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研究成果の概要（和文）：NCEH1 は、マクロファージにおける中性至適pHコレステロールエステル水解酵素活性を担う
主要な分子である。欠損マウスの解析から、NCEH1は泡沫化や粥状動脈硬化に深く関与することが明らかにされた。酵
素活性阻害薬を用いた実験より、ヒトでもNCEH1はマクロファージの主要な分子であることが示され、大動脈でNCEH1は
マクロファージの部位に一致して存在することが免疫組織学的に証明された。更に、泡沫過程で酸化ステロールはNCEH
1非存在下でアポトーシスを増加して、動脈硬化病変を重症化する可能性が示唆された。NCEH1は粥状動脈硬化の病態を
紐解く新たな鍵として診断や治療を含めた臨床応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：NCEH1 plays a principal role for cholesteryl ester hydrolase at optimal neutral pH
 in macrophages.  Gene-knockout studies revealed that NCEH1 would have a deep relationship with foam cell 
formation and atherosclerotic development.  In addition, it is suggested by experiments using the enzymati
c inhibitor that NCEH1 might be a main enzyme in human macrophages and immunohistochemical analyses demons
trate that NCEH1 exists in the aortic area stained by anti-CD68 antibody.  Furthermore oxysterols could au
gment the induction of apoptosis in foam cells lacking NCEH1 and advance the severity of atherosclerotic l
esions.  NCEH1 is a key molecule to understand the pathogenesis of atherosclerosis and lead to clinical ap
plications including its diagnosis and treatment.  
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１．研究開始当初の背景 

 泡沫化マクロファージは粥状動脈硬化症
の基盤を形成し、病態の発症および進展を司
る重要な起点と考えられる。泡沫現象は細胞
内コレステロールエステル（CE）の過剰蓄積
で、そのメカニズムは以下のような点が明ら
かにされてきた。すなわち、酸化等の変性を
受けた LDLがスカベンジャー受容体を介して
細胞内に取り込まれ、ライソゾームで水解さ
れて遊離コレステロール（FC）となる。細胞
内 FC の蓄積は細胞毒性があるため、それを
回避すべく、FC は小胞体のアシル CoA:コレ
ステロール・アシルトランスフェラーゼー１
（ ACAT-1; acyl-CoA:cholesterol 
acyltransferase-1）により再エステル化さ
れ CE となり細胞質内に蓄積される。CE は疎
水性状のため脂肪滴にとなり、この蓄積が泡
沫化をもたらす。しかし、一旦蓄積した CE
も再分解されることが知られており、ライソ
ゾームでの酸性環境下での水解に対し、中性
環 境 下 で の 水 解 で あ る た め 、 neutral 
cholesterol ester hydrolase（nCEH）と呼
ばれてきた。CE の水解により生じた FC は、
１）細胞外にアポ A-I、A-IV などのヘリック
ス型のアポ蛋白へ ABCA1 （ ATP-binding 
cassette transporter A1）などにより efflux
される、２）CE に再エステル化される、かの
いずれかの経路を辿るが、効率よく細胞外へ
efflux されれば泡沫化は軽減することとな
る。従って、現在のコンセプトでは、細胞内
の CE 蓄積量は ACAT-1、nCEH と ABCA1 などの
バランスにより規定されると考えられてい
る。こうした観点から ACAT 阻害薬が開発さ
れ、更に現在は ABCA1 の活性化をねらった治
療法の開発競争が展開している。しかしなが
ら、これまで nCEH の活性化をねらった研究
はほとんどされていない。この原因として
nCEH 活性を発揮する蛋白がマクロファージ
より単離されなかったことがあげられる。 
 従 来 古 典 的 な リ パ ー ゼ で あ る
hormone-sensitive lipase(HSL)が nCEH では
ないかと推察されてきたが（FEBS lett 
1989;247:205-8 、 J Lipid Res 
1993;34:1969-74）、我々の作成した HSL 欠損
マウスのマクロファージには十分な量の
nCEH 活性が残存していた（Osuga J et al. 
Proc Natl Acad Sci USA 2000;97:787-92）。
我々はバイオインフォマティクスを駆使し
て、モチーフ解析によりマクロファージの
nCEH の新規候補遺伝子を同定し、NCEH1
（neutral cholesterol ester hydrolase 1）
と命名した（Okazaki H et al. J Biol Chem 
2008;283:33357-64）。NCEH1 はマクロファー
ジの小胞体に豊富に存在し（Igarashi M et al. 
J Lipid Res. 2010;51:274-85）、アデノウイ
ルスベクターを用いた過剰発現実験で泡沫
化を抑制し、また RNAi による抑制実験でマ
クロファージの nCEH 活性を約 50%抑制した。
さらに、NCEH1 欠損マウスを作製して、泡沫
化や動脈硬化への影響について研究を進め

