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研究成果の概要（和文）：細胞周期M期を制御するBubR1の低下は、老化様の血管病変を呈する。我々は、BubR1の低下
したマウスと動脈硬化モデルのApoEノックアウトマウスを交配させ、BubR1低下の動脈硬化巣に対する影響を検討した
。BubR1の低下により、宿主動脈細胞、また血球系の細胞の増殖能の低下をもたらし動脈硬化巣を抑制した。BubR1は、
動脈硬化巣を制御する標的遺伝子になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：BubR1 is an essential component of the spindle checkpoint. BubR1 insufficiency 
causes early aging-associated vascular phenotypes. We generated low-BubR1-expressing mutant (BubR1L/L) 
and apolipoprotein E-deficient (ApoE-/-) mice (BubR1L/L-ApoE-/- mice) to investigate the effects of BubR1 
on atherosclerosis. 8W old male BubR1L/L-ApoE-/- mice and age-matched ApoE-/- mice were used. 
Atherosclerotic lesion development after being fed a high-cholesterol diet for 12 weeks was inhibited in 
BubR1L/L-ApoE-/- mice compared with ApoE-/- mice, and was accompanied by decreased accumulation of 
macrophages. To address the relative contribution of BubR1 on bone marrow-derived cells compared with 
non-bone marrow-derived cells, we performed bone marrow transplantation in ApoE-/- and BubR1L/L-ApoE-/- 
mice. Decreased BubR1 in bone marrow cells and non-bone marrow-derived cells decreased the 
atherosclerotic burden. BubR1 may represent a promising new target for regulating atherosclerosis.

研究分野：血管外科
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１．研究開始当初の背景 

多くの血管病変は、加齢とともにその罹

患率が増加し、年齢そのものが重要な危

険因子となっている。近年、老化に伴う

血管平滑筋細胞の機能異常に活性酸素

（ROS）や細胞周期異常の関与が示唆さ

れている。細胞周期 M 期（有糸分裂）を

制御する紡錘体形成チェックポイント蛋

白 BubR1(Budding uninhibited by 

benimidazole)の発現を低下させたマウ

スでは、発癌率の上昇に加えて、若年よ

り平滑筋細胞の減少や ROS の産生増加

といった老年期に起こる血管異常を認め

ている。 

また、Matsumoto, Kyuragi らによる解

析では、平滑筋細胞の減少は、BubR1 の

発現量に依存することがわかっている。

BubR1 の発現量が、25%程度に減弱した

マウスでの表現系は、正常であるが、11%

程度に減弱したマウスでは大動脈平滑筋

細胞数の減少、大動脈の線維化、白内障

などを認める。 

また、Matsumoto, Guntani らによる解

析では、ヒト大動脈動脈硬化巣では、正

常大動脈に比べ BubR1 の発現量は低下

していることが分かった。そこで今回

我々は、動脈硬化を惹起する ApoE 欠損

マウスと BubR1 の発現が低下している

マウスを交配させ、動脈硬化層への影響

を検討する。 

 

２．研究の目的 

“ヒトは、動脈とともに老いる；William 

Osler (1848-1919)”の格言のごとく老化

は、動脈硬化を促進し心筋梗塞、脳血管

障害など致死的な疾患の要因となる。し

かし、未だ老化に対する治療法は皆無で

ある。そこで老化に影響を与える遺伝子

群の同定・解析・治療への応用は急務で

ある。我々は、平成16年度萌芽研究／研

究代表、平成22～24度基盤研究(C)に 

よって細胞周期遺伝子BubR1の低下は、老

化現象を起こし、血管系においても老化

の原因になることを解明してきた。 

(Matsumoto,et al Stroke 38:1050-1056, 

2007) 

(Guntani, Matsumoto,et al J Surg Res 

170, 143-149, 2011) 

今回は、BubR1 遺伝子の低下が動脈硬化

病変にどのような影響を与えるかを検討

し、その結果を踏まえた老化制御に対す

る治療法の開発を目指す。 

３．研究の方法 

我々が既に構築し BubR1 発現量が 25%

に 低 下 し た BubR1 hypomorphic 

mouse(BubRL/L mice)と動脈硬化モデル

で あ る （  apolipoprotein E-deficient 

mice; ApoE-/-）を交配させ、動脈硬化病

変に対する BubR1 の分子機構を解析す

る。 

5～6 週齢の雄のマウスに高脂肪食投与

群と普通食投与群とで ApoE deficient 

mice との比較により BubR1 低下の動脈

硬化病変に対する影響を、投与後 4 週、

16 週目で組織学的に大動脈を含む各臓

器を評価する。 

マウス血清にてT-cholesterolを含む血清

生化学的検討を行う。 

大動脈に関しては、ズダンⅢ染色にて動

脈硬化病変の占める割合を検討する。 

マウス大動脈平滑筋または腹腔内マクロ

ファージの分離及び in vitro での細胞増

殖能及び遊走能の比較を行う。 

BubR1 遺伝子導入による表現型変化の

検討を行う。 

BubR1 遺伝子導入の影響を等尺性収縮

法による血管内皮機能及び平滑筋機能評

価で行う。 

 

