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研究成果の概要（和文）：酸化LDL－酸化LDL受容体相互作用は動脈硬化の進展に重要である。本研究では、リガンドで
ある酸化LDLを標的とする内因性ブロッカーとしてDel-1を同定した。Del-1は酸化LDLに結合し、受容体の種類に関係な
く酸化LDLの細胞への取り込みを阻害し、酸化LDLによる細胞応答を抑制した。さらにマウスでのDel-1過剰発現は血管
壁脂質沈着を抑制した。本研究により、変性LDLとその受容体だけではなく防御因子を含めた3者のバランスが崩れるこ
とが、動脈硬化を進行させる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Oxidized LDL (oxLDL) is implicated in atherosclerosis. Despite their potential 
importance, however, endogenous inhibitors that block the interaction between oxLDL and its receptors 
have not been extensively studied. To address this issue, we investigated whether developmental 
endothelial locus-1 (Del-1) might function as an endogenous inhibitor of oxLDL. Del-1 selectively bound 
to oxLDL. Del-1 inhibited oxLDL uptake and oxLDL-induced cellular responses irrespective of the kind of 
scavenger receptor. Moreover, Del-1 overexpression attenuated atherogenesis in mice. These results 
suggested that disrupted balance among modified LDL, scavenger receptors, and protective molecules might 
lead to the progression of atherosclerosis.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化の進行は、血管だけでなくその灌
流する臓器の機能にも直接関わり、臓器障害
を引き起こす。コレステロールと動脈硬化の
関連は確立されており、中でも酸化などの修
飾を受けた変性 LDLが動脈硬化進行の重要
な要因である。すなわち、酸化 LDLは、その
受容体を介して血管内皮障害やマクロファ
ージ泡沫化を引き起こし、動脈硬化を進行さ
せる。 
 我々はこれまで酸化 LDLなどの血中因子
による血管壁への作用について、血管内皮細
胞の細胞膜受容体を介した機序を通じて解
析を進めてきた。この過程で、酸化 LDLが血
管機能に悪影響を及ぼすのであれば、その一
方で、良い働きをするもの、つまり防御因子
が存在するのではないかという着想に至っ
た。酸化 LDL制御の試みは、これまで酸化の
プロセスや抗酸化物質、あるいは受容体阻害
という観点から研究されてきていた。これに
対して我々は、リガンドを標的とした酸化
LDL―受容体結合の内因性阻害物質という全
く新しい観点から研究を進め、最近、血液中
に存在する酸化 LDLの内因性阻害因子 Del-1 
(Developmental endothelial locus-1)を同定した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新しく見出した酸化 LDL阻害
因子 Del-1が、①酸化 LDLによる血管機能異
常をどのように阻害するのか、そして②動脈
硬化性疾患に対してどのような影響を及ぼ
すのかを明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Del-1と酸化 LDLの結合を ELISAにより
評価した。また、酸化 LDLの細胞への取込み
に対する Del-1の影響を、酸化 LDL受容体
(LOX-1, SR-A, CD36, SR-BI)を発現させた
COS-7細胞や培養血管内皮細胞(HCAEC)、マ
クロファージに分化させた THP-1細胞を用
いて検討した。 
(2) Del-1が酸化 LDLによって起こる細胞反
応に与える影響を、LOX-1安定発現細胞株や
HCAECを用いて、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。 
(3) in vivoでの Del-1の作用を調べるため、
Del-1過剰発現マウス(Del-1Tg)を作製し、24
週齢の Del-1Tgおよび野生型マウス(WT)に、
高脂肪食を 20週間自由摂取させた。高脂肪
食負荷後の血管組織や血液検体を用いて、
Del-1が血管の病的機能変化に対してどのよ
うな影響を及ぼすかを Oil red 染色、qRT-PCR、
ELISAにより解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) Del-1と酸化 LDLの結合を ELISAにより

評価した結果、Del-1は用量依存的に酸化
LDLに結合した。一方、LDLへの結合は認め
られなかった。 
 次に、酸化 LDLの細胞への取込みに対する
Del-1の影響を調べると、Del-1は LOX-1や
SR-A、CD36、SR-BIといった一群の酸化 LDL
受容体発現細胞への DiI標識酸化
LDL(DiI-oxLDL)取込みを阻害した。一方、
LDL受容体を発現させた細胞への DiI標識
LDL(DiI-LDL)の取込みには影響を与えなか
った。また、酸化 LDL受容体を内在性に発現
するヒト培養血管内皮細胞(HCAEC)やマク
ロファージへの DiI-oxLDLの取込みも Del-1

