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略語一覧 

 

文章中では以下の略語を用いた。 

 

ABC : avidin:biotinylated enzyme complex 

ApoB : apolipoprotein B 

βVLDL  beta-migrating very low-density lipoprotein 

BCA : bicinchonic acid 

BPB :  bromophenol blue 

BSA : bovine serum albumin 

CAPS : 3-(cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid 

CBB : Coomassie Brilliant Blue R-250 

DAB : 3, 3’-diaminobenzidine 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS : fetal bovine serum 

HDL : high-density lipoprotein 

HRP : horseradish peroxidase 

LDL : low-density lipoprotein 

MDA : malondialdehyde 

PBS : phosphate-buffered saline 

PC-Acro : protein-conjugated acrolein 

PFA : paraformaldehyde 

PMA : phorbol-12-myristate-13-acetate 

PVDF : polyvinylidene difluoride 

RPMI : Roswell Park Memorial Institute 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SFCA : surfactant-free cellulose acetate 

SMC : smooth muscle cell 

SR : scavenger receptor 

SR-A1 : scavenger receptor A1 

TBARS : thiobarbituric acid reactive species 

TBS : Tris-buffered saline 

Tris  2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 

VLDL : very low-density lipoprotein 
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序論 

 

 アテローム性動脈硬化症は、動脈壁が肥厚することにより虚血性心疾患や脳

梗塞の引き金となる動脈病変である。動脈硬化病巣にはリポタンパク質を取り

込むことによりコレステロールを過剰に蓄積した泡沫細胞が存在する (Fig. 1) 

[1]。泡沫細胞は、マクロファージおよび平滑筋細胞由来のものであり、マクロ

ファージ由来の泡沫細胞は、アテローム性動脈硬化症の初期病変である脂肪線

条を形成する。さらに泡沫化したマクロファージは、サイトカインの産生およ

びアポトーシスを引き起こし、アテローム性動脈硬化症の進展を促進する [2]。

従って、マクロファージの泡沫化を引き起こす因子の同定は、アテローム性動

脈硬化症の発症や進展を制御する上で重要である。 

Low-density lipoprotein (LDL) は LDL受容体を介しマクロファージに取り込ま

れるが、LDL受容体は細胞内のコレステロール量増加によりダウンレギュレー

ションを受けるため、LDLはマクロファージの泡沫化を引き起こさない [3]。一

方、酸化修飾された LDLはスカベンジャー受容体を介しマクロファージに取り

込まれるため、酸化 LDLはマクロファージにおけるコレステロールの蓄積に主

要な役割を果たすと考えられている [4]。しかし、ヒト動脈硬化病巣から単離し

た LDLの酸化は、マクロファージのスカベンジャー受容体に認識されるほど進

んでいないことが報告されており [5]、酸化 LDLの動脈硬化症に対する寄与に

は不明な点が残されている。当研究室では、アクロレインで修飾された LDLは、

酸化 LDLより細胞内のコレステロール量を有意に増加させ、マクロファージの

泡沫化に寄与することを報告した [6]。従って、アクロレインにより修飾された

リポタンパク質は、マクロファージの泡沫化の誘導を介し、アテローム性動脈

硬化症の発症に重要な役割を果たす可能性が考えられる。 

脂質異常症は、アテローム性動脈硬化症のリスク因子である [7]。高コレステ

ロール食を給餌したウサギは、アテローム性動脈硬化症のモデル動物として用

いられており、血漿中において β-migrating very low-density lipoprotein (βVLDL) 

を含むコレステリルエステルに富んだリポタンパク質が増加する [8, 9]。ヒトで

は血液中の βVLDLはⅢ型脂質異常症の患者で増加し、アテローム性動脈硬化症

の早期発症を伴う [10]。In vitro において βVLDLはマクロファージの泡沫化に

寄与することが報告されている [11-13]。さらに、ヒト血液中の酸化 LDL濃度は、

総 LDL濃度の 0.5%より少なく、動脈硬化症を発症させる因子として十分ではな

いと考えられる [14]。以上の報告は、酸化 LDLだけではなく βVLDLがマクロ

ファージにおけるコレステロール蓄積の主要因子であること、および修飾され

た βVLDLが動脈硬化症の発症に関与する可能性を示している。 
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アクロレインは毒性が強く、反応性が高い α, β-不飽和アルデヒドであり、脂

