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研究成果の概要（和文）：高脂肪食負荷での動脈硬化発症におけるMD-1 の影響を探るため、動脈硬化を発症し
やすいLDL受容体欠失マウスを用いて二重欠失マウスおよびMD-1ヘテロ/LDL受容体欠失マウスを作製した。動脈
硬化への影響は明らかにできなかったが、体重差も両者で大きな差はないものの二重欠失マウスのほうが血清コ
レステロール、中性脂肪や血清脂質が有意に上昇した。また予想外に肝臓にB細胞主体のリンパ球浸潤を認めこ
れも二重欠失マウスでより多く認め、これらのマウスでは浸潤無しのマウスよりも血清脂質量が高かった。以上
よりMD-1 欠失が高脂肪食負荷による脂質蓄積傾向を高め、肝臓へのリンパ球浸潤をきたしたと考えられた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effect of MD-1 on the development of atherosclerosis 
under a high-fat diet, double deletion and MD-1 heterozygous/LDL receptor deletion mice were 
generated using LDL receptor-deficient mice, which are susceptible to atherosclerosis. Although the 
effects on atherosclerosis could not be determined, serum cholesterol, triglycerides, and serum 
lipids were significantly higher in the double deletion mice, although there was no significant 
difference in body weight between the two groups. In addition, unexpectedly, a lymphocytic 
infiltration of the liver, mainly B cells, was observed more frequently in the double deletion mice,
 and the serum lipid levels were higher in these mice than in mice without infiltration. These 
results suggest that the deletion of MD-1 increased the tendency to accumulate lipids due to a 
high-fat diet, which led to the infiltration of lymphocytes into the liver.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
われわれは今回予想外に肝臓でB細胞主体のリンパ球浸潤を認め、特に二重欠失マウスで多く認めることを見出
した。肥満度は変わらないものの血清コレステロール値や中性脂肪などの高値も二重欠失マウスのほうで統計的
に有意に高くなることから、予想とは反対にMD-1 欠失が肥満傾向を強め、ひいてはB細胞浸潤など免疫応答へ影
響した可能性が考えられる。肥満がB細胞性リンパ腫のリスクファクターであったり、脂質を下げる薬が脂質代
謝を制御してB細胞性リンパ腫を抑制した、という以前の報告があることから、MD-1と脂質代謝の関係を探るこ
とは、今後肥満解消やひいてはリンパ腫発症機構の新たな解明につながる可能性があると思われる。

※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 
 
組織内に脂質が過剰に蓄積するような病態が細胞の機能障害や細胞死を引き起こす『脂肪毒

性』という概念が提唱され、脂質の蓄積が疾患に及ぼす影響について多くの研究が行われてい
る。しかし脂質の蓄積がエネルギー代謝や生活習慣病にどのように影響するのか、その分子メ
カニズムに関しては未解明な点も多く、さらなる解析が望まれる。 
脂質のひとつであるコレステロールは、生体内では主に LDL(Low Density lipoprotein)とな

って運搬される。冠動脈疾患の発症と血清 LDL 値とが相関することから LDL は冠動脈疾患の
最大危険因子と言われている。これは血清 LDL が動脈の血管内皮に侵入して留まり、酸化さ
れたのちマクロファージに取り込まれ、泡沫マクロファージの合成を促進することで粥状動脈
硬化のプラーク形成初期に関与するためとされている。血清 LDL 濃度は肝臓 LDL レセプター
による肝細胞の外からの取り込みと、肝細胞内での合成とのバランスでなりたっており、肝細
胞内でのコレステロール合成を抑えられることで LDL レセプター発現を上昇させて細胞外
LDL 取り込みを上昇させる。スタチンなどによる現在の主な薬物療法となっているのはこの肝
細胞内の合成を抑えるものである。また近年 LDL レセプター結合分子である PCSK9 が見つか
り、その PCSK9 に対する抗体による LDL レセプター分解機能を制御する治療法も開発されて
いる。しかしそもそも何をきっかけにしてコレステロールの蓄積やマクロファージによる炎症
反応が始まるのか、そのメカニズムはわかっていない。そこで核心をなす問いとしては、『コレ
ステロール蓄積が動脈硬化発症につながる分子メカニズムは何か？』があげられる。このメカ
ニズムや発症につながる『閾値レベル』がわかれば、動脈硬化予防や治療方法が大きく変わっ
てくる可能性がある。そこで着目すべき点として、LDL が病変を作るには単独ではなくマクロ
ファージやサイトカインなどが関与する『炎症状態の継続』が必要であるという点がある。 

