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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、cytosolic phospholipase A2 (cPLA2)の制御による PPARγ 活性化の機序を解明し、

その効果を介した糖尿病大血管症抑制効果の有無を探求することを目的とし検討を行った。そ

の結果、cPLA2の阻害がマクロファージにおいて COX-2 産生増加を介して PPARγ の活性化を誘

導すること、マクロファージにおける動脈硬化促進因子の発現を抑制すること、さらに apoE

欠損マウスの動脈硬化進展を抑制することを見出した。これらの成果は、cPLA2が動脈硬化治療

の標的分子であると共に、cPLA2阻害剤が糖尿病大血管症治療に有益である可能性を示している。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 In the present study, we investigated the mechanism(s) of PPARγ activation by 
inhibiting cPLA2 on macrophages, and the anti-atherosclerotic effect of cPLA2 inhibition 
in macrophages and apoE-deficient mice. We revealed that cPLA2 inhibition induced 
cyclooxygenase-2 expression and subsequent 15d-PGJ2 production, resulting PPARγ 
activation in macrophages. Inhibition of cPLA2 suppressed LPS-induced TNF-α and MCP-1 
expression, and induced ABCA1/G1 expression. Moreover, administration of cPLA2 inhibitor, 
AACOCF3 suppressed the progression of atherosclerosis in apoE-deficient mice. These 
results suggest that cPLA2 inhibition has anti-atherosclerotic effects, and cPLA2 may 
be one of the therapeutic targets for diabetic macrovascular complications. 
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１．研究開始当初の背景 

わが国において、糖尿病患者数の増加は深

刻な社会問題であり、その発症・進展の阻止

に繋がる新規治療法の開発は、医療財政や患

者の QOL の改善に繋がる重要な命題である。 

phospholipase A2 (PLA2)は長鎖脂肪酸生成

に関与する酵素であるが、その PLA2ファミリ

ーの一つである cytosolic PLA2 (cPLA2)は、
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細胞内のアラキドン酸生成に関与する重要

な分子である。一方、核内レセプターの１つ

である peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ (PPARγ)は、脂肪細胞分化に必

須の転写因子であり、組織のインスリン感受

性を亢進させることから糖尿病治療のター

ゲット分子の一つとなっている。さらに最近、

この PPARγ は抗動脈硬化作用を持つことが

in vitro、in vivo の系で証明されている。 

申請者は最近、cPLA2の阻害が脂肪細胞に対し

PPARγ 活性化を介して分化誘導を促進する

こと、さらに cPLA2 の阻害剤投与は、高脂肪

食付加マウスの耐糖能を改善することを見

出した。一方、PPARγ 活性化は抗動脈硬化作

用をも持ちうることから、この cPLA2 の負の

制御が糖尿病大血管合併症に対し抑制効果

を示す可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、マクロファージにおける

cPLA2阻害によるPPARγ活性化機序の解明と、

そのPPARγ活性化を介した動脈硬化抑制作

用の有無を検討するとともに、その機序を基

にした糖尿病大血管合併症の新規治療法を確

立することを主目的とする。 

 

３．研究の方法 

 細胞はマウスマクロファージ由来腫瘍細

胞株である RAW264.7 細胞及びマウス腹腔マ

クロファージ(rMφ)を使用した。また cPLA2

の特異的阻害は、阻害剤である AACOCF3、

cPLA2i の投与もしくは cPLA2 siRNA を遺伝子

導入し行った。 

(1) PPARγ 活性は PPARγ のリガンド結合部

位のC端側にGal4蛋白を結合させた変異

蛋白発現ベクター(pMX-PPARγ)と Gal4

の DNA 結合領域をその上流に持つ

luciferase reporter plasmid 

(p4xUASg-tk-luc)を RAW、(rMφ)に遺伝

子導入し各種刺激の後に luciferase 活

性の測定を行い検討した。 

(2) 細胞内長鎖脂肪酸含有量はガスクロマト

グラフィーにて検討した。 

(3) cyclooxygenase-2 (COX-2)の産生は、

Western blot 法にて検討した。 

(4) 細胞内 15d-PGJ2 量の測定は、Enzyme 

Immunoassay 法にて検討した。 

(5) TNF-α、MCP-1 産生は real-time RT-PCR

法による mRNA 発現量にて検討した。 

(6) 動 脈 硬 化 モ デ ル マ ウ ス と し て

Apolipoprotein E 欠損(apoE-KO)マウス

を用い、8 週齢のこのマウスに AACOCF3

投与を行い、その 8 週後のマウスの上下

行大動脈を採取、Oil-Red-O 染色での粥

状動脈硬化巣の進展度を評価した。さら

に、マウス大動脈洞部を採取し、同組織

で の 粥 状 動 脈 硬 化 巣 の 進 展 度 を

Oil-Red-O 染色で観察した。加えて、採

取した大動脈組織に対し、TNF- 、MCP-1、

ABCA1/G1 発現量を Real-time RT-PCR 法

にて解析した。また、同組織での PPARγ

活性をコマーシャルベースの ELISA キッ

トにて測定した。 

 