質の過酸化により生成する。その反応性の高さから生体内ではタンパク質中の

求核性が高いリジン、システイン、ヒスチジン残基に付加する [15]。ヒト動脈

硬化病巣においてアクロレインが結合したタンパク質 (protein-conjugated 

acrolein, PC-Acro) が検出されており [16]、血液中の PC-Acro濃度は動脈硬化症

の進展と相関することが報告されている [17]。アクロレインの産生経路として 2

つの経路が上げられる。1つは、喫煙といった有機物の過熱により産生される経

路であり、喫煙は冠動脈硬化症のリスク因子として知られている [18]。もう 1

つは、細胞障害時に放出されるポリアミンから産生する経路であり、この現象

は脳梗塞のモデルマウスにおいて認められている [19]。その他に慢性腎臓病 

[20] やアルツハイマー病 [21] の患者で血液中の PC-Acro濃度が上昇すること

が報告されており、細胞傷害時にアクロレインが産生されることが示されてい

る。現在、血液中の PC-Acro濃度は、脳梗塞リスク評価の分子マーカーとして

使用されており [22]、脳梗塞と動脈硬化症の発症は相関することが報告されて

いる [23]。動脈硬化病巣は血管内皮細胞の障害から始まることが示唆されてお

り [24]、内皮細胞の障害部位からアクロレインが産生される可能性がある。以

上の知見から、生体内で βVLDLはアクロレインにより修飾されている可能性が

考えられるが、アクロレイン化 βVLDLのアテローム性動脈硬化症対する役割は

明らかとなっていない。 

 本研究では、アテローム性動脈硬化症におけるアクロレイン化 βVLDLの役割

を明らかにすることを目的とし、動脈硬化症モデル動物を用い動脈硬化病巣に

おける PC-Acroの局在を検討した。また、アクロレイン化 βVLDL の動脈硬化症

に対する寄与を明らかにするため、PC-Acro 濃度および酸化 LDL の指標として

マロンジアルデヒド (MDA) 濃度を測定した。さらに、THP-1マクロファージ

を用いアクロレイン化βVLDLがマクロファージの泡沫化に与える影響を解析し

た。 
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Fig.1 Foam cell formation in atherosclerotic lesions 

SMC, smooth muscle cell; LDL, low-density lipoprotein; βVLDL, β-migrating very 

low-density lipoprotein.  
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第 1章 実験材料および方法 

 

1 - 1 試薬 

 

 試薬類とその入手方法は実験方法の各項に付記した。特に表示のない限り、

和光純薬株式会社および Sigma-Aldrich株式会社より購入した特級試薬を用いた。 

 

1 - 2 動物 

 

オスのニュージランド白色兎 (6週令、体重 1.8–2.2 kg) を、高杉実験動物より

購入した。ウサギは、普通食 (control diet) 高コレステロール食 (high-cholesterol 

diet) を給餌する群に割り付け、各群 5羽用いた。 

 

1 - 3 試料 

 

 普通食として RC-4 (オリエンタル酵母工業株式会社) を用いた。高コレステロ

ール食は RC-4に 0.5%のコレステロールを加えた飼料を用いた (オリエンタル

酵母工業株式会社)。給餌は 1日 100 gを 8 週間行った。ただし、採血の前日は

絶食とした。 

 

1 - 4 血漿の調製 

 

 2週間に 1度、耳介中心動脈より採血を行った。8週間の給餌終了後、ペント

バルビタール (50 mg/kg) による麻酔下で頚動脈より血液を回収した。得た血液

に 1 u/mLの濃度になるようにヘパリンナトリウム溶液を添加し、1,000 × g、10

分間の遠心により得た上清を血漿として用いた。 

 

1 - 5 コレステロール定量 

 

 総コレステロール濃度はコレステロール E-テストワコーを、遊離コレステロ

ール濃度は遊離コレステロール E-テストワコーをそれぞれ用いて酵素法により

定量した。コレステリルエステル濃度は、総コレステロール濃度と遊離コレス

テロールの濃度の差から求めた。さらに、リンタングステン酸Mg 法により血漿

より non-high-density lipoprotein (HDL) 画分を沈殿させ、上清を HDL画分として

得た。Non-HDL画分のコレステロール濃度は、血漿と HDL画分のコレステロー

ル濃度の差より算出した。 
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1 - 6 タンパク定量 

 

 タンパク定量はBCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific) を用い、

キットのプロトコールに従い行った。標準品として BSAを用いた。標準液とサ

ンプルの希釈には、それぞれサンプルの調製の際に用いた溶液を用いた。 

 

1 - 7 PC-Acro定量 

 

 血漿中 PC-Acroの定量は、抗アクロレインモノクローナル抗体 (mAb5F6、日

油株式会社) を用いた ELISA 法により、キットのプロトコールに従い行った。 

 

