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研究成果の概要（和文）：本研究は、飲酒量低減薬ナルメフェンの有害作用による動脈硬化症発症・進展の可能
性を検証し、その機序を明らかにすることを目的とした。ナルメフェンは、動脈硬化症モデルマウスであるアポ
リポプロテインE欠損マウスにおいて、動脈硬化巣の形成および動脈硬化巣内のマクロファージの泡沫化を促進
させるリスクがあることを明らかにした。また、ナルメフェンがマクロファージにおいてスカベンジャー受容体
CD36発現を増加させ、oxidized low-density lipoproteinの細胞内取り込みを促進させることにより、そのマク
ロファージの泡沫化を促進させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nalmefene, an opioid receptor modulator, is a reducing alcohol consumption 
drug for patients with alcohol dependence. Opioid receptors  involve in peripheral inflammatory 
diseases such as colitis and arthritis. In this study, we determined if nalmefene increases risk of 
atherosclerosis, one of inflammatory diseases. Apolipoprotein E knockout (ApoE KO) mice were fed a 
high-fat diet and intraperitoneally administrated with vehicle (saline) or nalmefene (1 and 3mg kg-1
 day-1) for 21 days. The atherosclerotic plaque formation in ApoE KO mice was dose-dependently 
progressed by nalmefene treatment. In addition, nalmefene significantly increased the 
monocyte/macrophage-positive area in aorta in ApoE KO mice. Furthermore, nalmefene significantly 
increased oxLDL uptake in macrophage cells. Additionally, nalmefene increased the expression of 
CD36. Therefore, nalmefene may progress the atherosclerotic plaque formation by enhancing oxLDL 
uptake into macrophages in atherosclerotic plaque.

研究分野：有害作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
飲酒量低減を目的としたナルメフェンによる治療が増加すると予測される中で、有害事象のリスクを検討するこ
とは、極めて重要である。
本研究では、動物実験および細胞実験により、飲酒量低減薬ナルメフェンが動脈硬化巣の形成促進・不安定化さ
せるリスクがあることを明らかにした。本成果はナルメフェンの安全性に関する注意喚起を促す実験証拠を提示
する点で医療的に意義深い。またナルメフェン有害作用の予測・軽減・回避対策の構築が可能となり、本薬物の
安全性と有用性のさらなる向上が期待できる。さらに有害作用の低減化とともに優れた減酒・断酒効果を有する
新薬の開発へと繋げることも可能であると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
飲酒による危害を減らすという”harm reduction”の概念が提唱され、これまでの治療目的である
「断酒」から「減酒」も有効である方針が、日本アルコール・アディクション学会と日本アルコ
ール関連問題学会から示された。そのニーズにあった薬物治療として、飲酒量低減薬ナルメフェ
ンが期待されている。その一方で、ナルメフェンは動脈硬化症、虚血性心疾患などの重篤な副作
用が発現する可能性がある。しかし、この発症機序に関する基礎的研究は殆どない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ナルメフェンの有害作用による動脈硬化症発症・進展の可能性を検証し、この機序
を解明することで、ナルメフェンの有害作用の予防・軽減・回避対策の構築、また有用性・安全
性のより高い新規治療薬の開発へと連結することを目的として本研究を企てた。すなわち、「ナ
ルメフェンは、動脈硬化症を発症・進展させる。」という有害作用の仮説を検証し、その発症機
序を追及した。 
 
３．研究の方法 
（１）ナルメフェンによる動脈硬化巣の形成・進展および不安定化に与える影響 

8週齢の ApoE KOマウスにナルメフェン(１および 3 mg kg-1 day-1、3週間)を投与し、全大
動脈および大動脈起始部における動脈硬化巣を oil red O染色で特定し、その陽性面積で動脈硬
化巣面積を評価した。また、大動脈起始部における動脈硬化巣を MOMA (単球・マクロファー
ジ)-2抗体を用いて、免疫組織染色を行い、血管内膜内に浸潤し、泡沫化した細胞を特定した。 
 
（２）血中コレステロールに及ぼす影響 
血中コレステロール（総コレステロール、トリグリセリド、HDL コレステロール）を測定し、
血液成分に及ぼすナル メフェンの影響を検証した。 
 
（３）RAW264.7細胞におけるナルメフェンによるオピオイド受容体発現に及ぼす影響 
RAW264.7細胞にナルメフェン 300 μg/mLで 24時間処理し、細胞から RNAを抽出した。リア
ルタイム PCR法により、μ, δおよびκオピオイド受容体の発現を評価した。 
 
