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研究成果の概要（和文）： 酸化 LDL受容体 LOX-1が酸化 LDLを結合する際に、その結合を数十倍

のオーダーで高める血中分子（以下 co-factorと呼ぶ）を同定した。co-factorはLOX-1に強力に結合し、

動脈硬化、血栓形成に重要な働きをもつ活性化血小板との結合を強く促進し、凝固系活性化にも関与

していることがわかった。本研究によって、co-factor と LOX-1 の相互作用によって起こる動脈硬化性疾

患の主要な病態生理的意義が明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： We have identified a co-factor which enhances the binding of oxidized LDL 

and platelets to LOX-1, an oxidized LDL receptor, promoting blood coagulating reaction in LOX-1 

dependent manner.  The interaction between LOX-1 and the co-factor might be a key reaction to 

determine the onset and progression of atherothrombotic diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化の病態の理解は、悪玉コレステロール
である LDLが酸化変性したものが、動脈硬化を
進める本態ではないかという『酸化 LDL仮説』、
および、内皮細胞の機能障害が動脈硬化の始ま
りであるとする『内皮傷害(障害)－反応仮説』が
1980年代から 90年代主流であった。ところが、
酸化 LDLが内皮機能障害を引き起こすことが明
らかになり、この 2つの仮説を統一的に解釈でき
る可能性から、申請者はその受容体の同定を試
み、LOX-1を発見した(Sawamura, Nature 1997)。 

 その後の申請者らの研究で、LOX-1遺伝子トラ
ンスジェニックマウスやLOX-1遺伝子ノックアウト
マウスの解析により、LOX-1 が高脂血症下での
内皮機能不全、粥状動脈硬化を促進することを

明らかにするとともに(Inoue, Circ Res 2005, Mehta, 

Circ Res 2007)、バルーン障害後の内膜肥厚、心
筋梗塞巣の拡大にも重要な役割を担っていること
を明らかにしている(Hinagata, Cardiovasc Res 

2005; Kataoka, BBRC 2003; Li, J Am Col 

Cardiol 2003; Hu, Cardiovasc Res 2007)。 

 一方、動脈硬化性疾患は、血管内皮機能障
害・炎症・血栓・リモデリングが複雑に絡み合って
進行する。これに関連して、申請者らは LOX-1が
酸化 LDLの受容体として働くだけでなく、活性化
血小板・白血球接着分子として働くことを示してき
た(Kakutani, PNAS 2000; Honjo, PNAS 2003)。 

 ところが最近、酸化 LDLの LOX-1への結合を
劇的に増強する血液中の因子(co-factor)を同定
することに成功した。これが動脈硬化性疾患の
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様々な側面を集約的に理解するカギとなる現象
である可能性が出てきた。 

 
２．研究の目的 
 新しく見出したこの co-factorが、LOX-1を介し
てどのような生理的、病態生理学的機能を発揮
するのかを明らかにするため、以下の 3点に着目
して研究を進める。 

（1） co-factorは、酸化 LDLの LOX-1への結合
をいかに強めるか？実際に、分子レベルでどのよ
うな形で起こっているのかを明らかにする。 

（2） co-factorは、白血球や血小板の LOX-1を
介した細胞接着をいかに強めるか？co-factorの
生成・代謝のされ方とあわせて、in vitroの再構成
系により検証する。 

（3） co-factorは、動脈硬化性疾患をどのように進
行させるのか？動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中な
どの病態で、co-factor と LOX-1の病態生理的意
義を明らかにする。これについては、in vivoの検
討を中心とする予定であったが、以下に示すよう
に血液凝固系との強い関連が考えられたため、
特にこの点を中心に検討を加えた。 

 これらを通じた研究などにより、LOX-1機能、さ
らには動脈硬化性疾患におけるカギとなる反応を
見出し、新しい診断・治療の創出につながる可能
性を明らかとする。 

 

３．研究の方法 
（1） co-factor と LOX-1の結合： 

 Biacore X100 タンパク質相互作用解析システ

ム（GE healthcare）を用いた。co-factorを 10 mM

クエン酸緩衝液（pH 5.6）中でアミンカップリング

法によりセンサーチップに固相化し、ヒト 293細胞

にて調製したリコンビナントヒト LOX-1（hLOX-1）

蛋白（18.75, 37.5, 75, 150, 300 nM）を 10 mM 

HEPES, 150 mM NaCl, 2 ｍM CaCl2 緩衝液

（pH 7.4）にて流速 10 μL/minで結合させた。コン

トロールとして BSA、リコンビナントヒト dectin-1蛋

白を用いた。 

（2） co-factorを介した血小板と LOX-1の結合： 

 V5-His tagged human LOX-1発現CHO細胞お
よび対照として野生型 CHO を用いた。 

 非刺激血小板は、クエン酸採血の血液を、150 

x gで 10分遠心後、上清を PRP（platelet rich 

plasma）として回収し、prostaglandin E1を混合し
て 1000 gで 10分遠心した。得られた沈殿を
prostaglandin E1混合 Ca2+-free HEPES-Tyrode’s 

bufferにて洗浄し、洗浄血小板とした。 

 活性化血小板は洗浄後、2mM CaCl2入りの
HEPES buffer に re-suspend し、thrombin または
thrombin receptor activator peptide 6（TRAP-6）を
室温、10分で反応させて活性化させ、argatroban 

