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研究成果の概要（和文）：LOX-1とGPCRとの複合体形成について、アンジオテンシン受容体AT1のほかに、あるGPCR-Xと
も複合体を形成することを見出した。酸化LDLがLOX-1に結合すると、AT1同様にGPCR-Xを介した細胞内シグナル伝達が
起きた。また、SHRSPにAT1拮抗薬を投与すると、血圧が変化しない用量でも高脂肪食による動脈壁脂質沈着が有意に抑
制された。さらに、凝固因子がLOX-1と複合体を形成することにより、LOX-1および凝固因子濃度依存的にトロンビン活
性化が生じることも見出した。
これらの研究により、LOX-1と様々な分子が相互作用し、想定以上の多彩な生命現象を引き起こすことが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：First, we investigated the significance of GPCR-LOX-1 complex formation. We found 
that LOX-1 could form a complex with a GPCR X as well as with the angiotensin II receptor AT1. Binding of 
oxidized LDL to LOX-1 induced GPCR X-mediated intracellular signal transduction as was the case with AT1. 
Concerning AT1-LOX-1 complex formation, we witnessed that administration of an AT1 antagonist to SHRSP 
suppressed high fat diet-induced arterial lipid deposition even at doses that do not affect blood 
pressure. Second, we found that association of LOX-1 and coagulation factors promotes thrombin generation 
depending on the doses of LOX-1 and a coagulation factor.
Association of LOX-1 with the above molecules to induce various biological effects would illustrate a 
wide variety of LOX-1 roles in pathology not limited to atherosclerosis.

研究分野：薬理学

キーワード： LOX-1　GPCR　クロストーク
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化の発症進展のメカニズムは、
Steinbergらにより提唱された、LDLが変化し
て生じる（酸化）変性LDLが動脈硬化を進展
させるという酸化LDL仮説(NEJM 1989)、そ
して、Rossにより提唱された血管内皮機能障
害が動脈硬化の最初の段階であるとする説
が(Nature 1993)、動脈硬化の2大仮説であった。
申請者は、これら2つの仮説の共通の鍵とな
る分子として、血管内皮細胞の酸化LDL受容
体LOX-1を発見した(Sawamura, Nature 1997)。 
 
 以来一貫して、我々はLOX-1の研究をリー
ドしてきた。そして、LOX-1阻害薬のモデル
としてLOX-1機能抑制抗体を作成し、この各
種病態の動物モデルに対する効果を検証し
てきた。そして、LOX-1遺伝子ノックアウト
マウスなどを利用することによって、すでに
血管内皮機能障害、動脈硬化、心筋梗塞、バ
ルーン傷害後血管再狭窄、エンドトキシンに
よる炎症、関節炎などの病態モデルでの
LOX-1の病態促進的役割を報告している
(Mehta, Circ Res 2007; Inoue, Circ. Res., 2005; 
Li, J. Am. Col. Cardiol., 2003; Hu, Cardiovasc 
Res 2007; Hinagata, Cardiovasc Res., 2006; Yao, 
Hypertension 2008; Honjo, PNAS, 2003; 
Nakagawa, Arthritis Rheum., 2002; Zushi, 
Arthritis Rheum., 2009; Ishikawa, Arthritis 
Rheum., 2012)。そして、SHRSPで2週間以内
に血管壁への脂質沈着を評価できる系を確
立し、酸化LDLおよび高脂肪食がLOX-1を介
して、血管透過性を高めることにより、脂質
沈着を促進することを示した  (Nakano, J 
Hypertension 2009)。 
 
 ではLOX-1は多様な病態における役割をど
のようにして果たしているのであろうか？
心筋梗塞、再狭窄、炎症などのモデルでLOX-1
機能抑制が病態改善効果を示すのには、リポ
蛋白質以外のリガンドや会合分子の存在が
あると考えられる。この疑問に答えるため、
これまで、アポトーシス細胞や活性化血小板
がLOX-1に結合することを早い段階で見出し
ている (Oka, PNAS 1998; Kakutani, PNAS 
2000)。 
 そして研究を進め、虚血性心疾患の新しい
危険因子として注目を集めているC-reactive 
protein （CRP）がLOX-1に結合し、血管透過
性を亢進させたり、補体系を活性化すること
によって炎症を促進することを明らかにし
た(Fujita, Clin Chem 2009; Fujita, Clin Chem 
2010; Fujita, Clin Chem 2011)。 
 
 
２．研究の目的 
 このような中、LOX-1と諸分子のこれまで
知られていなかった相互作用が見えてきた。
第一に、血液凝固因子の一種が新たなLOX-1
のリガンドとなるとともに、酸化LDLの
LOX-1への結合様式を変化させる可能性、第

