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研究成果の概要（和文）：虚血性心疾患は、動脈硬化プラークの破綻を契機に発症する。従って、プラークの安
定化は心血管イベントのリスク軽減に最も重要である。マクロファージは、動脈硬化プラークを制御する。本研
究では、マクロファージが炎症刺激を受けて活性化すると細胞内のコレステロールが増加することに注目した。
新たに開発した、細胞内コレステロールを低下させる機能をもつ超分子ポリロタキサン（PRX）は、マクロファ
ージの炎症応答を抑制した。さらに、PRXを投与することによって、モデルマウスにおける動脈硬化プラーク形
成が有意に抑制された。細胞内コレステロールが動脈硬化に対する新たな予防・治療標的として有用である可能
性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Recent studies unraveled that cellular metabolism is tightly linked to 
activation of immune cells. While accumulation of extracellular/intracellular cholesterol has been 
shown to lead to macrophage activation and dysfunction, the underlying mechanisms remain 
incompletely understood. Here, we provide evidence that cellular cholesterol is required for 
macrophage activation.  Accordingly, suppression of cholesterol accumulation by a novel 
supramolecular compound, polyrotaxane (PRX) inhibited Myd88-dependent macrophage inflammatory 
activation. Moreover, PRX treatment inhibited atherosclerotic plaque formation in Ldlr-/- mice. The 
finding that dynamic changes in cellular cholesterol directly regulate Myd88-dependent inflammatory 
programs in macrophages suggests the potential for new therapeutic and diagnostic approaches for 
chronic inflammatory diseases, such as atherosclerosis.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： マクロファージ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血清コレステロール量が過剰になると、動脈硬化プラークの形成が促進されることは以前から知られていた。と
ころが、本検討の結果、血清レベルのみならず、マクロファージの細胞内コレステロールの増加が、マクロファ
ージの活性化に必須であることが明らかとなった。細胞内コレステロール量の制御による、動脈硬化に対する新
たな治療法の開発へと展開しうる、重要な意義をもつ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
虚血性心疾患は、動脈硬化性プラークの破綻を原因として発症する。脂質異常症は動

脈硬化性プラークの形成を促進する。ところが、いかに血中 LDL 値を厳格にコントロ

ールしても心血管イベントの発症抑制効果は約 30%にとどまり、リスクの高い家族性

高コレステロール血症患者での効果は限定的であることから、プラークを安定化させ、

心血管イベントの発症を防ぐ予防・治療法の確立が急務である。 
 申請者は、これまで動脈硬化や生活習慣病の基盤病態である「慢性炎症」の分子機構

について、特にマクロファージの機能に着目し研究を進めてきた。マクロファージの機

能は多彩で、刺激に応答し炎症反応を引き起こすのみならず、炎症反応を積極的に収束

する機能を併せ持つ。またマクロファージの細胞機能としての炎症応答は、細胞内脂質

代謝と密接に連携している。炎症応答の後期に、マクロファージは抗炎症性脂肪酸の合

成を高め、炎症収束形質へと変化するプログラムを備えることを報告した(Oishi et al. 
Cell Metab 2017)。 
 一方、マクロファージが炎症刺激を受けると細胞内コレステロールが増加する。また、

細胞内コレステロールが過剰になるとコレステロール結晶が形成されやすくなり、マ

クロファージの活性化を促す原因となる。従って、マクロファージの細胞内コレステロ

ール代謝を制御することによって、マクロファージの機能を安定化させることが可能

ではないかと考えた。 
 そこで私たちは、コレステロールと包接錯体を形成するβシクロデキストリン(βCD)
の特性を活かし、これを細胞内環境で分解されるポリマー鎖で連結することによって、

