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マクロファージ機能の修飾と動脈硬化症進展過程に及ぼす影響

学位論文内容の要旨

I．背景

  AlF-1は，ラットのアロ慢性拒絶心に浸潤するマク口ファージ系細胞に特異的に発現す

る遺伝子として同定された．その発現は主に単球ノマクロファージ系細胞に限局している．

近年，ア口移植片に限らず，様々な炎症モデルにおいても病巣局所に浸潤するマクロファ

ージでAlF-1の発現が亢進していることが報告されており，活性化マク口ファージが関与

する疾患でAlF-1が発現することが示唆されている．

  最近，動脈硬化症の進展には，血管局所の慢性炎症が大きく寄与することが明らかにな
りつっある．動脈硬化病巣形成においては，マクロファージの血管壁への侵入，脂質の貪

食・泡沫化が，最も重要な役割を果たす・

  以前，綿野らはマウスAlF-1遺伝子を同定し，AlF-1強制発現細胞株を樹立した．リポ

ポリサッカライド(LPS)でこのAlF-1強制発現細胞株を刺激すると，コントロール群と

比較し，細胞形態の変化（扁平化，偽足の進展）が著明に認められた．このことから，AIF-1

が細胞骨格に作用し，貪食能へ影響する可能性が示唆された．従って，マクロファージの

浸潤，貪食が病態形成に関与する動脈硬化症において，AlF-1が重要な役割を果たす可能

性が考えられた．しかし現在まで，これまでのところ，動脈硬化病巣局所においても，AlF-1
の 発 現 が 病 巣 の 進 展 に ど の よ う な 影 響 を与 え る かに つ いて は 不 明で あ る．

1I．目的

  動脈硬化症とAlF-1の関わりを明らかにする目的で，AlF-1強制発現細胞株，およびAlF-1
トランスジェニックマウス(Tgm)の腹腔細胞を用いて，AlF-1発現の貪食能に及ぽす影

響を解析する．さらに，動脈硬化モデルマウスであるapolipoproteinEノックアウト(ApoE+)

マウスと，AIF-1 Tgmを交配して動脈硬化モデルマウス，AlF-1゙ ApoE．′．，を新たに作成し，
AIF．1強制発現の動脈硬化症に及ぽす影響を解析する，

m．方法と結果

1．  触F・1発現の貪食能への直接影響を解析するため，心F・1遺伝子を凡刪264．7マク口
ファージ細胞株にトランスフェクトした．次に，HTC標識マイクロピーズを用いて，AIF11

過剰発現株とべクターコントロールであるmock対照群でのピーズ取り込み能の評価を行
った．親株凡刪264．7，mock群に比較して，触F一1過剰発現株におレゝて，マイクロピーズ

を取り込んだ細胞の割合が著明に増加してた．

2．個体レベルにおいても触F・1の過剰発現が，マクロファージの貪食能を亢進させるか
を解析するために，心F一1遺伝子瓸nを作成した．次に，心F11Tgmと非トランスジェニ

ックマウス（NTgm）の常在腹腔細胞，およびチオグリコレートで刺激した腹腔滲出細胞

（PEC）を用いて貪食を解析した．イムノブロット法で心F11の発現量を較べると，非刺
激の常在腹腔細胞では，Nrgm群と比較し，心F・1Tgm群で発現増強が認められた．次に，

