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研究成果の概要（和文）：AMPK活性化による大血管合併症進展抑制機序として、動脈硬化症進展への関与が示唆されて
いるマクロファージ（Mφ）増殖への影響についてAMPK活性化剤であるAICARを用いて検討した。Apo E欠損マウスのAIC
AR投与群では、有意に動脈硬化巣が縮小していた。AICAR投与群の動脈硬化巣では増殖細胞（PCNA陽性細胞）が有意に
少なく、増殖細胞中のMφの割合も少なかった。AICARによるMφ増殖抑制の機序としてRbのリン酸化抑制、p53のリン酸
化、p21cipおよびp27kipの蛋白発現誘導が関与する可能性が示された。薬剤によるAMPK活性化が動脈硬化症の治療標的
となり得ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether activation of AMP-activated protein kinase 
(AMPK) could suppress macrophage proliferation, using AICAR, which is a pharmacological AMPK activator. AM
PK activation suppressed Ox-LDL-induced macrophage proliferation by suppressing GM-CSF expression and indu
cing cell cycle arrest. Moreover, treatment with AICAR suppressed atherosclerotic lesion formation, and de
creased the number of PCNA-positive macrophages in apolipoprotein E-deficient mice. In conclusion, we foun
d that AICAR-mediated AMPK activation suppressed Ox-LDL-induced macrophage proliferation by suppressing GM
-CSF expression and inducing cell cycle arrest, and suppressed the progression of atherosclerosis in apoli
poprotein E-deficient mice. Because the proliferation of vascular cells including macrophages is a key eve
nt in the development and progression of atherosclerosis, these effects of AMPK activation may represent t
herapeutic targets for atherosclerosis.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： マクロファージ　AMPK　動脈硬化　細胞周期

内科系臨床医学・代謝学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
粥状動脈硬化症は、心筋梗塞・脳梗塞を代
表とする致死的動脈硬化性疾患の主要な原
因疾患である。現在わが国を含む先進諸国で
は食生活の充実や利便性の高い生活スタイ
ルへの変化により、脂質異常症や糖尿病、高
血圧といった生活習慣病が急増し、それに伴
い動脈硬化性疾患患者数も急増している。現
在のところ、動脈硬化症発症・進展メカニズ
ムは血管内皮障害を起点とした血管の炎症
反応として理解されている (N Engl J 
Med.340:115, 1999.)。血管内皮障害に応答
し活性化した血中の単球は、血管内皮下に遊
走・浸潤しマクロファージ(Mφ)へ分化する
とともに生理活性物質を分泌する。また、低
比重リポ蛋白(LDL)は血管内皮下では酸化修
飾を受け酸化LDL (Ox-LDL)へと変性して存在
する。動脈硬化症の発症・進展には、この炎
症性反応応答に加え血管内皮下における
Ox-LDLによる Mφ増殖の関与が重要視されて
いる。 
これまでに申請者らは Ox-LDL による Mφ
増 殖 の 分 子 機 序 ( 特 に Granulocyte 
Macrophage colony-stimulating Factor 
(GM-CSF)と Protein kinase C の関与)と抗動
脈硬化作用(J Biol Chem. 275:5810, 2000. 
J Biol Chem. 284:34561, 2009. )や PPAR
活性化作用を介したMφの機能制御による抗
動脈硬化作用の機序(J Biol Chem.280:6627, 
2005, Circ Res.100:1442, 2007,  
Arterioscler Thromb Vasc Bio. 30:1598, 
2010 )を明らかにし Mφの機能が多岐にわた
って動脈硬化の病態に関与していることを
報告している。 
AMP-activated protein kinase(AMPK)は、
ATP の欠乏を感知し活性化され、消費された
ATP を補填するよう作用するエネルギーセン
サー酵素であるが、血管構成細胞における役
割の解明は未だに不十分である。申請者らの
所属する教室では、これまでに血管内皮細胞
において AMPK 活性化がミトコンドリア
reactive oxygen species (ROS)産生を抑制
していること(Diabetes 55:120, 2006)、血
管平滑筋細胞において AMPK 活性化が細胞増
殖抑制作用を示すこと(Circu Res. 97:837, 
2005)を報告している。 
最近、幼若な Mφがサイトカイン環境によ
って炎症を惹起する機能を持つ古典的活性
化 Mφ(M1)と炎症を抑制する機能を持つ代替
活性化 Mφ(M2)という異なる表現型に分化し、
それぞれ特徴的な活性を持つことが注目さ
れている。動脈硬化病変には M1,M2 両表現型
の Mφが存在し M2表現型の Mφの割合を増加
させることが動脈硬化抑制的に作用する可
能性が報告されている(Cell Metab.6:137, 
2007)。また、AMPK が Mφ表現型の調節の中
心的な役割を果たしている可能性を示唆す
る報告がなされている(J Immunol. 181:8633, 
2008)。 
 

