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Candida albicans 培養液中の可溶性多糖画分（CAWS）によって DBA/2 系マウスに

惹起される血管炎の病理組織学的検討と致死毒性の解析
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CAWS, a water-soluble extracellular polysaccharide fraction obtained from the culture supernatant of Candida al-
bicans, is one of the fungal pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). It has been reported to show potent ac-
tivity inducing arteritis and coronaritis in mice. Especially, CAWS-induced arteritis has a 100％ incidence and severe
mortality in the DBA/2 mouse strain. This artiˆcial vasculitis was reported to provide a good murine model of Kawasaki
disease and other in‰ammatory vascular disease. However, severe mortality was observed only in DBA/2 mice, which is
a CAWS-sensitive strain. In this study, to clarify the mechanisms of CAWS-induced arteritis and mortality, we investi-
gated microscopic histopathological changes in cardiovascular tissues in DBA/2 mice. Severe in‰ammatory inˆltration
was observed from the external elastic lamina in the aorta and proximal coronary arteries within 1 week after CAWS ad-
ministration. Severe stenosis of the aorta and coronary arteries was observed more than 3 weeks after CAWS adminis-
tration. Fibrinoid necrosis was observed in these vessel walls. All CAWS-treated mice died between the ˆfth and twelfth
week after administration. Severe in‰ammatory change with aortic valve transformation suggested that CAWS-treated
mice died of valvular endocarditis or cardiac dysfunction. Based on the simple induction method and complete inci-
dence, these data suggest that CAWS-induced arteritis is a good model of not only Kawasaki disease but also other
cardiovascular diseases such as valvular endocarditis.
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目 的

虚血性心疾患や脳血管障害の原因となる動脈硬化

は，動脈における血管内皮細胞の障害，活性化マク

ロファージの血管壁浸潤と酸化 low-density lipopro-

tein cholesterol (LDL-c）の貪食による泡沫化が要

因と考えられている．1)近年，動脈硬化を持続的な

慢性炎症の終末像と捉え，2)臨床においても high-

sensitive C-Reactive Protein (hsCRP）といった炎症

マーカーを動脈硬化の指標とすることの有用性が報

告されている．3)したがって，川崎病に代表される

血管炎症性疾患の病態解明は，動脈硬化病変の原因

究明にも役立つと考えられる．川崎病は幼少期に発

症して全身の中小動脈に炎症性病変を形成する難治

性疾患であり，経過中に約 30％の患者で冠動脈の

拡大や冠動脈瘤を合併する．4) 1987 年に東邦大学医

学部の直江らが川崎病患者の糞便中より分離した

Candida albicansderived substances (CADS）がマ

ウスにおいて，川崎病に類似した冠状動脈炎を起こ

すことを報告した．5)さらに，その後の研究で類似

物質の CAWS (C. albicans water-soluble fraction）
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には，DBA/2 系マウスにおいて強い血管炎誘発作

用と致死活性があることが判明した．6,7)これまでの

報告で，CAWS によって惹起される血管炎（以下，

CAWS 血管炎）は川崎病や動脈の炎症性疾患の動

物モデルとして，極めて有用と考えられている．8)

