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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)においてHDLがAMPキナーゼ(AMPK)活性化を促進した。AMPKはS
1P/S1P受容体系とSR-BI/PDZK-1の二つの独立したシグナル伝達系を介してHDLにより活性化された。SR-BI/AMPK活性化
にはLKB1とカルモジュリンキナーゼが関与し、S1P/S1P受容体系ではカルモジュリンキナーゼが関与していた。シンバ
スタチン、フェノフィブレート、AICAR、メトホルミンはeNOS、SR-BI両方の蛋白発現を増強し、シンバスタチンとフェ
ノフィブレートで同時にHUVECを前処理するとHDLによるAMPK/Akt活性化効果が増強された。

研究成果の概要（英文）：High density lipoprotein (HDL) stimulated AMP kinase (AMPK) in human umbilical vei
n endothelial cells (HUVECs). HDL activated AMPK through independent two pathways. HDL-induced AMPK activa
tion was mediated by sphingosine-1 phosphate (S1P)/S1P receptor pathway and scavenger receptor (SR-BI)/PDZ
K-1. S1P/S1P receptor pathway was mediated by calmodulin. SR-BI/PDZK-1 pathway was mediated by calmodulin 
and LKB1 in HUVECs. Simvastatin, fenofibrate, metrformin and AICAR enhanced protein expression of SR-BI an
d endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in HUVECs. Simultaneous pretreatment of simvastatin and fenofib
rate enhanced HDL-induced AMPK/Akt activation in HUVECs.
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年耐糖能異常、脂質代謝異常、高血圧を

合併するメタボリック症候群が注目されて
おり、その診断基準には低 HDL 血症が含ま
れる。低 HDL 血症は高 LDL 血症と独立した
心血管疾患の重要な危険因子であり、低 HDL
血症改善薬の開発が期待されている。これま
で HDL の抗動脈硬化作用はコレステロール
逆輸送が主であるとされて来たが、近年これ
とは独立した血管内皮細胞の保護、機能改善
作用が注目されている。しかし、一方でその
メカニズムは明らかでなかった。我々は多機
能性の脂質シグナル分子であるスフィンゴ
シン１-リン酸（S1P）が HDL 中に高濃度に
蓄積しており HDL 濃度と S1P 濃度の間に正
の相関があること、更にコレステロール逆輸
送とは独立した HDL の抗動脈硬化作用であ
る血管内皮細胞の増殖、遊走促進作用とアポ
トーシス抑制作用が HDL 中 S1P/S1P 受容体
を介して媒介されることを見出した。HDL 作
用と S1P との関連については国外では Nofer
（独）のグループ、国内では朔（福岡大）、
五十嵐（香川医）等も HDL の抗動脈硬化作
用の一部が S1Pを介しているという我々の知
見を確認しており、国内外で一定の評価を得
ている。一方で、S1P が動脈硬化性の細胞接
着分子の発現を増加するという報告もあり、
議論の多いのも事実である。そこで、我々は
さらにこの S1P、HDL 作用を解析した結果、
S1P には確かに細胞接着分子の発現促進作用
があるが、その程度は極めて弱く、S1P には
HDL と同様にサイトカイン（TNF）による細
胞接着分子の発現促進作用を著明に抑制す
る作用があることが判明した。HDL は S1P
による細胞接着分子の発現増加効果も抑制
することから、HDL 作用には S1P 受容体以外
の関与も示唆された。更に詳細に解析した結
果、HDL は S1P/S1P 受容体 S1P1、S1P3を介
した系に加え、アポ蛋白/スカベンジャー受容
体（SR-BI）を介して、一酸化窒素（NO）合
成促進、接着分子（ICAM、VCAM）発現抑
制、単核球の血管内皮細胞への接着抑制を発
揮することを見出した。これらの研究成果に
基づいて、我々は「血管内皮細胞における
HDL の抗動脈硬化作用にはアポ蛋白/SR-BI
と S1P/S1P 受容体（S1P1、S1P3）が重要な役
割を果している」との仮説を立てた。 

