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研究成果の概要（和文）：アルコールと動脈硬化誘発飼料併用マウスでは、血管内皮細胞層修復遺伝子発現量の低下・
単球走化性蛋白質1と蛋白質分解酵素MMP9遺伝子の過剰発現を引き起こし、動脈硬化の進行（血管エコー上に内中膜複
合体厚（動脈硬化の程度）と低輝度（易破綻）プラーク形成率の増大）が促進される。慢性心理的ストレス、特に高脂
血症下で、これを受けたマウスは内皮細胞機能と関連する血管内皮型一酸化窒素合成酵素遺伝子発現量の低下とレクチ
ン様酸化LDL受容体遺伝子の過剰発現がみられ、動脈硬化進行の促進と心血管イベントフリー生存率の低下を認めた。
本研究は法医学に無論のこと、動脈硬化の治療法と予防法の開発にも貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：C57BL/6j and apolipoprotein E and low-density lipoprotein receptor double 
knockout male mice were randomly divided into alcoholic or chronic mental stress (CMS) study, and then 
reared for 16 weeks. Ethanol promoted the development of atherosclerosis and induced the down-regulation 
of endothelial cell layer repair gene (CD34) and up-regulations of the monocyte chemotactic protein-1 and 
matrix metallopeptidase 9 (an enzyme involved in the extracellular matrix degradation) gene expressions 
in abdominal aortas. CMS, especially in mice with hyperlipidemia, showed the high risk of cardiovascular 
events via the developed atherosclerosis accompanied the down-regulation of nitric oxide synthase 3 and 
up-regulation of lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 gene expressions (the genes that 
related to the endothelial dysfunction).
 The chronic heavy drink and CMS could be the risk factors for cardiovascular disease, especially in 
subject with hyperlipidemia.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 
法医解剖が年々増加するに伴って内因性

急死の症例も増えてきた。死因究明のために
は法医解剖率と死因の診断精度を上げるこ
とが最善の方法であり、社会医学としての法
医学が担う重要な責務となる。 
我々は、アルコール突然死モデルラットを

開発し、アルコール依存症ラットにおける致
死的不整脈性急死発症機転に関わるメカニズ
ムの研究を行った（基盤Ｃ・18590635）。アル
コール持続消費よりも、むしろ突然の断酒に
より心機能の低下1)、致死的不整脈発症リスク
の増大2)がみられた。交感神経活性化を介する
心筋ギャップ結合リモデリング3）・心室再分極
の均質性障害4）は、アルコール性心機能障害
および致死的不整脈性突然死の発症機転に重
要な役割を果たすことが解明された（基盤
Ｃ・22590635）。 
日本において高脂血症の罹患率が増大し、

動脈硬化を基盤とするアテローム血栓症性
心・血管障害の発症頻度が増えてきている。
飲酒は脂質代謝障害を引き起こし、動脈硬化
の危険因子である高脂血症の発症と関連す
る。我々の最新の研究報告では、アルコール
による脂肪肝の進展と高脂血症の発症が交
感神経活性化と関連し交感神経遮断薬投与
により抑制されることが示された 5）。 
近年の研究報告により、軽度な心理的スト

レスでも総死亡率が高まり、心理的ストレス
の症状が軽度から重度になると共に、総死亡
と心血管疾病死亡のリスクは、次第に高くな
る 6）。 
アルコールが動脈硬化の進展にもたらす影

響を調べる研究は少なく、アルコール・心理
ストレスによる動脈硬化の進展・アテローム
プラーク不安定化を基盤とする心・血管障害
急死の発症機転に関する報告も希である。 

 
２．研究の目的 
野生型マウス（C57BL/6j, WT）とアポリポ

タンパク E および低密度リポタンパク質受
容体の両者が欠損している先天的動脈硬化
マウス（ApoE-/-／LDLR-/-）を用いてアルコー
ル消費と慢性心理的ストレス（CMS）が動脈
硬化進展にもたらす影響を検討し、アテロー
ムプラーク不安定化を基盤とする心・血管イ
ベント発症機転を解明する。レクチン様酸化
LDL 受容体（LOX-1）・単球走化性蛋白質-1
（MCP-1）・マトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP-9）・血管内皮型一酸化窒素合成酵素
（NOs3）と CD34 の遺伝子発現量の変動を分
析し、単球の内皮細胞へ接着、動脈壁への侵
入・内皮細胞層修復能と内皮機能障害・動脈
硬化巣脆弱化の制御機構を解明する。プラー
ク不安定化を基盤とする心・血管イベントの
発症機転を反映できるバイオマーカーを開
発する。 
 
