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研究成果の概要（和文）：アテローム性動脈硬化発症の原因とされる泡沫細胞の形成過程において、「マクロピノサイ
トーシス」経路を介してLDLを蓄積することが知られている。しなしながら、その詳細なメカニズムは明らかではない
。本研究は、泡沫細胞形成過程におけるRac活性化分子DOCK1/2/5の役割を理解することを目的とした。今回の解析によ
り、DOCK1/2/5がマクロピノサイトーシス形成機構に関与していることを見出し、泡沫細胞形成に関わることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Foam cell formation through macropinocytosis in atherosclerosis pathophysiology 
has been already established. However, detailed mechanism remains to be determined. This study aims to 
analyze the role of DOCK1/2/5 as Rac activator in foam cell formation. We discovered that the uptake of 
dextran-FITC was significantly reduced in bone marrow macrophage of DOCK1/2/5 triple knockout mice. 
Treatment of CPYPP as DOCK 1/2/5 inhibitor in wild type bone marrow macrophage showed the similar result. 
We found that DOCK1/2/5 function links macropinocytosis formation, suggesting that DOCK1/2/5 participate 
in foam cell formation. It leads to elucidate their pathogenesis and develop novel therapies.

研究分野：病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
マクロファージは体内に侵入した異物や細

菌などを貪食することでそれらの除去に当

たる、生体防御の最前線で働く免疫細胞で

ある。一方、マクロファージは酸化及びア

セチル化された変性 LDL(低比重リポ蛋白)
を貪食し、細胞内に脂肪滴を蓄積し泡沫細

胞となることが知られており、このマクロ

ファージの泡沫細胞化はアテローム性動脈

硬化の病態原因として考えられている。マ

クロファージによる変性 LDL を取り込む
経路としては、SR-A や CD36 等のスカベ
ンジャー受容体による細胞内取り込み経路

があり、それらの取り込み経路についての

解析は盛んに行われきた（Cardiovasc Res. 
75: 468-477, 2007; BBA 1771: 1117-1124, 
2007）。しかしながら、SR-A/CD36ダブル
ノックアウトしたマウスにおいても動脈硬

化プラーク形成が確認され、スカベンジャ

ー受容体経路以外の「未知の LDL 取り込
み経路」があることが示唆された(J Clin 
Invst 115: 2192-2201, 2005) 。一方、マク
ロファージの新規の LDL 取り込み経路と
して、マクロピノサイトーシスによる取り

込み経路が存在すること (J Biol Chem 
277: 34573-80, 2002; J Biol Chem 280: 
2352-60, 2005)、LDL受容体ノックアウト
マクロファージでも野生型と変わらずコレ

ステロールを取り込む（Plos One 8: 58054, 
2013 )ことが報告されてきた。 
 
CDM ファミリーは線虫からヒトに至るま
で進化的に保存された分子であり、低分子

量 G タンパク質の上流で機能することで、
細胞骨格の制御にかかわっている。CDM
ファミリーに属するRac活性化分子として、
広 範 囲 の 細 胞 に 発 現 し て い る

DOCK1(DOCK180)が知られている。現在
まで培養細胞株を用いた解析より、

DOCK1 は細胞運動、アポトーシス細胞の
貪食、神経突起形成を制御することが報告

されている(Cell 107: 27-41, 2001; Nat. 
Cell Biol. 2: 899-905, 2000; Nature 424: 
461, 2003)。近年、申請者は Rac活性化分
子であるDOCK1が胚発生時における心血
管形成に必須な分子であること(Circ. Res. 
107: 1102-1105, 2010)、及び Dorsal ruffle
形成には DOCK1 が特異的に必須であり

DOCK5 は必須ではなく、その分子間には
違った局在化機構が存在することを解明し

（J Biol. Chem. 288: 8092-100, 2013）、
DOCK1及び DOCK5の分子機能を明らか
としてきた。 
 
２．研究の目的 
マクロピノサイトーシスはチロシンリン酸

化受容体の下流において、低分子量 Gタン
パク質Racの活性化を介して細胞骨格が再
構成されることでその形態機能を果たすこ

とが知られている(Nat Rev Mol Cell Biol 
9: 639-649, 2008)。しかしながら、マクロ
ピノサイトーシスによる Native LDL取り
込み経路とその泡沫細胞化の詳細なシグナ

ル伝達経路は未だ不明な点も多く、病態医

学的にもそれらの包括的な理解が必要であ

るにも関わらず、解析が進んでいない点も

多い。 
従来より、 Racの下流で働くDorsal ruffle
とマクロピノサイトーシスの形成機構は似

ていると考えられており (Nat Rev Cell 
Biol 5: 647-657, 2004)、我々は DOCK1欠
損及び CDMファミリー分子がマクロファ
ージ上でのマクロピノサイトーシスに影響

する可能性を考えた。 
そこで、マクロファージ上で Triple 
knockout と な る TKO(LysMcre 
DOCK1lox/lox DOCK2-/- DOCK5-/-)マウスを
作出し、そのマウスより骨髄マクロファー

ジを分化させ、その機能を野生型と比較検

討を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
DOCK1/2/5 が関与するマクロピノサイト
ーシスによる取り込み能の比較評価 
・野生型とTKOマクロファージにおいて、
M-CSF もしくは PMA 刺激の下、
dextran-FITC及び Native LDLの細胞取
り込み量の差異が無いか刺激濃度およびタ

