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研究成果の概要（和文）： TLR 2 (トール様レセプター2) 高値が、周知の危険因子（喫煙習慣、

糖尿病、高血圧、高脂血症）とは独立して、動脈硬化形成の一つのリスクファクターとみなす

ことができるか否かの検討を行った。結果、動脈硬化性疾患群では、単球膜上 TLR2 レベルは、

そのコントロール群に比べて、有意に高かった。更なる解析の結果、TLR2 レベルはその他の危

険因子とは独立しており、新たな動脈硬化危険因子の一つであることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Toll-like receptors (TLRs) recognize pathogen-associated molecular patterns to initiate an innate 

immune response. We previously reported upregulation of TLR2 expression level on monocytes of 
stable angina pectoris patients with significant coronary artery disease (CAD) relative to control patients 
without significant CAD. In this study we aimed to determine whether high level of Toll-like receptor 2 
(TLR2) is a risk factor for atherogenesis, independent of established risk factors including smoking, 
diabetes mellitus (DM), hypertension (HT), and hyperlipidemia (HL).TLR2 expression level on 
circulating monocyte surfaces was measured by using our developed flow cytometry assay. Patients 
were classified into two groups: "Arteriosclerotic disease" group (n=108) and "Control" group (n=70). 
Patients of the first group had arteriosclerotic disease such as CAD, aortic aneurysm, or peripheral 
arterial disease (PAD). The "Control" group was sex- and age-matched to the "Arteriosclerotic disease" 
group. The results demonstrated that TLR2 expression was significantly higher in the "Arteriosclerotic 
disease" group than in the "Control" group (p<0.001). Multivariate ordinal logistic regression analysis 
was performed; other known risk factors, which were represented to two nominal score points, 0 or 1, 
for patients with and without it, respectively, and TLR2 level, which was treated as a metric variable. 
DM (p=0.002), HT (p=0.001), HL (p<0.001), and TLR2 level (p<0.001) were identified as significant 
contributors for arteriosclerotic disease. In conclusion, high TLR2 expression level on monocytes may 
be an independent risk factor for atherogenesis 
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化性疾患に、感染症の関与が 1990

年代初めより示唆されてきたが（Valtonen VV 
Ann Med 1991; 23:539-534）、現在も、なお議
論が続いている問題である。われわれの着目
した点は、従来から行われている動脈プラー
ク巣における病原微生物の証明ではなく、そ
れに対する生体の応答である。病原体は、も
はや排除されたとしてもそれに類似する炎
症（免疫異常遷延化）が続いている患者が存
在しているのではないかとの仮説に基づく。
この病原体が排除されていても免疫異常応
答が持続しているとする仮説においては、病
原体あるいはその構成成分を見出そうとす
るアプローチは不可能である。動脈硬化性疾
患患者で、病原体認識レセプターの一つであ
る TLR2 が上昇していることを、われわれは、
動脈硬化疾患において単球膜上 TLR2 発現量
が高値にあることを明らかにしていた
（Mizoguchi E et al. Coron Artery Dis 2007; 
18:31-38）が、この TLR2 高値が動脈硬化疾
患の独立した危険因子になっているか否か、
不明であった。 
 
２．研究の目的 

TLR2 高値が動脈硬化疾患の周知の危険因
子（糖尿病、高脂血症、高血圧症、喫煙習慣）
とは独立したかたちで危険因子になってい
るかの否か、動脈硬化疾患患者の検体数を増
やし、検討すること。 
 
３．研究の方法 

従来、TLR2 に限らず、細胞１個あたりの
細胞膜上レセプター量は、フローサイトメト
リー機器を用いて、レセプター抗原特異的に
結合する蛍光標識抗体で目的とする細胞の
染色処理を施して後に、蛍光標識抗体が放つ
光量を光電子増倍管による電流に変換する
ことで、細胞一個あたりのレセプター量を数
値化してきた。しかしながら、この場合、二
つの原因に基づく数値結果の「ばらつき」は
避けられない。(1) 蛍光標識抗体が抗原レセ
プターを認識する上で、抗体製品番号差間、
抗体 Lot 差間における抗原-抗体結合能力の
差。(2) 測定時毎の光電子増倍管の感度を含
むフローサイトメトリー機器設定のばらつ
き。上記の問題を解決するために、フローサ
イトメーター機器を用いての測定系におい
て、普遍的基準となる尺度を設け、細胞膜上
の TLR2 の発現量を定量化する方法論を考案
し、ばらつきの要因を排除できない前提の下、
得られる測定数値にばらつきをみない測定
系を確立していた。本研究は、上記フローサ
イトメトリー測定系を用いて、末梢血液中の
単球 TLR2 の発現量の測定を行った。 

