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研究成果の概要（和文）： 

ニューロメジン U(NMU)の脂質代謝および動脈硬化進展への影響を調べるため、アポリポプロ

テイン E ノックアウト(KO)マウスと NMU-KO マウスとを交配し、ダブル KO マウスを作製し

た。ダブル KO マウスは、顕著な高コレステロール症を示すものの、動脈硬化症の進展度およ

び生存曲線はアポ E-KO マウスと同等であった。NMU は、コレステロール代謝および動脈硬

化症の進展に大きな役割を有することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In order to study the effect of NMU on cholesterol metabolism and development of 

atherosclerosis, double knockout mice of NMU and Apolipoprotein E was synthesized. Apo 
E and NMU double knockout mice showed severe hypercholesterolemia, the 
development of atherosclerosis and survival curve showed almost the same. NMU was 
shown to have significant roles in cholesterol metabolism and development of 
atherosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 

 日本人の死因の 3 分の 1 は、虚血性心疾患
あるいは脳血管障害などの、動脈硬化をベー
スとした心血管疾患である。動脈硬化の発症、
進展には、血中コレステロール、酸化ストレ
ス、炎症、シェアストレス、免疫反応など多
くの因子が関わっていることが知られてい

るが、実際の治療には現在のところ、ステン
トの留置など、対症療法的な処置がほとんど
である。また、動脈硬化の予防は、血清脂質
低下療法、抗凝固療法、抗酸化療法など、危
険因子を減少させる非特異的な方法しかな
い。動脈硬化症の病因、病態を分子レベルで
明らかにし、動脈硬化の成立メカニズムに立
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脚した、本質的な治療法や予防法を開発する
ことは、医学の発展、医療福祉に大きく貢献
できると考えられる。 

 本研究でキーとなる分子のニューロメジ
ン U(NMU)は、共同研究者の寒川らが、ブタ
の脊髄から子宮平滑筋の収縮活性をもとに
単離、同定された神経ペプチドであり、ラッ
ト脳室内投与実験により、血圧上昇作用、摂
食抑制作用などが報告されていた。その後、
ノックアウト(KO)マウスの解析結果から、
NMU に肥満、高インスリン血症、高血糖、
高脂血症と関わりがあることが報告された。
一方、NMU の作用として、最近、マスト細
胞に関わる報告がなされた。マスト細胞には
NMU の受容体が豊富に存在し、NMU 刺激
によりカルシウムイオンの動員、脱顆粒が引
き起こされることから、NMU には、マスト
細胞を介した炎症惹起作用があることが示
された。一方、動脈硬化巣において血管内皮
下にマスト細胞が存在することが報告され、
このマスト細胞を介した免疫反応が、動脈硬
化の発症、進展に関わりがあるというエビデ
ンスが、いくつか指摘されている。これらの
ことから、NMU が動脈硬化の成立に関連が
あることが予想される。 

 

２．研究の目的 

 申請者は、NMU の脂質代謝への関わりを
詳しく調べるため、NMU-KO マウスに高脂
血症の遺伝的負荷をかけることを考え、アポ
リポプロテイン E（ApoE）-KO マウスとの
ダブル-KO マウスを作製した。NMU/ApoE

ダブル-KO マウスの血清総コレステロール
値は、ApoE-KO マウスの約２倍もの高値（約
1400 mg/dl）を示し、この値は、報告されて
いる普通食下でのマウスの血清コレステロ
ール値の中でも、最高である。また、このコ
レステロール値の上昇は、VLDL および LDL

分画において著明であった。VLDL および
LDLというatherogenicなリポ蛋白の著明な
上昇があるにも関わらず、12 週齢における大
動脈の動脈硬化性病変は、ApoE-KO マウス
に比べてダブル-KO マウスのほうが軽症で
あった。これらのことから、NMU は、(1)コ
レステロール代謝における未だ知られてい
ない作用を有すること、(2)動脈硬化の発症お
よび進展のキーとなる作用を有することが
示唆された。本研究においては、NMU-KO

