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研究成果の概要（和文）： 粥状硬化巣がほとんど見られない 10 週齢 apoEノックアウトマウ
スの大動脈で、脂質過酸化物の沈着が内膜および中膜平滑筋部分にも認められた。この大動脈
のタンパク質プロファイルを調べた。動脈硬化好発部位を含む起始部および弓部に対して、初
期には病巣形成がほとんど見られない胸部および腹部の大動脈を比較したところ、抗酸化酵素
ペルオキシレドキシン２（Prx2）、平滑筋細胞の分化マーカーである SM22の発現が起始部・弓
部＜胸部・腹部下部であり、好発部位の平滑筋細胞の脱分化傾向が高く、酸化ストレスに対す
る抵抗性が低下している可能性が注目された。大動脈起始部の Prx2発現は、4週齢に比べ 10
および 20週齢で低下していた。中膜で Prx2 発現が高い部位では、隣接する内膜へのマクロフ
ァージの浸潤はほとんどみられなかった。内膜にごく少数のマクロファージの浸潤がみられた
部位では中膜 Prx2 の発現が極めて低く、中膜 Prx2の発現低下によりマクロファージが浸潤し
易くなる可能性が考えられた。マクロファージが集積し内膜肥厚が進行し始めた部位では内膜、
中膜とも Prx2の発現も増強していた。内膜へマクロファージの浸潤が進行し、炎症性細胞の増
加とともに中膜の Prx2 の発現は上昇する傾向があるのではないかと推察された。これらの結果
から、大動脈に動脈硬化が進展する初期過程において、中膜平滑筋細胞で抗酸化タンパク質の
Prx2の発現低下が生じ酸化ストレスが亢進することが、脂質過酸化を引き起こし、動脈硬化進
展の引き金を引く初期イベントとして重要である可能性が示唆された。 
 

 
研究成果の概要（英文）： Deposition of lipid peroxidation products was found in intimal and 

medial regions in aortas of apoE-knockout mice at 10 week old in which very little 

atherosclerotic lesion was formed. The protein profiles of the two aortic tissues, aortic 

origin and aortic arch which are prone to atherosclerotic lesion formation, and thoracic and 

abdominal aortas which form atherosclerotic lesions much later, were examined. We found 

that peroxiredoxin 2 (Prx2), an anti-oxidative stress enzyme, and SM22, a marker for 

smooth muscle cell differentiation, were reduced expressions in the athero-prone tissues, 

suggesting a possibility that athero-prone tissue reduces its anti-oxidative stress potential 

and increase smooth muscle differentiation status. In aortic origin, Prx2 expression was 

high at 4 weeks of age and lower at 10 and 20 weeks of age. At sites of medial layer with 

high expression of Prx2, migration of macrophages into adjacent intima was scarcely 

observed. When a few macrophages are present in intima, the adjacent medial tissue has 

very low expression of Prx2. It is possible that transmigration of macrophages into intima 

may be facilitated by reduction of medial Prx2 expression. In the lesions with intimal 

thickening with a number of accumulated macrophages Prx2 expression increased in both 

medial and intimal tissues. Accumulation of inflammatory cells in intima could enhance 

Prx2 expression in media. From these observations, in the very early stages of 

atherogenesis in mouse aortas, decrease in anti-oxidative enzyme Prx2 expression could 

increase oxidative stress in the tissues and induce lipid peroxidation. Such a temporal 

change would be important event as a trigger of the early steps of atherogenesis.    
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１． 研究開始当初の背景 

 

 動脈硬化症は、心筋梗塞や狭心症、あるい
は脳梗塞、脳塞栓などの循環器疾患を引き起
こす病態である。日本では、高齢化社会の到
来とライフスタイルの変化により、患者数が
増加しつつあり、また虚血性心疾患と脳血管
障害を合わせれば死因の第一位を占める。動
脈硬化症の発症・進展機序には多くの要因が
関わっているが、酸化ストレスとそれにより
生成する変性リポタンパク質（酸化 LDL）は
重要な病態マーカーであり、また発症・進展
要因の一つであると考えられている。 

