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研究成果の概要（和文）：
内皮細胞リパーゼ（Endothelial lipase, EL）は HDL 代謝においては重要な酵素として知ら

れている。EL の発現を低下させることによって、血漿 HDL 値を上昇させることが、動脈硬化に
対する新たな治療法になりうると考えられる。この仮説を証明するために、我々はウサギモデ
ルを用いて、EL の発現様式や、EL と血漿 HDL との関係、動脈硬化病変内の EL の発現、EL のア
ンチセンスの投与により血漿HDLの変化などの解析を行った。また、ヒトのEL遺伝子を用いて、
EL の過剰発現トランスジェニックウサギの作製にも挑戦した。
研究成果の概要（英文）：
Existing evidence suggests that endothelial lipase (EL) plays an important role in
high-density-lipoprotein (HDL) metabolism. First, we cloned the rEL cDNA and gene of
rabbits. Using Northern blotting, real-time RT-PCR, Western blotting, and in situ
hybridization, we revealed that rEL mRNA was highly expressed in the cholesterol
synthesis-related organs including the liver, testis, and adrenal along with its
expression in the lung, kidney, bone marrow, and small intestine. The plasma HDL levels
in WHHL rabbits were inversely associated with high levels of plasma rEL proteins and
hepatic expression of rEL mRNA. Injection of rEL-specific antisense oligonucleotides into
rabbits resulted in an elevation of plasma large-sized HDLs. Furthermore, we demonstrated
that the rEL mRNA was expressed by both endothelial cells and macrophages in the lesions
of aortic atherosclerosis of WHHL rabbits. rEL is expressed in multiple tissues and may
have many physiological and pathophysiological functions such as in the regulation of
cholesterol metabolism and atherosclerosis. Our results suggest that EL is an important
regulator of plasma HDL levels in rabbits. In addition, we generated two transgenic
rabbits expressing different levels of human EL in the liver.
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１．研究開始当初の背景
脂質代謝異常症(高 LDL 並びに低 HDL)は動

脈硬化の主要な危険因子であり、臨床治療に

おいては、動脈硬化の患者に対して積極的に
悪玉と呼ばれる LDL コレステロールを下げる
薬剤の処方は一般的である。特に、強力な降

機関番号：１３５０１

研究種目：基盤研究(B)

研究期間：2010～2012

課題番号：２２３９００６８

研究課題名（和文） 内皮リパーゼを標的とした動脈硬化治療法の新たな戦略‐遺伝子改変

ウサギを用いた研究

研究課題名（英文） Elucidation of endothelial lipase as a new therapeutic strategy for

atherosclerosis: a study using transgenic rabbits

研究代表者

範 江林（FAN JIANGLIN）

山梨大学・大学院医学工学総合研究部・教授

研究者番号：60272192



脂質作用のあるスタチンの使用によって現
在の動脈硬化疾患の合併症発病率は著しく
減少している。しかし、スタチンの単独使用
では動脈硬化性心筋イベントの減少が 30%に
しかとどまらず、新しい動脈硬化の治療薬の
開発が期待されている。特に血中の善玉であ
る抗動脈硬化作用の HDL の上昇が、その治療
戦略として注目されるようになっている。内
皮細胞リパーゼ（Endothelial lipase, EL）
は、1999 年にアメリカの研究者により発見さ
れ、HDL の代謝において最も重要な酵素とし
て報告された。EL の発現上昇あるいは血漿濃
度の増加は血漿 HDL 値と逆相関していること
が動物実験と臨床試験により明らかにされ
た。また、EL 欠損マウスでは動脈硬化の病変
が正常マウスより減少することも報告され
ている。これらの報告により、EL の抑制は血
中の HDL 値を上昇させ、結果として動脈硬化
の発生を抑制できるのではないかといった
仮説が唱えられるようになった。しかし、こ
れまでの多くの研究結果は、脂質代謝系がヒ
トと全く異なっているマウスの実験から得
られたもので、ヒトには適当かどうかは不明
である。そこで、我々はよりヒトの代謝系に
近い、動脈硬化及び脂質代謝研究において最
も優れたウサギモデルに着目して本研究の
遂行を図った。

