈瘤発生における病態生理は、複雑な多因子プロセスが存在する。MFS ヒト

およびマウスの大動脈瘤標本では TGF-β シグナルの下流である p-Erk1/2 および p-Smad2 シ

グナル伝達は増加していると報告されており、MFS の大動脈瘤形成過程において TGF-β の

病原性役割が示唆されている(6, 7, 25, 27, 28)。しかしながら、MFS の大動脈瘤において、

TGF-β シグナル伝達異常が疾患発生に及ぼす影響に関しては、十分に解明されていない部

分も多い。新生児 MFSマウスにおける TGF-βシグナルの遮断は胸部大動脈の拡大をもたら

すが(26, 34-36)、後期段階（6～8 週齢）での TGF-β シグナルの中和は大動脈の拡大を抑制

するという報告されており(7, 25, 26)、TGF-β シグナルによる大動脈瘤形成への影響は大動

脈発達の多段階に関連していると考えられる。今回我々は、確立した MFS モデルである

Fbn1C1039G/+マウス（in vivo）と大動脈 SMC（in vitro）の 2 つの実験を施行し、MFS の既知

図 7. Flutamideで治療した Fbn1C1039G/+オスにおける上行/大動脈基部および下行大動

脈における p-Erk1/2、p-Smad2 シグナル伝達および MMP-2 活性 

flutamideまたは vehicle controlで治療した Fbn1C1039G/+オスにおける 16週齢の上行/大

動脈基部（ASC）および下行大動脈（DES）検体から（A）リン酸化 Erk1/2（p-

Erk1/2）（Fbn1 Flutamide治療群 n=8、Fbn1 vehicle control治療群 n=8）および（B）リ

ン酸化 Smad2（p-Smad2）（各グループあたり n = 9）のタンパク質分析を行った。

vinculinまたは Gapdhをローディング コントロールとして使用した。値は同腹の野生

型コントロール（WT）のオスと比較した倍数差として表した。（C）Flutamideまた

は vehicle controlで治療した Fbn1C1039G/+オスにおける 16週齢の ASCおよび DESから

ゼラチンザイモグラフィーを行った（各グループあたり n=7）。値は同様に WTオス

と比較した倍数差として測定し、結果は中央値±四分位数として示す。グループ間の

比較に Mann-Whitney U検定を使用した。 *P≤0.05、**P<0.01を表す。 
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の生化学的変化（TGF-β 誘導性 Erk/Smad シグナル伝達の強化を含む）の性差および大動脈

瘤の拡大に対するアンドロゲンの効果を多角的に調査した。本研究の主な所見は次のとお

りである。（1）Fbn1C1039G/+オスはメスと比較して大動脈瘤の拡大、成長が有意に進行して

いた。（2）Fbn1C1039G/+オスの上行大動脈において p-Erk1/2 および p-Smad2 シグナル伝達は

有意に増加し、それに関連して MMP-2 活性も同様に増加していた。（3）in vitro 研究で

Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部由来のSMCにおいて、アンドロゲンは直接的もしくは間

接的に TGF-β 誘導性の p-Erk1/2 および p-Smad2 の活性化、および MMP-2 活性を増強させ

た。（4）Fbn1C1039G/+オス マウスへの Flutamide 治療は、上行/大動脈基部の大動脈拡大を抑

制した。 

現在の MFS の大動脈瘤に対する治療ガイドラインでは、大動脈瘤のサイズと大動脈拡大

の成長率に基づいて外科治療の適応を定めている(4)。今回の in vivo 実験モデルは、ヒト

MFS 症例の大動脈拡大に類似しており、MFS モデルマウスにおける大動脈瘤の進行および

薬物治療による疾患発症予防効果は、臨床的意義を有する。一方、ヒト MFS 症例と比較し、

Fbn1C1039G/+  MFS マウスモデルは、大動脈拡大の程度が軽度であるため 1 年以上生存する

ことが多く、青壮年期に大動脈解離または大動脈破裂を発症することは比較的稀である。

よって、本モデルを使用した研究は大動脈イベントのリスクにおいて、ヒト男性 MFS 症例

におけるアンドロゲンの影響を反映していない可能性がある。 

本研究では、体重と週齢の調整した後も、Fbn1C1039G/+オスが同種メスと比較し、有意な

大動脈瘤の拡大と成長率の増加を示した。また Fbn1C1039G/+オスの大動脈瘤サイズの増加と
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関連し、組織学的にも大動脈瘤壁の elastin breakが同種メスと比較して増加していることも