1 - 8 MDA定量 

 

 血漿中MDAの定量は、thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay法によ

り行った。血漿 60 μLに 20 μLのトリクロロ酢酸を添加し、4°C で 10分間イン

キュベートした。4°C、16,100 × g、20分間の遠心により得られた上清 60 μLに

10 μLの 0.1125 M の過塩素酸、10 μLの 40 mM の 2-チオバルビツール酸を添加

した。反応液を 94°C で 60分間インキュベート後、532 nm における吸光度を測

定した。標準液は 400 mM の 1, 1, 3, 3-テトラメトキシプロパンを 50°C で 60分

間インキュベーションし、加水分解により得られた MDAを用いた。 

 

1 - 9 βVLDL、LDLおよび VLDLの調製 

 

 βVLDL (density < 1.006 g/mL) はhigh-cholesterol dietを8週間給餌したウサギの

血漿より Goldstein らの方法 [11] に従い超遠心法を用いて調製した。Very-low 

density lipoprotein (VLDL)、LDLは健常人ボランティアより採取した血漿より段

階的超遠心法を用いて調製した。βVLDLの β 位への移動性は、ユニバーサルゲ

ル (Helena Laboratories) を用いたアガロースゲル電気泳動を行った後、Fat Red 

7B (MP Biomedicals) による脂質染色にて確認した。 

 

1 - 10 Western blot 分析 

 

 コントロールとして、LDLにアクロレイン (東京化成工業) を添加し 37°C で

24時間インキュベーションを行うことによりアクロレイン化LDLを調製したも

のを用いた。血漿および βVLDLは 30 μg protein、アクロレイン化 LDLおよび

LDLは1 μg proteinに sample buffer (4% SDS、200 mM Tris-HCl pH 6.8、20% glycerol、
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5 mM EDTA、0.01% BPB、10% 2-mercaptoethanol) を加え、98°C で βVLDLは 5

分、その他は 90秒間インキュベートし、泳動サンプルとした。6、10%のポリア

クリルアミドゲルまたは 3–10%濃度勾配ゲル (ATTO) と electrode buffer (0.1% 

SDS、0.3% Tris、1.44% glycine) を用いて電気泳動を行った。泳動後のゲルを 100 

Vで 2時間、CAPS buffer (10 mM CAPS pH 11.0、10% methanol) 中で PVDF膜 

(Millipore) に転写した。ブロッキングは 5% skim milk/T-TBS (20 mM Tris-HCl pH 

7.4、0.15 M NaCl、0.1% Tween-20)で行った。一次抗体としてマウスモノクロー

ナル抗アクロレイン抗体 (mAb5F6、日油株式会社) を 1,000倍希釈、ラビット

ポリクローナル抗 apoB抗体 (Santa Cruz Biotechnology) を 500倍希釈、マウスモ

ノクローナル抗MDA抗体 (日油株式会社) を 1,000倍希釈して用いた。また二

次抗体としてHRP標識抗ラビット IgG抗体 (Cell Signaling Technology) を 10,000

倍希釈、HRP標識抗マウス IgG抗体 (GE Healthcare) を 5,000倍希釈して用いた。

検出は ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare) または Immobilon 

Western (Millipore) のプロトコールに従い、LAS 1000 plus (FUJIFILM) で行った。 

 

1 - 11 アクロレイン化 βVLDLによる THP-1マクロファージのコレステロール

蓄積の解析 

 

 アクロレイン化 βVLDLは、βVLDL (0.4 mg/protein mL) と 0.02 mM、0.2 mM

または 2 mM のアクロレインを 37°C で 24 時間反応させ調製した。氷上で反応

を停止した後、0.9% NaCl で透析を行い、未反応のアクロレインを除去した。

βVLDL、アクロレイン化 βVLDLは RPMI-1640 で透析し、SFCA膜 0.45 μm シリ

ンジフィルターでろ過滅菌を行った後に細胞に添加した。 

ヒト単球性白血病細胞株 THP-1は培養液として 10% FBS (Thermo Scientific 

HyClone)、100 units/mLペニシリン、100 μg/mLストレプトマイシンを含む

RPMI-1640培地 (10% FBS/RPMI) を用い、37°C、5% CO2で培養した。150 nM 

PMAを含む 10% FBS/RPMIを用い、12 well plate (Corning) に 1.0 × 106 cells/mL

で THP-1 を播種した。37°C、5% CO2で 2日間培養し接着した細胞をマクロファ

ージ様細胞の THP-1マクロファージと称した。200 μgの βVLDLもしくはアクロ

レイン化 βVLDLを添加し、48時間培養した。培地除去後、リポタンパクを吸着

させるために cold 0.1% BSA/PBSを添加し氷上で 5分間インキュベーションする

操作を 2回行った。さらに cold PBSで細胞を 2回洗浄した後、hexane : isopropanol 

(2 : 1, v/v) で細胞からコレステロールを2回抽出した。コレステロールを95% エ

タノールで溶解し上記に示した方法で定量を行った。 
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1 - 12 免疫組織化学染色 