２．研究の目的
本研究では三つの手法（EL阻害法、分子病理
学的解析、EL過剰発現Tgモデル）により、脂
質代謝および動脈硬化の発生におけるELの役
割を解明し、EL阻害による、新たな脂質異常
症ならびに動脈硬化の治療戦略の有効性を検
証した。

３．研究の方法
Tgウサギの作製と解析：
肝臓特異的に高発現できるベクターである
plivHEG/LE6にヒトELc DNAを挿入して、
plivLE6-hELコンストラクトを作製した。この
コンストラクトは肝臓にELをconstitutive
に高発現できるので、血中リポ蛋白代謝に及
ぼすELの影響や動脈硬化発生・進展との相互
関係が検討可能である。また、ヒトTie-2遺伝
子のプロモーター/エンハンサーを用いて
pTie-2-hELコンストラクトを構築する。この
コンストラクトは血管内皮細胞特異的にELの
過剰発現ができるので、血管内皮、特に病変
部に発現しているELと動脈硬化の進展との関
係について検討できる。この二つのコンスト
ラクトを用いて、我々が確立したウサギ受精
卵のマイクロインジェクション法により遺伝
子改変ウサギの作製を行った。
１ヵ月後に生まれた子ウサギの耳生検を行い、
その組織細胞からDNAを抽出し、サザンブロッ
ト法によって導入遺伝子が染色体上に組み込

まれているかどうかを確認する。Tgウサギ各
組織から抽出したmRNAを用いてノーザンブロ
ットを行い、肝臓や内皮細胞特異的なヒトEL
mRNAの発現を検索する。血中EL濃度はヘパリ
ン静注後の血清を用いて、ウェスタンブロッ
ト法により確認後、ELISA法により定量する。
血中ELの活性はMcCoy氏らの方法にて測定す
る（McCoy et al. J Lipid Res 2002）。
正常ウサギならびにTgウサギの血中の総コレ
ステロール、トリグリセライド、HDL-コレス
テロールを測定する。リポ蛋白は超遠心法あ
るいはcITP法により分離し、アガロースゲル
で分析する。リポ蛋白の顆粒サイズの変化は
negative staining法を用いて電子顕微鏡で
観察する。アポ蛋白の分析はSDS-PAGEで分離
後、ウェスタンブロット法により行う。
EL特異抗体の作製：
抗ウサギEL抗体は市販されていないため、抗
体の作製が必要である。我々が同定したウサ
ギEL配列に基づいて、他のリパーゼ（LPLとHL）
と交差反応しない配列をペプチド抗原として、
モノクローナル抗体を作製する。この抗体は
ELISAやウェスタンブロットなどで使用でき
る。一方で、体内への投与によりEL活性が阻
害可能な「阻害抗体」の作製は、哺乳類細胞
で発現させた全長のEL蛋白の精製が必要であ
る。ペプチド抗体の作製は、米国GenScript
社に委託した。
ELアンチセンスの合成：
抗体の体内投与は一回のみに限られるため、
短期間のELの抑制効果しか検討出来ない。
長期間に体内のEL活性を抑制させて、HDLの上
昇効果やその抗動脈硬化作用を検討できる方
法としては、ウサギへのELアンチセンスの投
与がある。我々が単離同定したウサギEL配列
を基にして90個の候補配列からスクリーニン
グし、培養ウサギ肝細胞でのEL発現を強力に
抑制できる二つの配列を同定した。この二つ
のアンチセンスと、対照となるミスマッチコ
ントロールの合成は、米国カリフォルニア州
にある製薬会社ISISと協力して行った。
動脈硬化病変におけるELの発現の解析：
動脈硬化病変にELが発現しているかどうかは
不明である。ヒト冠状動脈並びにWHHLウサギ
の大動脈を用いてEL免疫染色を行う。特にEL
の局在や分布、不安定プラークとの関係につ
いて検討する。病変内の細胞や細胞外基質と
の関係を調べるために、マクロファージ、平
滑筋細胞、アポ蛋白Bをそれぞれ、ELと共に二
重染色する。EL免疫染色が陽性であることを
確認したうえで、in situ hybridization法で
ELの発現細胞を同定する。
EL阻害による血清リポ蛋白の変化：
2種類のELアンチセンスと、対照のミスマッチ
コントロール（100mg/kg/week)を正常ウサギ
（各群20羽）に6週間（週2回）静注する。投
与開始後、毎週採血し、血液検査（血算・生