（1:99）により反応をとめて用いた。血小板の標識
は FITC標識抗 CD41抗体を用いた。 

 96 wellプレートに播種した細胞を無血清培地
で洗浄し、co-factor、標識血小板 1×107/mLを加

え、37˚C 1時間反応させた。30 μg/mL IgG、抗
LOX-1抗体は血小板添加前に wellに加えた。 

PBS（-）洗浄後、ホルマリン固定し、IN Cell 

Analyzer（GE healthcare）を用い、1 well ごとに 9

視野撮影し、解析を行った。 

 （3） co-factorを介したトロンビン活性化： 

 384 wellプレートへ、PBS（-）で希釈した 10 

μg/mLの hLOX-1（50 μL）を 4°C、overnightで固
相化した。 PBS（-）で洗浄後、co-factorを加え
4°Cで 2時間 incubate し、PBS（-）で洗浄後、血
液凝固因子、CaCl2、リン脂質、プロトロンビン、ト
ロンビン基質 S-2238を加え、O.D.を毎 15秒ごと
に 1時間測定し、トロンビン生成の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1） co-factor と LOX-1の結合： 
 co-factorとLOX-1との結合をLOX-1発現CHO

細胞を用いて観察した。co-factorは LOX-1発現
細胞には結合したが、野生型（WT）CHO細胞に
は結合しなかった。 

 そこで co-factor と LOX-1 との結合を分子間相
互作用解析装置 BIACORE で解析したところ、
解離定数（KD）は 73 nMであった。BSAや
LOX-1 と最も相同性が高い蛋白質である
dectin-1は co-factor とは結合しなかった（図 1）。 

 

図１ LOX-1と co-factor結合のBIACOREによ
る解析 

 

（2） co-factorを介した血小板と LOX-1の結合： 

血小板が活性化することにより血小板表面に露
出する phosphatidylserine (PS)を認識して、
LOX-1が血小板を結合することを既に報告して
いるが、LOX-1発現細胞と co-factorを
preincubation し、LOX-1に co-factorが結合した
状態で、血小板を細胞に作用させると、co-factor

に血小板が結合することにより、より多くの血小板
が LOX-1に結合した。さらに、この co-factorを介
した LOX-1-血小板結合はトロンビン受容体アゴ
ニスト TRAP-6を血小板に作用させることにより濃
度依存的に増加し、血小板活性化に依存してい
た。 

 また、co-factor濃度を変えて検討すると、非刺
激血小板は co-factor濃度依存的に LOX-1発現
細胞に結合した。活性化血小板は co-factorを介



してさらに強く LOX-1 発現 CHO 細胞に結合した。
対照のWT-CHO細胞には結合せず、co-factorを
介した結合促進もみられなかった。また、それらは
対照の IgGでは抑制されず、抗 LOX-1抗体によ
って抑制された（図 2）。 

図２ co-factorを介した血小板の LOX-1への
結合 

 

（3） co-factorを介したトロンビン活性化 

co-factor と血液凝固因子、CaCl2、リン脂質、プロ
トロンビンを加えた in vitro での血液凝固反応再
構成系では、そこに LOX-1 と co-factorが結合す
ることによってトロンビン活性化が加速した。384 

well プレートに LOX-1あるいは対照の BSAや
dectin-1を固相化し、トロンビン生成を検出した。 

 固相化した LOX-1 に対し co-factor を作用させ、
再構成すると、トロンビン活性化は固相化 LOX-1

量依存的に増加し、その活性は抗 LOX-1抗体に
よって抑制された。すなわち、トロンビン活性化の
促進が LOX-1に結合した co-factorにより起こるこ
とがわかった（図 3）。 

 

図 3 co-factor と LOX-1結合によるトロンビン
生成の促進 

 

 これまで我々は、LOX-1 と CRPが相互作用す
ること、そしてこれが補体系古典経路の活性化と

結びつくことを明らかにしてきた。さらに、LOX-1

の遺伝子発現が誘導型であり、特定の領域の血
管内皮細胞に発現することと併せて考えると、特
定の領域に限局した補体系活性化を導くのに重
要であると考えられることを提唱した。本研究成
果についても同様に、局所に発現した LOX-1 と
co-factorおよび凝固因子、さらには血小板が相
互作用することにより、凝固および血栓のできや
すい場所が規定されている可能性がある。流動
性のある血液との相互作用によって、特定の場所
で炎症や血栓が起きるための血管内皮の局所的
な制御は必ずしも明らかでなかったが、LOX-1の
このような機能が、そのよい説明となるかもしれな
い。 
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