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研究成果の概要（和文）：cytosolic phospholipase A2 (cPLA2)阻害によるPPARγ活性化を介した動脈硬化進展抑制作
用の有無を、cPLA2欠損/apo E欠損マウスを用いて検討した．cPLA2欠損マウスの腹腔マクロファージでは，PPARγ活性
が上昇し，TNF-α、MCP-1mRNA産生が低下，ABCA1/G1mRNA産生が上昇していた．cPLA2α欠損/apoE欠損マウスの動脈硬
化形成は，コントロールapoE欠損マウスに比し有意に減弱していた．この結果から，cPLA2α欠損は、マクロファージ
の動脈硬化惹起応答を抑制することで，動脈硬化進展抑制効果を発揮し得ることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We investigated the anti-atherogenic effects on cPLA2 and apoE double knockout 
mice (cPLA2/apoE KO mice). PPARgannma activity was increased in peritoneal macrophage of cPLA2/apoE KO 
mice. LPS-induced mRNA expression of TNF-alpha and MCP-1 was decreased, and mRNA expression ABCA1/G1 was 
increased in peritoneal macrophage of cPLA2/apoE KO mice. Moreover, atherosclerotic lesion formation on 
cPLA2/apoE KO mice was lower than that on control apoE KO mice. These results suggest that cPLA2 is 
involved in atherosclerotic lesion formation in apoE KO mice, and that may be therapeutic target for 
diabetic macrovascular complications.

研究分野：代謝学
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１．研究開始当初の背景 

厚生労働省による平成 19年度国民健

康・栄養調査では、「糖尿病の可能性を否定

できない人」も含めると 2210万人の糖尿病

もしくは糖尿病予備群が存在すると推定さ

れており、その数も年々増加傾向にある。故

に、糖尿病及びその合併症の発症・進展を阻

止する新規治療法の開発は、医療財政や患者

の QOLの改善に繋がる重要な命題である。 

Peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

(PPARγ)は、脂肪細胞分化に必須の転写因子

であり、そのインスリン抵抗性改善作用から

糖尿病治療のターゲット分子の一つとされ

ている。thiazolidinedione（TZD）は PPARγの

活性化を誘導するリガンドであり、実際に抗

糖尿病薬として臨床応用されている。さらに

PPARγの活性化は抗動脈硬化作用を誘導す

ることが in vitro、in vivoの系あるいは大規模

臨床試験でも証明されており、糖尿病大血管

合併症治療としての PPARγ作動薬の新たな

可能性が論じられている。 

phospholipase A2 (PLA2)はリン脂質の 2位の

脂肪酸を加水分解しすることでアラキドン

酸の生成を誘導する酵素である。その中でも

特に、細胞内アラキドン酸カスケードに関与

する細胞内在型の cytosolic PLA2 (cPLA2)は、

cyclooxygenaseを介した prostaglandin群の生

成や lipoxygenaseを介した leukotrien群の生成

を介してさまざまな細胞応答を引き起す。 

最近申請者は、細胞内在型の cPLA2の特異的

阻害が脂肪細胞において PPARγの活性化を

誘導すること、その結果脂肪細胞の分化誘導

を促進することを見出した。さらに、cPLA2

特異的阻害剤 (AACOCF3)が高脂肪食負荷マ

ウスの耐糖能を改善させ、脂肪細胞の小型化

を誘導することも見出した。このことは、

cPLA2の負の制御が 2型糖尿病に対し有益な

効果を導く可能性を示している。加えて申請

者は、マクロファージにおいて PPARγの活性

化を誘導すること、その結果様々な抗動脈硬

化作用を発揮することを見出した。さらに

AACOCF3の投与により、アポ E欠損マウス

の動脈硬化進展を抑制させることを見出し

た。申請者が見出したこれら cPLA2特異的阻

害による PPARγ活性を介した抗動脈硬化作

用発現は、これまでに報告例のない全く新し

い発見であり、また cPLA2の負の制御が糖尿

病大血管合併症に対し有益である可能性を

示している。 

 

２．研究の目的 

本研究では、cPLA2阻害による PPARγ活性

化を介した動脈硬化進展抑制作用の有無を、

cPLA2欠損マウスと apo E欠損マウスとのダ

ブルノックアウトマウスを用いて分子レベ

ルで検討することで、動脈硬化症進展におけ

る cPLA2の意義を解明するとともに、動脈硬

化症の新規治療法確立に繋がる可能性を探

求することを主目的とする。 

 