われわれは TLR(Toll-like receptor)をはじめとする病原体認識機構の研究に従事し、TLR 会
合分子で脂質会合分子でもある MD 分子（MD-1, MD-2）発見に携わり解析を行ってきた。そ
の結果、以下のように MD-1 が前述の『脂肪毒性』による病態発症に関与する可能性を見出し
た。①MD-1 はマクロファージなどで産生される血清タンパク質であり、リン脂質をはじめ
様々な脂質に結合し感染、高血糖・高脂肪食負荷、虚血などのストレスで急増する（Jennings 
R.,Akashi-Takamura,S.（責任著者）et al., 
Int.Immunol. 2016）②TripleTOF-M/S を用
いた解析によりコレステロール代謝に MD-1
が関与している (MD-1 欠失マウスでは細胞
上清中にコレステロールを分泌できない)これ
らの結果からわれわれは、MD-1 がコレステ
ロール血中濃度や血管内皮への蓄積を増強さ
せたり、マクロファージの活性化を誘導させ
たりする可能性を考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
以上より本申請では、『脂質会合分子で病

原体認識にも関与する MD-1 がどのように動脈硬化発症に影響を及ぼすのかに関して明らかに
したい。』という目的を掲げる。 

MD-1はMD-2同様申請者の所属グループで発見された血清分泌タンパクであり（Miyake K., 
Akashi S.(5/9人)et al.,J.Immunol.1998）、免疫担当細胞ではRP105というTLR4様分子と会合し
RP105の細胞表面発現を調整する役割がある(Miura Y.,Akashi S.,et al.(4/8人)Blood,1999)（図
1）。RP105/MD-1はその構造類似性からグラム陰性桿菌の構成成分で内毒素であるLPS(リポ多
糖)の受容体、TLR4/MD-2のカウンターパートでありB細胞におけるLPS活性化増強作用を有し
ている（Ogata.A, Akashi S.(5/9人)et al.,J.Exp.Med.2000）。LDL受容体欠失マウスと掛け合わ
せたRP105欠失マウスでは高脂肪食負荷による動脈硬化が軽減するがそのメカニズムははっき
りしない（Atherosclerosis, 2015）。われわれはMD-1がRP105の調節を介して動脈硬化発症に関
与した可能性を考えた。MD-1は血清タンパクであり、細胞膜上に発現が限局している膜貫通タ
ンパクのRP105と比べるとその生体における影響力はより広範囲にわたる。MD-1そのものには
免疫細胞を強く活性化する作用は認めないものの、高脂肪食負荷などで血中濃度が急増するこ
と、MD-1欠失マウスでは高脂肪食負荷でも肥満にならないことからMD-1と代謝機能に関して
さらに解析の必要があると思われる。さらにはMD-1抗体も作製済みであり、MD-1がコレステ
ロール蓄積や炎症反応増強に関与するようであれば抗体による治療がただちに有用になる。 
 
 



３．研究の方法 
 
目的に沿って、以下 4 つの解析を計画した。 
①コレステロール代謝における MD-1 の機能と炎症反応との関連を明らかにする。 

コレステロールの血中濃度維持に MD-1 が必要である可能性を考えている。MD-1 とコレス
テロールエステルとの結合や、活性化刺激誘導の有無、MD-1 によるコレステロールエステル輸
送機能の有無、LDL、HDL との競合関係、さらには炎症反応への移行が起こるかどうかなどを
MD-1 欠失マクロファージ細胞を用いて検討する。これらにより MD-1 の重要性を明らかにで
きる。 
②LDL 受容体欠失マウスを購入して MD-1 欠失マウスとかけあわせ、動脈硬化への影響を調べ
る。RP105 欠失マウスではワイルドタイプと比べ血中 MD-1 濃度が上昇することから
LDL/RP105 両欠失マウスでの動脈硬化軽減（Atherosclerosis, 2015）に血中 MD-1 上昇が関係
しているではないかと考えている。この点を明らかにするため、MD-1 欠失マウスでも RP105
欠失マウスでの動脈硬化実験と同様の実験を行い解析を進める。 
③高脂肪食負荷に伴う血清 MD-1 濃度変遷とコレステロールエステルを含めた脂質の濃度や種
類を LC/MS, Triple TOF-M/S で解析する。 
コレステロールエステル以外にも変動の激しい脂質があるか網羅的に解析する。これにより脂
質代謝における MD-1 の機能を網羅的に調べることができる。血清 MD-1 を測定する ELISA は
マウスのみならずヒトでも確立できたため、ヒト検体でも測定を行う。 
④抗 MD-1 抗体投与で動脈硬化や高脂肪食による肥満が防げるか検討する。 
独自に作製した抗MD-1抗体があるので(Int.Immunol. 2016に発表)、②のマウス作製後MD-1抗
体が動脈硬化発症を抑制できるか試みる。また大量の抗体の代わりに抗体遺伝子による方法を
用いて (Frontiers in Immunol. 9,47, 
2018に発表)動脈硬化および肥満抑制
効果を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
①：骨髄誘導性マクロファージを 24 時
間培養後細胞上清中のコレステロール
エステル含有量を Triple TOF/MS 解
析したところ、MD-1 欠失マウス由来
細胞ではワイルドタイプマウス由来細
胞に比べて減少していたが、再現性が
得られなくなった。いっぽう脂質構成
成分である血清脂肪酸濃度を測定した
ところ、B6/MD-1 欠失マウスでは
B6/MD-1 ヘテロマウスに比べて DHA, EPA などいくつかの脂肪酸の濃度が低いことが分かっ
た。しかしながら総合すると顕著な脂質代謝異常は認められなかった。 
②及び③：B6/LDL 受容体欠失マウスを海外から購入し、B6/MD-1 欠失マウスと掛け合わせて
できた F1 同士をさらにかけあわせて、MD-1 かつ LDL 受容体二重欠失マウスおよび MD-1 ヘ
テロマウス/LDL 受容体欠失マウスを作製した。これらのマウス（オスの兄弟同士）で高脂肪食
負荷を行い、自然発症の動脈硬化の起こりやすさを比較することにした。まずはマウス 7 週令
から高脂肪食負荷期間を 2 か月、4 か月、6 か月と行い、上行大動脈分岐部での動脈硬化発症を
解剖して調べたところ、6 カ月で最も検出されたため、以後高脂肪食負荷は 6 か月間に定めた。 