（４）マウスマクロファージ様細胞 (RAW264.7細胞)におけるスカベンジャー受容体発現変化 
 RAW264.7 細胞にナルメフェン 0~300 μg/mL で 24 時間処理し、oxidized low density 
lipoprotein (oxLDL)を細胞内に取り込むスカベンジャー受容体 (CD36, LOX-1および SR-A)発
現をウエスタンブロットで評価した。 
 
（５）マウス腹腔マクロファージにおける oxLDL細胞内取り込みに及ぼすナルメフェンの影響 
動脈硬化巣内のマクロファージが oxLDLの細胞内取り込み・蓄積により、プラークを不安定化
させることから、培養マクロファージに、ナルメフェンを処理し、oxLDL の細胞内取り込みを
評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ApoE KOマウスの全大動脈および大動脈弓における動脈硬化巣形成に対するナルメフェ
ンの効果 
ApoE KOマウスの全大動脈における動脈硬化巣形成に対するナルメフェンの効果を検討するた
め、ApoE KOマウスの全大動脈を oil red Oで染色した。oil red Oで赤く染まった部分が動脈
硬化病変部位である (Figure 1A)。vehicle 群と比較して、ApoE KO マウスの全大動脈におい
て、ナルメフェン 1mg kg-1 day-1でおよび 3mg kg-1 day-1は動脈硬化巣形成をそれぞれ約 1.9倍、
約 3.5倍有意に促進させた (各 P < 0.01、P < 0.001) (Figure 1B)。また大動脈弓においてもナル
メフェン 1mg kg-1 day-1でおよび 3mg kg-1 day-1、3週間投与によりそれぞれ約 1.9倍および約
2.4倍有意に促進させた (各 P < 0.01、P < 0.001)。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 ApoE KOマウスにおけるナルメフェンの動脈硬化巣形成 
 
また大動脈起始部においても、同様にナルメフェン濃度依存的に動脈硬化巣面積を有意に増大
させた (Figure 2A, B)。さらに、ApoE KOマウスの大動脈起始部における単球・マクロファ
ージの浸潤・泡沫化に対するナルメフェンの効果を検討するため、ApoE KOマウスの大動
脈起始部における単球・マクロファージを免疫組織染色で評価した。MOMA2 により赤く
染まった部分が動脈硬化巣の不安定化因子である単球・マクロファージである (Figure 2A)。
ApoE KO マウスの大動脈起始部において、vehicle 群と比較して、ナルメフェン 3mg kg-1 
day-1はMOMA2陽性面積を約 1.6倍有意に増加させた (P < 0.05) (Figure 2C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 ApoE KOマウスの大動脈起始部におけるナルメフェンの効果 
 



（２）血中コレステロールに及ぼす影響 
vehicle、ナルメフェン 1mg kg-1 day-1および 3mg kg-1 day-1群における血漿総コレステロール

は、それぞれ 1187.95 ± 266.18 mg/dL、1362.28± 262.91 mg/dLおよび 1537.17 ± 420.61 mg/dL
であり、vehicleと比較してナルメフェン 3mg kg-1 day-1投与により有意に増加した。 
また、血漿トリグリセリドにおいて、vehicle (298.12 ± 100.57 mg/dL)と比較し、ナルメフェン
1mg kg-1 day-1および 3mg kg-1 day-1では、それぞれ 420.10 ± 129.03 mg/dLおよび 435.05 ± 
151.12 mg/dLと有意に増加した (各 P < 0.05) 
 
（３）RAW264.7細胞におけるナルメフェンによるオピオイド受容体発現に及ぼす影響 
RAW264.7細胞において、ナルメフェン (300 μg / mL, 24時間)は vehicleと比較してμ, δお
よびκオピオイド受容体の mRNA発現をそれぞれ約 70%、約 55%および約 40%有意に減少さ
せた (各 P < 0.05) (Figure 3)。 

 

 
Figure 3 オピオイド受容体発現 

 
 
（４）マウスマクロファージ様細胞 (RAW264.7細胞)におけるスカベンジャー受容体発現変化 
RAW264.7細胞にナルメフェン 0~300 μg/mLで 24時間処理したところ、濃度依存的にスカベ
ンジャー受容体である CD 36 タンパク発現を増加させ、300 μg/mL 処理で最も増加させた 
(Figure 4)。一方、ナルメフェンは LOX-1および SR-Aタンパク発現に影響を及ぼさなかった。
したがって、ナルメフェンの濃度を 300 μg/mLとし、以下の実験を行った。 
 

