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研究成果の概要（和文）：食事由来の酸化コレステロールの一種である7-ketocholesterolに着目し、動脈硬化
の初期段階である血管炎症惹起作用について検討を行った。層流下で接着実験を行ったところ、血管内被細胞
HUVECへのヒト単球系細胞株THP-1のローリング数は、7-ketocholesterolにおいて有意に増加した。HUVECにおけ
る細胞接着分子E-selectinの発現は、7-ketocholesterolによって著しく増加し、その作用はp38MAPK経路の活性
化、転写因子ATF-2の活性化を介することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：7-Ketocholesterol is a major dietary cholesterol oxidation product found in 
high concentrations in atherosclerotic plaques, which contribute to the development of 
atherosclerosis.  Pretreatment of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) with 
7-ketocholesterol significantly enhanced the total interactions between human monocytic cells (THP-1
 cell line) and TNFα-activated HUVECs under physiological flow conditions, compared to pretreatment
 with cholesterol. 7-Ketocholesterol enhanced the expression of E-selectin, ICAM-1, and VCAM-1 
proteins. It also activated p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), and treatment with a p38 
MAPK inhibitor inhibited both E-selectin expression via ATF-2 activation and 
7-ketocholesterol-induced THP-1 adhesion to HUVECs. These findings suggest that 7-ketocholesterol 
enhances leukocyte-endothelial interactions by upregulating the expression of adhesion molecules, 
presumably via the p38 MAPK-dependent pathway.

研究分野： 血管炎症
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様 式 Ｆ－１９－２ 

１．研究開始当初の背景 
平成 17 年農水省の試算によると、我が国

の飲食費において『加工品』は 53.2％の割合
を占める。高齢化社会の進展、単身世帯の増
加から、今後さらに利便性の高い冷凍食品や
インスタント食品等の加工品に頼る食生活
になると予測される。近年、「長期間保存に
よる油脂の劣化」、「電子レンジでの加熱調理
による酸化」によって、加工食品中に酸化コ
レステロールが生成することが分かってき
た。酸化コレステロールが生体に与える影響
については未解明な部分が多いが、アテロー
ム性動脈硬化巣において食事由来の酸化コ
レステロールが多く検出されること
（Staprans I et al., Arterioscler. Thromb. 
Vasc. Biol. 1998）や、冠動脈疾患と負の相
関を示す高比重リポ蛋白（HDL）コレステロ
ール値が低いヒトでは血中の酸化コレステ
ロール値が高いこと（Nunes VS et al., Clin. 
Biochem. 2013）から、動脈硬化の発症や進
展に関与する危険因子として注目され始め
ている。 
 酸化コレステロールは、通常のコレステロ
ールと同じく小腸の NPC1L1 を介して取り込
まれることが分かっている。そのため、酸化
コレステロールの多い食品を継続的に摂取
していると、腸管リンパ由来の炎症性物質や
酸化コレステロールを含むリポ蛋白によっ
て血管炎症が惹起されることや、抗炎症作用
やコレステロール引抜作用を担うHDL粒子が
成熟しない（＝機能不全な HDL が生成する）
ことから、動脈硬化が発症もしくは進展する
可能性が考えられる。そして、加工食品を頻
食する現代の食習慣を踏まえると、同時に摂
取することで炎症リスクを減弱できるよう
な食事因子を明らかにすることが、動脈硬化
の一次予防・重症化予防に極めて重要である
と考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、酸化コレステロール摂
取による血管炎症について、特に白血球と血
管内皮の相互作用の検討をすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）酸化コレステロール含有高脂肪食負荷
マウスにおける血管炎症反応の検討 

酸化コレステロール負荷によって、
動脈硬化進展に重要な血管炎症が生じるか
どうか検討した。C57BL/6J マウスに、高脂肪
食とともに経口ゾンデで酸化コレステロー
ルを、対照群には通常のコレステロールを 4
週間摂取させた。その後、麻酔下でマウス大
腿動脈を用いた生体内血管観察システムに
より、血管内皮への白血球接着現象をリアル
タイムで観察し、ライブイメージを動画に取
り込み、画像解析することで、血管内皮に接
着する白血球数を算出した。 
 

