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研究成果の概要（和文）：過去の研究から、エストロゲンが動脈硬化の発症・進展への関与が示唆されている
が、その詳細な病態生理学的、及び分子生物学的メカニズムについては未解明な部分が多い。本研究では、「血
管の褐色化」という観点から血管傷害後の反応メカニズムを解き明かすことを目的とした。そして、褐色化ブロ
ックマウス(adipoq-Cre PRDM16 flox)を使用して褐色化の意義を検討するとともに、1細胞解析によって褐色化
PVAT由来の抗炎症性分泌因子neureglin4を同定した。本研究結果から、血管傷害後に生じるPVATの褐色化によっ
て、血管の炎症を終息に導き、病的な血管リモデリングを抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Although past studies have suggested the involvement of estrogen in the 
development and progression of atherosclerosis, the detailed pathophysiological and molecular 
biological mechanisms remain unresolved. In this study, we aimed to elucidate the response mechanism
 after vascular injury in terms of "vascular browning. We elucidated the significance of beiging 
using adipoq-Cre PRDM16 flox mice and identified an anti-inflammatory secreted factor, neureglin4, 
derived from beiging PVAT by single-cell analysis. These results indicate that beiging of PVAT 
following vascular injury leads to the resolution of vascular inflammation and suppresses 
pathological vascular remodeling.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 動脈硬化　性ホルモン　脂肪褐色化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
傷害血管で褐色脂肪に特徴的な遺伝子発現が増加する「血管の褐色化」はこれまでにほとんど報告のない新しい
概念である。本研究により、血管褐色化の制御が動脈硬化性疾患の新たな治療ターゲットとして見出される可能
性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
過去の研究から、エストロゲンが動脈硬化の発症・進展に深く関わっていることが明らかにさ
れている。しかしその詳細な病態生理学的、及び分子生物学的メカニズムについては未解明な部
分が多い。 
我々は、DNAマイクロアレイによる予備検討で、内皮傷害を受けた血管では、一般に褐色脂
肪細胞に特徴的に発現するとされる UCP1, Cidea, COX7a, COX8b等の遺伝子群が顕著に増加
しており、「血管褐色化」ともいえる現象が起きていることを捉えた。また同時に、この現象は
エストロゲンによって制御されることを見出した。 
エストロゲン受容体(estrogen receptor, ER)は、従来知られる核内移行して遺伝子発現を制御す
る古典的”genomic”経路の他に、核内移行しない”non-genomic”なシグナル伝達経路が存在
し、その役割の解明が待たれている。我々は non-genomic シグナルの活性化に不可欠な ERの
遺伝子領域を同定し、その部位のアミノ酸配列を組み替えた変異 ERαにおいて non-genomicシ
グナルが消失することを細胞実験で見出した(Circulation 2012, PLoS One 2016)。本研究に先
立ち、我々は全ての ERαを変異 ERαに置換することで、non-genomicシグナルを選択的にブ
ロックした新規の遺伝子改変マウスを世界に先駆けて樹立し、non-genomic ERαシグナルの役
割を直接的に検討することを可能にした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、予備検討から得られたデータをもとに、「血管の褐色化」という観点から血管傷
害後の反応メカニズムを解き明かすとともに、我々が樹立したエストロゲン受容体non-genomic
経路のみを選択的にブロックしたマウスを用いて、エストロゲンの血管保護作用に重要なシグ
ナル経路を同定する。研究期間内には以下のことを明らかにすることを目的とした。 
 
  ① 動脈硬化の発症・進展における血管褐色化の意義  
  ② エストロゲンの血管保護作用における血管褐色化の役割とシグナル経路 
  ③ 血管褐色化制御による動脈硬化性疾患の新規治療法の開発基盤の構築 
 
３．研究の方法 
① 動脈硬化の発症・進展における血管褐色化の意義の解明 
①-1. 褐色化を生じる血管構成成分の同定 
動脈は血管内膜、中膜、外膜、血管外マトリックス、血管周囲脂肪組織(perivascular adipose 
tissue; PVAT)などで構成されている。血管内皮傷害を受けた血管において褐色化する血管組織
成分を明らかにするために、組織免疫染色法を用いて、代表的な褐色化マーカーである UCP1 が
いずれの血管構成成分に発現しているのかを検討する。同様に、フローサイトメトリー(FACS)に
より、UCP1 陽性細胞が、平滑筋(αSMA, SM22α)、内皮(CD31)、マクロファージ(F4/80)、脂肪
(PPARγ)等のうち、どの細胞腫マーカーと共発現しているのかを検討し、褐色化する細胞成分を
同定する。 
 
①-2. 「血管褐色化ブロックマウス」の作製 
FACS でソーティングした UCP1 発現細胞内の遺伝子転写産物を用いて RNA シークエンスを行
い、褐色化マーカー発現細胞の特徴を捉えるとともに、ネットワーク解析によって血管褐色化の
マスター遺伝子を見出す。さらにその遺伝子をノックアウトしたマウス「血管褐色化ブロックマ
ウス」を樹立する。そのマウスを用いて血管褐色化が動脈硬化性変化に与える影響を検討する。 
 
