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論文要旨 :

【1】 はじめに

レチ ノイ ン酸受容体 α/β ( R A R ct/β) の 選 択的 ア ゴ ニ ス トで ある A m 8 0 は ､ オ
ー

ル ト

ラ ンス 型 レチ ノイ ン酸(A T R A) と比 較して ､ R A R α へ の 結合が特異的 か つ 強力で副作 用

も少な い こ とか ら ､ 急性前骨髄 球性白血病 (A P L) の 治療薬として 使用 されて い る
｡

一

方で A m 8 0 は
､ 平滑筋の 増殖を抑制す る こ とで マ ウス 血管傷害後 の 新生 内膜形成を抑

制す る こ とや ､ イ ンタ
ー

ロ イキ ン 6 ( I L
-

6 ) シ グナル を抑制す る こ と で様々 な疾病モ デ

ル を緩和す る こ とが報告 され て きた ｡ I L
-

6 は ､
マ ク ロ フ ァ

ー ジの ス カ ベ ン ジ ャ
ー

受容

体 で ある C D 3 6 の 発現制御や 粥状硬化に 強く 関与す る こ とが知 られ る こ とか ら ､ I L
-

6

抑制作用 も有する A m 8 0 が マ ク ロ フ ァ
ー ジ に作用 し ､ 粥状硬 化の 形成 に影響す る 可能

性が考えられ る . 今回 ､ 私は A m 8 0 が マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の I L
-

6 産生や泡沫化 に 与え る影

響を 1

'

n v l
'

t F O で検討 し､ 粥状硬化モ デル で あ る A p ol lb o p IT O t e ]

'

D -E (A p o E) 欠損マ ウス に

実際に 投与した際の効果に つ い て検討 した ｡
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【2 】 方 法

( 1 ) 細胞 培養 : R a w 2 6 4 細胞 ( マ ウス ･ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ 細胞株) ､ マ ウス腹腔 マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ ､ ヒ ト単球性白血病由来細胞 ( T H P- 1 細胞) を使用 し ､ 前者は 1 0 % F B S を含

む D M E M 液 ､ 後 2 者は 1 0 % F B S を含む R P M I1 64 0 液で 培養した ｡

( 2 ) 遺伝子 ･ 蛋 白発現量 の 測定 : 遺 伝子発 現量 はリア ル タイム 定量 的 R T- P C R 法を

用 い た｡ 蛋 白発現量は市販 の 測定キ ッ ト ( E L IS A 法) を用 い た ｡

( 3 ) ル シ フ ェ ラ
ー

ゼア ッ セイ : ヒ トI L
-

6 プ ロ モ
ー

タ
ー

や じ 卜 C D 3 6 プ ロ モ - タ
-

を

連結 した ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ遺伝子 ､ および L z c Z 遺伝子 を Li p o f e c t a m i n 2 0 0 0(I n vi t r o g e n)

を用 い て R a w 2 6 4 細胞に導入 した o ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ活性 はβ
-

g al a c t o si d a s e 活性 で補正

した ｡

( 4 ) リボ蛋 白質の 精製 : ヒ ト血渠か ら , 分画 遠心 法を用 い て 低比 重 リボ蛋 白(L D L ニ

1 . 0 1 9- 1 . 0 6 3 g/ m L) を精製したo 酸化お よび アセ チル化 L D L の 作成 に は ､ C u S O 4 お よ

び無水酢酸を使用 した｡

( 5 ) コ レス テ ロ
ー

ル含有量 の 測定 : 細胞内コ レス テ ロ ー

ル を ヘ キサ ン
･ イ ソプ ロ パ ノ

ー

ル 混合液 を用 い て抽出, e n zy m a ti c fl u o r o m e t ri c m i c r o a s s a y 法 で測定 した o

( 6 ) フ ロ ー サイ トメ トリ ー

解析 : F A C S C al ib u r 及 び解析 ソ フ ト C e 11Q u e s t を用 い た o

( C D 3 6 と S R - A の 細胞表 面蛋 白 の 定量化)

( 7 ) A p o E 欠損 マ ウス の 解析 : 高コ レス テ ロ ー ル食 ( 2 0 % 脂質 ､ o . 1 5 % コ レス テ ロ ー

ル含む) を給餌 し
, 粥状硬化 は大動 脈展 開標本( 上行大動脈 一総腸骨 動脈部) ( s u d a n I V

染色) と大動脈洞部 ( O il R e d O 染色) で解析 した ｡

( 8 ) 組織解析 : o il R e d O 染色 ､
マ ッ ソ ン トリク ロ ム 染色 ､ 免疫組織学染色(I L - 6) な

ど｡

【3 】 結 果

( 1 ) A m 8 0 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ ･ I L

-

6 産生抑制作用

初め に ､ A m 8 0 が マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に お け る I L - 6 産 生 に 与え る影 響 を検 討 した
o