 
Figure 4 RAW264.7細胞におけるスカベンジャー受容体発現 

 
（５）腹腔マクロファージにおけるナルメフェンの oxLDL 取り込みに及ぼす影響を検討した。
培養した腹腔マクロファージにナルメフェン 300 μg / mL を 24 時間処理したのち、DiI 標識
oxLDLを添加し、oxLDLを取り込んだマクロファージのDiI標識 oxLDL陽性面積を比較した。
青色が核、赤色が DiI標識 oxLDLを示す (Figure 5A)。oxLDL非添加群では DiI陽性細胞は観
察されなかったが、添加群では陽性細胞が多く観察された (Figure 3A)。１細胞当たりの DiI標
識 oxLDL陽性面積 (DiI標識 oxLDL陽性面積 / 全マクロファージ数)で評価したところ、ナル
メフェン群では vehicle群と比較してDiI陽性面積を約 2.1倍有意に増加した (P < 0.01) (Figure 
5B)。 
 



 
Figure 5 ナルメフェンによる oxLDLマクロファージ内取り込み 

 
動脈硬化症が炎症性疾患の一つであること、また、オピオイド受容体が抗炎症作用に関与してい
ることから、オピオイド受容体拮抗薬および部分作動薬であるナルメフェンが動脈硬化巣形成
に及ぼす影響を動物実験・細胞実験により検討した。 
まず、ApoE KOマウスに生理食塩水又はナルメフェン (１および 3 mg kg-1 day-1、)を皮下投与
した。その結果、全大動脈、大動脈弓および大動脈起始部において、ナルメフェン群は vehicle
群と比較して、動脈硬化巣形成を有意に促進させた (Figure 1, 2)。また、ApoE KOマウスの大
動脈起始部において、ナルメフェン群は vehicle群と比較して、MOMA2陽性面積を有意に増加
させた (Figure 2)。このことから、ナルメフェンは、単球・マクロファージの血管内膜への浸潤・
泡沫化を増加させ、動脈硬化巣の形成および不安定化を促進させることが示唆された。 
次に、ナルメフェンのオピオイド受容体のmRNA発現に及ぼす影響を検討するため、RAW264.7
細胞を用いて real time PCR を行った。ナルメフェンはμ、δおよびκオピオイド受容体の
mRNA発現を有意に減少させた(Figure 3)。よって、ナルメフェンはオピオイド受容体の発現を
減少させ、抗炎症作用を抑制する可能性も考えられる。さらに、オピオイド受容体作動によっ
てマクロファージの CD36の発現を減少させる (Valerio C et al., Peptides, 2011)ことから、ナ
ルメフェンがオピオイド受容体を減少させることでCD36の発現減少効果を阻害することが考
えられた。したがって、ナルメフェンがマクロファージ内への oxLDL取り込み、泡沫化を促進
することで、動脈硬化巣の形成および不安定化を促進した可能性がある。 
次に、細胞実験でマクロファージの泡沫化に対するナルメフェンの効果を検討した。腹腔マクロ
ファージにおいて、ナルメフェンは DiI標識 oxLDL陽性面積を有意に増加させたため (Figure 
5)、oxLDL の細胞内取り込みが増加したことが明らかとなった。そこで、そのメカニズムを解
明するため、泡沫化に関与するスカベンジャー受容体 (CD36, LOX-1および SR-A)に着目し、
RAW264.7細胞を用いた細胞実験を行った。300 g / mLナルメフェン処理により、CD36の発
現を有意に増加させた。このことから、ナルメフェンは、CD36発現の増加により、マクロファ
ージ内への oxLDLの取り込みを促進させ、動脈硬化巣形成を促進させることが示唆された。 
以上より、ナルメフェンは、動脈硬化巣形成および不安定化を促進し、心血管イベントのリスク
を上昇させる可能性が示唆された。その作用には、オピオイド受容体の発現に関与することが示
唆された。 
飲酒量低減を目的としたナルメフェンによる治療の増加が予想される現状を考えれば、ナルメ
フェンによる有害事象が今後増加することが推測される。そのため、心血管イベントのリスクの
高い患者には慎重に使用すべきかもしれない。 
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