によって阻害された。(図 1) 
 
図 1. 培養血管内皮細胞(HCAEC)、マクロファージ
(THP-1)への酸化 LDL 取込みに対する Del-1 の阻害
効果。写真の赤色は細胞に取り込まれた酸化 LDL を
示す。 
 
 Del-1は N末端側に RGDモチーフを含む
EGFドメイン、C末端側に PS結合ドメイン
を有している。そこでどの領域が酸化 LDL
阻害作用に重要であるかを調べるため Del-1
に部位特異的変異を導入した蛋白質を作製
して解析に用いた。RGD配列を変異した
RGDモチーフ中の 98番目のアスパラギン酸
をグルタミン酸に変換した変異体(D98E)で
は、野生型の Del-1と同様に酸化 LDLに結合
し、酸化 LDL取込み阻害能は変わらなかった。
一方、PS結合ドメイン内の 195番目のアルギ
ニンまたは 375番目のアルギニンのアラニン
変異体(R195A、R375A)では、酸化 LDLへの
結合と酸化 LDL取込み阻害能は共に減少し
た。そしてこれらのアルギニンに同時に変異
を入れると(R195A/R375A)、酸化 LDLへの結
合と酸化 LDL取込み阻害能はさらに減少し
た。このことから、Del-1の酸化 LDL阻害作
用には、PS結合ドメイン中のこれらのアルギ
ニンが機能していると考えられた。 
 



(2) 次に、Del-1が酸化 LDLによって起こる
細胞反応に与える影響を検討した。LOX-1安
定発現細胞を酸化 LDLで刺激すると ERKリ
ン酸化が亢進する。このとき、酸化 LDLと同
時に Del-1を添加するとその反応は抑制され
た。また酸化 LDLにより転写因子 NF-κBと
SRFが活性化され、それは Del-1用量依存的
に抑制された。 
 培養血管内皮細胞でもやはり、Del-1は酸
化 LDL依存的な ERKリン酸化を抑制した。
また培地中に分泌されるエンドセリン-1を
ELISAで測定すると、酸化 LDL刺激により
エンドセリン-1分泌が亢進し、その反応は
Del-1を添加することにより抑制された。(図
2) 

 
図2. 培養血管内皮細胞(HCAEC)における、酸化LDL
刺激依存性エンドセリン-1分泌に対するDel-1の阻害
効果 
 
 以上の結果よりDel-1は酸化LDLを標的と
して、酸化 LDL－受容体相互作用を阻害する
ことにより、内因性の酸化 LDL阻害蛋白質と
して機能することが考えられた。 
 
(3) そこで、in vivoで、Del-1や酸化 LDLの
血中濃度の変動や相互のバランスが、動脈硬
化の発症や進展にどのように影響し得るの
かについて検討するため、作製した Del-1Tg
マウスに高脂肪食負荷を行い解析した。 
 高脂肪食負荷後、各個体から大動脈を取り
出して Oil red O染色を行い観察すると、
Del-1Tgでは野生型マウスに比べ、大動脈基
部中の脂質沈着が抑制されていた(P<0.001)。
(図 3) 
 
 また、高脂肪食負荷を行ったマウスから大
動脈血管を摘出して全 RNA を抽出・精製し、
血管内皮細胞機能に関連する因子について、
定量 RT-PCR により解析した。結果、Del-1
過剰発現マウスは野生型マウスに比べて、
ICAM-1やMCP-1の発現が減少していた。こ
のことから、in vivo における血管内皮細胞の
病的機能変化に対して、Del-1 が抑制的に作

用していることが示唆された。 

図 3. Del-1 トランスジェニックマウス(Tg#1, Tg#2)の血
管壁脂質沈着への影響。写真の赤色の部分が血管
壁に取込まれた脂質を示している。 
 
 また、高脂肪食負荷したマウスの血漿サン
プルを用いて、血液中の Del-1量、酸化 LDL
量、LAB (LOX-1 ligands containing 
apolipoprotein B; 酸化 LDLの受容体への結合
活性)を ELISAにより測定した。その結果、
Del-1過剰発現マウスは野生型マウスに比べ、
血中酸化 LDL量は変化しないが、LABすな
わち酸化 LDL活性が減少することが明らか
になった。このことから、in vivoでも Del-1
が酸化 LDL活性に対して抑制的に働くこと
が示唆された。 
 
 以上より、(酸化)変性 LDLとその受容体だ
けではなく、Del-1のような防御因子を含め
た 3者のバランスが崩れることが、動脈硬化
を進行させる可能性が示唆される。 
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