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研究成果の概要（和文）：Apoptogenic Protein (Apop)は動脈硬化モデル動物の動脈硬化巣で発

見された遺伝子である。モデル動物と同様に Apop 遺伝子の発現はヒト頸動脈の動脈硬化でも確

認された。また動脈硬化発症に関与する増殖型の平滑筋細胞において発現し正常血管に存在す

る収縮型の平滑筋細胞では発現しないことからも動脈硬化発症への関与が示唆された。またさ

らに本研究では Apop 遺伝子の機能を in vivo で確認するため Apop 遺伝子欠損マウスを作製し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：Apoptogenic Protein (Apop) was originally identified in the 
atherosclerotic plaques of model animals. Apop gene expression was also identified in 
human atherosclerosis in carotid arteries. Proliferative smooth muscle cells, which 
contribute to the formation of atherosclerosis, expressed Apop, while contractile smooth 
muscle cells in normal arteries did not. These findings indicate the implication of Apop 
in the development of atherosclerosis. Moreover, Apop deficient mouse was generated in 
this study to reveal the function of Apop gene in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）動脈硬化巣では血管平滑筋細胞にアポ
トーシスが認められること、また心筋梗塞を
発症しやすい不安定プラークでは血管平滑
筋細胞がアポトーシスによって減少してい
ることが知られている。しかしアポトーシス
誘導機構は明らかにされておらず、まして動
脈硬化特異的に発現しアポトーシスを誘導
する機能を持つ遺伝子を明らかにした研究

は世界的にも例がない。我々は高コレステロ
ール血症によりヒトの動脈硬化に近い病変
を発症するモデルマウス、ApoE 欠損マウスか
ら動脈硬化血管において特異的に発現して
いる遺伝子として Apop をクローニングした
（J Biol Chem 2006;281:23899）。Apop タン
パク質には機能性ドメインが存在しないた
め機能は不明であったが、培養細胞に Apop
遺伝子を導入して発現させた結果からミト
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コンドリアに局在するタンパク質であり、し
かもアポトーシス（細胞の能動的な死：自殺）
誘導タンパク質であることが明らかになっ
た。動脈硬化形成においてはミトコンドリア
機能が重要な役割を果たすことが報告され
ている(Diabetes Res Clin Pract 2007;77 
S1:S46)。本研究はこのような背景のもと、
心筋梗塞発症と Apop 発現、またミトコンド
リア機能と Apop 発現の解析を行うものであ
る。 
 
（２）本研究と同様なストラテジーを用いて、
我々がクローニングに成功した遺伝子のひ
とつは VIII 型コラーゲンであり、その動脈
硬化発症における重要性は国際的にも認識
され多くの成果が報告されている（J Vasc 
Res 2000;37:158, Ann N Y Acad Sci 
2001;947:312, Atherosclerosis 2003;166:1, 
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006;26:56）。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は申請者らが独自にクローニン
グした新規アポトーシス誘導タンパク質
（Apop）の分子生物学的な作用機構を解明し、
ヒト動脈硬化形成ならびに動脈硬化プラー
クの不安定化における関与を明らかして臨
床に応用することを目的とする。 
 
（２）Apop はミトコンドリア内膜に存在する
酵素である Cyclophilin D 依存性にアポトー
シスを誘導する。Cyclophilin D 依存性のア
ポトーシスは通常、動脈硬化発症に深く関わ
る酸化ストレスや心筋梗塞後の虚血再還流
によって誘導される。従って Apop 発現は酸
化ストレス関連の因子に制御され、心筋梗塞
後の虚血再還流による心筋細胞死に関与し
ていることが予想される。また動脈硬化巣か
らクローニングされた遺伝子であるため、動
脈硬化には直接関係していることも予想さ
れる。以上より本研究の成果によって心筋梗
塞の引き金となる動脈硬化の破綻機構およ
び心筋梗塞治療後の心不全発症機構が分子
レベルで解明されるとともに、本研究の成果
は本邦における死因の常に上位を占める心
疾患、脳血管障害予防法の構築に寄与するこ
とが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
（１）Apop 遺伝子発現誘導と転写調節因子の
解明 
①Apop 遺伝子発現誘導因子の解明 
Apop 遺伝子の発現を誘導する因子は Apop ア
ッセイ系不在のために明らかにされていな
かった。しかし Apop 抗体作製によりウェス
タンブロット法が確立されたことにより次
第に明らかにされつつある。現在までに Apop

発現はサイトカインの一部によって誘導さ
れることが判明した。動脈硬化巣には多くの
炎症性サイトカインを始め、酸化ストレスに
よって LDL から生成した酸化 LDL が存在する。
これらの刺激を受けた細胞での Apop 発現を
解析し動脈硬化プラークでの Apop 発現誘導
機構を解明する。 
②Apop 転写制御機構の解明 
Apop 遺伝子の 5’上流領域には約 20 bp を隔
てて別の遺伝子が存在するため、転写調節領
域が存在する可能性は少ないと考えられる。
そこで転写調節領域をイントロン内に検索
する。イントロン内の領域をルシフェラーゼ
を用いた発現解析ベクターに挿入し発現促
進あるいは抑制する領域を決定する。 
 