確認された。Fbn1C1039G/+マウスの大動脈瘤形成における性差の原因としては、オスの大動

脈瘤で TGF-β 誘導性の p-Erk1/2 および p-Smad2 のリン酸化が同種メスよりも亢進している

ことが明らかとなったが、雄雌間での血圧差が影響した可能性は否定できない。小児 MFS

症例（5-18歳）では、男児・女児間で末梢血圧の格差はなかったが(37)、Fbn1C1039G/+マウス

の血圧の性差に関する報告はない。今後の研究では、tail cuff法や direct canulation法による

血圧測定を発生の各段階で経時的に行い、Fbn1C1039G/+マウスの雄雌での血圧格差と大動脈

瘤拡大の関連性も評価していく予定である。 

in vitro 実験においては、SMC に DHT と TGF-β を投与した群で p-Erk1/2 および p-Smad2

のリン酸化促進が確認された。マウス大動脈の SMC では報告されていないが、ヒト血管内

皮細胞や末梢動脈の SMC(38)、及びヒト胎児肺線維芽細胞(39)では、TGF-βシグナル伝達以

外の経路によるアンドロゲン受容体を介した p-Erk1/2 活性化現象が報告されている。マウ

ス大動脈 SMC でも、AR を介した TGF-β 以外の p-Erk 活性化経路が存在する可能性はあり

うる。今回の in vitro実験では、DHT単独投与による p-Erk1/2発現増強効果がなかったもの

の、DHT・TGF-β 共負荷による p-Erk1/2 および p-Smad2 のリン酸化促進現象は、TGF-β を

直接介する経路とそれ以外の間接的な経路によりもたらされた可能性がある。TGF-β を直

接介する経路に関しては、細胞質内に存在するアンドロゲン受容体が DHT と結合し、核内

に移動後に下流遺伝子の転写が促進されるため(40)、細胞質内もしくは核内でアンドロゲ

ン受容体・DHT複合体が、直接的あるいは間接的に TGF-βのリガンド、または TGF-β受容
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体の発現に影響を及ぼし、その下流の Erk/Smad シグナル伝達のリン酸化を促進している機