R a Ⅵ ｢2 6 4 細胞を用 い た検討 で は ､ 変性 ( 酸化また はアセ チル化) 低比重リポタ ン パ ク

( m o difi e d L D L) 投 与後 に 活 性 化 さ れ る P K C の 活 性 化 剤 P M A ( 1 2 -

m y ri s t a t e

1 3- a c e t a t e) や ､ ア ンジ オテ ン シ ンⅠⅠを投与後に産生される I L- 6 は ､ A m 8 0 を前処置す

る こ とで濃度依存 的に抑制され た ｡

こ の メカ ニ ズム を検討す るた め ､ ヒ ト I L- 6 プ ロ モ
ー タ ー

(
-

6 5 1 -

+ 1 : p I L 6-1 u c 6 5 1) を

用 い た ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ ア ッ セイ を施行 した o P M A 投与後に 上 昇 した プ ロ モ
ー タ ー

活性

は A m 8 0 を投与す る ことで 同様に抑制された
.

I L
-

6 プロ モ ー タ ー

内に存在する N F l< B

と C /E B Pβの 結合領域な どの 関与を検討する ため ､
これ ら の 遺伝子変異体を作成 ･ 検討

したと こ ろ ､ N F l( B の 変異体 (p I L 6
-

1 u c 6 5 1 A N F
-

K B) で は A m 8 0 の 抑制効果 は依然認

め られたが
､ C/E B Pβの変異体 (p I L 6 -1 u c 6 5 1 △C / E B Pβ) で は , こ の 抑制作用 は消失し
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た。Am80 は C/EBPβの発現量には影響を与えないため、Am80 の IL-6 抑制作用には、IL-6 遺伝

子プロモーターの C/EBPβ結合部位での C/EBPβとの相互作用が重要であることが示唆された。 

 

（２）Am80 の in vitro マクロファージ泡沫化抑制作用 

 IL-6 は、マクロファージのスカベンジャー受容体である CD36 の発現制御や粥状硬化に強く関

与することから、Am80 の IL-6 発現抑制作用がマクロファージ泡沫化に与える影響を次に検討

した。マウス腹腔マクロファージに変性 LDL（酸化 LDL やアセチル化 LDL）を投与すると泡沫

化するが、Am80 を前投与することでその泡沫化反応や、細胞内コレステロール含有量が減少し

た。 

 変性 LDL は、マクロファージスカベンジャー受容体である SR-A や CD36 を介して細胞内に

取り込まれるため、Am80 がこれら受容体の発現量に与える影響を検討した。PMA (PKC activator)

は、マクロファージ細胞株（マウス：腹腔マクロファージ、Raw264 細胞、ヒト：THP-1 細胞）

のスカベンジャー受容体の発現を誘導するため、この系を用いて検討したところ、Am80 は腹腔

マクロファージや Raw264 細胞での 2 種の受容体発現誘導(mRNA)を減弱させ、THP-1 細胞での

SR-A 発現誘導を減弱させた。この際、THP-1 細胞では、Am80 が CD36 発現を誘導する結果と

なったが、これはマクロファージ細胞株の種属や分化度の相違が原因である可能性がある。本研

究では、マウス腹腔マクロファージと同様な性質を有する細胞株・Raw264 細胞を至適モデルと

判断して以下の検討を行った。 

 Am80 は、酸化 LDL 投与後の SR-A と CD36 の発現誘導やコレステロール含有量増加を抑制し

た。これらの作用が IL-6 シグナルを介するものかを判断するために、Am80 投与後に IL-6 を外

的投与したところ、スカベンジャー受容体の発現抑制作用は部分的に回復した。さらに蛋白レベ

ルでのスカベンジャー受容体発現量を検討するために、FACS 解析で SR-A, CD36 発現量を検討

したところ、Am80 投与後に発現量は低下し、この作用は IL-6 の外的投与で部分的に回復でき

た。これらから、Am80 は IL-6 発現と IL-6 シグナルを介したスカベンジャー受容体発現の両者

への抑制作用を介して泡沫化を抑制していることが明らかとなった。 

 