 
４．研究成果 
動脈硬化性疾患群では、単球膜上に発現し

ている TLR2 レベルは、そのコントロール群
に比べて、有意に高かった（図 1、中央値
[25-75%]、 5154 [4513-6109] vs. 4650 
[3930-5129] sites/cell、 p<0.001）。また、過
去に報告されている通り、われわれの研究に
おいても、動脈硬化疾患群はコントロール群
に比べて有意に高い CRP 値を有しているこ
とが示された（図 2、中央値 [25-75%]、0.12 
[0.05-0.35] vs. 0.06 [0.02-0.11] mg/dl、 
p<0.001)。しかし、図 3 で示されたように、
TLR2 値と CRP 値の間に相関性は認められな
かった（r=0.054、p=0.57）。 
更なる解析にて、TLR2 レベルはその他の

危険因子（糖尿病、高血圧症、高脂血症、喫
煙習慣）とは独立していることが示された
（動脈硬化群とコントロール群の二群から、
それぞれの危険因子を有した患者を除外し
て TLR2 値を比較しても、二群間において
TLR2 値の有意差を認めたことから、TLR2 値
の独立性を証明した）。続いて、順序ロジス
ティック回帰分析を行った結果、TLR2 値は
動脈硬化性疾患に対して有意に寄与してい
る因子であることが示された。ロジスティッ
ク回帰式に従えば、仮に、糖尿病、高脂血症、
高血圧症、喫煙習慣をもたない人がいたとし
て、この人の末梢単球膜上の TLR2 値が 8,000 
site/cell を示せば、P は 0.72 と計算され、動
脈硬化疾患を患う可能性が高いことが示さ
れる。結論として、単球膜上での TLR2 高値
は、新たな動脈硬化危険因子の一つであるこ
とが示唆された。将来的には、動脈硬化進展
の予防策として TLR2 発現量に介入する方向
での新たな治療戦略も期待されるところと
なる。 
次に、末梢の単球膜上の TLR2 値はいかな

る因子によって、その発現量が調節されてい
るかの検討を目的として、ex vivo でのサイト
カインによる末梢単球刺激実験を行った（表
1）。結果、Th1 サイトカインの一つである
TNF-α（生理的濃度範囲にて）が、TLR2 発現
レベルを上昇させる作用をもち、Th2 サイト
カインの IL-4、IL-5 がその発現量を半減させ
る能力を有することが示された。しかし、以
前よりの報告で示されてきた INF-γ によって、
TLR2 発現量が変化することはなかった。こ
の結果の違いは、従来の単球膜上の TLR2 抗
原をとらえる方法が、抗 TLR2 抗体（IgG2a）
を使用していたために、単球膜上に存在する
Fcγリセプターに抗体の Fc部分を介して結合
し、TLR2 分子に加えて CD64 などの Fcγリ
セプターを同時にカウントしていたためと
推測される。この抗 TLR2 抗体が Fcγリセプ



ターにトラップされてしまう欠点の解消を
目的として、抗 TLR2 抗体（IgG2a）に代わり、
Fc部分を取り除いたFab部分（抗TLR2 F(ab)2
抗体）を作成し、蛍光標識抗 TLR2 F(ab)2 抗
体を使用して測定を行った。われわれのデー
タは、このように改良した測定系に基づいた
ものである。 
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図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
計算式 (Logit) 

 
 
 
 
 

DM(1/0): 糖尿病（有/無） 
HT(1/0): 高血圧症（有/無） 
HL(1/0): 高脂血症（有/無） 

 
   P: probability of arteriosclerotic diseases 

（動脈硬化疾患を有する確率） 
0<P<0.5: arteriosclerotic diseases (-)  

（動脈硬化疾患無し） 
0.5<P<1: arteriosclerotic diseases (+)  

（動脈硬化疾患有り） 
 
ロジスティック回帰式 

 
 
 
 
表 1 

↑：発現量上昇 
→：発現量不変 
↓：発現量低下 
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