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1. 要旨 

 

[背景] 

動脈硬化形成の初期過程として、マクロファージに脂質が蓄積した泡沫細胞

が観察される。マクロファージに取り込まれたリポ蛋白中のコレステロールエ

ステルは、リソソームにて遊離コレステロールに分解される。遊離コレステロ

ールは小胞体でアシル CoA コレステロールアシルトランスフェラーゼ

1(ACAT1)により、再びコレステロールエステルとなり細胞質内に蓄積して泡沫

化する。本研究室で作製した全身性 ACAT1 欠損マウスは、泡沫化の抑制により、

動脈硬化を抑制する一方で、皮膚黄色腫を来した。また、他の研究室の骨髄移

植法を用いた骨髄細胞特異的 ACAT1欠損マウスでは、同様の皮膚黄色腫が認め

られる一方、動脈硬化の増悪が報告された。 

皮膚黄色腫形成機序については、皮下のマクロファージが取り込んだリポ蛋

白由来コレステロールを ACAT1が欠損しているためエステル化できず、その結

果、細胞内に過剰に蓄積した遊離コレステロールが、細胞死や炎症を来す可能

性が考えられた。 

一方、動脈硬化形成機序として、コレステロール結晶によるインフラマソー

ム活性化の関与が近年報告された。ACAT1 の欠損は、細胞内に遊離コレステロ

ールを増加させるため、それによるインフラマソームの活性化が、皮膚黄色腫

や動脈硬化形成に関わっている可能性がある。 

 

[目的] 

骨髄移植法を用いて作製した骨髄細胞特異的 ACAT1 欠損マウスの皮膚黄色

腫や動脈硬化形成におけるインフラマソームの関与を明らかにする。 

 

[方法] 

①骨髄移植法による動脈硬化の評価 

8 週齢の野生型マウス、ACAT1 欠損マウス、インフラマソーム欠損マウス

(NLRP3欠損マウス)、ACAT1/NLRP3 二重欠損マウスをドナーとして骨髄細胞

を採取する。この骨髄細胞を放射線照射後の 8 週齢の高コレステロール血症モ

デルマウス(LDL 受容体欠損マウス;LDLrKO)をレシピエントとして移植する。

移植を受けた LDL 受容体欠損マウスに 12 週齢から高コレステロール食を負荷

し、血中リポ蛋白プロフィール、皮膚病変、および動脈硬化病変を評価する。

ACAT1欠損によって誘発される皮膚病変が、インフラマソーム欠損により改善

するか、また動脈硬化形成への寄与について検討する。 

②マクロファージにおけるインフラマソーム誘導、泡沫化能の評価 
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野生型マウス、ACAT1 欠損マウス、NLRP3 欠損マウス、ACAT1/NLRP3 二

重欠損マウスからチオグリコール酸誘導腹腔マクロファージ(MPM)を採取する。 

ⅰ) 培地にコレステロールクリスタルを添加し、MPMのインフラマソーム活性

化により産生が誘導される IL-1βの培地中の濃度を評価する。 

ⅱ) 培地にアセチル化 LDLを添加し、コレステロールエステルと遊離コレステ

ロール細胞内含量を評価する。 

ⅲ)ⅱ)の条件で、培地中の IL-1β濃度と諸種の炎症性サイトカインや小胞体スト

レスマーカーCHOP の遺伝子発現を qPCRにて評価する。 

 

[結果] 