マウスおよび NMU/アポ E ダブル-KO マウ
スを用いて、in vivo および in vitro の実験を
行い、NMU のコレステロール代謝および動
脈硬化発症、進展における働きを明らかにし、
動脈硬化に対する新しい治療法や予防法の
開発を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

１）NMU-KO マウス、ApoE-KO マウス、NMU/ApoE

ダブル-KO マウスの特性解析 
ⅰ)  マウスの作製および維持 
ApoE-KOマウス、NMU-KOマウス、ApoE／NMU-

ダブル KO マウス、ApoE／LDLR ダブル-KO マ
ウスはいずれもバックグラウンドを
C57Bl/6J にそろえて繁殖し、これらのライン
を維持しながら、実験を行った。 
ⅱ)  遺伝子改変マウス血清のリポ蛋白分析
(Harada-Shiba et al. Circ Res.95:945-952, 
2004) 
NMU/ApoE ダブル-KO マウス、ApoE-KO マウ

ス、NMU-KOマウス、LDLR-KOマウス、ApoE/LDLR
ダブル-KO マウスの血清脂質値を測定し、リ
ポ蛋白を HPLC を用いてゲル濾過による分離
後、脂質値を測定した。 
ⅲ)  遺伝子改変マウスのリポ蛋白ターンオ
ーバースタディ 
5 匹の LDL-KO マウスの血清を採取し、超遠

心分画により、LDLを分離後、0.15 M NaCl, 0.6 
mM EDTA 溶液にて 24 時間透析した。Lowry 法
を用いて LDL 中の蛋白を定量した。NaI 法に
て LDL を 125I でラベリングし、ゲル濾過にて
125I-LDL を精製した。 
マウスの NMU/ApoE ダブル-KO マウス、

ApoE-KO マウス、NMU-KO マウス、LDLR-KO マ
ウス、ApoE/LDLR ダブル-KO マウス、Wild type
マウスに対し、125I-LDL を尾静脈より注射し、
2 分後、2.5、5、7.5、24、48 時間後に採血
し、イソプロパノ−ル加による沈澱をガンマ
カウンターで測定した。 
ⅳ）尿中メバロン酸排泄量測定 
 メタボリックゲージを用いてマウスの 24
時間尿を採取し、ガスクロマトグラフィー法
により、メバロン酸の定量を行った。 
ⅴ）CT による体脂肪、筋肉量の定量 
 各マウスを麻酔後、CT(LaTheta)にて撮像
し、体脂肪量および筋肉量の定量を行った。 
２）NMU-KO マウス、ApoE-KO マウス、NMU/ApoE
ダブル-KO マウスへの負荷試験 
ⅰ）高脂肪食負荷試験 
 NMU-KO マウス、ApoE-KO マウス、NMU/ApoE
ダブル-KO マウスに対して、2 週間の高脂肪
食負荷（F2HFD2）を行い、前後の採血を行い、
リポ蛋白分析を行った。 
ⅱ）無コレステロール食負荷試験 
 NMU-KO マウス、ApoE-KO マウス、NMU/ApoE
ダブル-KO マウス、Wild Type マウスに対し
て、8 週間の無コレステロール食負荷を行い、
経時的に採血を行い、分析を行った。 
３）動脈硬化症の評価 
 NMU-KO マウス、ApoE-KO マウス、NMU/ApoE
ダブル-KO マウス、Wild type マウスの大動
脈組織を採取し、ホルマリン固定後、Sudan 
III にて染色した。赤く染色された動脈硬化
巣の面積を定量し、全体の面積との比率で評
価を行った。 
 



４）生存曲線 
 NMU-KO マウス、ApoE-KO マウス、NMU/ApoE
ダブル-KO マウス、Wild type マウスを 10 匹
ずつ高脂肪食負荷下に死亡するまで飼育し、
生存曲線を得た。 
 