 

 ウサギ大動脈を PBS で灌流後、4% PFA で固定した。その後、大動脈を 4つの

部位に分け [25]、10%、20%、30% スクロース/0.1 M PBS で順に脱水し、O.C.T 

compound (Sakura Finetek) で包埋し-80°C で凍結した。凍結切片は、クライオス

タット (CM1850; Leica) により厚さ 5 μm のものを作成した。大動脈弓部の凍結

切片を染色に用いた。 

 VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector Laboratories) のプロトコールに準じて免疫

組織化学染色を行った。切片は 10%の正常ヤギ血清でインキュベートした。一

次抗体として抗ラビットマクロファージ抗体 (RAM11、Dako North America) を

1,000倍希釈、マウスモノクローナル抗アクロレイン抗体 (mAb5F6、日油株式会

社) を 1,000倍希釈、抗ヒトマッスルアクチン抗体 (HHF35、Dako North America) 

を 200倍希釈、抗 CD31 抗体 (JC07A、Dako North America) を 100 倍希釈して用

いた。二次抗体としてビオチン標識 IgG抗体を用いた。染色はVECTASTAIN Elite 

ABC (avidin : biotinylated enzyme complex) 試薬とジアミノベンジジン溶液によ

り行った。また対比染色として核をマイヤーヘマトキシリン溶液で染色した。

風乾後、CC/Mount (Diagnostic Biosystems)で封入し、顕微鏡で観察した。 

 

1 - 13 統計処理 

 

 データは平均値±標準偏差として表記した。有意差検定は対応のない Student’s 

t-test または一元配置分散分析法の Bonferroni 法により行った。 
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第 2章 実験結果 

 

2 - 1 高コレステロール食給餌による血漿中コレステロール濃度の変化 

 

 8週間給餌後、体重はコントロール食給餌群と高コレステロール食給餌群の 2

群間で違いはなかった (2.55 ± 0.09 kg vs. 2.70 ± 0.19 kg)。血漿中の総コレステロ

ール濃度 (Fig. 2A)、non-HDL画分のコレステロール濃度 (Fig. 2B) は高コレス

テロール食給餌群において有意に高かった。一方、HDLコレステロール濃度は、

2群間で違いはなかった (Fig. 2C)。 

 

2 - 2 高コレステロール食給餌による血漿中 PC-Acro濃度の変化 

 

 高コレステロール食給餌が血漿中 PC-Acro濃度に与える影響を検討するため、

血漿中 PC-Acro濃度の経時的な変化を解析した。各群の給餌開始時点における

PC-Acro濃度の平均値を 1としたときの相対的な変化を評価した。コントロール

食給餌群では 8週間の給餌期間中、血漿中の PC-Acro濃度は変わらなかった。

一方、高コレステロール食給餌群において、血漿中の PC-Acro濃度は給餌 2週

目から増加し、給餌 6週目に最も高い値を示した (Fig. 2D)。群間での有意な差

は認められなかったが、血漿中の PC-Acro濃度はコントロール食給餌群に比べ

高コレステロール食給餌群において高い傾向が認められた。 

 

2 - 3 高コレステロール食給餌による血漿中 MDA濃度の変化 

 

 アテローム性動脈硬化症における PC-Acro の寄与を明らかにするため、酸化

LDLの指標として MDA 濃度を測定した。各群の給餌開始時点における MDA濃

度の平均値を 1としたときの相対的な変化を評価した。コントロール食給餌群

では 8週間の給餌期間中、血漿中の MDA濃度は変わらなかった。高コレステロ

ール食給餌群において、血漿中の MDA濃度は給餌 4週目から増加し、給餌 6

週目に最も高い値を示した (Fig. 2E)。群間での有意な差は認められなかったが、

血漿中のMDA濃度はコントロール食給餌群に比べ高コレステロール食給餌群

において高い傾向が認められた。 
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2 - 4 高コレステロール食給餌が血漿中タンパク質のアクロレイン化に与える

影響 

 