しかし，血管炎の発症機構と DBA/2 系マウスの死

亡原因については不明な点が多い．本研究では

CAWS 血管炎の病態解明のため，血管病変の形成

部位を病理組織学的に評価し，血管炎の発症過程を

詳細に解析することで，DBA/2 系マウスの死亡原

因について検討した．

方 法

1. CAWS の調整法 C. albicans IFO 1385 菌

体を完全合成培地（C-limiting medium）中，pH 5.2

の酸性条件下で培養を開始し，27°C, 400 rpm の撹

拌培養器中で 5 l/分の通気下に培養した．得られた

培養液のエタノール不溶かつ水溶性画分を分離し，

既報に従い CAWS を得た．6)本研究に使用したロッ

トの CAWS は抗カンジダ因子血清との反応性，エ

ンドトキシン含量，ベータグルカン含量，炭素・水

素及び窒素の含有量，マウスへの静脈内投与におけ

る急性致死活性において，既報の CAWS と同等の

活性，物性を示すことを確認した．

2. マウス，病理組織学的観察，生存率の観察

4―5 週齢の DBA/2 系マウス（日本 SLC 株式会社）

に CAWS 4 mg/mouse を 5 日間腹腔内に投与後，1

週間毎にマウスを屠殺，肉眼的な臓器の形態変化を

低倍率実体顕微鏡下で観察し，心臓組織切片の病理

学的変化を Hematoxylin and Eosin (HE）染色，及

び Elastica Van Gieson (EVG）染色法にて染色して

顕微鏡下に観察した．4―5 週齢の DBA/2 系マウス

に CAWS 1 mg/mouse を腹腔内に投与後 1 週目の

脾臓重量と 12 週目までの生存率，及び体重変化を

観察した．CAWS 血管炎では 250 mg/mouse の投与

量まで同様の血管炎を 100％形成することを確認し

ており，生存率の観察では CAWS 投与量を 1 mg/

mouse とした．なお，すべてのマウスは実験終了

まで speciˆc pathogen free (SPF）条件下で飼育し，

実験動物の取り扱いは東京薬科大学実験動物取り扱

い規約に従った．

3. 統計学的処理 脾臓重量，及び体重の推移

については，未処置群と CAWS 処置群間で student

の t 検定を行い，生存率に関してはそれぞれのマウ

ス死亡の事象発生時点で未処置群と CAWS 処置群

間で Wilcoxon の順位和検定を実施した．

結 果

CAWS 投与前の DBA/2 マウスのバルサルバ洞

付近における横断切片の組織像を Fig. 1(a)に示し

た．この付近の切片では，大動脈起始部における内

膜（血管内皮細胞），中膜（血管平滑筋及び弾性板），

外膜と左心室の心筋組織，及び冠動脈開口部が大動

脈組織に連続して観察される（Fig. 1(b)）．また，

DBA/2 系マウスの特徴として心外膜に石灰化

（Fig. 1(c)）が高頻度に認められるが，9)動脈組織に

は石灰化像や炎症性細胞の浸潤は認められない．

CAWS 投与開始後 1 週間目においては，バルサ

ルバ洞から大動脈弁周囲にかけて炎症性細胞が外膜

側から中膜弾性板へと浸潤する様子が観察された

（Fig. 2(a)）．炎症組織は多核白血球を主体とする

細胞から構成されており，単球，組織球系細胞，リ

ンパ球系細胞も認められた．内膜付近にも炎症性細

胞が認められるため，内膜炎の存在は否定できない

が，内皮細胞の剥離を示唆する血栓の形成が認めら

れない．

2 週目では大動脈弁弁輪を含む大動脈起始部，バ

ルサルバ洞のうち，冠動脈を分岐する有冠洞を中心

に外膜・中膜側から内膜側への炎症性変化が著しく

進み，弾性板に沿って多核白血球を中心とする炎症

性細胞の浸潤が観察された（Fig. 2(b)）．炎症細胞

の中には巨細胞も存在していた．特に観察後期では

内膜炎も併発しているが，多核白血球は外膜よりも

少なく，組織球様の細胞が多く認められ，血管内腔

では少量の血栓形成が認められた．

3 週目以降は無冠洞を含めて全周性に著しく炎症

性病変が拡大し，一部で膿瘍化も認められ（Fig. 2

(c)），中膜弾性板にはフィブリノイド壊死が認めら

れた．内膜・中膜弾性板・外膜といった血管として

の基本構造が破壊され，内膜の著しい肥厚による大

動脈起始部の高度な狭窄と大動脈弁組織の高度な変

形を認めるほどの著しい血管病変を形成した（Fig.

2(d)）．

4 週目の病変部における低倍率実体顕微鏡像を

Fig. 3 に示した．炎症性組織周辺は大動脈壁と弁組

織の肥厚を伴う白色組織として観察された．
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Fig. 1. Histological Examination on Cardiovascular Tissue Feature of the Control (Untreated) DBA/2 Mice
(a) low power view of aorta and arotic valve, (b) branched coronary artery from aorta with middle power view, (c) DBA mouse has calciˆcation (arrow) in

pericardium with high incidence. Tissues were stained by hematoxylin and eosin.