４．研究成果 
１）遺伝子改変マウス血清のリポ蛋白分析 
  脂質代謝および動脈硬化症におけるNMUの
役割を調べるために、NMU-KO マウスと
ApoE-KO マウスをいずれもバックグラウンド
を C57Bl/6J にそろえて繁殖し、交配にて
ApoE/NMU ダブル KO マウスを作製した。それ
ぞれの血清コレステロール値を図 1A に示す
(N=10)。通常餌下において Wild type マウス
は、平均 117±7 mg/dL、NMU マウスは 99±8 
mg/dL、ApoE-KO マウスは 717±69 mg/dL、
ApoE/NMU ダブル KOマウスは、1374±99 mg/dL
であった。ApoE/NMU ダブル KO マウスにおい
て、著明に高値であった。通常の餌下におい
ては、報告されたマウスの中では最高値であ
ると言える。一方、血清トリグリセリド(TG)
値を図 1B に示す。Wild type が 45±8 mg/dL、
NMU-KO マウスは 36±5 mg/dL、ApoE-KO マウ
スで 65±11 mg/dL、ApoE/NMU ダブル KO マウ
スでは 255±136 mg/dL であった。HPLC にて
分離した血清リポ蛋白分画中のコレステロ
ール値は、VLDL 分画を図 1Cに示す。Wild type
において、4.3±0.5 mg/dL、NMU-KO マウスに
おいて 4,4±1.1 mg/dL、ApoE-KO マウスにお
いて 459±140 mg/dL、ApoE/NMU ダブル KO マ
ウスにおいては、919±69 mg/dL であった。
LDL分画中のコレステロール値を図1Dに示す。
Wild type において 6.4±0.3 mg/dL、NMU-KO
マウスにおいて 7.3±1.2 mg/dL、ApoE-KO マ
ウスにおいては、228±55 mg/dL、ApoE/NMU
ダブル KO マウスにおいては、410±35 mg/dL
であった。HDL 分画中のコレステロール値を
図 1E に示す。Wild type において 107±6.2 
mg/dL、NMU-KO マウスにおいて 88±12 mg/dL、
ApoE-KO マウスにおいては、29±10 mg/dL、
ApoE/NMU ダブル KO マウスにおいては、43±4 
mg/dL であった。ApoE/NMU ダブル KO マウス
の血清総コレステロール値の上昇は、VLDL お
よび LDL 分画に著明であることが分かった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２）遺伝子改変マウスの尿中メバロン酸排泄
量測定結果 
 ApoE/NMUダブルKOマウスの血清VLDLおよ
び LDLコレステロール値が著明高値である原
因を探るため、1 日のコレステロール合成量
を反映する尿中メバロン酸排泄量を測定し
た結果を図 2 に示す(N=5)。Wild type と比べ
て、NMU-KO マウスにおいて低値であり、



ApoE-KO マウスにおいては Wild type と変化
はなく、ApoE/NMU ダブル KO マウスにおいて
は、やや高値であるものの、有意差は認めな
かった。これらのことから、ApoE/NMU ダブル
KO マウスの VLDL および LDL コレステロール
値が高値であるのは、コレステロールの合成
量が亢進しているのではなく、分解過程に問
題があることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３）遺伝子改変マウスの 125I-LDL ターンオー
バースタディ 
 Wild type マウス、ApoE-KO マウス、NMU-KO
マウス、ApoE/NMU ダブル KO マウス、LDLR-KO
マウス（N=4）に対して 125I-LDL を尾静脈より
静脈注射し、2 分後、2.5、5、7.5、24、48
時間後に採血し、ターンオーバースタディを
行った結果を図 3 に示す。NMU-KO マウスおよ
び ApoE-KO マウスは、Wild type と同様の曲
線を描いた。LDLR-KO マウスは、7.5 時間後
までの early phase の遅延を認め、LDL 受容
体欠損による LDL 分解の遅延が証明された。
一方、ApoE/NMU ダブル KO マウスは、24、48
時間後の、late phase の遅延を認めた。これ
らのことから、ApoE/NMU ダブル KO マウスに
おいては、LDL 受容体機能は正常であり、LDL
受容体以外のリポ蛋白分解に関わる課程に
障害があることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
４）遺伝子改変マウスへの食餌負荷試験 
 それぞれの遺伝子改変マウスに対して、無
コレステロール食餌負荷試験を行った結果