（２）Apop 遺伝子における新しい疾患感受性
遺伝子多型の同定 
ヒト Apop 遺伝子において、すでに数種類の
SNP (single nucleotide polymorphism)が同
定されている。これらの SNP のなかで Apop
の活性に影響を与える可能性が高いタンパ
ク質翻訳領域の SNP を中心に動脈硬化性疾患
に対して疾患感受性を有する遺伝子多型を
同定する。現在、インフォームドコンセント
を得た心筋梗塞の既往のある患者（150 例）
と対照群（350 例）の DNA が抽出できており、
解析可能な状況である。SNP の解析には ABI 
PRISM 7000 Sequence Detection System（ア
プライドバイオシステム社）による TaqMan
プローブ法を用いる。 
 
（３）ヒト動脈硬化プラークにおける Apop
発現解析 
ヒト頚動脈の動脈硬化は脳梗塞の原因とな
る危険な病態である。破綻することによって
血栓形成により血管内腔の閉塞を起こしや
すいプラークは不安定プラークと呼ばれる。
不安定プラークの形成にはプラーク内の平
滑筋細胞のアポトーシスによる減少が寄与
している。インフォームドコンセントを得た
患者から得られた頚動脈プラークの組織を
安定プラークと不安定プラークに分類し、
Apop 遺伝子、炎症性サイトカインの発現をリ
アルタイム PCR、免疫染色等の方法によって
解析する。また組織を Apop 抗体と平滑筋細
胞抗体、Apop 抗体と炎症細胞抗体との二重染
色し、発現細胞の同定を行う。 
 
（４）ノックアウトマウスの作製 
組織特異的に Apop 発現を欠損したノックア
ウトマウス（Conditional Knockout Mouse）
を作製する。心筋梗塞の治療法として現在で
は PTA（経皮的血管形成術）がしばしば行わ
れる。PTA 後にしばしば問題になるのは血流
再開後に心筋細胞がアポトーシスによって
減少し、心不全をおこすことである。申請者



 

 

らは Apop 発現の抑制は低酸素/再酸素化によ
るアポトーシスを抑制することを培養細胞
を用いて明らかにした（J Biol Chem 
2006;281:23899）。そこで Apop ノックアウト
マウスの心臓を用いて虚血再還流をおこな
い心筋の壊死量を測定する。また Apop ノッ
クアウトマウスにおいて中大脳動脈の閉塞
による虚血実験を行い、脳梗塞形成における
関与を明らかにする。 
 
４．研究成果 
Apoptogenic Protein (Apop)遺伝子は ApoE
欠損マウスの動脈硬化プラークに発現する
遺伝子として研究代表者らによってクロー
ニングされた。クローニングされた当初は機
能不明の遺伝子であったが発現すると細胞
にアポトーシス（能動的な死）を誘導するこ
とが明らかになった。 
 
(1)Apop 遺伝子発現調節機構の解明 
血管平滑筋細胞をラミニンコートディッシ
ュ上で培養し、収縮型の表現型を有する培養
平滑筋細胞を得た。一方通常条件で培養した
平滑筋細胞は増殖型の表現型を有していた。
これらの表現型を有する細胞の Apop 発現を
解析した結果、Apop は増殖型の平滑筋細胞で
収縮型の細胞よりも強く発現していた。また
バルーン擦過モデルのラット頸動脈におい
て Apop は増殖型平滑筋細胞の多い肥厚内膜
に発現が見られ、収縮型平滑筋細胞の多い中
膜においては見られなかった。これらの結果
は血管平滑筋細胞における Apop 遺伝子発現
は平滑筋細胞の表現型によって変化し Apop
が収縮型平滑筋細胞のマーカーとして有用
であることを示している。 
 
（２）Apop 発現抑制による変化 
マイクロアレイを用いた解析の結果、siRNA
を用いて Apop 遺伝子発現を抑制した培養血
管内皮細胞ではミトコンドリアの細胞死に
対する感受性が変化していることが示唆さ
れた。この結果は Apop 発現を変化させるこ
とで血管内皮細胞の生存率を上昇させ動脈
硬化発症を抑制できることを示している。 
 
（３）Apop 遺伝子欠損マウスの作製 
Apop 遺伝子の機能を明らかにするためには
培養細胞を用いた in vitro 研究だけでなく
実験動物を用いた in vivo 研究が重要である。
そこで Apop Flox マウスから Cre-LoxP 系を
用いて Apop 遺伝子を欠損したノックアウト
（KO）マウスを作製した。ApopKO マウスの発
育は野生型と同等であったが ApopKO マウス
から生まれる産仔は野生型よりも少数であ
り、Apop 遺伝子が胎児の発育に重要であるこ
とが示唆される結果であった。 
 

（４）ヒト動脈硬化巣における発現 
ヒト Apop 遺伝子発現ベクターを大腸菌に導
入することによりヒト Apop タンパク質を大
腸菌で生産させた。精製したヒト Apop タン
パク質をウサギに感作して抗 Apop ポリクロ
ーナル抗体を得た。アフィニティ精製した 
抗 Apop ポリクローナル抗体を用いてヒト頸
動脈プラークを染色した結果、ヒト動脈硬化
における Apop 発現が確認された。特にマク
ロファージあるいは泡沫化した細胞に強い
発現が確認され、Apop が動脈硬化発症に関わ
っていることを示すけ結果であった。 
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