二に、LOX-1がアンジオテンシン受容体のよ
うなGPCRと複合体を形成し、細胞内シグナ
ル伝達を起こす可能性である。これらはいず
れも循環機能に重要と考えられ、本研究でそ
の意義を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 凝固因子-LOX-1結合の血液凝固や炎症に
おける意義 
a. 再構成系でのトロンビン活性測定 
 384-wellプレートに、LOX-1、LOX-1と結合
する凝固因子、その下流にある凝固反応に必
要な分子群、および発色性トロンビン基質
(S-2238; 0.5 mM)を混合し、凝固活性化に伴い
産生したトロンビンによる基質切断活性を
プレートリーダー(Spectra Max 340PC384)で
経時的に測定した。測定結果からMaxΔ
OD/minを算出し評価に用いた。 
b. マウス尾出血時間測定 
 実験には 8-9週齢の野生型雄性マウス
(C57BL/6J)を用いた。麻酔下でマウスの尾先
端から5 mmのところを切断し、その後15秒毎
にろ紙に血液を染み込ませ、ろ紙に血液が最
後に付着した点を出血時間として評価に用
いた。 
 
(2) LOX-1-GPCR結合のシグナル伝達におけ
る意義 
a. LOX-1-GPCR相互作用解析 
 LOX-1とGPCRを発現させたCHO細胞や
COS-7細胞を用いて、免疫沈降法やin situ PLA
法により、受容体間相互作用を解析した。ま
た、酸化LDL刺激による細胞反応を、ルシフ
ェラーゼレポーターアッセイやウェスタン
ブロット法により解析した。 
b. LOX-1依存性脂質沈着モデルラットの解析 
 SHRSPに高脂肪食負荷と共にAT1ブロッカ
ー(olmesartan; 0.1 mg/kg/day)または対照とし
てhydralazine (2 mg/kg/day)を1週間飲水投与
した。各個体から腸間膜動脈を採取し、Oil red 
O染色により血管壁への脂質沈着を検出し、
評価に用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 凝固因子-LOX-1結合の血液凝固や炎症に
おける意義 
 これまでに、LOX-1蛋白質を固相化した
ELISAおよびBiacoreを用いてLOX-1への凝固
因子の結合様式を明らかにしてきた。また、
ヒト正常血漿やLOX-1に結合する凝固因子欠
損血漿を用いて、LOX-1を添加したCa2+再加
凝固試験を行い、凝固因子-LOX-1結合により
血液凝固が促進することがわかってきた。 
 
 そこでさらに、血漿へのLOX-1添加ではな
く、LOX-1およびLOX-1と結合する凝固因子、
そして、その下流にある凝固反応に必要な分
子群だけを添加した再構成系でトロンビン



活性を測定することにより、LOX-1が凝固反
応に及ぼす影響について検討した。 
 その結果、LOX-1濃度依存的にトロンビン
活性が増加したが、一方、LOX-1の対照とし
て、ホモロジーの最も高い分子である
Dectin-1ではそのような増加は認められなか
った（図1）。 

図1. 再構成系における、LOX-1濃度依存的トロ
ンビン活性亢進 
 
 また、LOX-1存在下では凝固因子濃度依存
的にトロンビン活性が増加し、Dectin-1では
そのような増加は認められなかった（図2）。
すなわち、凝固因子-LOX-1結合は、凝固系に
おけるトロンビン活性化までの反応を促進
することがわかった。 

図2. 再構成系における、凝固因子濃度依存的ト
ロンビン活性亢進 
 
 凝固因子とLOX-1の結合は、理屈上は凝固
因子の活性を抑制する方向で働く可能性も
あったが、以上の結果から、実際には凝固反
応を促進する形で相互作用することが明ら
かになった。 
 
 そこで、in vivoでの血栓・凝固反応におけ
るLOX-1の意義を検討した。はじめに、正常
状態におけるLOX-1発現が出血時間にどのよ
うな影響を及ぼすのかを調べるため、野生型
マウスとLOX-1KOマウスの尾出血時間を測

定し比較した。その結果、両群間で差は認め
られず、LOX-1が無くても血液凝固は正常に
進行することがわかった。 
 
 次に、血液凝固のモデルとしてLPS投与に
よるDICを模した病態モデルを用いて解析し
た。LPS投与により組織でのLOX-1発現量は
増加する。マウスにLPS (from E. coli, 5 mg/kg)
を腹腔内投与し、1時間後の尾出血時間を測
定した。対照群には、生理食塩水を腹腔内投
与した。その結果、LPS投与群では対照群に
比べて出血時間が短縮し、この現象は抗
LOX-1抗体投与(10 mg/kg, i.v.)により抑制(正
常化)された。すなわち、LOX-1阻害は、LOX-1
が関与する病的な凝固反応を抑制すること
が考えられた。 
 
 以上より、他の抗凝固薬がどのような状況
でも血栓・凝固反応を抑制するのとは異なり、
LOX-1機能抑制の場合はLOX-1の発現が高ま
るDICのような病態においてのみ、血栓凝固
反応を抑制することが明らかになった。この
ことから、LOX-1を抑制しても生体に必要な
通常の止血反応は抑制されないと考えられ
た。これは、LOX-1のような固相にある蛋白
質が凝固反応を制御することと、局所での凝
固反応誘導のメカニズムを明らかにしたも
のである。 
 