（３）Am80 の in vivo 粥状硬化抑制作用 

 Am80 の in vitro マクロファージ泡沫化抑制作用が明らかとなったため、粥状硬化モデルであ

る ApoE 欠損マウスへの Am80 投与効果を検討した。8 週齢マウスに高コレステロール食を給餌

し、Am80 (1.0mg/kg/doy)を 2 ヵ月間連日投与としたところ、体重変化や血中脂質値、血中 IL-10

値（抗炎症性サイトカイン）には影響はなかったが、血中 IL-6 や IL-1β値（炎症性サイトカイン）

は低下していた。 

 大動脈展開標本（entire aorta, Sudan IV 染色）や大動脈洞部(aortic roots, Oil Red O 染色)を用い

て粥状硬化を検討したところ、いずれも Am80 投与群で粥状硬化が有意に減弱し、粥状硬化にも

有用である可能性が示唆された(entire aorta: vehicle-treated, 7.3 ± 0.8 %; Am80-treated, 0.5 ± 0.3%; 

P<0.01;  aortic roots: vehicle-treated, 206429 ± 12352 μm2; Am80-treated, 149021 ± 19282 μm2; P< 



o . o 1) 0

大動脈洞部 の I L
-

6 発現量 を ､ 免疫組織学 的染色 法 を用 い て検討 した と こ ろ ､ A m 8 0

投与群 でそ の発現 量は低下 して い た｡ また マ ッ ソ ン トリク ロ ム 染色 を用 い た検討で は､

大動脈洞か ら冠動脈周 囲で の 細胞外 マ トリ ッ クス の蓄積が ､ A m 8 0 投与群 で抑制されて

い た
｡

【4 】 考 察

A m 8 0 は､
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ の ス カベ ンジ ャ
ー

受容体( C D 3 6
,
S R - A) 発現 とそ の泡沫化

を抑制した o また Am 8 0 を投与した A p o E 欠損マ ウス で の粥状硬化 は有意に 抑制され

た ｡

私 の 研究結果は ､ A m 8 0 の抗粥状硬化作用 の
一

部 は I L
-

6 シ グナ ル の抑制を介して い

る こ と を示 して い るが ､ A p o E と )L
-

6 の 二 重ホモ 欠損マ ウス で は ､ むしろ 粥状硬化が

増 悪す る こ とが報告されて い る o こ の相違 の 原 因 と して い く つ か の 機構 が考 えられる ｡

A p o E ･ J L - 6 二 重 ホモ欠損マ ウス で は , 血渠脂質値が 上昇 し ､ 抗 炎症性サイ トカイ ン で

あ る IL 11 0 低 下が認め られた o I L-6 は 多機能性 の サイ トカイ ンで あり､ 完全欠損 によ

り炎症や代謝 に 多様な影 響 を与 えた も の と考 え られ る ｡ これ に対 して ､ A 皿 8 0 投与は

I L
-

6 発現 を完全 に抑制す る もの で は なく ､ 脂質値や I L- 1 0 値 ､ 体 重変化 に も有意差 を

認 めなか っ た ｡ また ､ A m 8 0 は マ ク ロ フ ァ
ー

ジ以 外 に も作用 す る こ とが考 え られ る ｡

A m 8 0 には( 1)平滑 筋増殖抑制 ､ ( 2)抗凝 固作 用 ､ (3) 血管 新生抑制作用 ､ (4) T 細胞から の

I L
-

1 0 誘導作用 ( 抗粥状作用) ､ (5) そ の他 の 炎症性サ イ トカイ ン抑制作 用 (I L -

1β) ､ な

どが報告されて お り､
い ずれ も粥状硬化 を抑制す る機序 と して 重要 で ある ｡

A m 8 0 が I L- 6 産生を抑制す る機序として ､ そ の 誘導に 関与す る C/ E B 印 の 機能抑制

が 考 えられた ｡ 既に脂肪分化 の 系で ､ 同機序 に起因した レチ ノイ ン酸 に よ る転写抑制作

用 が報告されて い る ｡

私の 結果は
､

｢ A T R A が ヒ ト単球性 白血病細胞 (T Ii P- 1) の C D 3 6 発現 を誘導する｣

と い う従 来の 報告とは異な る . A m 8 0 を用 い て検討 した と こ ろ ､ T H P - 1 細胞 で は ､ Am 8 0

も 同様に C D 3 6 発現 を誘導す る こ とが確認 された
｡

これ は ､ レチ ノイ ン酸 が T ⅢP
-

1 細

胞 の 分化 誘導にも関与した結果 で はな い か と考え ら れ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ泡 沫化 の モ デル ､

細 胞種､ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ分化度な ど の 様々 な 要素を今後さ らに検討 して い く必要があ る o

今 回 の実験 で は ､
マ ウス腹腔 マ ク ロ フ ァ

ー

ジと同様の 反応性を有した マ ウス
･ マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ細胞株 R a w 2 6 4 細胞を主に使用 した o

【5 】 おわ りに

A m 8 0 は
､

A p o E 欠損マ ウス の 粥状硬化を抑制した o 粥状硬化症の 予防および治療に

有 益な薬剤となる可能性が示唆された ｡
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