①-3. 各種動脈疾患における血管褐色化の意義の検討 
血管の褐色化現象が他の動脈疾患モデルにおいても認められるのかを検討する。我々の施設
では、様々な動脈性疾患のマウスモデルを検討できる体制にある。大動脈瘤自然発症モデル(血
管弾性板の形成不全による)、高脂血症モデル(ApoE ノックアウトマウス)、糖尿病モデル(スト
レプトゾトシン投与)、肥満モデル(高カロリー食付与、レプチンレセプター欠損マウス)などが
使用可能であり、これらの各種病態において大血管における褐色化マーカーの発現変化の有無
を検討する。さらにこれらのモデルを、前述の血管褐色化ブロックマウスに適用することで、血
管褐色化と病態形成の意義について検討する。  
 
② エストロゲンの血管保護作用における血管褐色化の役割とシグナル経路 
②-1. non-genomic シグナル選択的ブロックマウスを用いた検討 
 予備検討で得られた、エストロゲン投与が傷害後の血管褐色化を抑制するという結果につい
て、より詳細なメカニズムについて検討する。loss of function の系として、non-genomic シグ
ナル選択的ブロックマウスを用いて、エストロゲンによる血管褐色化制御および血管保護作用
における、non-genomic シグナル経路の重要性について明らかにする。 



 
②-2. non-genomic シグナルの選択的活性化薬剤を用いた検討 
gain of function の系として、non-genomic 経路を選択的に活性化するとされるアルブミン
結合エストロゲン等の化合物を用いて、non-genomic シグナルの選択的な活性化による血管褐色
化の変化や血管保護効果の変化を検討することにより、シグナル選択的エストロゲン作用薬の
動脈疾患に対する治療応用の可能性について検討する。  
 
４．研究成果 
①. PVAT 褐色化は傷害後の血管炎症を終息に導く 
褐色化ブロックマウス(adipoq-Cre PRDM16 flox)において血管傷害を作成すると、傷害 14日
後の血管内膜肥厚が野生型マウスに比べて増悪した。F4/80 による免疫染色では、PVAT および血
管におけるマクロファージの集積の程度には両群で差がなかった一方で、褐色化ブロックマウ
スにおいては、炎症型マクロファージマーカーである iNOS 陽性細胞数は顕著に増加しており、
一方で抗炎症型マクロファージである CD206 陽性細胞数は減少していたことから、褐色化をブ
ロックすることでマクロファージの性質が変化することが示唆された。 
次に、褐色化 PVAT がマクロファージの性質を制御するメカニズムを検討するために、褐色化
脂肪において特徴的に発現する機能分子である UCP1 をノックアウトしたマウス(UCP1 KO マウ
ス)を用いて同様の実験を行ったところ、意外にも、血管傷害後のリモデリングに違いは見られ
なかった。このことから、褐色化 PVAT は UCP1 発現とは異なる機序でマクロファージに働きか
け、性質を変化させている可能性を考えた。 
 
②. 1 細胞解析による褐色化 PVAT 由来の抗炎症性分泌因子の同定 
 そこで我々は、PVAT 脂肪組織を用いた 1 細胞解析を試みた。マウス大腿動脈にワイヤーによ
る血管傷害を加えた後に PVAT を採取したが、得られる組織量が極めて少ないこと、また、脂肪
細胞のみならず膠原線維などの比較的弾性の強い組織も含まれることから、細胞をきれいに単
離していく作業に難渋しており、現在も分離法の最適化を試みている。 
 一方で、マウス内臓脂肪組織を用いた 1 細胞解析結果については過去に報告があったことか
ら、その結果を活用した解析を並行して行った。細胞ごとの発現遺伝子の特徴によるクラスター
分類で、マウス内臓脂肪は個別の特徴を有する 15 のクラスターに分類された。その中で、褐色
化を刺激するβ3受容体刺激薬投与後の脂肪において、ある一つのクラスター(C7)が特徴的に現
れることが分かった。このクラスターの特徴を詳しく見てみると、褐色脂肪に特徴的に発現する
遺伝子群(Ucp1、Cidea、Ppargc1a 等)が増加しており、本クラスターは褐色化した脂肪細胞の群
であることが分かった。Gene Ontology によって遺伝子の機能的特徴を解析すると、ある分泌性
タンパクをコードする遺伝子 neuregulin4 が見出された。 
 
③. 褐色化 PVAT 制御による血管炎症抑制効果 
β3受容体刺激薬(CL316243)は PVAT の褐色化を強く促進することを確認した。この CL316243
をマウス大腿動脈周囲に塗布したのち、血管傷害を加えたところ、傷害 14日後の血管では、iNOS
陽性細胞数が減少し、CD206 陽性細胞数は増加しており、血管リモデリングは有意に抑制された。
また、上記研究 2で同定した neureglin4 を用いて培養マクロファージ細胞(RAW264.7)を刺激す
ると、マクロファージの抗炎症型へのシフトが起こり、炎症性サイトカインの発現も減少した。 
 
本研究から、血管傷害後に生じる PVAT の褐色化によって、PVAT から分泌される因子がマクロ
ファージに作用し抗炎症型へシフトさせることで、血管の炎症を終息に導き、病的な血管リモデ
リングを抑制することが示唆される。この結果は、褐色化刺激薬が動脈硬化予防・治療に有用で
ある可能性を示唆するものであり、今後は、将来の臨床への応用の可能性を見据え、血管傷害以
外の血管疾患モデルでの検討や、ヒトの動脈サンプルを用いた検討などをさらに行う予定。 
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