(2) LOX-1-GPCR結合のシグナル伝達におけ
る意義 
①LOX-1-AT1結合の酸化LDLによるシグナル
伝達における意義 
 LOX-1とAT1を同時に発現する安定発現細
胞株を作製し、分子間の近接性を検出するin 
situ PLA法と免疫沈降法を用いて、LOX-1と
AT1が細胞膜上で複合体を形成することを明
らかにした。LOX-1の対照として、ホモロジ
ーの最も高い分子であるDectin-1では、AT1
との複合体形成は認められなかった。さらに、
LOX-1とDectin-1のキメラ蛋白質を発現させ
た細胞を用いた解析により、AT1との相互作
用にはLOX-1の細胞内領域が重要であること
を明らかにした。 
 AT1をLOX-1と同時に発現させた細胞では、
LOX-1を単独で発現させた場合に比べ、酸化
LDLによるERKリン酸化や、転写因子NF-κB
の活性化が促進した。培養血管内皮細胞
(HUVEC)では、AT1ブロッカー(olmesartan)や
AT1のsiRNA処置は、酸化LDLによって起こる
ERK活性化を抑制した。すなわち、酸化LDL
によるLOX-1刺激が、AT1を介してシグナル
伝達を引き起こすことが明らかになった。 
 
 このようなLOX-1とAT1の相互作用が in 
vivoでも認められるのかを検討するため、以
下のモデルを用いて解析を行った。SHRSPで
は高脂肪食負荷により1-2週間で腸間膜動脈
への脂肪沈着がおき、これがLOX-1に依存し
ていることは既に報告している。これには、



LOX-1を介した脂質の取り込みだけでなく、
シグナル伝達も重要であることがわかって
いる。そこで、この系にAT1ブロッカーを投
与して、血管組織での酸化変性LDLに対する
反応にAT1が関わっている可能性を解析した。 
 
 SHRSPに高脂肪食負荷と共にolmesartanま
たは対照としてhydralazineを1週間飲水投与
した結果、olmesartan投与群は対照群に比べ、
血圧は変わらないのにも関わらず、腸間膜動
脈中の脂質沈着が有意に抑制されていた
(p<0.05)(図3)。このとき、両群間で、血圧、
体重、心拍数、および血清中性脂肪、トータ
ルコレステロール、HDLコレステロールに差
は認められなかった。 
 

図3. SHRSP脂質沈着モデルにおけるolmesartan
の阻害効果（写真の赤色の部分が血管に取込ま
れた脂質を示している） 
 
 以上より、LOX-1の様な1回膜貫通型の受容
体刺激が、AT1のようなG蛋白質共役型受容体
を介してシグナル伝達を引き起こすことを
初めて明らかにすることができた。 
 さらにAT1以外のGPCRについても解析を
進め、LOX-1を介したシグナル伝達機構に影
響を及ぼす新たなGPCR Xを見出した。 
 
②AT1以外のGPCRの酸化LDLによるシグナ
ル伝達における意義 
 培養血管内皮細胞に、GPCR Xに対する阻
害薬を前処置することにより、酸化LDLによ
って起こるERKリン酸化が抑制されること
がわかった(図4)。 

 
図4. 酸化LDLによるERKリン酸化に対するGPCR 
Xの阻害効果 
 
 そこでLOX-1とGPCR XをCOS-7細胞に発
現させて酸化LDLによるシグナル伝達を解析
した。LOX-1を単独で発現させた場合に比べ、
LOX-1とGPCR Xを共発現させることにより、

酸化LDL刺激によって起こるERKリン酸化や
NF-κB活性化が増強されることがわかった。
この反応はGPCR Xの阻害薬の前処置により
抑制された。これにより、GPCR XがLOX-1
を介した酸化LDLの作用を促進している可能
性が考えられた。 
 
 さらに、免疫沈降法によりLOX-1とGPCR 
Xの相互作用を調べた結果、LOX-1はGPCR X
と共沈し、複合体を形成することがわかった
(図5)。このとき、LOX-1と最も相同性の高い
Dectin-1では、GPCR Xとの共沈は認められな
かった。 
 

図5. LOX-1とGPCR Xの共免疫沈降 
 
 以上の結果から、AT1以外にもLOX-1と複
合体を形成し、酸化LDLによるシグナル伝達
機構を活性化するGPCRが存在することが明
らかになった。 
 LOX-1とAT1やGPCR XのようなG蛋白質共
役受容体の相互作用が、変性LDLによって引
き起こされる血管機能障害に重要であると
示唆される。 
 
(3) 結語 
 本研究により、LOX-1と様々な分子が相互
作用し、その結果として、細胞内ではシグナ
ル伝達、細胞外では血液凝固といった、多彩
な生命現象を引き起こすことが明らかとな
った。これらの機能により、LOX-1発見当時
に想定されていた動脈硬化における役割に
とどまらず、様々な病態で中心的役割を果た
す可能性があり、今後さらにLOX-1の研究を
新しい視点から発展させていきたい。 
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