 アクロレイン化を受けた血漿中タンパク質を検討するためにWestern blot法に

よる解析を行った。低分子量領域では 50 kDaおよび 67 kDaのタンパク質がアク

ロレイン化を受けていた (Fig. 3)。これまでの報告から 50 kDaのタンパク質は

IgG重鎖、67 kDaのタンパク質はアルブミンである可能性が考えられる [26, 27]。

以上のタンパク質の発現強度をデンシメトリーにより定量し、給餌開始時点の

バンド強度を 1としたときの相対的な変化を 2群間で比較した。給餌期間中、

低分子量領域のタンパク質の発現強度に変化は認められなかった。高分子量領

域では 250 kDa以上のタンパク質がアクロレイン化を受けていた (Fig. 3)。有意

な差は認められなかったが、高分子量領域のタンパク質の発現強度は高コレス

テロール食給餌群において給餌 6週目より増加する傾向が認められた。 

 

2 - 5 高コレステロール食給餌が血漿中タンパク質の MDA化に与える影響 

 

 MDA化を受けた血漿中タンパク質についても Western blot 法による解析を行

った。アクロレイン化を受けたタンパク質と同様に、50 kDa、67 kDaおよび高

分子量領域のタンパク質は MDA化を受けていた (Fig. 4)。以上のタンパク質の

発現強度をデンシメトリーにより定量し、給餌開始時点のバンド強度を 1とし

たときの相対的な変化を 2群間で比較した。給餌期間中、低分子量領域のタン

パク質の発現強度に変化は認められなかった。有意な差は認められなかったが、

高分子量領域のタンパク質の発現強度は高コレステロール食給餌群において給

餌 6週目より増加する傾向が認められた (Fig. 4)。 

 

2 - 6 血漿中 βVLDL のアクロレインおよび MDA化タンパク質の検出 

 

 高コレステロール食給餌群で認められた高分子量領域のアクロレイン化タン

パク質の増加が、高コレステロール食給餌ウサギの血漿中で増加する βVLDL中

の ApoBがアクロレインにより架橋を形成したタンパク質に由来する可能性が

考えられた。そのため、血漿中 βVLDLのアクロレインおよび MDA化をWestern 

blot 法により解析した。抗 ApoB抗体を用いた結果、ApoBの分子量に相当する

512 kDa付近にバンドが検出されたことに加え、1,000 kDaを超える高分子量領

域においても ApoBを含む高分子量のタンパク質が検出された (Fig. 5B)。抗

PC-Acro、抗MDA抗体を用いた結果、抗 ApoB抗体を用いて検出されたバンド

と同じ位置にバンドが検出され (Fig. 5D, 5E)、βVLDL中の ApoB および ApoB
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を含む高分子量領域のタンパク質は、アクロレインおよび MDA化を受けている

ことが示された。また、抗 IgG抗体を用いた結果、高分子量領域においてバン

ドが検出された (Fig. 5C)。 

 

2 - 7 アクロレイン化 βVLDLによるTHP-1マクロファージのコレステロール蓄

積の解析 

 

 βVLDLがアクロレイン化を受けていることが示されたため、アクロレイン化

βVLDLがマクロファージの泡沫化に与える影響を解析した。アガロース電気泳

動より、βVLDLの移動度はヒト VLDLより小さく、ヒト LDLより大きかった

ため (Fig. 6A)、用いた βVLDLは β 位への移動性を持つことが確認された。

βVLDLの移動度はアクロレインの濃度依存的に増加した (Fig. 6A)。βVLDLお

よび 0.02–2 mM のアクロレインと βVLDLを 24時間反応させ調製したアクロレ

イン化 βVLDLを THP-1マクロファージに 48時間負荷し、細胞内コレステロー

ル量を定量した (Fig. 6B)。2 mM のアクロレインを用いて調製したアクロレイン

化 βVLDLを負荷した THP-1マクロファージは、βVLDLを負荷した THP-1マク

ロファージに比べ総コレステロール、遊離コレステロール、コレステリルエス

テル濃度がそれぞれ 1.9倍、1.6倍、2.4倍に有意に増加した。 

 

2 - 8 大動脈弓部凍結切片の免疫組織化学染色 

 