野生型マウス、ACAT1 欠損マウス、NLRP3 欠損マウス、ACAT1/NLRP3 欠

損マウスの骨髄細胞を、γ線 9Gy 照射した LDL 受容体欠損マウスに移植し(各

群 11～13匹、それぞれWild BMT、ACAT1KO BMT、NLRP3KO BMT、DKO 

BMTと表記)、高コレステロール食を負荷したところ、体重や血漿脂質は４群間

に差は認めなかった。Wild BMTに比し NLRP3KO BMT の、ACAT1KO BMT

に比し DKO BMTの動脈硬化病巣面積の有意な縮小を認めた：大動脈起始部横

断面における病巣面積(×104µm2)；Wild BMT：25.0±8.2、NLRP3KO BMT：

15.6±8.6、ACAT1KO BMT：36.7±4.9、DKO BMT：27.4±10.2。また、

ACAT1KO BMTとDKO BMTでは動脈硬化病巣のOil red O染色性が低下し、

中性脂質の乏しい病巣を呈した。四肢の皮膚容積はACAT1KO BMTがWild BM

に比して有意に増加したが、DKO BMT は Wild BMT と差が無かった。

ACAT1KO BMTの皮膚では、皮下組織へのマクロファージなどの炎症細胞の浸

潤やコレステロール空隙を伴う壊死巣などの病理学像を呈し、炎症性マクロフ

ァージのマーカーであるMCP-1・TNFα・IL-6や、小胞体ストレスマーカーで

ある CHOP、インフラマソームがその分泌に関与する IL-1βなどの遺伝子発現

の亢進が確認された。これらの変化は DKO BMTでは改善した。 

野生型マウス、ACAT1 欠損マウス、NLRP3 欠損マウス、ACAT1/NLRP3 二

重欠損マウスからMPMを採取し(それぞれ、Wild MPM、ACAT1KO MPM、

NLRP3KO MPM、DKO MPMと表記)、コレステロール結晶や ATPといった

既知のインフラマソーム誘導物質を培地中に添加したところ、NLRP3KO MPM

や DKO MPM では IL1βの分泌自体をほとんど認めず、Wild MPM と

ACAT1KO MPMでは IL1βの分泌量が増加したが、両群間に差は認められなか

った。培地中にアセチル化 LDL を添加したところ、Wild MPM と NLRP3KO 

MPM では同等のコレステロールエステルの蓄積が認められたのに対し、

ACAT1KO MPMとDKO MPMではコレステロールエステルの蓄積はほとんど

認めず、遊離コレステロール含量が有意に増加した。アセチル化 LDLを添加し
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たいずれの腹腔マクロファージにおいても IL-1βの分泌亢進は認められなかっ

たが、ACAT1KO MPMと DKO MPMではWild MPMと NLRP3KO MPMと

比較し、CHOPや TNFαの遺伝子発現の亢進が認められた。 

 

[考察] 

骨髄由来細胞特異的ACAT1欠損モデルで認められた皮膚病変はNLRP3欠損

の導入によりほぼ完全に消退したことから、インフラマソーム活性化を介した

炎症が惹起された結果、皮膚黄色腫の形成が促進されたと考えられた。動脈硬

化病変に関しては、ACAT1 欠損の有無によらず、NLRP3 欠損マウスの移植モ

デルにおいて病巣面積縮小が認められたことから、動脈硬化形成にも部分的に

インフラマソームが寄与していることが示唆された。 

ACAT1 欠損 MPM にアセチル化 LDL を添加すると、遊離コレステロールの

含量は増加する一方、IL-1βの分泌亢進が認められず、細胞内遊離コレステロ

ールの蓄積が NLRP3 インフラマソームを直接活性化する可能性は否定的であ

った。この時、ACAT1 欠損MPM における CHOPや TNFαの遺伝子発現は亢

進していた。遊離コレステロール蓄積による小胞体ストレスなどから導かれた

細胞死により、コレステロール結晶や ATP といった危険シグナルが放出され、

その結果、周囲の細胞の NLRP3インフラマソームが間接的に活性化される機序

が考えられた。 

 

[結論] 

骨髄由来細胞における ACAT1欠損は、主に NLRP3インフラマソームを介し

て高コレステロール血症に随伴する皮膚黄色腫の形成を惹起する。一方、ACAT1

欠損による動脈硬化形成には NLRP3インフラマソームの関与は限定的である。

ACAT1 欠損による細胞内遊離コレステロールの蓄積は小胞体ストレスなどで

細胞死を招き、死細胞からの危険シグナルによって間接的に NLRP3 インフラマ

ソームを活性化させている可能性が示唆された。 
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2. 略語一覧 

 

本論文において、以下の略語を用いた。 

 

ACAT；acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 

ATP；adenosine 5’ - triphosphate disodium salt hydrate 

Apo；apolipoprotein 

BMT；bone marrow transplantation 

CD；cluster of differentiation 

CE；cholesteryl ester 

CHOP；C/EBP homologous protein 

CT；computed tomography 

DAMP；damage-associated molecular pattern 

EDTA；ethylenediamine-tetraacetic acid 

FC；free cholesterol 

HE；Hematoxylin and Eosin 

HPLC；high performance liquid chromatography 

IL；interleukin 

LDL；low density lipoprotein 

LDLr；LDL receptor 

LPS；lipopolysaccharide 

Ly6G；lymphocyte antigen 6 complex, locus G 

MCP-1；monocyte chemoattractant protein-1 

MOMA-2；Monocyte/Macrophage-2 

MPM；mouse peritoneal macrophage 

NLRP3；NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 

PAMP；pathogen-associated molecular pattern 

PBS；phosphate buffered saline 

PCR；polymerase chain reaction 

PMSF；phenylmethylsulfonyl fluoride 

SR；scavenger receptor 

TC；total cholesterol 

TG；triglyceride 

TLR；Toll like receptor 

TNFα；tumor necrosis factor-α 

VLDL；very low density lipoprotein 
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3. 研究の背景と目的 