高脂肪食負荷を 6 か月間行い、血清を採取すると摂餌量に有意差はないものの血清の総タン
パク量や総コレステロール量、LDL コレステロール、中性脂肪などで二重欠失マウスのほうが
統計学的に有意に上昇していた。また末梢血の B 細胞の割合が二重欠失マウスのほうでより高
くなっていたり、血清抗体価のうち IgG2cが
二重欠失マウスでより低く、IgE は逆に高い
ことなど Th2 タイプに傾く傾向が認められ
これらは高脂肪食負荷後に出現することが
わかった。このように末梢血血球成分や血清
抗体価へも MD-1 欠失によると思われる影
響が認められた。 

動脈硬化に関しては、各マウスでの上行大
動脈の分岐部分でのアテローム性動脈硬化
を、SudanIV で染色し赤く染まった部分の
面積を Image J で測定したのちグラフにプ
ロットして比較した（図 2）。また心臓のバ
ルサルバ洞付近での動脈硬化プラークの程
度も、HE 及び繊維染色でプラークの境界を



明らかにしプラーク総面積を Image J
で算出してグラフにプロットして比較
した（図 3）。また同時にバルサルバ洞付
近でのマクロファージ浸潤の程度も解
析するために、マクロファージのマーカ
ーである CD68 でも染色し、染色陽性領
域の総面積を Image J で算出してグラ
フにプロットして比較した。いずれの場
合でも、個体差が大きいこともあり、統
計的有意差は認められなかった。 
しかしながら予想外に肝臓へのリン

パ球様細胞浸潤が二重欠失マウスでは
11 匹中 5 匹で認められ（図 4）、MD-1 ヘ
テロマウス/LDL 受容体欠失マウスで 11
匹中 1匹のみであったのに比べるとリン
パ球様細胞が肝臓へさらに浸潤しやす
い状況にあることが明らかとなった。このうち凍結切片での解析が可能であった二重欠失マウ
ス 4 匹およびヘテロ 1 匹での染色結果では、いずれの切片でも T 細胞も含まれるものの大多数
は B 細胞であった。また同じ二重欠失マウス同士での LC/MS による網羅的比較では、B 細胞浸
潤が著しいマウス群では血清中の脂質も高い傾向が得られた。ただしこれらのマウス含む二重
欠失マウス群であっても肝臓の障害自体はほとんど認められない程度であり、B 細胞浸潤は主
に全身からの血液が集結してくる門脈域主体に認められていた。以上より二重欠失マウスでは
ほぼ同じ食事量であっても血清コレステロールや総タンパク、中性脂肪などが MD-1 ヘテロマ
ウスより高くなり、このことが肝臓への B 細胞浸潤につながる可能性が示唆された。現在はど
うして B 細胞浸潤が二重欠失マウスでより顕著なのか、その理由や、B 細胞性リンパ腫へ変化
している可能性についてもさらに解析を進めている。 
なお③の関連事項としてヒトで ELISA の系を作製してみたが、用いた抗体の感度が十分に得