    ―617―



チオ グリ コレ ート で刺激4日後のAlF-1 TgmのPECにおいては，非刺激常在腹腔 細胞と較

べて，AlF-1の発現量が著 明に亢進しており，マクロファージ活性化に伴い，AlF-1の発現

が上昇することが判明した・

  次 に， これ らの マク口ファージの貪食能を見た ．PECにおけるFITC標識マイ クロピー

ズの 取り 込み を経 時的 に解 析し たと ころ ，NTgm群 と 比較 して Tgm群で 15分， 30分で有

意にマイクロピーズの取り込み亢進が認められ，この 現象はPECにおけるAlF-1発現量に

相関した．

3．  マイクロピーズとは 性状の異なる粒子の取り込みに関しても解析するため，AlF-1

Tgm群，NTgm群から採取し た腹腔細胞を用いて、Ecoli BioParticlesの取り込みを評価し

た，常在腹腔内細胞に関しては，両群問でE coli BioParticlesの取り込みに有意な差は認め

られなかったが，刺激を加えたPECの螢光強度は，NTgm (366+43 n=5)，AlF-1 Tgm (449+66

n=6)とな り， AlF-1 Tgm群で有意（pく0.05)に亢進していた．従って，PECによるEcoli

の取り込みも，AlF-1の過剰発現によって，亢進することが判明した．

4．  動脈硬化症とAIF-1発現の関係を解析するために，AlF-1゙ ApoE．′-マウスとApoE+マウ

スを実験に用しゝた．これらの体重，血清脂質、空腹時血糖を比較して，AlF-1を過剰発現

の血清脂質代謝への影響を検討したが，体重・血清総 コレステロール・中性脂肪．HDLコ

レステロール・空腹時血糖において，両群で有意差を 認めず，AlF-1の過剰発現は、マウ

ス血清脂質等には、有意な変化を生じないことが判明した，

5． ApoE欠損 下の 血清 脂 質条 件下 で、 AlF-1の 過剰発現により、動脈硬化症の 発症・進

展過程にどのような影響が生ずるかを解析した．AlF-1゙ ApoE+，ApoE+マウスに通常食を

与え，生後15週で，動脈硬化病巣を比較検討した．   Oil redO染色を行ったApoEtマウス

と心F一1゙ ApoE．′．マウス両群の動脈硬化巣の面積は計測したところ，心F‐1゙ ApoE小マウス群

  （281，893土19，846脚n〓21）は，ApoE．′｜マウス群（235，386士20，439脚n〓18）と比較して、

有意に病巣が増大しており（pく0．05），触F11の過剰発現は動脈硬化病巣の進展に関与して

いると考えられた．

6．魁F一1高発現マクロフ ァージ系細胞の貪食能亢進と，心F11過剰発現によるマウス動

脈硬化の進展のニつの現象の関連性をより直接的に解析するため，心F一1過剰発現細胞で

脂質の取り込み亢進が認められるかを検討した．心F一1過剰発現株とmockにDiI標識アセ

チル 化IDL（ DnIAcLDL）を加え，これらの取り込みをE觚ニs解析した結果，心 F．1過剰

発現マクロファージ細胞株では，mockと比較して，全 体としてAcu）Lの取り込みが亢進

して いた ．ま た， これらAcLDLが，実際に細胞内に取り込まれていることを共 焦点レー

ザー顕微鏡で確認した．

N．考察

    以上の結果から，mF一1の動脈硬化促進のメカニズムとして，炎症局所で活性化した

マクロファージにおいて，魁F・1の発現増強が誘導され，その結果，脂質取り込み亢進か

ら，動脈硬化病巣の進展が観察されたと推定した，動脈硬化症は多因子が複雑に関係する

病態であり，マクロファージ系細胞における，短期的な貪食能亢進のみで，病巣進展のメ

カニズムを全て説明することは困難と考えられる，し かし，mF一1の発現増強が動脈硬化

進展に関与し得ることが本研究により初めて示されたことから，心F一1が今後，新規の治

療標的となる可能性が示された．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Allograftinnammatoryfactor－1（AIF―1）強制発現による