４．研究成果 

＜平成21年度に実施した研究の成果＞ 

cPLA2制御による PPARγ 活性化機序を明らか

にする目的で以下の結果を得た。 

(1) RAW264.7 細胞への AACOCF3、cPLA2i の添

加により、その濃度依存的に PPARγ の

活性化が認められた（図 1,2）。また、

cPLA2 siRNAにより cPLA2発現を阻害させ

た RAW264.7 細胞でも、同様に PPARγ の

活性化が認められた（図 3）。 
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(2) RAW264.7 細胞への AACOCF3、cPLA2i 添加

により長鎖脂肪酸（アラキドン酸等）の

産生低下及び 15d-PGJ2 の産生上昇を認

めた。 

(3) RAW264.7 細胞への AACOCF3 添加により

cyclooxygenase-2（COX-2）の産生増加

を認めた。 

(4) またCOX-2 siRNAの遺伝子導入RAW264.7

細胞ではAACOCF3添加によるPPARγ活性

化の抑制効果を認めた。 

 

以上の結果から、マクロファージにおいて

cPLA2の阻害が PPARγ の活性化を誘導するこ

と、その機序として COX-2 の産生増加を介し

た 15d-PGJ2 の産生上昇が関与することが示

唆された。 

 

＜平成22年度に実施した研究の成果＞ 

平成22年度は、cPLA2制御によるマクロファー

ジにおける動脈硬化進展抑制効果ついて、以

下の結果を得た。 

(1) 20 μMの AACOCF3で1時間前処置したrMφ

では、1 μg/mlのLPS刺激によるTNF-α、

MCP-1のmRNAの産生は、コントロールと比

較して有意に抑制を受けた。さらにここ

のcPLA2阻害剤による発現抑制効果は、

PPARγ siRNAの遺伝子導入によるPPARγ

の産生抑制により有意に減弱した。 

(2) また、cPLA2 siRNAの遺伝子導入により

cPLA2の発現を阻害させたrMφでは、コン

トロールsiRNAを遺伝子導入したrMφと

比較して、LPSによるTNF-α、MCP-1産生

が有意に減弱していた。 

(3) さらにrMφへのAACOCF3の添加、もしくは

cPLA2 siRNAの遺伝子導入したrMφでは、

ABCA1、ABCG1の産生誘導がmRNAレベルで

認められた。またこの効果はPPAR  

siRNAの遺伝子導入により減弱した。 

 

以上の結果から、マクロファージにおいて

cPLA2 の阻害は、PPARγ の活性化を介して動

脈硬化惹起因子の産生抑制や脱泡沫化作用

を誘導し、その結果、抗動脈硬化作用を発揮

する可能性が示唆された。 

 

＜平成23年度に実施した研究の成果＞ 

平成23年度は、cPLA2制御による動脈硬化進展

抑制効果ついてapoE KOマウスを用い、以下の

結果を得た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1) 動脈硬化モデルマウスとして6週齢の

apoE KOマウスに対し、高コレステロール

食付加と同時にAACOCF3を5 mg/kg/日の投

与量にて経口投与する群、AACOCF3を投与

しない高コレステロール食付加のみの群

 

 



の2群に分け、経口投与開始8週後のこれ

らのマウスの大動脈洞部の組織を採取。

この組織にOil-Red-O染色を行ったとこ

ろ、AACOCF3投与群では粥状動脈硬化巣の

進展の有意な抑制が認められた（図4）。 

(2) 採取した大動脈組織に対し、PPARγ活性

を測定したところ、AACOCF3投与群では

PPARγ活性の有意な上昇を認めた。さら

にTNF-α、MCP-1、ABCA1発現量をmRNAレ

ベルで比較検討したところ、AACOCF3投与

群ではTNF-α、MCP-1 mRNA発現の有意な

低下が、ABCA1 mRNA発現の有意な上昇を

認めた（図5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果から、AACOCF3投与によるcPLA2の阻

害は、PPARγの活性化を介して動脈硬化惹起

因子産生抑制や脱泡沫化作用を誘導し、その

結果、抗動脈硬化作用を発揮する可能性が示

唆された。 

 

これら平成 21 年度、平成 22 年度、平成 23

年度で得られた研究の成果は、cPLA2が糖尿病

大血管症としての動脈硬化治療の標的分子

であると共に、cPLA2阻害剤がこの糖尿病大血

管症治療に有益である可能性を示唆してい

る。 
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