大動脈弓部における PC-Acroの局在について検討するため、免疫組織化学染

色を行った。染色には DABを用いたため、抗原となるタンパク質が存在する箇

所は茶褐色に染色される。一次抗体を用いずに染色を行った切片では、二次抗

体による非特異的な染色は認められなかった (Fig. 7A, 7C, 7E, 7G, 7I, 7K, 7M, 

7O)。コントロール食給餌群の大動脈弓部において RAM11 による茶褐色部位は

確認されなかった。そのため、コントロール食給餌群の大動脈弓部にマクロフ

ァージは集積していないことが示された (Fig. 7B)。PC-Acroは、コントロール

食給餌群の大動脈弓部の血管内腔側において検出された (Fig. 7F)。また、血管

中膜に血管平滑筋細胞 (Fig. 7J)、血管内腔側に内皮細胞の存在が確認された 

(Fig. 7N)。 

高コレステロール食給餌群の大動脈弓部では内膜肥厚が見られ、RAM11 によ

る茶褐色部位が確認された。そのため、高コレステロール食給餌群の大動脈弓

部にマクロファージが集積していることが示された (Fig. 7D)。PC-Acroは、高

コレステロール食給餌群の大動脈弓部の血管内腔側および内膜と中膜の境界域

において検出された (Fig. 7H)。血管平滑筋細胞は、血管中膜に加え血管内腔側
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にも多く見られた (Fig. 7L)。内皮細胞は血管内腔側において存在が確認された 

(Fig. 7P)。 
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Fig.2 Effect of a high-cholesterol diet on the plasma levels of cholesterol, PC-Acro, 

and MDA. 

A–C: Cholesterol levels in plasma. D: PC-Acro levels in plasma were normalized 

relative to the level at 0 week (control diet group, 0.38 ± 0.08 nmol/mg protein; 

high-cholesterol diet group, 0.27 ± 0.05 nmol/mg protein). E: MDA levels in plasma 

were normalized relative to the level at 0 week (control diet group, 0.87 ± 0.14 

nmol/mL; high-cholesterol diet group, 0.76 ± 0.06 nmol/mL). Each point represents the 

mean ± SD (control, n = 5; high-cholesterol diet, n = 5). *p < 0.01, significantly 

different from the control diet group. 
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PC-Acro 

 

 

Fig.3 Effect of a high-cholesterol diet on PC-Acro levels in rabbit plasma. 

Total protein (30 μg) was subjected to SDS-PAGE with a 6% or 10% polyacrylamide 

gel. Representative patterns of western blot analysis are shown Band intensity was 

normalized relative to the intensity at 0 week. Each point represents the mean ± SD 

(control diet group, n = 5; high-cholesterol diet gropu, n = 5). The white arrowhead 

indicates the expected size of apoB cross-linked with acrolein, and described as “higher 

molecular weight”. 
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MDA 

 

 

Fig.4 Effect of a high-cholesterol diet on MDA-conjugated protein levels in rabbit 

plasma. 

Total protein (30 μg) was subjected to SDS-PAGE with a 6% or 10% polyacrylamide 

gel. Representative patterns of western blot analysis are shown Band intensity was 

normalized relative to the intensity at 0 week. Each point represents the mean ± SD 

(control diet group, n = 5; high-cholesterol diet gropu, n = 5). The white arrowhead 

indicates the expected size of apoB cross-linked with MDA, and described as “higher 

molecular weight”. 
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Fig.5 Detection of PC-Acro and MDA-conjugated protein in rabbit βVLDL. 

Total protein (30 μg) was subjected to SDS-PAGE with a 3-10% gradient 

polyacrylamide gel. A: CBB staining after SDS-PAGE. B: Detection of apoB. C: 

Detection of IgG. D; Detection of AC-Acro. E: Detection of MDA. The black 

arrowhead indicates the expected size of apoB. The white arrowhead indicates the 

expected size of apoB cros-linking with acrolein. 
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Fig.6 Cholesterol accumulation in THP-1 macrophages induced by 

acrolein-conjugated βVLDL. 

A: Agarose gel electrophoresis of LDL, VLDL and acrolein-conjugated βVLDL. 

Acrolein-conjugated βVLDL was prepared by using the indicated concentration of 

acrolein. B: Cholesterol contents of THP-1 macrophages incubated with 0.2 mg 

cholesterol/mL acrolein-conjugated βVLDL for 48 hr. Each represents the mean ± SD 

(n=3), and error bars smaller than the symbols are not shown. *p < 0.01, significantly 

different from the control. 
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Fig.7 Immunohistochemistry of the aortic arch in high-cholesterol diet rabbits. 

A, C, E, G, I, K, M, O: Immunostaining without primary antibody (negative control); B, 

D: Immunostaining using an anti-macrophage antibody (RAM11); F, H: 

Immunostaining using an anti-Acro-Lys antibody (mAb5F6); J, L: Immunostaining 

using an anti-α-muscle actin antibody (HHF35); N, P: Immunostaining using an 

anti-CD31 antibody (JC07A). A, B, E, F, I, J, M, N: control diet group; C, D, G, H, K, L, 

O, P: high-cholesterol diet group. Brown area is positive immunostaining and blue area 

is nuclear staining produced with hematoxylin. Insets: enlarged image. Scale bars: 200 

μm.  
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Fig.8 Proposed mechanism of protein cross-linking by acrolein. 