細胞内脂質に直接アプローチし、高いコレステロール排出能をもつ超分子ポリロタキサ

ン(PRX)を開発した。PRX はエンドサイトーシスによって効率よく細胞内へ取り込まれ、

エンドソームでβCD を放出することにより、細胞内コレステロールの排泄を促進する

(図 2)。βCD はリソソーム病の一種であるニーマンピック病に唯一の治療薬として臨床

応用されているが、細胞膜を構成する脂質と作用し細胞毒性を呈するという大きな欠点

があった。ところが PRX は細胞膜にほとんど作用しないことから細胞毒性が低い反面、

細胞内コレステロールの排泄促進作用は約 100 倍高く、ニーマンピック病モデルマウス

の生存率を有意に向上させた(Tamura et al. Sci Rep 2014)。動脈硬化プラークを構成する

マクロファージに対しても PRX が有効であれば、細胞内コレステロールの排泄を促進

しマクロファージ機能を安定化させることによってプラークの進展を抑制し、安定化さ

せられる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、動脈硬化

プラークを構成する泡

沫化マクロファージに

おける、PRX の効果と

その分子機構を明らかにする。また、プラークの抑制効果を in vivo モデルを用いて検

証する。本検討を通じ、細胞内脂質代謝を標的とした、新たな動脈硬化症に対する治療

概念を提案することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ①初代培養マクロファージを用いた検討 

C57BL/6 マウスから骨髄細胞を採取し、M-CSF 添加培地で 1 週間培養してマクロファー

図 1  本研究の目的 



ジに分化させた。この bone marrow derived 

macrophage (BMDM)を実験に用いた。LPSを用

いて TLR4を活性化したときの細胞内コレステ

ロール量を、フィリピン染色を用いて定量解

析した。また、活性化時における遺伝子

発現の変化を、定量的 PCR法を用いて評

価した。BMDM に PRX を処理した後に、

LPS を用いて炎症を惹起した場合の細

胞内コレステロール量の変化と遺伝子

発現の変化を同様に評価した。 

 

②動脈硬化モデル LDLR-/-マウスを用いた検討 

高コレステロール食を負荷すると、大動脈にアテローム性動脈硬化病変を形成する

Ldlr-/-マウスを用いた。6 週齢から 11 週間にわたり、PRX (1g/kg・BW)を隔日投与（皮下

注射）した。対照群には、生理食塩水を投与した。17 週齢で大動脈を採取し、動脈硬化

プラークの形成を Oil-Red O 染色を用いて評価した。 

 

４．研究成果 

(1)PRX は炎症刺激による細胞内コレ

ステロールの増加を抑制し、マクロフ

ァージの活性化を抑制する 

初代培養マクロファージに Toll-like 
receptor (TLR)4 アゴニスト LPS による

活性化刺激を加えると、細胞内コレス

テロールが有意に増加した。しかし、

PRX をあらかじめ投与した上で LPS
刺激を加えると、細胞内コレステロー

ルの上昇が有意に抑制された。 

 同様に、LPS 刺激を与えてマクロファージを活性化すると、炎症性サイトカイン IL-

6の発現が上昇する。ところが、PRXを投与した細胞では、LPS による IL-6の発現誘導

が有意に抑制された。これらの結果から、PRX は、炎症活性化による細胞内コレステロ

ールの上昇を抑制することによって、マクロファージの活性化と炎症性サイトカインの

発現誘導を抑制すると考えられた。 

 

（2）PRXは LDLR 欠損マウスにおける動脈硬化プラークの形成を抑制した 

 Ldlr-/-マウスを高コレステロール食

を用いて飼育し、コントロール群、PRX
投与群の 2 群に分けた。6 週令から 17
週令まで、PRX投与群にはPRX (1g/kg・
BW)を、コントロール群には生理食塩

水を一日おきに皮下投与した。PRX
は、血中脂質プロファイルに影響を与

えなかった。11 週間の PRX 投与後に 
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PRX:

図 2 ポリロタキサン(PRX)の構造と動態 

図 3 PRX は細胞内コレステロール量を低下し、IL-6
発現を抑制 

図 4 PRX は大動脈におけるプラーク形成を抑制（左：コントロール、右：PRX 投与群） 



大動脈を採取しプラーク形成を評価したところ、PRX 投与群では対照群に比べてプラ

ーク面積が有意に減少した。また、プラークへのマクロファージの集積も有意に抑制さ

れた。この結果から、PRX を投与しマクロファージの細胞内コレステロールを低下させ

ることによって、Ldlr-/-マウスの動脈硬化プラーク形成を有意に抑制できることが明ら

かとなった。 
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