Fig. 2. Time Course of In‰ammatory Changes around the Aorta and Aortic Valves by CAWS Administration in DBA/2 Mice
Upper pictures show aorta and aortic valve with low power view (same magniˆcation). (a) Arrow shows aŠected inˆltration to base of aortic valve at 1 week

after CAWS administration. (b) Severe inˆltration of leucocytes to aorta and coronary arteries was observed at 2 weeks. (c) At 3 weeks, severe in‰ammation was
spread over all around aortic valve. (d) Advanced in‰ammatory changes and aortic valvuar stenosis was observed at 4 weeks. Under pictures show each tissue with
high magniˆcation, arrows show the features of ˆbrinoid necrosis. These tissues were stained by hematoxylin and eosin.

Fig. 3. Anatomical Observation for In‰ammatory Alterations in Aorta and Aortic Valve
Arrow shows in‰ammatory change with transformation and hypertrophy in aorta and around aortic valve.

645No. 8
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Fig. 4. Examination of Elastic Fibers of Aorta in CAWS-treated DBA/2 Mice by EVG (Elastica Van Gieson) Stain
(a) The aortic tissue at 4 weeks after CAWS administration with low power view. (b)Middle power view for the area of coronary artery branching. In‰amma-

tory changes with stenosis in coronary arteries (arrows). (c) In‰ammatory inˆltration for elastic lamina.

Fig. 5. Spleen Weight and Time Course of Body Weight with CAWS Treatment
DBA/2 mice were treated with/without CAWS at 1 mg/mouse for 5 consecutive days. The left panel shows spleen weight at 1 week after CAWS administra-

tion. The right panel shows time course of body weight. The results represent the mean S. D.†: died in CAWS-treated mice during the observation period, N. S.: No
statistical signiˆcance diŠerence.
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4 週目の EVG 染色では大動脈と冠動脈起始部に

中膜弾性板の構造を破壊して炎症性細胞が浸潤する

様子が観察された（Fig. 4）．

CAWS 1 mg/mouse 投与群では脾臓重量が有意

に増加し，未処置群の成長曲線と比べ有意差はない

ものの，体重が変動する傾向があり（Fig. 5），生

存率の観察では 5 週目付近から死亡するマウスが出

始め，12 週までに 100％が死亡した（Fig. 6）．

CAWS 投与群では死亡間際に突然の痙攣様発作を

起こすマウスも認められた．

考 察

血管炎の病名と定義は，1994 年の Chapel Hill

Consensus Conference で採択された分類がよく用い

られる．10)それによれば，血管炎を病変部位により

分類した場合，大動脈に代表される大血管に病変が

認められるものとして，巨細胞性動脈炎（側頭動脈

炎）や高安動脈炎があり，各臓器や組織へ分岐する

中小動脈に病変が認められるものとしては結節性多

発動脈炎，川崎病，Wegener 肉芽腫症，Churg-
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Fig. 6. Survival Ratio of CAWS-treated DBA/2 Mice
DBA/2 mice were treated with/without CAWS at 1 mg/mouse for 5 consecutive days. All mice were maintained under speciˆc pathogen free condition during

the observation period.

Table 1. Classiˆcation of Vasculitis Organised according to Predominant Size of Vessels AŠected

Large artery Medium sized artery Small artery Arteriole Capillary

 Giant cell (temporal) arteritis
 Takayasu's arteritis

 Polyarteritis nodosa
 Kawasaki disease
 Microscopic polyangiitis
 Wegener's granulomatosis
 Churg-Strauss syndrome

 Henoch Sch äonlein purpura
 Essential cryoglobulinaemic vasculitis
 Antiglomerular basement membrane antibody mediated disease

 CAWS-induced vasculitis 

(modiˆed from Jennette et al., Arthritis Rheum., 37, 187192 (1994).)