２．研究の目的 
以上の学術的背景から Mφ表現型の変化は
生理活性物質の産生による周囲への影響ば
かりでなく Mφ増殖や Mφの組織浸潤を介し
病態に関与している可能性があり、動脈硬化
症の発症・進展の病態にも Mφ表現型の変化
に伴う Mφ増殖と動脈硬化巣への Mφ組織浸
潤が関与することが考えられる。さらに、M
φにおける AMPK 活性化が Mφ増殖と Mφ組織
浸潤のいずれにも抑制的に作用し、動脈硬化
症の発症を抑制する可能性が考えられる。こ
れまでに申請者はAMPK活性化がMφの細胞周
期の進行を阻止することで Mφ増殖を抑制す
ることを報告している (J Biol Chem. 
284:34561, 2009)。 
本研究では動脈硬化巣における Mφ表現型
の変化と Mφ増殖および Mφ組織浸潤との関
連を証明し、AMPK 活性化による Mφ表現型制
御が Mφ増殖および Mφの組織浸潤を抑制し
動脈硬化症の治療標的になりうるという仮
説を証明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
≪実験Ⅰ≫  
～AMPK 活性制御による Mφ増殖能との関連
(in vitro) ～ 
Mφ増殖がAMPKにより制御されていることを
証明する目的で以下の検討を行った。 
<実験Ⅰ- a>各増殖誘導刺激によるMφ増殖を
解析した。 
①細胞はDDYマウスから採取したマウス腹腔
Mφを用いた。 
②これまでに確立した増殖誘導刺激(Ox-LDL、
GM-CSF)による Mφ増殖能と AMPK の関連を解
析した。 
③細胞増殖の評価は、[3H]チミジン取り込み
法を用いて行った。 
④細胞周期の評価は、Propidium iodide を用
いた Flow cytometry 法で行った。 
<実験Ⅰ- b>  
～AMPK活性制御Mφに増殖誘導刺激を行うこ
とで Mφ表現型の変化の解析～ 
①AMPK 活性制御には、AMPK 活性化剤 AICAR
およびアデノウイルスベクターを用いて優
位 抑 制 型 dominant negative 
mutant(T172A)-AMPKα(DN-AMPK)を過剰発現
することによって行った。 
②AMPK活性制御したMφに増殖誘導刺激を行
うことで Mφ増殖能の変化を解析した。 
≪実験Ⅱ≫  
～動脈硬化巣における Mφ増殖及び Mφの組
織浸潤の評価(in vivo) ～ 
①動脈硬化モデルマウス(アポ E欠損マウス)
の大動脈弁輪部の組織薄切切片及び大動脈
全体を enface した組織サンプルを Oil-red O
染色し粥状動脈硬化病変のサイズを定量化
した。 
②大動脈弁輪部の連続切片を用いて Mφ特異
的な表面抗原マーカー(CD11b)と細胞増殖の
マーカー(PCNA)で多重免疫染色を行い増殖



細胞と一致の程度を評価した。 
≪実験Ⅲ≫  
～AMPK 活性化剤による動脈硬化症の発症・進
展抑制機序の解明(in vivo) ～ 
アポ E欠損マウスに AICAR を 8～10週間連日
皮下注射投与後に sacrify し、上記≪実験Ⅱ
≫と同様の検討で動脈硬化病変のサイズを
定量化し増殖細胞および Mφについてコント
ロールマウスと比較検討した。   
 