Cys, cysteine; His, histidine; Lys, lysine. 
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第 3章 考察 

 

 本研究では、アテローム性動脈硬化症におけるアクロレイン化 βVLDLの役割

を明らかにすることを目的とし、動脈硬化症モデル動物として高コレステロー

ル食を給餌したウサギを用い、アテローム性動脈硬化病巣における PC-Acroの

局在やアクロレイン化βVLDLがマクロファージの泡沫化に与える影響を解析し

た。 

 高コレステロール食を給餌したウサギの動脈硬化病巣において、PC-Acroはア

テローム性動脈硬化病変が発症する内膜と中膜の境界域で検出され、マクロフ

ァージの集積する部位に局在した (Fig. 7D, 7H)。高コレステロール食を給餌し

たウサギの血漿中において、βVLDLを主として含む non-HDL画分のコレステロ

ール濃度は有意に増加した (Fig. 2A-C)。加えて、血漿中の PC-Acro 濃度は高コ

レステロール食給餌後 2週目から増加した (Fig. 2D)。Western blot分析によって、

高コレステロール食を給餌した動物で増加する βVLDL中の ApoBはアクロレイ

ン化されていることが示された (Fig. 5B, 5D)。βVLDLはマクロファージによっ

て取り込まれ、アテローム性動脈硬化症の進行に関与することが報告されてい

る [11-13]。本研究で、アクロレイン化 βVLDLは THP-1マクロファージのコレ

ステロール量を増加させることを示した (Fig. 6B)。従って、アクロレインで修

飾された βVLDLはマクロファージの泡沫化を介し、動脈硬化症の発症に重要な

役割を果たすことが示唆された。 

 MDA化された LDL をはじめとする酸化 LDLは、マクロファージの泡沫化を

引き起こす主要なリポタンパク質であると考えられている [4]。一方、Nakajima

らは、酸化 LDLはアテローム性動脈硬化症の発症に主要な役割を果たさず、動

脈硬化症が形成された結果生じる産物である可能性を提唱している [14]。本研

究で、高コレステロール食給餌ウサギ血漿中の PC-Acro濃度は給餌 2週目より

増加した (Fig 2D)。一方、脂質の過酸化により生成する MDA濃度は給餌 4週目

より増加し (Fig. 2E)、高コレステロール食を給餌したウサギの生体内では酸化

よりアクロレインによる障害が先に生じる可能性が考えられる。加えて、ウサ

ギ血漿中のPC-AcroはMDA化されたタンパク質と同じように高コレステロール

食給餌によって誘導された (Fig 3)。抗酸化作用をもつビタミン E や Bは心筋梗

塞や脳梗塞といった心血管イベントを低下させないことが報告されている [28, 

29]。さらに、アクロレイン化 βVLDLは、効率的にマクロファージに取り込ま

れることを示した (Fig. 6B)。従って、アクロレインにより修飾された βVLDLお

よび LDLは動脈硬化症の進行に関与する可能性が示された。N-アセチルシステ

インや N-ベンジルヒドロキシルアミンはアクロレイン除去作用を有する [30, 
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31]。これらのアクロレイン除去剤は βVLDLや LDLのアクロレイン化を抑制し