序が推測される。DHT と TGF-β の相互的メカニズムに関しては、今後更なる調査が必要で

ある。 

in vivoの薬物投与実験では、Fbn1C1039G/+オスへの Flutamide投与は Erk/Smadシグナルのリ

ン酸化を抑制し、大動脈瘤の拡大と ECMリモデリングを減少させた。本現象に関しては、 

アポ E 欠損マウスを使用した腹部大動脈瘤モデルでは、アンドロゲンが腹部大動脈壁アン

ギオテンシンⅡ受容体の発現を増強させるという報告もあり(19)、Flutamide にアンドロゲン

受容体阻害が TGF-βシグナル伝達以外の経路で大動脈瘤壁の Erk/Smadシグナルの一部を抑

制した可能性も考えられる。MFS の大動脈瘤におけるアンギオテンシンⅡおよびアンギオ

テンシンⅡ受容体の性差やアンドロゲンのアンギオテンシンⅡ受容体への影響などに関する

報告はなく、今後の研究課題と思われる。尚、若年～青年の MFS 男性症例に対する将来的

なアンドロゲン受容体拮抗薬の臨床使用に際しては、長期間服用に伴う女性化乳房、肝機

能障害、骨粗しょう症など副作用の発症に注意を要する。副作用対策としては、定期的に

採血検査や骨密度測定を行い、副作用の早期発見に努めるとともに、副作用発症時にはア

ンドロゲン受容体拮抗薬投与を直ちに中止し経過観察を行う。 

Jimenez-Altayo らは本研究と同様の Fbn1C1039G/+マウス モデルを使用し、大動脈瘤の性差

を報告した(17)。彼らによると上行大動脈の生理的収縮反応は、Fbn1C1039G/+メスと比較して

オスの方が有意に大きかった。さらに興味深いことに、Fbn1C1039G/+オスにおいてフェニレ

フリンに対する上行大動脈の収縮反応の増強を認めたが、胸部下行大動脈では収縮反応が
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軽減していた。本研究でも同様に大動脈の部位的特異性が観察され、Fbn1C1039G/+オスの上

行/大動脈基部では p-Erk1/2、p-Smad2 および MMP-2 活性の増加を認めたが、胸部下行大動

脈ではこれらの反応を認めなかった。大動脈は発生の段階でセグメントによって異なる胚

の起源があるため、MFS において増強した全身性 TGF-β シグナル伝達に対する SMC レベ

ルの反応が大動脈部位別に異なった応答をするのかもしれない。 

文献的調査の範疇では、本研究は、アンドロゲンが TGF-β誘導性の Erk/Smad活性化を増

強し、最終的にFbn1C1039G/+オスにおけるECMリモデリングと大動脈瘤成長の進行に寄与す

ることを報告した最初の研究である。また本研究では実行されていないが、前述したメカ

ニズムの遠位の拮抗薬（Erkまたは MMP遮断）による Fbn1C1039G/+マウスへの治療は、大動

脈瘤の進行における性差を是正する可能性があると考えられる。Fbn1C1039G/+オスの上行/大

動脈基部では活性型 TGF-β の増加が検出されたが、アンドロゲン依存性の TGF-β 受容体発

現の増加も関与している可能性がある(33)。興味深いことに、Bowenらは血管 Ehlers-Danlos

症候群のマウスモデルを使用し、アンドロゲンがプロテインキナーゼC（PKC）/Erk経路を

介して大動脈瘤を進行させ破裂リスクを増加すると報告した(41)。今回我々は

Fbn1C1039G/+オスに対してアンドロゲン受容体遮断薬を投与することにより大動脈瘤拡大

の抑制を確認したが、腹部大動脈瘤モデルのオスマウスを去勢することによって大動脈瘤

の拡大を抑制したという報告があり(42)、去勢により内因性アンドロゲンを減少させるこ

とで Fbn1C1039G/+オスの大動脈瘤拡大が抑制される可能性も考えられた。また、本研究で

は Fbn1C1039G/+オスの大動脈 SMC への TGF-β または DHT の治療はアンドロゲン受容体の発
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現レベルを有意に増加させることが明らかになった。血管 SMCにおける TGF-βシグナル伝