（２）7-ketocholesterol の白血球－血管内
皮相互作用の検討 
① 7-ketocholesterol の血管内皮細胞に対

する単球接着実験 
酸化コレステロールの一種である

7-ketocholesterol を用いて、ヒト臍帯静脈
内皮細胞(human umbilical vein endothelial 
cell; HUVEC)を播種し、50μM 
7-ketocholesterol あるいは cholesterol を
24 時間前刺激した後、0.1ng/ml TNFαを 4
時間刺激し、BCECF-AM 標識したヒト骨髄単球
性白血病細胞株(THP-1)細胞とローター上で
10 分間インキュベートして、接着実験を行っ
た。EDTA/EGTA/HBSS(-)溶液で HUVEC に接着
した THP-1 細胞を剥がし、蛍光強度を測定し
た。 

 
② 7-ketocholesterol の層流下での血管内

皮細胞に対する単球接着実験 
ゼラチンコートしたカバースリップに

HUVEC を播種し、50μM 7-ketocholesterol
あるいは cholesterol を 24 時間前刺激した
後、0.1ng/ml TNFαを 4時間刺激し、37℃に
保温された位相差顕微鏡上の flow chamber
にセットした。 THP-1 細胞溶液を、flow 
chamber にシリンジポンプを用いて流速
43.2ml/hr（1.0dyne/cm2）で流し、HUVEC と
THP-1 細胞の接着の様子をビデオカメラで撮
影した。1視野あたり 10 秒、各コンディショ
ン14視野を録画し、10視野を計測に用いた。
撮影した動画は PC に取り込んで画像化し、
THP-1細胞のrollingとadhesionの数を計測
した。 
 
③ 7-ketocholesterol による接着分子発現

の検討 
7-ketocholesterol 20 時間刺激後、

0.1ng/ml TNFα4 時間刺激した HUVEC から
lysate を回収した。E-selectin, ICAM-1, 
VCAM-1 のタンパク質発現量をウエスタンブ
ロット法で解析した。ローディングコントロ
ールには、β-actin を用いた。 
 
④ 7-ketocholesterol による炎症サイトカ

イン mRNA 発現量の検討 
7-ketocholesterol 24 時間刺激、TNFα2

時間刺激をした HUVEC から RNA を抽出し、
Prime script RT を用いて cDNA を作製した。
さらに、KAPA SYBR qPCR kit を用いて反応さ
せ、Interleukin-8(IL-8), Monocyte 
Chemoattractant Protein-1(MCP-1)の mRNA
量をリアルタイム PCR で解析した。コントロ
ールは 18S rRNA とした。 
 
⑤ 7-ketocholesterol による NFｋBの活性

化の検討 
HUVECに 7-ketocholesterol 24時間刺激、

TNFα20 分刺激を行った後、NFｋB p65 のリ
ン酸化、NFｋBの不活性化タンパクである
IκBαのタンパク質発現量をウエスタンブ



ロットで解析した。さらに、同様に処理した
HUVECを 1％パラホルムアルデヒドで固定し、
一次抗体として rabbit anti-p65、二次抗体
として goat anti-rabbit-FITC を用いて免疫
蛍光染色を行った。さらに DAPI を用いて核
を染色し、細胞内での p65 の局在を調べた。 
 
⑥ 7-ketocholesterol による MAPK 経路と

ATF-2 活性の検討 
HUVEC に同様の処理後、p38MAPK、c-JNK

のリン酸化、さらに核分画を抽出して ATF-2
の活性化をウエスタンブロットで解析した。 
 

４．研究成果 
（１）酸化コレステロール含有高脂肪食負荷
マウスにおける血管炎症反応の検討 

C57BL/6J マウスに、高脂肪食ととも
に経口ゾンデで酸化コレステロールを、対照
群には通常のコレステロールを4週間摂取さ
せた。その後、麻酔下でマウス大腿動脈を用
いた生体内血管観察システムにより、血管内
皮への白血球接着現象をリアルタイムで観
察し、ライブイメージを動画に取り込み、画
像解析することで、血管内皮に接着する白血
球数を算出した。高脂肪食負荷によって、血
管内皮への白血球接着は増加したものの、コ
レステロール群と酸化コレステロール群で
有意な差は認められなかった。マウスを用い
た酸化コレステロール負荷実験では、当初の
予想に反して、白血球の血管内皮への接着現
象は見られなかった。体重、肝重量において
も、コレステロール群、酸化コレステロール
群ともに有意な差は見られなかった。今回負
荷した酸化コレステロールの吸収率が非常
に低いことから、当初の計画を変更して、in 
vitroにおける酸化コレステロールの血管炎
症作用とその作用メカニズムの解明を重点
的に検討することにした。 
 
