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研究成果の概要：酸化 LDL の内皮細胞受容体 lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-1)と
C-reactive protein (CRP) の相互作用によって、補体カスケードの古典経路が活性化さ

れることが明らかとなった。虚血性心疾患危険因子である酸化 LDL の受容体として

見出された LOX-1 が、やはり独立した危険因子である CRP の生理活性発現に強く関

わっていることが in vitro、in vivo の実験で明らかとなった。また、CRP は LOX-1 だ

けでなく、マクロファージに多く存在し、LOX-1 と同じスカベンジャー受容体に属

する SR-AII とも相互作用する可能性が示唆された。  
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会へと加速する日本の社会で、

3 大疾患のうち、心筋梗塞と脳卒中の原因と
なる基礎病態である動脈硬化抑制の意義は
ますます高まっている。動脈硬化の病態では、
形態的変化の現れる前に、最初に血管の機能
的な不全、特に血管内皮細胞機能障害が起き
ることが重要と考えられ、endothelial 
dysfunction という言葉で表現されている。
endothelial dysfunction は様々な因子により誘
導されると考えられるが、特に高脂血症下で
は LDL コレステロールが酸化された、酸化
LDL の役割が示唆されてきた。我々の研究室

では、酸化 LDL の内皮細胞の受容体である
LOX-1 の発見以来、一貫して研究を進め、
LOX-1 の endothelial dysfunction への関与を明
らかにしてきた。その中で、LOX-1 が動脈硬
化危険因子により発現誘導されることや、細
胞接着分子として機能し、炎症促進に働くこ
とがわかってきた。LOX-1 遺伝子ノックアウ
トマウスでは、酸化 LDL による内皮依存性弛
緩障害が生じず、動脈硬化も軽減されること
を明らかにしている。 

一方最近、炎症下で急激な血中濃度の増加
を示し、炎症マーカーとして古くから使用さ
れてきた CRP が、通常炎症とは判定されな
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い非常に低いレベルでの血中濃度の上昇で
も、虚血性心疾患の危険度を高めることが明
らかになっている。さらに、CRP が単なるマ
ーカーではなく、機能分子として内皮細胞に
作用し、endothelial dysfunction を導く可能性
が示されている。 

我々は、CRP が LOX-1 に直接結合し、血
管透過性を亢進することを近年報告した。こ
れにより、これまで他のグループにより観察
されていた、CRP による endothelial 
dysfunction の誘導が、酸化 LDL の場合と同じ
く LOX-1 を介している可能性が出てきた。ま
た、CRP による補体系活性化を LOX-1 が促
進する可能性も考えられるようになってき
た。 
 
２．研究の目的 

これまでに、虚血性心疾患の新しい危険因
子である CRP と、やはり危険因子である酸化
LDL が、同じ受容体 LOX-1 に結合すること
が明らかになった。本研究では、LOX-1 を介
して CRP が起こす現象を明らかにすること
を目的とした。それは、LOX-1 がこれらの危
険因子との結合を通じて、どのように心血管
病の発症・進展に関わっているのかの解明に
つながる。 

また、構造上は全く異なるが、酸化 LDL
が結合するスカベンジャー受容体ファミリ
ーについても、CRP と相互作用をする可能性
があるかどうかについても検証した。 

 
３．研究の方法 

(1) CRP と LOX-1 の補体系活性化について、
in vitro ではドキシサイクリン誘導型 LOX-1
発現細胞、ELISA プレートに固相化した組換
LOX-1 蛋白を用いて行った。CRP による補体
系活性化は、補体系活性化によって生じる
C3d を免疫組織化学によって検出した。 

(2) in vivo では、LOX-1 発現が亢進してい
る脳卒中易発性高血圧ラット(Stroke-Prone 
Spontaneously Hypertensive Rat, SHR-SP)を用
いて実験を行った。SHR-SP に CRP を皮内注
射し、血管透過性亢進の起こった CRP 注射部
位の皮膚で免疫組織化学を行い、解析した。
白血球はミエロペロキシダーゼに対する抗
体、補体系活性化は C3d に対する抗体を用い
て検出した。 