４．研究成果 
①マウス腹腔 Mφにおいて、AICAR は濃度依
存性に AMPK の Thr172 をリン酸化し、主要な
下流分子である ACC のリン酸化を誘導した。
この効果は AICAR 添加後 1時間以内で誘導さ
れ、24 時間以上持続した。 
②腹腔 Mφおいて、AICAR は酸化 LDL、あるい
はGM-CSFにより誘導されたMφ増殖を濃度依
存性に有意に抑制した。 
③DN-AMPK を遺伝子導入し過剰発現させた M
φでは、AICAR により誘導される AMPK のリン
酸化が誘導されず、下流の ACC のリン酸化も
誘導されなかった。この Mφでは、AICAR に
よる酸化LDL誘導性マクロファージ増殖の抑
制効果が、解除された。 
④GM-CSF 誘導性 Mφにおいては AICAR 添加に
よりG0/G1期にあるMφの増加と、S期とG2/M
期にある Mφの減少を認めた。 
G0/G 期：180.3±1.5%→93.4±1.8% 
S 期：13.2±0.9%→6.1±0.5% 
G2/M 期：7.2±0.7%→2.5±0.3% 
⑤Apo E 欠損マウスに AICAR 投与することで
脂質プロファイルに有意な変化は認めなか
った（図 1-1）。AICAR 投与群では CTRL 群と
比較し有意に動脈硬化巣が縮小していた（図
1-2）。 

⑥ApoE 欠損マウスの動脈硬化巣において増
殖細胞の 38%が Mφであった（図 2-1）。AICAR
投与群では CTRL 群と比較し増殖細胞が有意
に少なく、増殖細胞中の Mφの割合も有意に
少なかった(図 2-2）。 

MφにおけるAMPKの役割は未だに十分に解
明されていない。今回の研究結果で、①AMPK
活性化がMφの細胞周期の進行をG1期で停止
(G1 arrest)させることでMφの増殖を抑制す
る作用があること、②AMPK 活性化剤の投与に
よりマウス生体内でも動脈硬化の進行が抑
制され、動脈硬化巣における増殖 Mφの割合
が減少されること、が示された。これらの知
見から、Mφにおける AMPK の役割は、Mφの
細胞周期の進行を介した Mφの増殖の調節に
あり、薬剤で AMPK 活性を調節することは動
脈硬化症の治療標的となりうる可能性があ
ることを証明し得た。 
 AMPK 活性化剤の投与による動脈硬化巣で
の増殖 Mφの減少は、Mφの増殖が抑制された
ことが主因と考えられるが、それ以外にも、
Mφ表現型が変化された可能性や動脈硬化巣
への Mφの組織浸潤が抑制された可能性、こ
れらの機序が総合的に作用した可能性も考
えられる。 



 Mφの組織浸潤は、動脈硬化巣ばかりでな
く、脂肪組織、肝臓、膵臓など多くの組織で
観察されている。脂肪組織、肝臓への浸潤や
浸潤した組織でMφの表現型がM2優位となる
ことで組織のインスリン感受性が高まり耐
糖能が改善することが明らかとされており
(Cell Metab. 7:485,2008)、膵臓への Mφの
組織浸潤はインスリン分泌能低下の原因と
なることも示唆されていることから、2 型糖
尿病の病態にも深く関連があると考えられ
ている。さらには、中枢神経系への炎症性細
胞の浸潤が病因の一つと考えられている多
発性硬化症のモデルマウスに AMPK 活性化剤
を投与することで、中枢神経系への単球や M
φの組織浸潤が抑制され多発性硬化症の病
態も改善を示すことが報告されており(J 
Immunol. 182:8005, 2009) 中枢神経系への M
φの組織浸潤が神経変性疾患の原因となっ
ている可能性がある。また、悪性腫瘍の転移
に Mφ表現型の変化が先行するという報告な
ど、Mφ表現型の変化や Mφの組織浸潤が関与
する病態は数多く存在する。 
以上より Mφにおける AMPK 活性は、動脈硬
化症のみならず、２型糖尿病や神経変性疾患、
悪性腫瘍など Mφの関与する様々な疾患の病
態形成に深く関わっていると考えられる。本
研究をさらに発展させ、Mφにおける AMPK 活
性の役割の解析をさらに進めることで、これ
ら多くの疾患の発症機序を一元的に解明す
ることに繋がる可能性がある。本研究を進め
ることで得られる知見は、多くの疾患の病態
の解明や治療法の開発に多大な貢献をする
と考えられる。 
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