られず、サンドイッチ ELISA 検出の信ぴょう性が不確実になったことと、スタンダードに用い
ていた精製ヒト MD-1 が発売中止になったことなどから保留となってしまった。しかしながら
疾患前後で OD 値が変動する場合もあるため、今後 ELISA の方法を変更して OD 値の変動を中
心に解析を進め、MD-1 の OD 値の変遷と疾患との関連を検討する予定である。 
またこれらの解析に伴い、MD-1 の糖鎖修飾が会合分子 RP105 の細胞表面発現に重要である

ことが明らかにできたため、論文発表を行った(Biswas M, Yamazaki T., Akashi-Takamura S. 
et al.(equal correspondence),FEBS Letters., 2022)。 

④：精製抗体よりも経費が低く効果もより持続できる抗体遺伝子の高速注入投与法（ハイドロ
ダイナミクス法）を行うため、まずは MD-1 抗体の遺伝子配列を解読して抗体遺伝子作製を完
了した。プレリミナリィな結果では、我々が用いた抗体の遺伝子投与自体で血中 MD-1 の発現
が予想外に上昇してしまった。このため本抗体遺伝子投与に関しては、血中 MD-1 上昇が動脈
硬化抑制に有意であった場合に限り利用できると考えられた。 
 
＜考察＞ 
今回は LDL 受容体欠失マウス及び MD-1 欠失マウスの二重欠失マウスを用いた初めての解析

である。以前の報告によれば、B6 バックグラウンドの MD-1 欠失マウスおよびワイルドタイプ
マウスとの比較で、12 週の高脂肪食負荷で血清コレステロール値が MD-1 欠失マウスで低くな
り、太りにくいという報告もあれば（Watanabe Y., at al.,Diabetes, vol.61, 2012）、逆に 20 週
の高脂肪食負荷では血清コレステロール値が MD-1 欠失マウスでより高くなるという報告もあ
った（C-J. Shen,et al., J Cell Mol Med., 2019;23:5303–5316.）。このように実験系や期間にも
大きく左右される可能性があり、慎重な解釈が必要と思われた。特に摂餌量や体重はばらつきや
すいため、今回はひとつのケージに一匹ずつ飼育しこまめに摂餌量をチェックするなどの工夫
をして行った。また使用するマウスもオスの兄弟同士の複数ペア比較で行った。 
 さらに今回の LC/MS 解析では、二重欠失マウスのほうが血清脂質が高くなったが、血清脂質
の特定の種類のみが高くなるわけではなく、全体的にまんべんなく上昇している結果であった。
以前の MD-1 の構造解析の報告でも、脂質を含有すると思われる MD-1 の空洞の部分は不特定
の脂質がはいりこめるような形状とのことで、矛盾しない結果であった (Harada H., et 
al.,J.Mol.Biol.,vol.400, 2010)。 
  血清学的には二重欠失マウスのほうでコレステロールや総タンパク量、中性脂肪の値が上昇
している以外に、血清抗体価で IgE が高く IgG2c が低くなる、いわゆる Th2 タイプ傾向を示す
結果が得られこれは、高脂肪食後に生じていることがわかった。理由は不明であるが、アポ E 欠
失マウスで強度の抗コレステロール血症の場合に Th2 に傾くことが以前報告されている。この
ことから二重欠失マウスにおいても高脂肪食による高コレステロール血症で血清抗体価に影響
を及ぼしたことが推察された。 
 今回の結果では動脈硬化発症に MD-1 欠失が影響を及ぼす結果は得られなかった。MD-1 は
会合するⅠ型膜貫通分子、RP105 の細胞表面発現を左右するので、以前の報告で RP105 欠失マ



ウスで動脈硬化発症が軽減していたため（Karper J.C., et al., Arterioscler thromb Vasc Biol. 
Vol.33, 2013）同様の結果が得られると考えていた。しかし高脂肪食負荷が 8 週間と早期での解
析で見ていたため、今回の 24 週間の長期間では差が得られなかった可能性もある。 
 われわれは今回予想外に肝臓での B 細胞主体の浸潤を認め、特に二重欠失マウスで多く認め
ることを見出した。肥満度は変わらないものの血清コレステロール値や中性脂肪などの値も二
重欠失マウスのほうで統計的に有意に高くなることから、予想とは反対に MD-1 欠失が肥満傾
向を強め、ひいては B 細胞浸潤など免疫応答へ影響した可能性が考えられる。肥満が B 細胞性
リンパ腫のリスクファクターであったり、脂質を下げる薬が脂質代謝を制御して B 細胞性リン
パ腫を抑制した、という以前の報告があることから（S.C. Larsson, et al.,Eur.J.Cancer vol.47, 
2011, G.Chinetti, et al.,Inflamm.Res. vol49, 2000）、MD-1 と脂質代謝の関係を探ることは、今
後肥満解消やリンパ腫発症機構の新たな解明にもつながる可能性があると思われる。 
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