イムコースを比較しながら検討を行う。具

体的にはTimelapse顕微鏡を用いて観察し、
取り込み量を定量する。 
 
マクロピノサイトーシス形成時における

DOCK1/2/5—Racシグナルの制御機構の
解析 
・DOCK1/2/5阻害剤である CPYPPを用い



て、マクロピノサイトーシスを介しての取

り込み能がそれらのシグナル経路に関与し

ているかを定量する。 
 
In vitro における泡沫細胞形成能の解析 
・TKOマクロファージではスカベンジャー
受容体下流の機能は変化ないことを確かめ

るため、蛍光ラベルしたAc LDLとOxLDL
の取り込み能を蛍光顕微鏡観察下で評価す

る。 
・野生型及び TKO マウスよりマクロファ
ージを分化培養し、その細胞に Native 
LDLを高濃度（250-1000 μg/ml）で培養し
た後、Oil RedO 染色を行い、その脂肪滴
を観察評価する。 
・Oil RedO を用いて、脂肪滴取り込み量
を実体顕微鏡下で撮影し、その定量解析を

行う。 
 
ApoE-/- TKOマウスの病態評価解析 
・ApoE-/-TKO マウスを作製し、ApoE-/-単

独マウスとのアテローム形成の比較評価を

行う。具体的にはマウスに高脂肪食で飼育

し、大動脈胸に形成される粥状のプラーク

形成を観察する。ApoE-/-TKO マウスだと
アテローマ形成面積の低下を観察する。Oil 
RedO にて染色し、その面積を画像定量化
し、プラーク形成面積を測定する。また、

大動脈のHE切片を作製観察し、Oil RedO
ポジティブ面積を比較検討する。 
・高脂肪食下で ApoE-/-野生型及び TKOを
飼育し、体重測定、マクロファージ上の細

胞膜コレステロール量及び血中の中性脂肪

量の測定を評価する。 
 

４．研究成果 

1) 野生型とTKOマクロファージにおいて、
M-CSF 刺激の下、dextran-FITC 及び
DiI-Native LDL の細胞取り込み量の差
異が無いか検討を行ったところ、TKOにお
いて顕著に取り込みが減少した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

2)DOCK1/2/5 阻害剤である CPYPP を
用いて、マクロファージにおける取り込み

能がそれらのシグナル経路に関与している

かを検討したところ、dextran-FITC 及び
Native LDL の細胞取り込み量の差異が
無いか検討を行ったところ、TKOにおいて
顕著に取り込みが減少した。 

 
3) 野生型及びTKOマウスよりマクロファ
ージを分化培養し、その細胞に Human 
Native LDLを高濃度（250-1000 μg/ml）
で培養した後、Oil RedO 染色を行い、そ
の脂肪滴の観察定量を行った。しかしなが

ら、Oil RedO 染色面積において、野生型
と TKO マウスにおいて顕著な差を得るこ
とは出来なかった。 
さらなる適切な実験条件の検討が必要であ

ると考えたが、Human native LDLが高価
であることと、実験に必要な Native LDL 
が高濃度（1000 μg/ml）で使用しなくては
いけないこと、Native LDLの保存もきか
ないことより、研究室内で Native LDLを
常に調製できるようにセットアップするこ

とが次の検討課題であると考えた。 
 
4) ApoE-/-TKOマウスを作製し、ApoE-/-単

独マウスとのアテローム形成の比較評価を

行うことを目的としたが、ApoE-/-TKOは 5
つの遺伝子組み換えを行うため、マウスの

作出までに多大な時間を費やすので、まず

は ApoE-/-を含む Single Knockout マウス
で比較検討を行った。高コレステロール食

を長期投与（17週）した後、大動脈に形成
された粥状プラーク形成(Oil RedO染色）
を観察した。その結果、ApoE-/-, ApoE-/- 

図 
M-CSF 刺激下において、TKO マクロフ
ァージは DiI-Native LDL 取り込み能が
低下する。 
 



LysMcre D1lox/lox, ApoE-/-D2-/-, ApoE-/-D5-/-

間において、プラーク形成度及び血中にお

ける Triglyceride量を測定したが、有意な
差は見られなかった。 
現在、ApoE-/-TKO を得ることが出来たた
め、ApoE-/-TKO における高コレステロー
ル食の長期投与（17週）を行っておりその
解析を予定している。 
 
今回の研究により、Rac 活性化分子
DOCK1/2/5 はマクロピノサイトーシスを
介して LDL 取り込み機能を担うことを in 
vitroの実験より見出した。このことは、マ
クロファージの泡沫細胞化過程において、

顕著な影響をあたえることが考えられる。 
 
今後の展望として、in vivo での DOCK1/2/5
の欠損が動脈硬化の病態進展にどのように

影響を及ぼしているのかを様々な角度より

解析すべきだと考えている。しかしながら、

LDL 取り込み経路として、マクロピノサイ

トーシス経路は別のスカベンジャー経路が

有る以上、マクロピノサイトーシス経路を

阻害できたとしても動脈硬化病変の著しい

減退は観察しづらい可能性も考えられる。 

個体レベルにおいて、顕著な差を見出すこ

とが難しい場合は DOCK1/2/5 がどういうシ

グナル経路を介してマクロピノサイトーシ

ス機構に関与しているのか、DOCK1/2/5 と

相互作用する分子は何か、DOCK1/2/5 のど

の機能ドメインが関わっているのか等、さ

らなるin vitroの実験を追加していく考え
である。 
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