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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はCOX-2過剰発現マクロファージによるPPARs活性化機序とそれに引き続く抗動
脈硬化作用の有無を確認することであり、本研究の結果①COX-2過剰発現マクロファージにおいて内因性のリガンド上
昇を介したPPARα、PPARγ活性上昇を認めること、②、LPSによるTNF-α、MCP-1、MMP-9の発現はCOX-2過剰発現マクロ
ファージでは有意に減弱し、またABCA1、ABCG1の産生は増加すること、を見出した。その後マクロファージ特異的COX-
2-Tg-apoE-KOマウスの作成を行ったが、マウス作成の確認ができておらず、現在も確認作業中である。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study is to investigate whether overexpression of COX-2 induces PPA
Rs-dependent anti-atherogenic action in macrophages and macrophage-specific COX-2 transgenic mice. We reve
aled that overexpression of COX-2 induced intracellular ligand-dependent activation of PPARs in macrophage
s. Moreover, LPS-induced expression of TNF-alpha, MCP-1 and MMP-9 were down-regulated, and expression of A
BCA-1 and ABCG1 were up-regulated in COX-2-overexpressed macrophages. Furthermore, we next prepared the ma
crophage-specific COX-2 transgenic mice. Now, we are genetically confirming the succession of the preparin
g of the mice.
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１．研究開始当初の背景 
現在わが国では、生活スタイルの変化から
糖尿病、高血圧、脂質異常症といった生活習
慣病の増加が認められ、その結果、脳梗塞や
心筋梗塞などの動脈硬化性疾患の急増が深
刻な社会問題に繋がっている。この動脈硬化
症の発症・進展を阻止すること、そのための
新しい予防法、治療法の開発は、医療財政の
改善や患者QOLの改善に繋がる国家的命題で
あると言える。 
核 内 受 容 体 に 属 す る peroxisome 
proliferator-activated receptor-α
（PPARα）及び PPARγ は、脂質代謝、糖質
代謝に関与する転写因子であり、それぞれ脂
質異常症治療、糖尿病治療のターゲット分子
となっている。一方、この PPARα、γ の活
性化が血管構成細胞に対し直接的な抗動脈
硬化作用を誘導することも知られている。 
Cyclooxygenase-2（COX-2）は、細胞内プ
ロスタグランジン合成に重要な役割を持つ
酵素であり、その中でも COX-2 は、細胞内常
在型の COX-1 と違い、サイトカインなどの炎
症惹起因子に反応して誘導される誘導型の
酵素である。COX-2 の発現誘導は細胞内プロ
スタグランジン産生を引き起こし、種々の炎
症応答を惹起すると考えられている。しかし
このCOX-2産生誘導による細胞応答に関して
は、未だ不明な点も多い。実際、COX-2 の選
択的阻害薬は、実臨床で抗炎症薬として用い
られているが、その中で一部の COX-2 阻害剤
は心血管イベントを有意に増加させること
が報告されていること、抗動脈硬化作用を有
するスタチンが、COX-2 の産生誘導効果を持
つことなどから、COX-2 の発現増強が動脈硬
化抑制効果を示す可能性がある。加えて我々
は、COX-2 発現プラスミドを用いた細胞内
COX-2 発現増強により、マクロファージの
PPARγ活性が上昇することを見出している。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、マクロファージ特異的 COX-2
産生誘導マウスを作成し、このマウスが
PPARα、γの活性化を介した動脈硬化進展
抑制効果を誘導するか検討することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
1) RAW264.7 細胞に COX-2 発現プラスミド
（pcDNA5-COX-2）を遺伝子導入し、さらに
PPARα 或いは PPARγ のリガンド結合部位の
N端側にGal4蛋白を結合させた変異蛋白発現
ベクター（pMX-PPARα or pMX-PPARγ）と Gal4
のDNA結合領域をその上流に持つLuciferase 
reporter plasmid（p4xUASg-tk-luc）を遺伝
子導入（PPARs ligand binding assay）し、 
24 時間培養したのちにその Luciferase 活性
を測定した。また同時に COX-2 過剰産生マク
ロファージの細胞内プロスタグランジン
（15d-PGJ2、PGE2、PGD2）の生成量を Enzyme  
Immunoassay 法にて測定した。 