た。NCEH1 欠損のマクロファージでは nCEH 活
性が野生型の約 50%に抑制されていた。これ
と呼応するように NCEH1欠損は泡沫化を促進
し、apoE 欠損マウスの動脈硬化を約 2倍に促
進 し た （ Sekiya M et al. Cell Metab 
2009;10:219-28）。さらに NCEH1 欠損マウス
と HSL 欠損マウスを交配し、両欠損マウスを
作製すると、マクロファージの nCEH 活性は
野生型の約 10%となったので、この両者がマ
クロファージ nCEH の主要な責任分子である
ことが判明した。泡沫化を誘導すると細胞内
CE 含量は HSL 欠損、NCEH1 欠損、両欠損の順
に増加し、両欠損において 2 つのリパーゼは
相加的に寄与することが示された。また、野
生型、HSL 欠損、NCEH1 欠損、両欠損の骨髄
を LDL 受容体欠損マウスに骨髄移植し、in 
vivo での動脈硬化病変形成を調べたが、病変
面積は、この順に従って増大したので、泡沫
化の程度と呼応する結果だった。以上より最
も主要なマクロファージ nCEH は NCEH1 であ
り、次に HSL であることが明らかとなった。
以上の先行研究で NCEH1 と HSL が泡沫化の量
的な程度を調節する因子であることが明ら
かになった。 
 
２．研究の目的 
 ヒトのマクロファージにおいても NCEH1は
CE を分解する主要な分子で、ヒト動脈硬化病
変においてもその発現を確認している。本研
究は、ヒト NCEH1 が動脈硬化症の進展および
動脈硬化性疾患の発症への関与について解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒトのマクロファージでの NCEH1 の寄
与度を NCEH1 活性阻害薬(AS115)や HSL 活性
阻害薬を用いて検討した。 
（２）NCEH1 欠損マウスの腹腔マクロファー
ジは 25-水酸化(25-OH)ステロールの添加で
アポトーシスを起こすことを先行研究で見
いだしている。AS115 を用いて NCEH1 の活性
を低下させた状態での、25-OH ステロールの
影響を調べた。アポトーシスのメカニズムと
して酸化ステロールエステルの蓄積が関与
している可能性があるので、ACAT 阻害薬によ
るアポトーシスへの影響について調べた。ま
た、NCEH1 欠損マウスでは酸化ステロールの
添加で小胞体ストレスが惹起することを見



いだしているので、野生型に AS115 を添加し
て同様の減少が起きているかどうか検証し
た。 
（３）ヒトの大動脈での NCEH1 や泡沫化関連
遺伝子の発現を免疫組織学的な手法で確認
し、病変部位の構成細胞や NCEH1 の発現など
についても検討を行う。 
 
４．研究成果 
（１）ヒトのマクロファージの nCEH を担う
分子として、HSL と cholesterol ester 
hydrolase (CES1) （ Physiol Genomics. 
2000;2:1-8、J Lipid Res. 2003;44:1833-40、
J Clin Invest. 2007;117:2983-92）が候補
と考えられていた。しかし、HSL のヒト単球
由来マクロファージでの発現量は非常に低
く、HSL 活性阻害薬を用いても nCEH 活性は抑
制されないので、HSL のヒト単球由来マクロ
ファージの nCEH を担う分子としての寄与度
はほとんどないものと考えられた。同様に、
CES1 の発現はマクロファージに認めるもの
の、nCEH 活性が極めて低く、ヒト単球由来マ
クロファージにおいてノックダウンしても
nCEH 活性への影響はなかった。一方、NCEH1
は単球からマクロファージの分化に伴って
発現が誘導され、AS115 により nCEH 活性は
85%までに抑制された。これらの結果より、
NCEH1はヒトマクロファージの主要なnCEHで
あることが示された（Igarashi M et al. Circ 
Res. 2010;107:1387-95）。 
（２）AS115 による酵素活性の抑制が欠損モ
デルと同等の効果があるのかを調べるため、
野生型マウスの腹腔マクロファージに添加
した。AS115 の添加により欠損モデルと同様
にコレステロールエステルの蓄積が観察さ
れた。25 水酸化ステロールは NCEH1 欠損マク
ロファージのアポトーシスを小胞体ストレ
ス経由で誘導する。従って、NCEH1 欠損マウ
スの動脈硬化には、単にコレステロールエス
テルの蓄積だけでなく、酸化ステロールの関
与が考えられた。実際に、25 水酸化ステロー
ルのエステル体は小胞体に存在し、NCEH1 の
基質になることも証明された。さらに、ACAT1
欠損マウスを NCEH1 欠損マウスと交配するこ
とにより、動脈硬化の進展は抑制されること
が示された。酸化ステロールのエステル体も
ACAT1 で生成される可能性がある。酸化ステ
ロールエステルから小胞体ストレスひいて
はアポトーシスへの経路に関わる分子機序
が明らかにして泡沫化を抑制する新規治療
の開発につなげたい。 
（３）ヒト大動脈の動脈硬化性病変の免疫組
織学的検討した結果、NCEH1 は CD68 の染色部
位に一致して存在することが明らかとなっ
た。以上の結果より、NCEH1 はヒト単球由来
マクロファージの泡沫化に影響する重要な
分子で、ヒトの動脈硬化形成にも関与してい
ることが示唆された。 
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