647No. 8

Strauss 症候群が分類されている．毛細管の炎症と

しては Henoch Sch äonlein 紫斑病，過敏性血管炎等

が挙げられており，障害される血管に応じて多彩な

臨床症状を呈する．本研究で観察される CAWS 血

管炎は，大動脈起始部と冠動脈近位部に炎症性病変

を認めることから，病変の部位に関しては川崎病や

高安病と共通点が認められる（Table 1）．

組織像としては CAWS 投与後 3 週目以降には中

膜弾性板にフィブリノイド壊死と内膜肥厚を認め，

全層性全周性の炎症病変拡大により基本的な血管

構造が破壊されていることから，壊死性血管炎

（necrotizing vasculitis）に分類される．経時的には

最初に外膜側への炎症性細胞の集積を認め，このと

き内皮細胞の剥離や内膜障害を強く示唆する血栓が

ほとんど認められないことから，主に外膜側から発

症する血管炎と考えられる．炎症組織は大部分が多

核白血球様の細胞で構成されており，外膜に集積し

た炎症性細胞は vasa vasorum（脈管栄養血管）か

ら遊走・侵入し，中膜の弾性板に沿って浸潤して炎

症性病変が拡大する様子が観察される．血管病変の

動物モデルとして汎用される Apoprotein-E Knock-

out (Apo-E KO）マウスにおける動脈硬化様の病変

と比較すると，Apo-E KO マウスは脂質代謝異常に

伴う血管内皮細胞（内膜）の障害を期に病変が形成

されるため，11) CAWS 血管炎と組織像や病変形成

の過程が大きく異なると考えられる．

本研究では他の血管や他臓器病変の検索は十分に

行われていないが，直江らの報告では類似物質の

CADS によってもたらされる冠動脈炎において，

大動脈起始部と冠動脈近位部の病変のほか，腎動
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脈，リンパ節や肝に膿瘍化や壊死像が認められてい

る．12)著しい血管病変が主に大動脈起始部と冠動脈

近位部に限局している原因については未解明で，ヒ

トの血管炎において抗大動脈抗体（内皮細胞反応性

自己抗体）や，13)抗好中球細胞質抗体（ANCA）の

関与が示唆されていることから，14) CAWS と交差

反応するような特定部位の自己抗原が存在している

のかも知れない．

近年，血管炎の原因として微生物感染や微生物抗

原の関与を示唆する報告が多く，ANCA 陽性血管

炎と細菌感染の関連，巨細胞性動脈炎とパルボウイ

ルス B19，ヘルペスウイルス属の感染，川崎病とコ

ロナウイルス属の New Haven-novel Human Corona-

virus (HCoV-NH）感染の関与を示唆する報告が多

数存在する．15―17)感染症における自然免疫の応答

メカニズムの研究は急速に進んでおり，LPS に代

表される微生物由来の免疫活性化物質は pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs）と称される

ようになった． PAMPs の作用発現に toll-like

receptor (TLR）が重要な役割を担っていることが

判明し，18,19)川崎病患者の B 細胞表面には TLR フ

ァミリーの 1 つと考えられる CD180 の発現が増加

するとの報告や，20) Lactobacillus casei cell wall ex-

tract (LCCWE）誘発マウス川崎病モデルにおいて

も TLR2 の関与を示唆する報告がある．21) PAMPs

のシグナル伝達にはレクチン受容体も関係してい

て，真菌由来の代表的 PAMPs であるベータグルカ

ンは Dectin-1 がレクチン受容体として知られる．22)