2) RAW264.7 細胞に対し、COX-2 発現プラス
ミドを遺伝子導入し、その 24 時間培養後に
LPS 存在下、非存在下にて 4から 24 時間培養
し、mRNA、細胞蛋白及び培養液を回収。TNF-
α、IL-1β、MCP-1、MMP-9、ABCA1、ABCG1 産
生を Real-time RT-PCR法、Western Blot 法、
ELISA 法にて検討した。また、PPARα、PPARγ
の siRNA を遺伝子導入し、COX-2 過剰発現マ
クロファージでのこれら抗動脈硬化作用へ
の PPARα、γ 活性化の関与について検討し
た。 
3) ヒト SR-Aプロモーターをその上流に持つ
発現ベクターを用い、そのプロモーター部位
の下流にヒトCOX-2遺伝子を組み込んだ発現
ベクター（pSR-A-COX-2）を構築。次にこの
発現ベクターがマクロファージ特異的に
COX-2 発現能を持ちうるかを、マクロファー
ジ系の細胞である RAW264.7 細胞と SR-A 発現
能をもたない293細胞への遺伝子導入を行い、
Western blot 法にて確認した。 
4) 3)で作成した pSR-A-COX-2 をもとに、マ
クロファージ特異的 COX-2-Tg マウスの作成
を申請者の所属する大学の専門施設（熊本大
学 生命資源研究・支援センター 動物資源
開発研究部門）に依頼。作製したキメラマウ
スを交配し、尾部より回収した DNA を解析す
ることでマクロファージ特異的 COX-2-Tg マ
ウスの生成を確認する。 
 
４．研究成果 
＜平成23年度に実施した研究の成果＞ 
①COX-2発現プラスミド（pcDNA5-COX-2）を用
いたCOX-2過剰発現RAW264.7細胞（マクロファ
ージ）を構築し、その細胞のにPPARα、PPAR
γ活性をLuciferase法で測定したところ、コ
ントロールの細胞に比し有意なPPARα、PPAR
γ活性上昇を認めた。また、COX-2過剰産生マ
クロファージの細胞内15d-PGJ2、PGE2、PGD2
生成量は有意に上昇した。 
②COX-2過剰発現RAW264.7細胞に対しLPS存在
下、非存在下にて4から24時間培養し、mRNA、
細胞蛋白及び培養液を回収。TNF-α、MCP-1
の産生をReal-time RT-PCR法、ELISA法にて検
討したところ、LPSによるTNF-α、MCP-1の発
現はCOX-2過剰発現RAW264.7細胞では有意に
減弱した。さらにPPARα、PPARγのsiRNAで
PPARα、PPARγの発現を抑制させたCOX-2過剰
発現RAW264.7細胞では、これらTNF-α、MCP-1
の発現減弱効果は有意に回復した。 
 
＜平成24年度及び平成25年度に実施した研究
の成果＞ 
③前年度に施行できなかったMMP-9、ABCA1、
ABCG1の産生に対するCOX-2過剰発現の影響に
関する検討をin vitroの実験系で行い、COX-2
過剰発現によりMMP-9の産生抑制、ABCA1、
ABCG1の産生増加が起こることを確認した。 
 
以上①～③の結果から、COX-2の過剰発現は、
マクロファージでのPPARα、PPARγ活性を上



昇させること、さらにこれらPPARα、PPARγ
活性上昇を介した抗動脈硬化作用を発揮する
ことが考えられ、COX-2過剰発現が動脈硬化症
に対し進展抑制効果の示す可能性が示唆され
た。 
 
次に、in vivoの検討を行う目的で、 
マクロファージ特異的COX-2-Tgマウスの作成
として、以下の1)、2)を行った。 
1)ヒトSR-Aプロモーターをその上流に持つ発
現ベクターを用い、そのプロモーター部位の
下流にヒトCOX-2遺伝子を組み込んだ発現ベ
クター（pSR-A-COX-2）を構築した。次にこの
発現ベクターをマクロファージ系腫瘍細胞で
あるRAW264.7細胞とSR-A発現能をもたない
293細胞への遺伝子導入を行ったところ、
RAW264.7細胞のみでCOX-2のmRNAレベル、蛋白
レベルでの発現を認めた。 
2) 1)で作成したpSR-A-COX-2をもとに、マク
ロファージ特異的COX-2-Tgマウスの作成を申
請者の所属する大学の専門施設（熊本大学 
生命資源研究・支援センター 動物資源開発
研究部門）に依頼した。 
得られたキメラマウスの尾部より回収した
DNAを鋳型とし、ヒトSR-Aプロモーターとヒト
COX-2遺伝子に相同するプライマーを数種作
成、これらプライマーを用いて導入遺伝子の
存在をPCRで確認したところ、全てのラインで
目的とするbase pairの複製DNAを確認できた
が、negative controlに用いたC57/bl6マウス
のDNAからも同様の複製DNAが得られたため、
プライマーペアの数を増やし、再度確認を行
った。しかし20種以上の組み合わせを施行し
たが、やはりnegative controlでのDNA複製が
全てのプライマーペアで確認されたため、マ
クロファージ特異的COX-2-Tg-apoE-KOマウス
の作成が確認できていない。鋳型となるDNA
のコンタミネーションではないことは確認で
きたが、特異性の確認ができていないことか
ら、現在得られた複製DNAのシークエンスを行
い、複製DNAの特異性を確認中である。またPCR
での確認作業を断念し、サザンブロットでの
確認を行うための、特異的プローブの作成中
である。 
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