４．研究成果 

(1) BubR1L/L-ApoE-/- Mice の作成 

BubR1L/Lと ApoE-/- Mice を交配させた。 

以前の報告と同じ primer を用いた。

BubR1 の Mutant allele は、938bp で、

Wild-type allele は、475bp で detect さ

れ、また ApoE の knockout allele は、

245bp, Wild-type allele は 155bp として 

Detect した。これらの組み合わせにより

産仔より BubR1L/L-ApoE-/- Mice の確認

した（図 1）。Real time PCR で胸腺、

大動脈、血球、心臓での BubR1 mRNA

の発現を検討した。BubR1L/L-ApoE-/- 

Mice での BubR1mRNA の発現量は

ApoE-/- Mice の BubR1mRNA に比べ低

下しており、胸腺では 19.9%, 大動脈で

は 24.7%, 血球では 24.6%, 心臓では

20.3%であった。BubR1 タンパク量を

Western blot 法により定量したところ胸

腺 で は 、 21.9% と 低 下 を 認 め 、

BubR1L/L-ApoE-/- Mice における BubR1

の低発現を確認できた（図 2）。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 2） 

 

(2) BubR1L/L-ApoE-/- Mice のプロファイ

ル 

BubR1L/L-ApoE-/- Mice の体重は、ApoE-/- 

Mice と変化なかった。また白血球分画も

差異を認めなかった。 BubR1+/+ と

BubR1L/L Mice では高コレステロール食

を接種後も血清コレステロールの上昇は

認めず、大動脈に動脈硬化巣も認めなか

った。一方 BubR1L/L-ApoE-/- Mice と

ApoE-/- Mice は、高コレステロール食を

接種後血清コレステロールの上昇は認め

たが有意差は認めず同様に上昇した。そ

の他のLDL, HDL, TGも有意差を認めな

かった。骨髄移植後も BubR1L/L-ApoE-/- 

Mice、ApoE-/- Mice では総コレステロー

ル、LDL コレステロールの上昇を認めた。 

表現型、出生率に関しても差異を認めなかっ

た。 

(3) BubR1L/L-ApoE-/- Mice の動脈硬化巣

病変の ZudanIII 染色による評価 

BubR1L/L-ApoE-/- Mice の大動脈での動

脈硬化巣は、ApoE-/- Mice に比べ大動脈

全体、大動脈弓部、下行大動脈で優位に

低下していた（図 3）。 

（図 3） 

(4) BubR1L/L-ApoE-/- Mice の骨髄移植に

よる動脈硬化巣病変への影響 

血球系での BubR1 の低下が動脈硬化巣

病変への与える影響のために ApoE-/- 

Mice、 BubR1L/L-ApoE-/- Mice から

ApoE-/- Mice へ骨髄移植を行い動脈硬化

巣を ZudanIII 染色で評価したところ、 

BubR1L/L-ApoE-/- Mice の骨髄を移植し

た群で ApoE-/- Mice より骨髄移植をした

群に比べ低下を認めた（図 4）。また宿

主側での BubR1 の低下が動脈硬化巣病

変への与える影響のために ApoE-/- Mice、 

BubR1L/L-ApoE-/- Mice から

BubR1L/L-ApoE-/- Mice へ骨髄移植を行

い動脈硬化巣を ZudanIII 染色で評価し

たところ、BubR1L/L-ApoE-/- Mice の骨髄

を移植した群で ApoE-/- Mice より骨髄移

植をした群に比べ更に低下を認めた（図

5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 4） 
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（図 5） 

 

 

(5) In vitroにおけるマクロファージの遊

走能、増殖能に対する BubR1 低下の影

響 

ApoE-/- Mice、 BubR1L/L-ApoE-/- Mice か

ら腹腔内マクロファージ、骨髄マクロフ

ァージを採取し、増殖能を BrdU を用い

M-CSF 刺 激 下 で 評 価 し た と こ ろ

BubR1L/L-ApoE-/- Mice で優位に低下し

ていた（図 6）。また遊走能に関しては

Boyden Chamber法により比較検討した

ところ有意差を認めず影響を与えなかっ

た（図 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

               （図 6） 

 

 

 

 

 

 

 

 

              （図 7） 
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