（２）7-ketocholesterol の白血球－血管内
皮相互作用の検討 
①7-ketocholesterol は血管内皮細胞に対す
る白血球接着を亢進する 

食品中に多く含まれることが知ら
れている酸化コレステロールの一種である
7-ketocholesterol を、ヒト臍帯静脈血管内
皮細胞（HUVEC）に添加し、ヒト単球系細胞
THP-1 を用いた接着実験を行ったところ、コ
レステロール刺激に比して有意な接着亢進
作用が認められた。さらに生理的な状況で検
討を行うため、末梢血管の血流を想定した層
流下での接着実験を行ったところ、
7-ketocholesterol によって THP-1 細胞の
HUVEC に対する接着は有意に亢進した
(TNFα+50 µM cholesterol: 13.1 ± 0.54 
cells/CPF, TNFα+50 µM 7-ketocholesterol: 
18.9 ± 0.35 cells/CPF, p < 0.01)。特に、
ローリングしているTHP-1細胞数の顕著な増
加が観察された(TNFα+50 µM cholesterol: 
6.4 ± 0.88 cells/CPF, TNFα+50 µM 

7-ketocholesterol: 10.3 ± 0.86 cells/CPF, 
p < 0.01)。 

 

 
 
②7-ketocholesterol は接着分子や炎症ケモ
カインの発現を亢進する 
 7-Ketocholesterol による白血球の
血管内皮細胞への接着亢進作用のメカニズ
ムを解明するため、接着分子や炎症性サイト
カインの発現量を解析した。その結果、接着
分子の中でも E-selectin の発現が
7-ketocholesterol によって著しく増加して
いた。また、炎症性ケモカインである IL-8
の発現も有意に増加していた。E-selectin は、
白血球のローリングを担う重要な分子であ
り、7-ketocholesterol による E-selectin の
増加は、①の結果で THP-1 細胞のローリング
数が増加したことを裏付ける結果である。 
 
③7-ketocholesterol の NFκB活性化に対す
る影響 
 次に、7-ketocholesterol の炎症シ
グナル伝達経路として、NFκB経路に着目し
た。P65 のリン酸化レベルや核移行、IκBα
の分解レベルともに、7-ketocholesterol に
よって部分的な影響が認められたが、NFκB
阻害剤を用いても7-ketocholesterolの接着
亢進作用の有意な抑制は認められず、
7-ketocholesterol の炎症反応には、NFκB
以外の経路の可能性が示唆された。 
 
④7-ketocholesterolのMAPK経路活性化に対
する影響 

次に、炎症シグナル経路として MAPK
経路の可能性について検討した。その結果、
7-ketocholesterol による JNK 経路の活性化
は認められなかったが、p38MAPK の顕著なリ
ン酸化を認めた。そこで、p38MAPK 阻害剤
（SB203580）を用いて接着実験を行ったとこ
ろ、7-ketocholesterol で増加した THP-1 細
胞と血管内皮細胞の相互作用は、有意に抑制
された。さらに、接着分子である E-selectin
の発現抑制も顕著であった。 



次に、E-selectin の発現調節に関与
する転写因子であるATF-2のリン酸化につい
て検討した。7-ketocholesterol によって、
核分画中のATF-2のリン酸化レベルは著しく
亢進しており、p38MAPK 阻害剤によって抑制
された。 

したがって、７−ketocholesterol
による E-selectinの著しい発現亢進作用は、
主にp38MAPK活性経路が中心的な役割を担っ
て ATF-2 の活性化を介し、白血球の血管内皮
細胞に対するローリングを増強しているこ
とが示唆された。これらの結果より、食事由
来の酸化コレステロールの摂取や血管への
蓄積は、動脈硬化の初期段階である白血球と
血管内皮の相互作用を亢進し、動脈硬化の進
展に寄与する可能性が考えられる。 
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