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研究成果の概要（和文）：血管平滑筋細胞（VSMC）にもトリグリセリド（TG）をエネルギー源と

して利用する系が存在し、それに adipose triglyceride lipase (ATGL)が関与していると考え

られる。VSMC の ATGL を介する TG 代謝は炎症性形質の発現とも関連しており、さらに ATGL の

発現とβ酸化の調和がこれに関与している可能性がある。本培養モデルは粥状動脈硬化新生内

膜病変における炎症性機序の解明や中性脂質代謝異常と血管病変形成との関連を論じる上で有

用と考えられる。 

研究成果の概要（英文）：VSMC could use TG mediated ATGL as an cellular energy. TG load 
in VSMC provided TG accumulation and enhanced TG metabolism and associated with 
inflammatory phenotype. In addition, coordination of ATGL expression level and 
beta-oxidation level was probably responsible for inflammatory phenotype. We believe that 
this culture model is useful in resolution of inflammatory mechanism in neointima and 
relationship between TG metabolism and atherosclerosis. 
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１． 研究開始当初の背景 
近年、高脂肪食・運動不足の生活習慣により、
いわゆるメタボリックシンドロームを有す
る者が増加している。メタボリックシンドロ
ームは余剰脂質が脂肪組織のみならず非脂
肪組織中にも中性脂肪（TG）として蓄積し、
細胞機能の障害やインスリン抵抗性をもた
らす。動脈壁にも TG が相当量存在すること
は知られているが、動脈壁局所の TG 代謝や
平滑筋細胞の機能発現や病的状態における
TG の動態については、コレステロールと比し

てもほとんど研究対象とされてこなかった。
このような状況において、平野らが新規疾患
として報告した中性脂肪蓄積心筋血管症は
中 性 脂 肪 分 解 の 律 速 酵 素 adipose 
triglyceride lipase (ATGL)の遺伝的欠損に
より冠状動脈・心臓に中性脂肪の蓄積を来し、
その結果、重症心不全や虚血性心疾患を呈す
るものであり、ATGL を介した中性脂肪代謝が
血管壁細胞の機能に重要な役割を果たして
いる事を予感させる。 
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２．研究の目的 
動脈硬化の形成にあずかる血管平滑筋細胞
における形質転換と TG 代謝との関係を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)培養条件： 
オレイン酸 500 - 1000μM 条件下で 16 時間
培養し、ヒト培養血管平滑筋細胞内に脂肪滴
を形成させる。その後、増殖培地で培養し、
それぞれの実験に用いる検体を培地交換直
後（0 時間）と培地交換後 24 時間を中心に採
取した。 
(2)細胞内 TG の定量： 
中性脂肪測定キットを用いて細胞内 TG を定
量した。 
(3)ATGL タンパクの局在： 
免疫蛍光染色と Nile red 染色にてそれぞれ
ATGL と脂肪滴の局在を同定した。 
(4)TG 代謝、炎症性形質の評価： 
ATGL とβ酸化関連酵素 CPT1B、PDK4 を TG 代
謝の指標とし、VCAM-1、MCP-1 を炎症性形質
の指標としてそれぞれリアルタイムPCRとウ
ェスタンブロットにて検討した。 
(5)ATGL 遺伝子導入：  
テトラサイクリン発現誘導システムを組み
合わせたアデノウイルスベクターを作製し
た。 
 
４．研究成果 
(1)細胞内 TG 含量： 
細胞内脂肪滴形成後 48 時間までに細胞内 TG
含量が有意に漸減した。特に、24 時間後では、
対照に比して約 30％減少した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 細胞内 TG 含量 

 
(2)ATGL タンパクの局在： 
ATGL タンパクは細胞質内にびまん性に細顆
粒状に分布し、細胞内 TG 存在下では、脂肪
滴に一致した局在も認められた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2. 免疫蛍光染色 green:ATGL, red:TG 

                     
(3)ATGL 発現の変化： 
オレイン酸添加群と非添加群との間に、mRNA
レベルでは 0 時間、24 時間後いずれも有意差
は認められなかった。一方、タンパクレベル
では、0 時間から 24 時間後にかけて発現がほ
ぼ一定に増大していた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

図 3. ATGL リアルタイム PCR と 

ウェスタンブロット 

 
(4)β酸化関連遺伝子： 
0 時間、24 時間いずれの時点でも PDK4 およ
び CPT1Bの発現はオレイン酸添加群で有意に
増大した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4. PDK4、CPT1B リアルタイム PCR 

 
(5)炎症性形質の発現： 
VCAM-1 について、mRNA レベルではオレイン
酸添加群と非添加群との間に、0 時間後に有
意差がなく、24 時間後ではオレイン酸添加群
の方が有意に減少した。一方、タンパクレベ
ルでは、0 時間後に VCAM-1 タンパクの発現増
大が認められ、時間経過とともにその発現量
は漸減した（図 5）。 
また、MCP-1 の mRNA レベルは 24 時間後にオ
レイン酸添加群の方が軽度に増大した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 5. VCAM-1 リアルタイム PCR と 

ウェスタンブロット 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 6. MCP-1 リアルタイム PCR 

 
(6)ATGL 発現レベル介入: 

ATGL を介した TG 代謝と炎症性形質転換との
関係を解明するために、テトラサイクリン発
現誘導システムを組み合わせたアデノウイ
ルスベクターを作製した。このベクターを
200～500 MOIの条件下で血管平滑筋細胞にト
ランスフェクションさせ、発現誘導群（テト
ラサイクリン 500 ng/ml）と非誘導群とを比
較した。 
①細胞内 TG 含量： 
非誘導群に比して誘導群では、24 時間後に軽
度に TG 含量が減少した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7. 細胞内 TG 含量（AdvATGL Dox+/-） 

 
②β酸化関連遺伝子： 
0 時間後の PDK4 発現を除いて、非誘導群と誘
導群との間に PDK4 および CPT1B の発現に有
意差はなかった（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 8. PDK4、CPT1B リアルタイム PCR 

（AdvATGL Dox+/-） 

 
 
③炎症性形質の発現： 
VCAM-1、MCP-1 いずれも 0 時間および 24 時間
後で発現の増大を認めた（図 9,10）。 
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図 9. VCAM-1 リアルタイム PCR と 

ウェスタンブロット（AdvATGL Dox+/-） 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 10. MCP-1 リアルタイム PCR 

（AdvATGL Dox+/-） 

 
 
以上から血管平滑筋細胞にも TG をエネルギ
ー源として利用する系が存在し、それに ATGL
が関与していると考えられる。血管平滑筋細
胞の ATGL を介する TG代謝は炎症性形質の発
現とも関連しており、さらに ATGL とβ酸化
の調和がこれに関与している可能性がある。
本培養モデルは粥状動脈硬化新生内膜病変
における炎症性機序の解明や中性脂質代謝
異常と血管病変形成との関連を論じる上で
有用と考えられる。 
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