 
２． 研究の目的 

 
循環器疾患の代表的治療薬であるスタチ

ンが脂質代謝改善作用に加え、HDL 同様の抗
炎症、抗動脈硬化作用を発揮するとの報告が
あるがそのメカニズムの詳細は明らかでな
かった。我々はスタチンが Rho 阻害、PPAR
活性化を通じて SR-BI 発現増強を伴い HDL
の NO 産生作用を増強することにより抗炎症
作用を発揮することを見出した。これらの成
果は HDL 受容体 SR-BI の発現増強効果によ
り HDL の抗動脈硬化作用を増強できること
を初めて示したものである。我々はこの成果
を発展させるべく糖尿病治療薬の代表的標
的分子である AMP キナーゼ（AMPK）の血
管内皮細胞における役割を検討した。その結
果 HDL、S1P ともに AMPK 活性化を伴って
NO 合成を促進することを見出した。本研究
の目的は AMPK 刺激による新たな動脈硬化
症治療薬開発の可能性について基礎的な検
討を行うことである。 

 
３． 研究の方法 

 
(1) 独自に開発した S1P 定量法やヒト臍帯静
脈内皮細胞(HUVEC)における S1P 受容体、
SR-BI 発現抑制と作用抑制（受容体、細胞内
シグナル分子に対する特異的 siRNA 及び特
異的阻害薬）、特異的受容体アゴニストを用
いた解析を行い HDL 作用を仲介する SR−BI
と S1P受容体の細胞内シグナル伝達機構にお
ける AMPK の役割の解明、AMPK による血
管内皮細胞におけるスカベンジャー受容体
SR-BI の発現調節機構の解明、スタチンと
AMPK のクロストーク機構の解明をめざす。
SR-BI アゴニストとしてアポリポ蛋白 A とコ
レステロール、リン脂質で再構成した HDL 
（rHDL）を使用する。 
(2) スタチン作用と AMPK 刺激薬との相
互作用について調べる。スタチンと AMPK
刺激薬を同時添加した場合の SR-BI の発
現をmRNAレベル、蛋白レベルで調べる。
異なるシグナル伝達系で SR-BI 発現を増
強している場合、AMPK 刺激薬とスタチン
の同時刺激で SR-BI 発現増強作用に相乗
効果もしくは相加効果が期待される。
AMPK 刺激薬としてはAICAR を使用する。
スタチンと同様の検討をフィブラート、メ
トホルミンでも並行して実施する。 
(3) 抗血小板薬であるシロスタゾールは抗
血小板作用に加え、脂質代謝改善作用、血
管内皮機能改善作用があると報告されてい
る。シロスタゾールについてもスタチン同
様の解析を行う。 
 



４． 研究成果 
 
(1) HUVEC に HDL を作用させると HDL が
NO 合成酵素（eNOS）活性化に伴い AMPK
活性化を促進することが確認できた。この
HDL 作用におけるアポ蛋白 /SR-BI 及び
S1P/S1P 受容体(S1PR)と AMPK の役割を明ら
かにするためシグナル伝達系の解析を行っ
た 結 果 、 HUVEC で は
S1P/S1PR/AMPK/Akt/eNOS を介するシグナ
ル 伝 達 系 お よ び
rHDL/SR-BI/PDZK-1/AMPK/Akt/eNOS を介す
る系の二つの独立したシグナル伝達系が
HDL 刺激により促進されることが明らかに
なった。rHDL/SR-BI/PDZK-1 を介した AMPK
活性化には LKB1 とカルモジュリンキナーゼ
が関与しているが S1P/S1PR を介して AMPK
を活性化するシグナル伝達系ではカルモジ
ュリンキナーゼが関与しているが LKB1 は関
与していないことが明らかになった。引き続
いてシンバスタチン、フェノフィブレート、
AICAR など AMPK を活性する薬剤を用いて
HUVEC における eNOS や SR-BI の発現に及
ぼす影響を調べた。 
 
(2) シンバスタチン、フェノフィブレート、
AICAR は eNOS、SR-BI 両方の蛋白発現を増
強し、メトホルミンは SR-BI の蛋白発現を増
強したが eNOS の蛋白発現増強効果は他の薬
剤に比べて小さかった。シンバスタチン、フ
ェノフィブレートで HUVEC を前処理すると
HDL による Akt/eNOS 活性化効果が増強され
た。シンバスタチン、フェノフィブレート、
AICAR、メトホルミンによる eNOS、SR-BI
発現増強効果を制御するシグナル伝達系を
解析中である。 
 
(3) 血管内皮機能を改善させる薬剤としてシ
ロスタゾールが知られている。シロスタゾー
ルは HUVEC の eNOS、SR-BI の発現を増強し
た。シロスタゾールはシンバスタチンと同様
に AMPK を活性化した。シロスタゾールは
HUVEC において cAMP 系のシグナルを介し
て eNOS、SR-BI の発現を増強していると考
えられ現在 cAMP以降のシグナル伝達系の解
析を続けている。 
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