 

3-1. 動脈硬化の形成 

 

近年、心筋梗塞や脳卒中といった心血管疾患が世界的に増加傾向にあり、死

因の大部分を占めるようになってきた。こうした疾患の大部分は、動脈硬化の

進行によって引き起こされることから、動脈硬化の予防は現代人の健康にとっ

て不可欠である。しかし、そのメカニズムについては未解明な点も多い。 

加齢や高血圧・糖尿病などの生活習慣病あるいは感染症などによって血管内

皮細胞が障害を受けると、血液中の LDL を中心としたリポ蛋白が血管内膜下の

細胞外基質に沈着する。沈着したリポ蛋白が酸化変性を受けると、内皮細胞に

接着因子が発現するようになり、血液中の単球が内膜下に走化・侵入し、マク

ロファージへと分化する。マクロファージはスカベンジャー受容体を介して変

性したリポ蛋白を際限なく取り込み、細胞内でコレステロールエステルとして

蓄積させる。脂肪滴として観察されるほどコレステロールエステルを大量に蓄

積したマクロファージは泡沫細胞と呼ばれる。泡沫細胞が多数出現するように

なると、血管内で盛り上がった黄色調の病変として肉眼的にも観察される粥腫

(プラーク)が形成され、これが動脈硬化形成の初期段階と考えられている(図 1)(1)。 

  

 

 

(図 1)動脈硬化の形成初期 

動脈硬化の初期は、泡沫化したマクロファージの集簇に特徴付けられる。 
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3-2. マクロファージのコレステロール代謝 

 

動脈硬化病変において、マクロファージは変性したリポ蛋白を SR-AⅠ/Ⅱを

代表とする様々なスカベンジャー受容体を介して細胞内に取り込む。取り込ま

れたリポ蛋白中のコレステロールエステルはライソゾームの酸性リパーゼ

(lysosomal acid lipase：LAL)による水解を受けて、遊離コレステロールと脂肪

酸に分解される。遊離コレステロールの一部は細胞膜の構成成分などとして利

用されるものもあるが、大部分は小胞体上に存在するアシル CoA：コレステロ

ール・アシルトランスフェラーゼ 1(ACAT1)によって再エステル化され、コレス

テロールエステルとして細胞質内に蓄積される。また、細胞質には中性コレス

テロールエステル水解酵素(neutral cholesterol ester hydrolase：nCEH)活性が

あり、コレステロールエステルは遊離コレステロールに水解され、細胞外にあ

る apoAⅠなどへ ATP-binding cassette transporter A1(ABCA1)を介して流出

される経路も存在する(図 2)(2)。 

 

 

 

(図 2)マクロファージのコレステロール代謝 

細胞内コレステロールの恒常性を保つために様々な因子が関わっている。 
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3-3. ACAT(アシル CoA：コレステロール・アシルトランスフェラーゼ) 

 

ACATは、コレステロールの3位の水酸基にアシルCoAから脂肪酸を転移し、

コレステロールエステル合成を触媒する細胞内小胞体酵素である。 

ACATには、ACAT1と ACAT2の 2つのアイソザイムがあるが、生体内にお

けるそれぞれの組織分布には動物種による違いが見られる。ACAT1 は、ヒトを

含む霊長類、マウス、ラットにおいて生体内に広く分布し、特に副腎やマクロ

ファージなどに高発現している。一方、ACAT2 はヒトにおいては主に小腸に、

ヒトを除く霊長類、マウス、ラットなどでは小腸および肝臓に限局している。

ヒトの肝臓では ACAT1・ACAT2共に発現が認められ、何らかの役割分担をし

ている可能性がある。 

ACAT活性が重要な生理的役割をもつ細胞・臓器として、肝臓、小腸、マク

ロファージ、ステロイドホルモン産生臓器(副腎や精巣・卵巣)が挙げられる。

ACATにより生成されたコレステロールエステルは、リポタンパクの構成要素

として、肝臓では VLDLの、小腸ではカイロミクロンの分泌に寄与し、ステロ

イドホルモン産生細胞では原料となるコレステロールをコレステロールエステ

ルとして合成・貯蔵するのに寄与している。また、動脈硬化病変ではマクロフ

ァージの泡沫化に重要な役割を担っている(3)。 
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3-4. ACATに関するこれまでの知見 