アテローム性動脈硬化症を抑制する治療薬への利用が期待される。 

 免疫組織化学染色による解析で PC-Acroは給餌条件に関係なくウサギの血管

内皮細胞の管腔側で確認された (Fig. 7F, 7H)。ポリアミンオキシダーゼによるポ

リアミンからのアクロレインの産生は脳梗塞のような細胞障害時に増加する 

[32]。血管内皮細胞の管腔側は常に血流と接し、血流によって生じるシアストレ

スによる刺激に持続的にさらされている [33]。従って、アクロレインは血管内

皮細胞においてシアストレスによる細胞障害を介し産生されると考えられる。

高コレステロール食給餌ウサギの大動脈弓部の内膜肥厚部位において、PC-Acro

は内膜と中膜の境界域に限局的に存在したため (Fig. 7H)、PC-Acro は動脈硬化

症の発症に主要な役割を果たすことが示唆された。さらに、アクロレイン化

βVLDLは効率的に THP-1マクロファージに取り込まれ、マクロファージの泡沫

化を引き起こした (Fig. 6B)。従って、アクロレインにより修飾された βVLDLは

アテローム性動脈硬化症の発症部位に局在する候補因子となると考えられる。 

 高コレステロール食給餌ウサギの血漿中において βVLDLを主として含む

ApoB画分のコレステロール濃度が増加した (Fig. 2B)。加えて、血漿中のPC-Acro

濃度 (Fig 2D) および高分子量領域のアクロレイン化を受けたタンパク質の発

現量は増加した (Fig. 3)。アクロレインは、システインとリジン残基 (Fig. 8) [34, 

35] またはリジンとヒスチジン残基間 [36] (Fig. 8) で架橋を形成することが報

告されている。従って、高コレステロール食給餌ウサギにおいて発現量の増加

が認められた高分子量領域のアクロレイン化タンパク質は、βVLDL由来のApoB

がアクロレインにより架橋したタンパク質であると考えられる。アクロレイン

は、細胞障害時に細胞内から放出されるポリアミンがポリアミンオキシダーゼ

により代謝され産生される [19]。血管を結紮し血流を減少させたウサギ頚動脈

の血管内皮細胞は、コントロールのウサギ頚動脈の血管内皮細胞よりアポトー

シスを起こした細胞が増加したことが報告されている [37]。高コレステロール

食を給餌したウサギの大動脈弓部では内膜肥厚が形成されていた (Fig. 7D)。従

って、高コレステロール食を給餌したウサギでは大動脈弓部の内膜肥厚による

血流の減少を介し、血管内皮細胞からのアクロレインの産生がより促進され、

ApoBがアクロレインにより架橋を形成したタンパク質が増加したと考えられ

る。現在、血液中の PC-Acro濃度は脳梗塞のリスク判定のマーカーとして用い

られている [32]。さらなる検討は必要ではあるが、ApoBがアクロレインにより

架橋したタンパク質の発現量はアテローム性動脈硬化症の発症を診断するため

のマーカーとして有用である可能性が考えられる。 

 マクロファージに発現するリポタンパク質を取り込む受容体の発現量の変化

は、マクロファージの泡沫化の制御を担う。βVLDLはLDL受容体 [38, 39]、VLDL
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受容体 [40, 41]、スカベンジャー受容体 (SR) [42] によってマクロファージに取

り込まれることが報告されている。LDL受容体は、細胞内コレステロール量の

増加によりダウンレギュレーションを受けるため、動脈硬化病巣の形成に重要

ではないと考えられている [3]。一方、VLDL受容体および SR は細胞内コレス

テロール量の増加によるダウンレギュレーションを受けない [43-45]。さらに、

高コレステロール食を給餌したウサギの動脈硬化病巣において、VLDL受容体お

よび SR の発現量は動脈硬化症の進行に伴い増加することが報告されており 

[46]、これらの受容体は動脈硬化病巣において βVLDLによるマクロファージの

泡沫化に重要な役割を果たしていることが考えられる。酸化 βVLDLによるマク

ロファージの泡沫化に対する影響を検討した研究では、酸化 βVLDLのマクロフ

ァージへの取り込み、分解は βVLDLによって阻害されず、酸化 LDLにより阻

害されたことが報告されている [47]。酸化 LDLは多価陰イオンを認識する

SR-A1によってマクロファージに取り込まれる [48]。当研究室において、アク

ロレイン化 LDLは未変性の LDLより負に帯電していることや SR-A1 の発現量

増加を誘導し、SR-A1によりマクロファージに取り込まれることを報告した [6]。

本研究で、高コレステロール食を給餌したウサギ血漿中の βVLDL はアクロレイ

ン化されており (Fig. 5)、βVLDLはアクロレインの濃度に依存して負に帯電して

いることを明らかにした (Fig. 6A)。以上の報告から、アクロレイン化 βVLDL

は SR-A1 の発現量増加の誘導を介しマクロファージの泡沫化や動脈硬化病巣の

形成に関与する可能性が考えられる。  
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総括 

 

 本研究では、アテローム性動脈硬化症におけるアクロレイン化 βVLDLの役割

について検討した。 

 PC-Acroはアテローム性動脈硬化病変のマクロファージが集積する部位に局

在した。加えて、動脈硬化症モデル動物であるウサギにおいて βVLDLはアクロ

レイン化されており、アクロレイン化 βVLDLは効率的に THP-1マクロファージ

に取り込まれ細胞内のコレステロール量の増加に寄与した。従って、アクロレ

イン化 βVLDLは、アテローム性動脈硬化症の発症および進行に関与する可能性

が示された。  
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