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1. 背景

高比重リポ蛋白 (HDL)は末梢組織で余剰になったコレステロールを肝臓へ運ぶコ

レステロール逆転送作用に関与し、さらに抗炎症作用にも関わることで、動脈硬化予

防に重要な役割を果たしている。低 HDLコレステロール (HDL-C)は心血管疾患のリ

スクとなることが多くの観察研究より証明されてきたが、 HDL-Cを増加させる薬剤治

療（コレステロールエステル転送蛋白阻害薬）を用いた臨床研究では、これまでのと

ころ心血管疾患の発症抑制効果が見られない。一方で、 HDLの質、すなわちコレステ

ロール逆転送作用の低下が、 HDL-C量の低下よりも重要な動脈硬化性疾患の危険因子

であるとの報告から、近年HDLの質・機能の評価、さらにHDLがもたらす炎症制御機

構が注目されている。

マクロファージは動脈硬化病変において重要な役割を担う免疫細胞であり、近年

様々な生理活性脂質（脂質メディエーター）が、その機能に関わっていることが知ら

れつつある。従来HDLはコレステロール逆転送の過程において、マクロファージ表面

に発現する受容体ABCAlやABCGlを介して相互作用することが知られているが、 HDL

がマクロファージ機能全般にどのような影響を及ぼすか、十分に検討されていなかっ

た。

2. 目的

HDL の蛋白・脂質の質が HDL—マクロファージ相互作用に与える影響を検討する。

3. 方法

健常人と動脈硬化疾患患者の血漿より HDL(健常人 HDL:Healthy HDLと表記，動

脈硬化疾患患者HDL:coronary artery disease HDL: CAD HDLと表記）を超遠心法に

よって分取後、 HDLを活性化させたマウスマクロファージ(Rawcell)と incubation

し、産生された脂質メディエーターを液体クロマトグラフィー質量分析計(LC/MS/MS:

liquid chromatography-mass spectrometry)を用いて測定した。

脂質メディエーター産生を制御する酵素発現を検討するため、マクロファージ蛋白、

またはHDL蛋白をウエスタンプロット法で解析した。

HDLの脂質をカルボシニアン蛍光色素で染色後、マクロファージと incubationし、

共焦点顕微鏡を用いてHDLの挙動を観察した。またHDL粒子そのものからの脂質メデ

ィエーター産生能を評価するため、重水素ラベルした基質をHDLに加え、 HDLから産

生される重水素ラベルされた脂質メディエーターを LC/MS/MSを用いて測定した。

マクロファージの貪食作用の評価には、蛍光ラベルされたザイモザン粒子を用いて

phagocytosis assayを実施した。

4. 結果



『HealthyHDLは活性化マクロファージ 5-10をプロテアソーム分解することで、マ

クロファージからのLTB4産生を抑制する』

HDLと活性化マクロファージを incubationすると、 HealthyHDLではマクロファー

ジから産生される LTB4が低下するのに対して、 CADHDLではこのLT恥抑制が見られな

い。この機序として、 LT恥産生に必要なマクロファージ 5-LOの発現が HealthyHDL 

処理でのみ有意に低下することを見出した。この HealthyHDLによる 5-LO発現低下

は、ユビキチン・プロテアソーム阻害薬の前投与によって阻害されたことから、

Healthy HDLはマクロファージ 5-LOをユビキチン・プロテアソーム分解することが

示唆された。 CADHDLはマクロファージ 5-LOを分解できないため、マクロファージ

からのLTB4産生が増加していたと考えられる。

『HealthyHDL粒子はクラスリン依存性エンドサイトーシスを介してマクロファージ

へ取り込まれる』

HDLーマクロファージ相互作用の違いの原因を検討するため、マクロファージと

incubationした際の HDLの挙動を観察した。興味深いことに HealthyHDLはマクロ

ファージヘ数分～数十分というタイムコースで取り込まれるのに対し、 CADHDLはほ

とんどマクロファージヘ取り込まれなかった。 HealthyHDLのマクロファージヘの取

り込みはクラスリン阻害薬PitStop2の前投与によって阻害されたことから、Healthy

HDLはクラスリン依存性エンドサイトーシスによってマクロファージに取り込まれる

ことを明らかにした。

『CADHDLはLTB4を産生する』

HDL取り込みにおける違いの原因が、 HDLそのものの質の違いにあると考え、 HDL

中の蛋白発現をウエスタンプロット法で確認したところ、 CADHDLはLT恥産生に必要

な5-LOやLTA.ihydrolaseを有しているのに対し、 HealthyHDLにはこれらの蛋白が

全く発現していないことを確認した。さらに、重水素ラベルした基質を HDLと加え、

産生された重水素ラベル化脂質メディエーターを LC/MS/MSで解析すると、 CADHDL 

から重水素ラベルされたLT恥が産生されることを見出した。これらの結果から、 CAD

HDLはLTB4産生に必要な酵素群を含有しており、自ら LT恥を産生することが明らかに

なった。

『LTB心即Lのマクロファージヘの取り込みを阻害し5-LO分解を妨げる』

HDL から局所で産生される LTB4 が、 HDL—マクロファージ相互作用に与える影響を検

討するため、 LTB4を添加して HealthyHDLとマクロファージを incubationした。こ

の結果、 HealthyHDLのマクロファージヘの取り込みは低下し、マクロファージ5-LO

の分解効果も低下することを確認した。このことから、 LT恥がHDLのマクロファージ

への取り込みを阻害し、 HDLによる 5-LO分解を抑制することが示唆された。また

Healthy HDLとの incubationによって、マクロファージ貪食能力が充進することが

確認できたが、この効果も LT恥の添加により抑制されることが明らかとなった。

『LT恥受容体拮抗薬が及ぼすHDL—マクロファージ相互作用への影響』

LT恥添加による HealthyHDLーマクロファージ炎症制御機構の抑制は、 LTB4受容体拮

抗薬によって改善することが確認できた。またLT恥受容体拮抗薬の前投与はCADHDL

のマクロファージヘの取り込みも促進することが明らかとなった。

5. 考察

Healthy HDLは活性化されたマクロファージヘ取り込まれ、5-LOを分解することで、

マクロファージからのLT恥産生を抑制することを明らかにした。一方、 CADHDLは自

らがLTB4を産生し、 HDLのマクロファージヘの取り込みが阻害されるため、 HDLによ

るマクロファージヘの炎症抑制効果が消失していた。

HDLは肝細胞や血管内皮細胞へ取り込まれることは知られているが、本研究では

HDLがマクロファージヘクラスリン依存「生エンドサイトーシスによって取り込まれ、

ュビキチン・プロテアソーム系によって 5-LOが分解されることを明らかにした。今

後、 HDLのマクロファージヘの取り込みがどのような機序でプロテアソーム分解を制

御するか検討を進める必要がある。

今回の研究では、 HDLから産生される生理活性脂質が周囲の細胞に影響を与えると

いう、新たな HDL—細胞間相互作用が明らかとなった。 CADHDL は自ら炎症性脂質メデ

ィエーターを産生し、マクロファージの炎症を遷延させることから「機能不全 HDL」

と表現することができる。また LT恥受容体拮抗薬が CADHDLの「機能不全」を改善

することが期待され、今後 LT以受容体拮抗薬は、動脈硬化性疾患に対する 1つの治

療戦略に成り得るのではないかと考える。

6. 結語

HDLに含有される蛋白・脂質の質の違いがHDLから産生される機能性脂質の産生に

影響を及ぼし、 HDL—細胞間相互作用に直接的な影響を及ぼすことが明らかとなった。

HDLから産生される機能性脂質に対し薬理学的に介入することが、動脈硬化性疾患で

認められる「機能不全HDL」の機能改善に結びつくことが期待される。
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高比重リポ蛋白 (HDL)はコレステロールを肝臓へ運ぶコレステロール逆転送作用に関与し、さらに抗炎