 我々は、酸化変性した低比重リポタンパク
質（酸化 LDL）に対する特異的モノクローナ
ル抗体（DLH3）を用いた血漿酸化 LDL の測
定法を構築し、世界に先駆けて血漿中に酸化
LDL が存在すること、循環器疾患のマーカー
としての有用性を示してきた（Ehara S, et al, 

2001, Circulation 103:1955;  Naruko T, et 

al, 2006, ATVB 26:877）。これまでの研究か
ら、血漿酸化 LDL 値が心筋梗塞や不安定狭
心症などの疾患に伴って高値となること、心
筋梗塞や脳梗塞急性期の血漿酸化 LDL 値上
昇は一過的であること、さらに一旦上昇した
血漿酸化 LDL 値が低下しない心筋梗塞患者
は、再狭窄リスクが非常に高いことなどを見
出している。これまで我々を含む複数のグル
ープ（Tsimikas S, et al、2004, Circulation, 

109:3164; Holvoet P, et al, 2001, ATVB 

21:844）の報告から、酸化 LDL と循環器疾
患との関連性が証明されている。 

 しかしながら、生体内での酸化 LDL 生成
機構は未だ明らかではない。我々は最近、マ
ウス血漿酸化 LDL の測定系を構築し、動脈
硬化症モデルマウスで病巣形成過程におけ
る酸化 LDL の経時的変動を初めて明らかに
できた（Kato R, et al, 2009, ATVB 29:33）。
動脈硬化モデル動物であるアポ E ノックア

ウトを用いた検討から、酸化 LDL が動脈硬
化の進展に先立って生じていること、そして
大動脈中膜において酸化ストレスが亢進し
ていることを見出したことから、動脈硬化発
症のごく初期に注目した研究により、生体内
で酸化 LDL の生成機構を解明できる可能性
に注目している。 

 

 

２．研究の目的 

  

 本研究では、動脈硬化発症につながる脂質
過酸化反応の進行が生体内でいつどのよう
に起こるのか、その最初の変化が起こるしく
みを明らかにすることを目的とした。それに
より、動脈硬化発症の最初の引き金になるイ
ベントが何であるのか、そしてその後の発症
進展の機構を明確化することにもつながる
と考えた。さらには、動脈硬化症の予防的薬
物治療への可能性を示すことができるかも
しれないと考えている。 

 

３．研究の方法 

 
プロテオミクス解析 

 10週齢の apoEノックアウトマウスの大動
脈を起始部から腎動脈との分岐部付近まで
摘出し、外膜を除去した。動脈硬化好発部位
である起始部および弓部と、初期には病巣形
成がほとんど見られない胸部および腹部大
動脈の 2 サンプルに分けて、ホモジェネート
を調製し、二次元電気泳動によるタンパク質
プロファイルを比較した。二次元電気泳動で
検出された 100個以上のスポットのタンパク
質を MALDI-TOF MS により同定した。 
 
免疫組織化学染色 
 10週齢の apoEノックアウトマウスの大動
脈を起始部から腎動脈との分岐部付近まで、



異なる 4 つの部位に分けて切片を作成し、脂
質沈着はオイルレッド O 染色、以下の種々抗
原物質は免疫組織染色をおこない、その分布
を比較した。LDL は抗 apoB 抗体で、マクロ
ファージは抗 CD68 抗体、脂質過酸化反応産
物は、DLH3 抗体（抗酸化ホスファチジルコ
リン）と抗アクロレイン抗体、そして抗酸化
酵素ぺルオキシレドキシン、平滑筋細胞の分
化マーカーSM22 に対する抗体も用いた。 

 

 
４．研究成果 
 

 動脈硬化の進行度は大動脈の部位により
異なり、起始部から大動脈弓にかけては進行
が早く、胸部から腹部にかけての大動脈では
進行が遅い。10 週齢の大動脈では、起始部に
粥状硬化巣がわずかにできている程度で、胸
部、腹部大動脈では病変はほとんど見られな
い。この傾向は、組織切片で観察した脂質沈
着の他、マクロファージ、apoB、の分布とも
一致し、マクロでの所見が確認された。 