３．研究の方法 
(1) アルコールと動脈硬化進展の促進 

13 週令雄マウス（C57BL/6j）を、標準飼料
（Control diet, CD）、動脈硬化誘発飼料（低炭
水化物・高タンパク質・高脂質）（atherogenic 
diet, AD）、標準飼料＋アルコール（EtOH）、
動脈硬化誘発飼料＋アルコール（AD + EtOH）
の 4 群（図-1）に分けて 16 週間飼育した。 

図-1 慢性アルコール投与動物モデルの作製 
（野生型マウス） 

動脈硬化危険因子である血中総コレステロ
ールと動脈硬化の程度を反映する内中膜複
合体を測定した。腹部大動脈組織を用いて、
tRNA の抽出・cDNA の合成を経て、MCP-1
と CD34 の遺伝子発現量を調べた。 
 
(2) アルコールとプラークの脆弱化 

WT と ApoE-/-／LDLR-/-マウス（図-2）を用
いて、AD とアルコール併用投与によるプラ
ーク脆弱化の促進について検討した。 

図-2 慢性アルコール投与動物モデルの作製 
（先天的動脈硬化マウス） 

血管エコーでは、外膜に比べ内部と表面に
て低輝度の部分が多いプラークを脆弱化プ
ラークとした。 
腹部大動脈組織を用いて、プラークの脆弱

化と関連する MMP-9 遺伝子発現量を調べた。 
 
(3) CMS による動脈硬化進行の促進 

CMS が動脈硬化進行にもたらす影響を確
認するために、13 週令雄マウス（C57BL/j）
を CD と AD 食で 16 週間飼育し、CMS なし・
あり、それぞれ計 4 種類の動物モデルを作成
した（図-3）。 

図-3 野生型マウス CMS モデルの作製 



動脈硬化誘発飼料飼育直前と実験終了時
に腹部大動脈エコーを実施した。 
慢性心理的ストレスは、拘束・水回避・汚

物・社会性・傾斜ストレスの、計 5 種類があ
り、飼育の終了前１ヶ月間に行った。 
腹部大動脈組織を用いて、内皮細胞機能を

反映する血管内皮型一酸化窒素（NO）合成酵
素（NOs3）と NO の放出量と関連するレクチ
ン様酸化 LDL 受容体（LOX-1）の遺伝子発現
量を調べた。 
 
(4) CMS による心・血管イベント発症リスク 
先天的動脈硬化マウス 36 匹と野生型マウ

ス 34 匹を 28 週間と 1 年間にわたって追跡、
CMS による動脈硬化進展の促進と心・血管イ
ベント発症との関連について検討した。心・
血管イベントのエンドポイントは突然死と
動脈血栓症による四肢運動障害とし、
Kaplan-Meier 法により心・血管イベントフリ
ー生存率を計算した。 

CMS による動脈硬化の進展では、13 週令の
雄 C57BL/6j (WT) と ApoE-/-／LDLR-/-を動脈
硬化誘発飼料で飼育し、CMS なし・あり、そ
れぞれ計4群に分けて16週間飼育した（図-4）。 

図-4  ApoE-/-／LDLR-/- CMS モデルの作製 
 
４．研究成果 
(1) アルコールと動脈硬化進展の促進 
動脈硬化誘発食を消費したマウスにおい

て、高脂血症が引き起こされた。なお、動脈
硬化誘発食とアルコールの同時投与マウス
では高脂血症が顕著であったが、動脈硬化誘
発食単独投与群との有意な差はみられなか
った（図-5）。 

図-5 動脈硬化誘発飼料単独や、アルコールとの
同時投与による高脂血症 

 
動脈硬化誘発食を消費したマウスにおい

て、IMT の増大が引き起こされた。なお、動

脈硬化誘発食とアルコールの同時投与マウ
スでは IMT の増大が顕著であった（図-6）。 
アルコール単独投与マウスにおいて、CD34

遺伝子発現量の増加がみられた。AD の単独
投与により腹部大動脈壁中 MCP-1 遺伝子の
過剰発現が引き起こされたと同時に、血管内
皮細胞層修復を反映する指標である CD34 遺
伝子発現量の増加はみられなかった。MCP-1
遺伝子の過剰発現はアルコールと AD の同時
投与マウスにて顕著であった（図-7）。 