真菌マンナンの場合，補体レクチン経路の活性化で

知られる mannose binding lectin (MBL）やマクロ

ファージマンノースレセプターなどが受容体とな

る．事実，CAWS は強力にヒトの補体系をレクチ

ン経路を介して活性化するため，CAWS の血管炎

惹起活性の少なくとも一部はレクチン受容体を介し

て起きていると予測される（投稿準備中）．一方，

CADS や CAWS と TLR の関与については現在の

ところ不明である．

CAWS 血管炎は脾腫を伴う炎症性応答であり，

DBA/2 系マウス脾細胞を用いた in vitro の検討で

は，CAWS 刺激により炎症性サイトカインの産生

が著しく増強されることが判明している．7) CAWS

血管炎の発症頻度と致死毒性，サイトカイン誘導能

にはマウスの系統間で較差が認められ，23,24)ヒトに

おいては血管炎と HLA ハプロタイプとの関連を示

唆する報告もあるが，25) CAWS 血管炎とマウスの

H2 ハプロタイプとの関連については十分に検討

されていない．ただ，DBA/2 系マウスは高頻度に

心外膜の石灰化を認める特徴があり，炎症組織の終

末像として石灰化を形成することもあるため，

DBA/2 系マウスが元来心血管系に炎症を起こし易

い系統である可能性は否定できない．

CAWS の基本構造は高分子マンナンとタンパク

質にベータグルカンのユニットが結合した複合体で

あり，培養条件によって微細な構造変化が生じて生

物活性が著しく変化する．6,8)川崎病類似血管炎の動

物モデルとしては，CAWS, CADS といった真菌由

来物質のみでなく，細菌由来の LCCWE でも

C57BL/6 系マウスで冠状動脈炎を起こすことが報

告されている．26)しかし，LCCWE で誘発される冠

動脈炎は大動脈まで至る基本的な動脈構造の破壊や

フィブリノイド壊死を伴うような激しい炎症は起こ

らないようである．さらに，LCCWE では血管炎

の誘発は，投与群すべてに確実に惹起されるとはい

い難い傾向にある．一方，DBA/2 系マウスにおけ

る CAWS 血管炎は 250 mg/mouse から血管炎が認

められ，用量依存的に血管炎が惹起できる．今回の

1 mg/mouse という投与量は，CAWS 血管炎の治療

モデルとして各種治療法の生存率を観察する場合

に，生存率の延長を効果判定の基準とするためには

適当な観察期間で実験が可能であろうとの予測から

設定した投与量であり，このように定量的に致死毒

性がコントロール可能であるという点が，本モデル

を前臨床試験に使用する上で最も優れた点であると

言える．

本モデルでは DBA/2 系マウスにおいて CAWS

投与群の 100％に血管炎を誘発し，短期間で著しい

血管病変をもたらした．CAWS 血管炎は単に大動

脈病変に留まらず，高度の冠動脈起始部病変と大動

脈弁に病変を伴っており，一部で肉眼的に心肥大を

認めることがある．マウスの死因については，冠動

脈閉塞に伴う虚血性心疾患，あるいは大動脈弁の病

変によって大動脈弁狭窄や閉鎖不全に陥り，心機能

不全を併発したか，リモデリングによる伝導系障害

が致死的心室性不整脈を誘発して心停止した可能性

が高いと考えられる．27)心肥大の程度と心筋炎の合

併については今回検討していないが，CAWS 投与
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マウスで心臓超音波検査を実施したところ，有意な

左室拡大と心機能低下が観察されている（投稿準備

中）．現在，マウスの心不全モデルとして報告され

ているものに，外科的処置や遺伝子操作によるモデ

ル，28,29)ジフテリアトキシン，コクサッキーウイル

ス B3, encephalomyocarditis virus (EMCV）による

心筋炎モデルがあり，30) CAWS 血管炎が DBA/2 系

マウスの心機能を低下させることが確認できれば，

心不全の動物モデルとしても利用できる可能性があ

る．さらに，ナトリウム利尿ペプタイド，カテコラ

ミン，エンドセリンといった液性因子の検討を行う

ことで，本モデルの病態が明らかになるものと考え

られる．

CAWS 血管炎を誘発させる実験手技は簡便で，1

度に多くの固体で確実に血管炎を作ることができ

る．しかも，中長期的な観察で致死率が 100％であ

るため，生存率の延長をみることで，血管炎の治療

薬，治療法の評価が可能と考えられる．CAWS 血

管炎の研究発展は，難治性血管炎のメカニズム解明

に役立つばかりでなく，心臓弁膜症や心不全といっ

た循環器系疾患の優れた動物モデルとして，前臨床

段階での利用価値を高めると考えられる．
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