 一方、酸化ホスファチジルコリンを認識す
る DLH3 抗体で組織染色した結果、内膜の
みならず中膜部分にも沈着が認められた。脂
質過酸化反応産物のアクロレインに対する
抗体を用いた検討でも、内膜および中膜部分
が陽性であった。また、これらの抗体と apoB

に対する抗体との二重染色では、内膜におい
て一部の抗原は共局在を示したものの、apoB

とは一致しない過酸化脂質の抗原物質も沈
着していた。 

 これらの結果から、apoE ノックアウトマ
ウスの動脈硬化の粥状硬化巣が進展する以
前の初期病変では、既に過酸化脂質の沈着が
認められ、酸化ストレスの亢進が病変の形成
に関わっている可能性が示唆された。過酸化
脂質は apoB 沈着のない中膜平滑筋層でも認
められ、リポタンパク質のみならず、細胞膜
等の脂質の酸化変性も重要である可能性が
考えられた。 

 10週齢の apoEノックアウトマウスの大動脈
ホモジェネートを調製し、二次元電気泳動に
よるタンパク質プロファイルを求めた。動脈
硬化好発部位を含む起始部および弓部に対
して、初期には病巣形成がほとんど見られな
い胸部および腹部の大動脈を比較した。二次
元電気泳動で分離した 100個以上のスポット
のタンパク質を MALDI-TOF MS により同定し
た。大動脈の異なる部位間で発現量に差の見
られたスポットについて注目したところ、い
くつかの興味あるタンパク質を見出すこと
ができた。特に、①抗酸化酵素の一つである
ペルオキシレドキシン２（Prx2）の発現は、
上部大動脈＜下部大動脈であり、組織抗酸化
能の低下が動脈硬化の発症に先立って起こ
っている可能性が示唆された。 ②平滑筋細

胞の分化マーカーである transgelin (SM22)
の発現が上部大動脈＜下部大動脈であり、好
発部の平滑筋細胞の脱分化傾向が高いこと、
の 2つの変化が注目された。 
 抗酸化酵素の一つである Prx2の発現が動
脈硬化好発部位で低下していることを、ウェ
スタンブロット、免疫組織染色で確認した。
Prx2の発現分布を調べたところ、胸部大動脈
の中膜は全体的に Prx2が強く発現していた
のに対し、大動脈起始部の中膜では Prx2が
胸部大動脈と同程度に発現する領域と発現
が低い領域が混在していた。大動脈起始部の
Prx2発現は、4週齢に比べて 10 および 20 週
齢で低く、抗酸化タンパク質が病巣形成期前
には発現が高かったもののその後経時的に
減少する可能性が示された。 
 10週齢の大動脈起始部で中膜の Prx2 の発
現部位と CD68陽性マクロファージの内膜へ
の浸潤部位を比較した。中膜で Prx2発現が
高い部位では、隣接する内膜へのマクロファ
ージの浸潤はほとんどみられなかった。内膜
にごく少数のマクロファージの浸潤がみら
れた部位では中膜 Prx2の発現が極めて低く、
中膜 Prx2の発現低下により、マクロファー
ジの浸潤が起こり易くなる可能性が考えら
れた。 
 マクロファージが集積し内膜肥厚が進行
し始めた部位を調べると、多数のマクロファ
ージが集まっている内膜に Prx2が強く発現
しているだけでなく、隣接する中膜でも Prx2
の発現も増加していた。内膜へマクロファー
ジの浸潤が進行し、炎症性細胞の増加ととも
に中膜の Prx2の発現は上昇する傾向がある
のではないかと推察された。 
 これらの結果から、大動脈に動脈硬化が進
展する初期過程において、中膜平滑筋細胞で
抗酸化タンパク質の Prx2 の発現低下が生じ
酸化ストレスが亢進することが、脂質過酸化
を引き起こし、動脈硬化進展の引き金を引く
初期イベントとして重要である可能性が示
唆された。 
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