図-6 動脈硬化食とアルコール単独、または併用
による IMT の変化 

 A：腹部大動脈エコー（M モード）の典型例、B：
IMT の統計結果（分散分析・Bonferroni/Dunn 法） 
 

図-7 動脈硬化食とアルコール単独、または併用
による腹部大動脈 CD34（A）と MCP-1（B）遺伝

子発現量の変化 
 
以上の結果により、アルコールと動脈硬化

誘発食の相乗効果が血管内皮細胞層修復の
減弱と MCP-1 過剰発現を介し、動脈硬化の進
行を促進する可能性が示唆された。 

 
(2) アルコールとプラークの脆弱化 
アルコールと動脈硬化誘発飼料を併用し

た先天的動脈硬化マウスでは、腹部大動脈内
中膜複合体厚の増加および高脂血症を認め、
腹部大動脈組織中の MMP-9 遺伝子発現量の
増加（図-8）が引き起こされた。 
高輝度プラークの形成は先天的動脈硬化

マウスにてみられたが、同じ 28 週令野生型



マウスでは見られなかった。プラークおよび
プラークの被膜の脆弱化を反映する低輝度
プラークは、動脈硬化誘発飼料とアルコール
併用投与マウスのみで見られた（図-9）。 
 以上の結果により、動脈硬化誘発飼料とア
ルコールの併用投与は、蛋白質分解酵素
MMP-9 遺伝子発現量を増加し、プラークに沈
着する細胞外マトリックス分解が亢進され、
プラークおよびプラーク被膜の脆弱化を促
進する可能性が示唆された。 

図-8  動脈硬化誘発食とアルコール併用が
MMP-9 遺伝子発現量へもたらす影響 

 
 

図-9 低輝度プラークは、動脈硬化誘発飼料とア
ルコール併用投与マウスのみで見られた 

 
(3) CMS による動脈硬化進行の促進 
動脈硬化誘発飼料投与により、高脂血症は

引き起こされたが、CMS による、この高脂
血症の増悪はみられなかった（図-10）。 

図-10  CMS が高脂血症にもたらす影響 
 

16週間の飼育後、CD群マウスと比較して、
AD 群マウスは、IMT の増大が顕著であった。 
一方、CMS によるタンパク質、脂質摂取量、
カロリー消費量、および体重の低下にかかわ
らず、CMS は、IMT 増大の進行を引き起こ
した（図-11）。 
動脈硬化誘発飼料投与と CMS は腹部大動

脈の NOs3 遺伝子発現量の低下を引き起こし
た（図 12A）。また、CMS により、腹部大動
脈中における LOX-1 遺伝子発現量の増加が
引き起こされた。特に動脈硬化誘発食を用い
て飼育したマウスにおいて顕著であった（図
12B）。 

図-11 動脈硬化誘発食と慢性心理的ストレスが
IMT へもたらす影響 

 

図-12 動脈硬化誘発食と CMS が Nos3（A）と
LOX-1（B）遺伝子発現量へもたらす影響（各群の

値は平均値±標準偏差を示す） 
 
以上の結果により、マウスの腹部大動脈で

は、動脈硬化誘発食と CMS の単独および同
時負荷によって NOs3 遺伝子発現の低下、
LOX-1 遺伝子の過剰発現を引き起こしたこ
とから、CMS、特に高脂血症下での CMS が
LOX-1 を介して NO による血管弛緩反応障害
を引き起こし、動脈硬化の進行を促進するこ
とが示唆された。 



(4) CMS による心・血管イベント発症リスク 
先天的動脈硬化マウスの 1 年間心・血管イ

ベントフリー生存率は著明に低下した（図
-13A）が、28 週間追跡した方においては
C57BL との差がみられなかった（図-13B）。 

図-13 心・血管イベントフリー生存率 
A：1 年間自然経過。B：28 週間自然経過 

 
慢性心理的ストレスを受けた先天的動脈

硬化マウスの 28 週間心・血管イベントフリ
ー生存率は顕著に低下し、自然経過の 1 年間
心・血管イベントフリー生存率に近いレベル
となった（図-14）。 

図-14 慢性心理的ストレスによる心・血管イベン
トフリー生存率の低下 

 
12 週令の雄野生型と先天的動脈硬化マウ

スを動脈硬化誘発飼料で飼育し、CMS なし・
あり、それぞれ計 4 群ともに IMT の増大とプ
ラークの形成は認められなかった。しかし、
16 週間飼育後の 28 週令において、CMS に
よる腹部大動脈 IMT（図-15）とプラーク形
成率（図-16）の増大がみられ、特に先天的動
脈硬化マウスにおいて顕著であった。 

 
 以上の結果により、慢性心理的ストレスは
動脈硬化進行の促進を介し、心・血管イベン
トに対する強い関連因子であると考えられ
る。 

 
 

図-15 CMS が IMT にもたらす影響 
 

図-16 CMS はプラーク形成にもたらす影響 
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