症作用にも関わることで、動脈硬化予防に重要な役割を果たしている。本研究ではHDLの蛋白・脂質の質が

HDL—マクロファージ相互作用に与える影響を検討した。

健常人と動脈硬化疾患患者の血漿より HDL(健常人 HDL:Healthy HDLと表記，動脈硬化疾患患者 HDL:

coronary artery disease HDL: CAD HDLと表記）を超遠心法によって分取後、 HDLを活性化させたマウスマ

クロファージ(Rawce l llと incubationし、産生された脂質メディエーターを液体クロマトグラフィー質量

分析計(LC/MS/MS:I iqu id chromatography-mass spectrometry)を用いて測定した。脂質メディエーター産

生を制御する酵素発現を検討するため、マクロファージ蛋白、またはHDL蛋白をウエスタンプロット法で解

析した。 HDLの脂質をカルボシニアン蛍光色素で染色後、マクロファージと incubationし、共焦点顕微鏡を

用いてHDLの挙動を観察した。またHDL粒子そのものからの脂質メディエーター産生能を評価するため、重

水素ラベルした基質をHDLに加え、 HDLから産生される重水素ラベルされた脂質メディエーターをLC/MS/MS

を用いて測定した。マクロファージの食食作用の評価には、蛍光ラベルされたザイモザン粒子を用いて

phagocytosis assayを実施した。

HDLと活性化マクロファージを incubationすると、 Healthy HDLではマクロファージから産生される LTB4

が低下するのに対して、 CADHDLではこの LT恥抑制が見られず、 LT恥産生に必要なマクロファージ 5-LOの

発現がHealthy HDL処理でのみ有意に低下することを見出した。 Healthy HDLによる 5-LO発現低下は、ユビ

キチン・プロテアソーム阻害薬の前投与によって阻害されたことから、 Healthy HDLはマクロファージ 5-LO

をユビキチン・プロテアソーム分解することが示唆された。マクロファージと incubationした際の HDLの

挙動を観察したところ、 HealthyHDLはマクロファージヘ数分～数十分というタイムコースで取り込まれる

のに対し、 CADHDLはほとんどマクロファージヘ取り込まれなかった。 Healthy HDLのマクロファージヘの

取り込みはクラスリン阻害薬PitStop2の前投与によって阻害されたことから、 Healthy HDLはクラスリン依

存性エンドサイトーシスによってマクロファージに取り込まれることを明らかとなった。 HDL中の蛋白発現

をウエスタンプロット法で確認したところ、 CADHDLはLT恥産生に必要な 5-LOやLTA4hydrolaseを有して

いるのに対し、 Healthy HDLにはこれらの蛋白が全く発現していないことを見出した。重水素ラベルした基

質をHDLと加え、産生された重水素ラベル化脂質メディエーターをLC/MS/MSで解析すると、 CADHDLから重

水素ラベルされたLT恥が産生されることを見出した。これらの結果から、 CADHDLはLT恥産生に必要な酵素

群を含有しており、自ら LT恥を産生することが明らかになった。 LT恥を添加してHealthyHDLとマクロファ

ージを incubationした結果、 HealthyHDLのマクロファージヘの取り込みは低下し、マクロファージ 5-LO

の分解効果も低下することが明らかとなった。また HealthyHDLとの incubationによって、マクロファー

ジ貪食能力が冗進することが確認できたが、この効果も LT恥の添加により抑制されることが明らかとなっ

た。さらに、 LT恥添加による HealthyHDL—マクロファージ炎症制御機構の抑制は、 LT恥受容体拮抗薬によっ

て改善することが確認できた。またLT恥受容体拮抗薬の前投与はCADHDLのマクロファージヘの取り込みも

促進することが明らかとなった。

本研究は、 HDLと機能やマクロファージ機能との関連を研究したものであるが、従来ほとんど知られてい

なかった 5ーリポキシゲナーゼ／ロイコトリエン恥経路の関与を初めて証明した報告である。 HDLによるマク

ロファージ機能制御に関して、新規かつ重要な知見を得たものとして価値ある業績であると認める。よって

本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があるものと認める。


