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研究成果の概要（和文）：酸化 LDL による血管内皮機能不全において酸化 LDL 受容体 LOX-1
と膜型１マトリックスメタロプロテアーゼ(MT1-MMP)は細胞膜上で一部会合しており、内皮

機能不全において重要な分子である RhoA、Rac1 の活性および一酸化窒素合成酵素(eNOS)の
発現  や NADPH oxidase 由来活性酸素種の産生を制御していることを初めて証明し、

Cardiovascular Research に掲載された。 
 
研究成果の概要（英文）：We provided a new evidence that LOX-1, which is a receptor for 
oxidized LDL, forms a complex with MT1-MMP and regulates RhoA and Rac1 activation as 
well as eNOS and NADPH oxidase activation and ROS generation induced by oxidized LDL 
in endothelial cells. These results were published in Cardiovascular Research.  
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮細胞における一酸化窒素（NO）産生
低下と活性酸素種（ROS）産生亢進を含む内
皮機能不全は、動脈硬化の発症；進展に重要
な役割を果たしている。(Ross R. Nature. 
1993;362:801-809)。我々はこれまでにアデ
ノウイルスを用いて RhoA および Rac1 のドミ
ナントネガティブ遺伝子を導入し、酸化 LDL
による eNOS 発現低下と ROS 産生亢進に与え
る影響を検討したところ、いずれもほぼ阻止

される結果を得、酸化 LDL による内皮機能不
全において RhoA と Rac1 の活性化は重要な役
割を果たしていることが示された。 
Lectin-like oxidized LDL receptor-1 
(LOX-1)は 1997年に沢村らによりクローニン
グされた酸化 LDL の主要な受容体であるが 
(Sawamura T, et al. Nature. 
1997;386:73-77)、酸化 LDL による RhoA・Rac1
活性化が LOX-1を介するか否かは不明であっ
た。我々は LOX-1 特異抗体である TS92 を用
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いて LOX-1 を阻害することにより、酸化 LDL
による RhoA と Rac1 の活性化が抑制されるこ
とを明らかにした。以上から、酸化 LDL によ
るRhoAとRac1の活性化にはLOX-1を介する。
シグナル系が重要であると考えられた。 
さらに、この酸化 LDL/LOX-1/RhoA・Rac1 活
性化はマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMPs） 阻害により著明 に抑制されること
が判明し、small interfering RNA（siRNA）
を用いた実験より、MMPs の中でも特に
membrane type 1 MMP (MT1-MMP) が重要で
あることを示唆するデータを得た。最近、
MT1-MMP は蛋白分解酵素としての役割の他に、
シグナル分子としても機能することが明ら
かとなってきた。さらに MT1-MMP は PDGF 受
容体βと会合体を形成することも報告され
て お り  (Lehti K, et al. Gene Dev. 
2005;19:979-91)、その重要性が認識されつ
つある。しかし、酸化 LDL 受容体と MT1-MMP
との関連、およびそのシグナル伝達について
の研究はこれまでほとんどなかった。我々は
酸化 LDL 刺激血管内皮細胞を用いて初めて
LOX-1 と MT1-MMP との関連について検討し、
その成果は 2006 年の AHA にて報告した
(Circulation 2006; 114 (18-Suppl):Ⅱ-316）。  
以上の経緯により、酸化 LDL と LOX-1 の結合
から RhoA および Rac1 活性化に至る詳細なメ
カニズムと MT1-MMPの関与ついて研究を進め
ている。 
２．研究の目的 
(1) ヒト血管内皮細胞において、酸化 LDL に
よる RhoA・Rac1 活性化が LOX-1 を介する
シグナルであることを確立する。 
(2) 培養血管内皮細胞、さらにウサギ高脂血
症動脈硬化モデルおよびヒトの血管におい
ても LOX-1 と MT1-MMP の局在部位を検討
する。 
(3) 酸化 LDL 刺激による RhoA および Rac1
活性化において、および三量体 G 蛋白の一つ
である Gi の関与について明らかにする。 
(4) 酸化 LDL 刺激による MT1-MMP の活性
化、 MT1-MMP の阻害による RhoA・Rac1
の活性化への影響を明らかにする。 
(5) 酸化 LDL による RhoA 依存性 eNOS 発
現低下、Rac1 依存性 ROS 産生 および NO
の bioavailability に お け る LOX-1 と
MT1-MMP の役割を明らかにする。 
(6) MT1-MMP 阻害による eNOS の発現調整
に つ い て transcriptional お よ び post 
transcriptional level で検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) LOX-1 の特異的阻害抗体である JS92 お
よび LOX-1 に対する siRNA を導入し、酸化
LDLによるRhoA、Rac1の活性を測定する。 
(2) LOX-1 と MT1-MMP の局在、会合につい
て蛍光免疫染色、免疫沈降法により明らかに

する。 
(3) Gi の阻害薬である Pertussis toxin(PTX)
を前投与した血管内皮細胞を用いて酸化
LDLによるRhoA、Rac1の活性を測定する。 
(4) 酸化 LDL による MT1-MMP の活性化を
蛍光学的アッセイ法により測定し、また、
siRNA の導入により MT1-MMP の発現を抑
制した血管内皮細胞を用いて、酸化 LDL に
よる RhoA・Rac1 の活性化を測定する。 
(5) 血管内皮細胞の MT1-MMP、LOX-1 を
siRNAまたは特異抗体にて阻害し、酸化LDL
刺激後の eNOS 蛋白発現および ROS 産生を
Western blott、蛍光色素（H2DCF－DA）に
より測定する。 
(6) siRNAによりMT1-MMPの発現を抑制し
た血管内皮細胞の eNOS promoter 活性を
Luciferase assay により測定する。 
 
４．研究成果 
以下の1～6 を平成20年度までに明らかにし
ており、平成 21 年度はその追試を行った。 
(1) ヒト血管内皮細胞において、酸化 LDL は
酸化LDL受容体LOX-1を介して低分子GTP
結合蛋白質 RhoA・Rac1 を数分内に活性化す
る。 
(2) LOX-1とMT1-MMPは血管内皮細胞膜お
よび細胞質内で一部局在が一致しているこ
とが蛍光免疫染色より確認され、免疫沈降法
により LOX-1 と MT1-MMP が直接会合して
いる。 
(3) Giの阻害剤である pertussis toxinにて酸
化 LDL による RhoA・Rac1 の活性化は抑制
されることが示され、LOX-1/MT1-MMP か
らRhoA/Rac1活性化のシグナルにGiが関与
する。 
(4) siRNAの導入によりMT1-MMPの発現を
抑制した血管内皮細胞では、酸化 LDL によ
る RhoA・Rac1 の活性化が抑制され、
LOX-1/Gi を介する RhoA と Rac1 の活性化
には MT1-MMP が重要と考えられた。 
(5) LOX-1阻害およびMT1-MMP阻害により
酸化 LDL による RhoA 依存性 eNOS 発現低
下およびRac1依存性ROS産生は抑制された。 
(6) eNOS のプロモーター解析により
MT1-MMP 阻害による eNOS の発現調節は、
post transcripti-onal レベルで起きている。 
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