化学）並びにリポ蛋白の測定を行う。特に、
HDLコレステロール濃度やHDL粒子径、アポ蛋
白の変化を解析した。
WHHLウサギへのELアンチセンスの投与：
6ヵ月齢のWHHLウサギに、ELアンチセンスと、
対照のミスマッチコントロール
（100mg/kg/week)を16週間（週2回）静注する。
投与開始後、毎週、血液検査とリポ蛋白の測
定を行う。16週目でウサギを安楽死させ、大
動脈並びに冠状動脈を採取し、動脈硬化病変
（マクロとミクロ）を解析する。

４．研究成果
まず、ウサギEL cDNA配列を同定しGenbankに
登録した（accession No.NM_001195638）。ウ
サギELアミノ酸配列はヒトELと比べ85.4%相
同性があると認めた（図１)。
更にウサギEL cDNA配列に基づいて、遺伝子構
造を推定できた。

図１に示した
よう、ウサギEL
遺伝子には10
個のエクソン
があり、ヒトと
マウスと同様
であった。

図１ ウサギEL cDNA配列（上）と遺伝子構造（下）

FISH法を用いて、さらにウサギEL遺伝子
の染色体座の位置（9q14.3–15.1）を同定した
（図２）。
図２ ウサギEL遺伝子の染色座

図３ ノーザンブロット解析

次に、我々は各組織でのEL mRNAの発現様式を
Northern blotで検討した。20種類の各臓器の
組織をEL cDNA probeでハイブリッドしたとこ

ろ、ELの発現は肝臓、副腎、精巣、脾臓、腎
臓、肺、骨髄、小腸などで確認された（図３)。
しかし、同じリパーゼファミリーに属してい
るHLやLPLの発現と異なっている。ウサギのHL
発現は肝臓のみで、LPLの発現は脂肪組織や心
臓、マクロファージで確認されている。肝臓
と腎臓のEL発現部位は、さらにHybridization
法で検出した。肝臓にはEL mRNAの発現細胞が
肝細胞であり、腎臓のELは尿細管と小血管で
あった（図４）。

図４ 肝臓（上）と腎臓のEL１ｍRNA発現（Hybridization法）

ELの発現と血中HDLとの関係：
ELは血中のHDL値との関係があるかどうかに
ついて、正常ウサギと高脂血症とHDL値の低い
WHHLウサギを用いて、検討を行った。まず、
血中のEL蛋白量をWestern Blotで比較した。
図5に示しているようにEL蛋白はヘパリン静
注に関係なく血中に存在しており、WHHLウサ
ギの血中ELはいずれにしても正常ウサギの血
中ELより多いことが判明した。更にWHHLウサ
ギの肝臓でのEL mRNA発現も正常ウサギより
亢進していることも認められた（図５）。

図５ リポ蛋白の解析と肝臓でのEL発現

ELアンチセンスの静注実験：
ELの発現抑制は血中HDL-C値にどのように影
響を及ぼすかを調べるために、ウサギにELア
ンチセンスを投与して、6週間の血中HDL-Cの
変化を観察した。図６で示したように、血中
のHDL-CはELアンチセンスの投与後、低下傾向
が認められ、特にリン質を富むサイズの大き
いHDL粒子の増加も認めた（図６）。

図６ アンチセンスの投与実験



また、ELアンチセンスの投与後6週目でウサギ
を安楽死させ、肝臓でのEL発現量を調べたと
ころ、正常群より約50％の減少が認められた。
動脈硬化病変内にELの存在を確認するために、
免役染色とIn situ hybridization法で検討し
た。ELの発現は主に内皮細胞と内膜に浸潤し
たマクロファージに観察された（図７）。

図７ 免疫染色とIn situ hybridization

EL Tgウサギの作製：
肝臓で発現したELコンストラクトを用いて、
ウサギの受精卵1081個にマイクロインジェク
ションを行った後、32羽仮親に移植した。妊
娠したウサギが12羽で延べ18羽子ウサギが生
まれた。PCR法で検査したところ2羽にヒトEL
遺伝子が導入されていることが確認できた。
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