マクロファージ機能の修飾と動脈硬化症進展過程に及ぼす影響

  AlF-1は，ラットのアロ慢性拒絶心に浸潤するマクロファージ系細胞に特異的に発現する

遺伝子として同定され、その発現は主に単球ノマクロファージ系細胞に限局している．近年，

アロ移植片に限らず，様々な活性化マクロフアージが関与する疾患でAIF-1が発現するこ

とが示唆されている．

  以前，AIF-1強制発現細胞株を，リボボリサヅカライドで刺激すると，コントロール群と

比較し，細胞形態の変化が著明に認められ，AIF-1が細胞骨格に作用し，貪食能ヘ影響する

可能性が示唆された．従って，マクロファージの浸潤，貪食が病態形成に関与する動脈硬

化症において，AIF-1が重要な役割を果たす可能性が考えられたが、これまでのところ，

AIF-lの発現が動脈硬化病巣の進展にどのような影響を与えるかは不明である．

  このため、動脈硬化症とAIF-1の関わりを明らかにする目的で，AIF-1強制発現細胞株，

およびAIF-1トランスジェニックマウス(Tgm)の腹腔細胞を用いて，AIF-1発現の貪食

能に及ぼす影響を解析した．さらに，apolipoproteinEノックアウト(ApoE-'-)マウスと，

AIF-1 Tgmを交配して動脈硬化モデルマウス，AIF.1+ ApoE…，を新たに作成し，AIF-1強

制発現が動脈硬化症に及ぼす影響を解析した．

  まず，AIF-1発現の貪食能への直接影響を解析するために，FITC標識マイクロビーズを

用いて，AIF-1過剰発現株とべクターコントロールであるmock対照群でのマイクロピーズ

取り込み能の評価を行ったところ， AIF-1過剰発現株において，マイクロビーズを取り込ん

だ細胞の割合が著明に増加していた．

  次に、個体レベルにおいてもAIF-1の過剰発現が，マクロファージの貪食能を亢進させ

1るかを解析するために，AIF-1 Tgmと非トランスジェニックマウスの常在腹腔細胞，およ

ぴチオグリコレートで刺激した腹腔滲出細胞(PEC)を用いて貪食を解析した．チオグリ

コレートで刺激4日後のAIF-1 TgmのPECにおいては，非刺激細胞と較べて，AIF-1の

発現量が著明に亢進しており，ピーズの取り込みも，Tgm群で有意に亢進が認められ，PEC

におけるAIF-1発現量に相関した．また，EcoロBioParticlesの取り込みを評価したとこ
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ろ，常在腹腔内細胞に関しては，両群間でE coロの取り込みに有意な差は認められなかっ

た が ， 刺 激 後 の PECの螢 光強 度は ，虹 F． 1Tgm群で有 意に 亢進 して いた．

  次に，魁F．1＋ApoE．トマウスとApoE十マウスを実験に用いた．これらの体重・血清総コレ

ステロール・中性脂肪．HDLコレステロール・空腹時血糖において，両群で有意差を認め

ず，虹F．1の過剰発現は、マウス血清脂質等には、有意な変化を生じないことを確認し，両

郡マウスの動脈硬化病巣を比較検討した．動脈硬化巣面積は，魁F．1゙ ApoE．トマウス群で有

意に病巣が増大しており，虹F．1の過剰発現は動脈硬化病巣の進展に関与していると考えら

れた．

  MF．1高発現マクロファージ系細胞の貪食能亢進と，甜F．1過剰発現によるマウス動脈硬

化の進展の関連性を解析するため，甜F．1過剰発現株とmockにDiI標識アセチル化LDL

（Dd‐ACLDL）を加え，FACS解析した結果，虹F．1過剰発現細胞昧では，ぬLDLの取り

込みが亢進しており，実際に，AcLDLが細胞内に取り込まれていることを共焦点レーザー

顕微鏡で確認した．

  以上の結果から，魁F．1の動脈硬化促進のメカニズムとして，炎症局所で活性化したマク

ロファージにおいて，心F．1の発現増強が誘導され，その結果，脂質取り込み亢進から，動

脈硬化病巣の進展が観察されたと推定された・

  口頭発表後，主査の筒井教授より組織ヘ鉗F‾1誘導するヌディエ一夕ーについて，副査

の川口教授よルマウス腹腔細胞におけるAcLDLの取り込みの検討について，小野江教授よ

りA【F．lTgmの免疫学的な特徴にっいての質問があったが，いずれの質問に対しても申請

者は，自身の予備実験の結果や、他の報告を弓｜用して，適切に回答した．

  本研究は，齟F‐1の発現増強が動脈硬化進展に関与し得ることを初めて示したことで高く

評価され，今後魁F‐1が新規の治療標的として期待される・

  審査員一同は、これらの成果を高く評価して，大学院課程における研鐶や取得単位なども

併せ，申請者か博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有すると判定した．
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