達とアンドロゲンの相関関係は未だ明らかではないが、TGF‐β は前立腺間質細胞のアンド

ロゲン受容体を活性化し(28)、アンドロゲンは心筋細胞の TGF-β/Smad 経路を増強する(11)。

さらにいくつかの研究では、アンドロゲンが p-Erk1/2 活性化を介して血管 SMC のアポトー

シス、増殖、遊走に影響を与えると報告されており(38, 43, 44)、SMC のアポトーシス、増

殖、遊走は大動脈瘤形成に重要な役割を果たすと考えられている(10)。 

また重要なことにエストロゲンが Fbn1C1039G/+メスの大動脈瘤の成長を軽減させている可

能性も否定できない。マウスモデルにおいてエストロゲンは腹部大動脈瘤の発達を軽減し、

腹部大動脈瘤発生に関連する抗酸化作用と抗炎症作用を軽減する作用があると報告されて

いる(45-47)。さらに興味深いことに、エストロゲンは血管 SMCにおける MAPK（マイトジ

ェン活性化プロテインキナーゼ）および TGF-β 誘導性 p-Smad2 活性化を軽減する可能性が

ある(48, 49)。 

ベータ遮断薬、ロサルタン、スタチンなどの薬物治療は MFS 大動脈瘤の進行を遅らせる

可能性があると報告されているが、今のところ大動脈瘤への予防的外科的手術が MFS 患者

の平均寿命を効果的に延長する確立された唯一の治療法である(25, 50)。本研究は MFS大動

脈瘤の進行を軽減する新しい薬物療法として、食品医薬品局によってすでに承認されてい

るいくつかの抗アンドロゲン薬（フルタミド、スピロノラクトンなど）は、大動脈瘤の進

行を抑制し、外科的手術までの時間を延長する役割を果たす可能性があることを示唆して

いる。 
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本研究の limitation としては、以下の点が挙げられる。まず、本研究で使用した

Fbn1C1039G/+マウスは、発生の異なる大動脈基部（second heart field 由来）と上行大動脈

（neural crest 由来）の両部位で大動脈瘤が形成されるため、大動脈基部に特異的に大動脈

瘤を形成するヒト MFS 症例とは異なる生物学的特性を有する。この点、Fbn1C1039G/+マウス

使用した実験モデルは、ヒト MFS 症例の大動脈瘤の病態を正確に反映していない可能性が

ある。第二に、Fbn1C1039G/+オスの上行/大動脈基部検体から作成したSMCは血管平滑筋主体

の細胞であるが、一定数の線維芽細胞を含む可能性がある。また、培養細胞の継代過程で

SMC の表現型が収縮型から合成型に変化するため、培養 SMC 細胞は、生体内とは異なる

生物学的特性を有する可能性がある。第三に、今回我々は、MFS の大動脈瘤形成に関する

報告が多い MMP-2 (11, 27, 51, 52) に着目した解析実験を行ったが、他の MMPs群の発現に

関する実験を施行しなかった。ザイモグラフィーで計測可能な MMP-9 は、MMP-2 と同様

に MFSの大動脈病変で活性化することが報告されている(51, 52)。悪性腫瘍の疾患モデルで

は、アンドロゲン受容体が MMP-9 の発現増強が報告されおり(53)、Fbn1C1039G/+オスへのア

ンドロゲン受容体遮断薬投与により、大動脈瘤壁の MMP-9も抑制された可能性がある。今

後の研究で、MMP-2 以外の MMPs 発現にアンドロゲンが及ぼす影響を解析する予定である。

第四に、今回の研究では、図 1 で示した Fbn1C1039G/+メス（未治療メス群）と図 6 で示した

アンドロゲン受容体拮抗薬治療を受けた Fbn1C1039G/+オス（Flutamide 投与オス群）の週齢

6—16 週での上行大動脈/大動脈基部径の成長率を比較では、未治療メス群 vs. Flutamide 投

与オス群; 0.123 [0.118-0.144] vs. 0.085 [0.081-0.101], P<0.001 と有意に Flutamide投与オス群で
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大動脈拡大の抑制効果が得られた。しかしながら、上記 2 群の実験は、異なる世代間で行

われたこと、バイアス除去のためには、未治療メス群も Flutamide の溶媒治療（vehicle 

control）を行う必要性があることなどを考慮すると、Flutamide 投与が未治療のメスより大

動脈拡大効果が強いと述べるためには、追加実験を行う必要性があると考えられた。 

 

5. 結論 

本研究では MFS モデルマウスにおいて、大動脈瘤の成長や既知のシグナル伝達

（Erk/Smad2 シグナル伝達の活性化）の性差を明らかにした。また、上行/大動脈基部由来

の平滑筋細胞研究では、アンドロゲンが TGF-β1 誘導性の Erk/Smad シグナル伝達をより増

強することが判明した。さらにオスへのアンドロゲン受容体遮断薬（Flutamide）による治

療は大動脈瘤の p-Erk1/2および p-Smad2の活性化を減少させ、その拡大を抑制した。 
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