３．研究の方法 

① mouse cPLA2αの siRNAを作製、マウス腹

腔マクロファージ)遺伝子導入し、細胞を

24-48時間培養後に、cPLA2αの発現低下を

Real-time RT-PCR法にて確認した。 

② 上記の腹腔マクロファージに 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-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、RPMI1640

＋10%FCSにて 24時間培養後、Luciferase

活性を測定することで PPARγ活性化能を

検討した。 

③ 上記の腹腔マクロファージに LPSを添加

し、4から 24時間培養の後、mRNA、細

胞蛋白及び培養液を回収。TNF-、MCP-1、

ABCA1、ABCG1産生を Real-time RT-PCR

法、Western blot 法、ELISA法にて検討し

た。 



④ 東京大学医学部生化学教室から供与いた

だいた cPLA2α欠損マウスの腹腔マクロフ

ァージを採取の後、細胞を 24-48時間培養、

cPLA2αの発現の有無をWestern blot法、

real-time RT-PCR法にて確認した。 

⑤ 上記のマウスの腹腔マクロファージに

pMX-PPARγと p4xUASg-tk-lucを遺伝子導

入し、RPMI1640＋10%FCSにて 24時間培

養後、Luciferase活性を測定することで

PPARγ活性化能を検討した。 

⑥ 上記の腹腔マクロファージに LPSを添加

し、4から 24時間培養の後、mRNA、細

胞蛋白及び培養液を回収。TNF-、MCP-1、

ABCA1、ABCG1産生を Real-time RT-PCR

法、Western blot 法、ELISA法にて検討し

た。 

⑦ cPLA2α欠損マウスを apoE欠損マウスと

交配させ、cPLA2α欠損/apoE欠損マウスを

作成した。そのマウスに 6週間高コレステ

ロール食負荷を行い、終了と同時に上下行

大動脈の組織を採取し、大動脈を切開・展

開したのちにホルマリン固定を行い、

Oil-Red-O染色を行うことで粥状動脈硬化

巣の進展度を観察した。 

⑧ 同マウスの大動脈洞部(大動脈弁上部)を

採取ののち同組織の凍結切片を作成し、

Oil-Red-O染色を行うことで大動脈洞部で

の粥状動脈硬化巣の進展度を観察した。 

⑨ 同マウスより採取した大動脈組織及び作

成した大動脈洞部の凍結切片に対し、

TNF-、MCP-1、ABCA1、ABCG1発現量

を Real-time RT-PCR法及び免疫組織染色

法にて解析した。 

 

４．研究成果 

① マウス腹腔マクロファージに mouse 

cPLA2αの siRNAを遺伝子導入することで、

cPLA2αの発現が約 80%抑制し得た。 

② このマクロファージを用いて、PPARγ活

性を検討したところ、コントロールマクロ

ファージに比し有意に PPARγ活性が上昇

した。 

③ cPLA2α欠損マウスの腹腔マクロファージ

にて同様の検討を行ったところ、野生型マ

ウスのマクロファージに比し有意に

PPARγ活性が上昇した。 

④ これらのマクロファージに対し、LPS刺激

による TNF-、MCP-1の発現、無刺激で

の ABCA1、ABCG1の発現を Real-time 

RT-PCR法で検討したところ、いずれのマ

クロファージにおいても、コントロールに

比し TNF-、MCP-1、ABCA1、ABCG1 

mRNAの有意な発現を認めた。 

⑤ 次に、作成した 8週齢の cPLA2α欠損/apoE

欠損マウスを用い、6週間の高コレステロ

ール食負荷ののち、回収した胸腹部大動脈

内側部及び大動脈洞部のOil-Red-O染色に

よる動脈硬化進展度についてコントロー

ル apoE欠損マウスと比較検討したころ、

胸腹部大動脈の内側面及び大動脈洞部の

動脈硬化進展度は、コントロール apoE欠

損マウスに比し cPLA2α欠損/apoE欠損マ

ウスで有意に減弱していた。 

これらの結果から、cPLA2αの遺伝的欠損は、

マクロファージの動脈硬化惹起応答を抑制

することで、動脈硬化進展抑制効果を発揮し

得ることが示唆され、cPLA2αは動脈硬化症に

対する治療ターゲットになりうる可能性が

考えられる。 
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