(3) LOX-1 以外のスカベンジャー受容体と
CRP の相互作用については、scavenger 
receptor class A type II (SR-AII)、CD36、
scavenger receptor class B type I (SR-BI)、CD68
について調べた。コントロールとしてスカベ
ンジャー受容体ではない dectin-1 受容体を使
用した。LOX-1 も含めた各受容体のプラスミ
ドを pcDNA6.2/V5/GW/D-TOPO expression 
vector にサブクローンを行い用意し、トラン
スフェクション試薬を用いて COS-7 細胞に

一過性で発現させて実験に用いた。そして、
蛍光標識した CRP の取り込み能が各受容体
にあるかどうかを調べた。 
また、phorbol 12-myristate, 13-acetate (PMA) 

刺激を行ったヒト単球様細胞株 THP-1 を用
い、SR-AII を発現したマクロファージ様細胞
として用いた。THP-1 細胞に取り込まれた蛍
光標識 CRP を観察し、SR-AII に対する siRNA
の影響をみた。 
細胞実験は 96well プレートに調整して行

った。補体系活性化の免疫組織化学、蛍光標
識 CRP の取り込み後、PBS(-)で細胞の洗浄、
ホルマリン固定、DAPI による核染色を行い、
IN Cell 1000 Analyzer を用いて各 well につい
て蛍光顕微鏡での撮影、解析を行った。1 視
野あたりの C3d 蛍光強度、CRP 蛍光強度を数
値化し、核数で割ることによって細胞あたり
の補体系活性化、CRP の取り込み量を算出し
た。 
 
４．研究成果 

(1) LOX-1 発現 CHO 細胞では対照の
Wt-CHO 細胞と比較し有意に補体系活性化が
みられた。固相化した組換 LOX-1 蛋白におい
ても、補体系活性化がみられ対照の固相化
BSA では補体系活性化はみられなかった（図
1-A）。また、LOX-1-CRP による補体系活性化
は、C1q 欠損血清を用いた場合にはみられな
いため、古典経路を介していることがわかっ
た。C1q 欠損血清を用いた補体系活性化は、
C1q、CRP 単独の添加ではみられず、C1q と
CRP を同時に添加したときのみみられた(図
1-B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 CRP-LOX-1 による補体系活性化 

 
CRP の働きとして以前から知られていた、

補体系カスケードの古典経路活性化に
LOX-1 が関与していることが明らかとなっ
た。 

(2) SHR-SP ラットの CRP 注射部位の皮膚
組織では、補体系活性化、白血球の浸潤が観
察された。補体系活性化によって産生される
C5a、C3a などのアナフィラトキシンは、血
管壁に作用し、血管透過性を亢進させ、マク



ロファージ、好中球、リンパ球などの血管外
遊走を引き起こすことが知られている。また、
LOX-1 発現の亢進している SHR-SP ラットは、
コントロール WKY ラットと比較して血管透
過性亢進が強かった。それらのことから、
SHR-SPラットではCRPとLOX-1が相互作用
し、補体系活性化を引き起こしている可能性
が考えられた。補体系活性化、白血球浸潤は
CRP 単独、または CRP とコントロール IgG
の同時投与でみられ、CRP と抗 LOX-1 抗体
の同時投与では抑制されていた。 

in vitro で明らかとした CRP と LOX-1 によ
る補体系活性化は、in vivo でも起こっている
ことがわかった。CRP が LOX-1 を介して血
管病変を引き起こしている可能性が示唆さ
れた。 

(3) スカベンジャー受容体 SR-AII、CD36、
SR-BI、CD68、LOX-1 を発現させた COS-7
細胞と蛍光標識CRP を 37°Cでインキュベー
トし、その取り込み能を観察したところ、
LOX-1 だけでなく SR-AII も CRP と相互作
用することがわかった (図 2)。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 各スカベンジャー受容体への蛍光標

識 CRP の取り込み 
 
また、ヒト単球様細胞株 THP-1 を PMA

刺激し、マクロファージ様細胞に分化さ
せた後、蛍光標識 CRP を取りこませた。
その取り込みは SR-AII に対する siRNA
で抑制された。CRP が、分化したヒト単
球様細胞株 THP-1 に発現した SR-AII を介
して、細胞内に取り込まれることが明ら
かとなった。  

CRP は、LOX-1 だけでなく SR-AII を
介してマクロファージに取り込まれる
可能性が示唆された。CRP は LOX-1 だ
けでなく、SR-AII も介して心血管病に関
わっていることがわかった。  
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