を図 4 に示す。無コレステロール食餌負荷に
より、Wild type および NMU-KO マウスの総コ
レステロール値はやや上昇傾向にあった。一
方、ApoE-KO マウスおよび ApoE/NMU ダブル
KO マウスにおいては、コレステロール値の著
減を認めたものの、ApoE/NMU-KO マウスの方
が ApoE-KO マウスよりも高値を保っていた。
これらのことから、ApoE/NMU ダブル KO マウ
スとApoE-KOマウスのコレステロール値の違
いは、コレステロール吸収によるものではな
いことが示唆された。 
 
 それぞれの遺伝子改変マウスに対して、高
脂肪食負荷試験を行い、それぞれの血清総コ
レステロール値を図 5A に示す。いずれのマ
ウスも高脂肪食負荷後にコレステロール値
は上昇を認めたが、ApoE/NMU ダブル KO マウ
スと ApoE-KO マウスでは、負荷後のコレステ
ロール値は同等であり、図 5B に示すように、
VLDL 分画において同等であることが示され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



５）遺伝子改変マウスの CT による体脂肪、
筋肉量の定量 
 遺伝子改変マウスの CT による筋肉量、脂
肪量の定量を行った。図 6A に示すように、
筋肉量はぞれぞれのマウスで変化を認めな
かった。体脂肪量は、ApoE-KO マウスにおい
て低値を示した（図 6B）。ApoE-KO マウスに
おいては、皮下脂肪および内臓脂肪ともに低
値を示した（図 6C）。ApoE/NMU ダブル KO マ
ウスは、Wild type と比較しても、変化を認
めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
６）遺伝子改変マウスの大動脈の動脈硬化面
積率 
 それぞれの遺伝子改変マウスにおける大
動脈の動脈硬化面積率を図 7 に示す。Wild 
type および NMU-KO マウスは、動脈硬化を認
めなかったが、ApoE-KO および ApoE/NMU ダブ
ル KO マウスは、ともに動脈硬化を認め、そ
の面積率は同等であった。ApoE/NMU ダブル

KO マウスにおいて、コレステロール値が約 2
倍であるにも関わらず、ApoE-KO マウスと同
等の動脈硬化を認めるということは、NMU が
発 現 し て い な い こ と が 動 脈 硬 化 症 に
protective に働く可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
７）遺伝子改変マウスの高脂肪食負荷下での
生存曲線 
 Wild type マウスは、1 年 100 日で半分の
マウスが死亡し、1 年 251 日ですべてのマウ
スが死亡した。ApoE/NMUダブルKOマウスは、
198 日で半分のマウスが死亡し、242 日です
べてのマウスが死亡した。ApoE-KO マウスは、
200 日で半分のマウスが、220 日ですべての
マウスが死亡した。 ApoE-KO マウスと
ApoE/NMU ダブル KO マウスでは、生存曲線は
同等であった。一方、NMU-KO マウスは、286
日出半分のマウスが、330 日ですべてのマウ
スが死亡した。NMU-KO マウスは、ApoE-KO マ
ウスや ApoE/NMU ダブル KOマウスに比べて長
期に生存したが、Wild type に比べては、極
めて生存が短かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
成果のまとめ 
 ApoE/NMU ダブル KO マウスは、ApoE-KO マ
ウスに比べて著明な高コレステロール血症



を示し、LDL の late phase の分解の遅延が明
らかとなった。コレステロール値が著明高値
であるにもかかわらず、ApoE/NMU ダブル KO
マウスは、ApoE-KO マウスに比べて動脈硬化
の進行が同等であったため、NMU が無い状況
では動脈硬化症の進行が遅い可能性が示唆
された。生存曲線は、ApoE-KO マウスと
ApoE/NMU ダブル KO マウスでは同等であった
が、NMU-KO マウスにおいて Wild type と比べ
て著明に短縮を認め、NMU の動脈硬化への作
用以外の生存期間への影響が示唆された。さ
らに、NMU の作用を検討する必要があること
が明らかとなった。 
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