 

 ACATを阻害あるいは欠損させることは、小腸でのコレステロール吸収阻害、

肝臓での VLDL合成抑制、血管壁におけるマクロファージ泡沫化の抑制、とい

う 3つの作用から高コレステロール血症や動脈硬化の治療ターゲットとして期

待され、これまで様々な研究がなされてきたが、その有効性に関しては未だ議

論がある。実験動物に対しては、選択的 ACAT1阻害剤ならびに非選択的 ACAT

阻害剤にて動脈硬化を抑制できた研究も多いが(4)(5)(6)(7)(8)(9)、ヒトに対しては、こ

れまで ACAT阻害剤の動脈硬化に対する有効性を示せた臨床試験は存在しない
(10)(11)(12)。遺伝子改変マウスを用いた研究でも相反する結果を示す報告があり、

我々は動脈硬化モデルマウスを ACAT1欠損マウスと交配すると動脈硬化が改

善することを過去に報告しているが(13)、骨髄移植法を用いた骨髄細胞特異的

ACAT1欠損マウスにて動脈硬化が増悪するという結果が報告されている(14)。ま

た、最近では Cre-LoxP システムを用いて作成した骨髄系細胞特異的 ACAT1欠

損モデルでは、動脈硬化が改善するという報告もあり(15)、動脈硬化における

ACAT1の役割については未だ一定の見解が得られていない。 

 一方、興味深いことに、我々が報告した全身性 ACAT1欠損マウスでも、骨髄

移植法を用いた骨髄細胞特異的ACAT1欠損マウスやCre-LoxPシステムを用い

た骨髄系細胞特異的 ACAT1欠損マウスでも、血清コレステロール値が上昇する

と、顕著な皮膚症状を呈することが共通して報告されている(13)(15)(16)。組織学的

には、皮下に炎症細胞浸潤とコレステロール結晶を認め、皮膚黄色腫と類似す

る病変と考えられる。 

 このように動脈硬化が必ずしも改善しないこと、また皮膚病変が出現するこ

とに関しては、ACAT1 阻害によって細胞内遊離コレステロールが蓄積すること

による細胞毒性が考えられている。実際、マクロファージに ACAT阻害薬と変

性リポ蛋白を添加し、細胞内遊離コレステロールを蓄積させると CHOPや TNF

α・IL-6といった遺伝子発現が亢進するという報告がなされている(17)(18)。 
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3-5. NLRP3 インフラマソーム 

 

動脈硬化は血管壁への過剰な脂質の蓄積が主因であるのと同時に、炎症が関

与する慢性炎症疾患でもあるという概念が近年浸透してきている。炎症には自

然免疫も獲得免疫もその病態形成に関与することが知られてきているが(19)、そ

の中でも特に動脈硬化の惹起経路として注目されているのが、感染が関与しな

い無菌性炎症の担い手の一つであるインフラマソームと呼ばれる細胞内蛋白複

合体である。 

 その代表である NLRP3インフラマソームは、パターン認識受容体の Nod様

受容体(Nod-like receptor：NLR)である NLRP3、アダプター分子

ASC(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)、カスパーゼ

-1の複合体から構成される。NLRP3は、病原体の分子パターン

(pathogen-associated molecular pattern：PAMP)だけでなく、生体由来の危険

シグナル(damage-associated molecular pattern：DAMP)もパターン認識し、

カスパーゼ-1の活性化を介して、炎症性サイトカインである IL-1βや IL-18の

前駆体を切断して成熟・分泌させ、炎症を惹起する(図 3)(20)。 

 

 

 

(図 3)NLRP3インフラマソームの機構 

 様々な PAMPs や DAMPs をパターン認識し、最終的に IL-1β・IL-18 とい

った炎症性サイトカインを細胞外へ放出する。 
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最近、コレステロール結晶がマクロファージの NLRP3インフラマソームを活

性化し、動脈硬化を増悪させるということが報告された(21)(22)(23)。これまでは完

成した動脈硬化巣においてのみ認められると考えられていたコレステロール結

晶が、実は病巣初期から検出されるということが見出され、動脈硬化の形成初

期段階から、インフラマソームによる炎症が関与していることが示唆された。

実際、NLRP3の構成分子を欠損したマウスでは、動脈硬化が改善することが示

されている(21)(24)。 

 

 

 

3-6. 研究の目的 

 

 泡沫化を抑制するはずの ACAT1阻害によって、必ずしも動脈硬化が改善しな

い、あるいは黄色腫様の皮膚症状が誘導される機序として、ACAT1 阻害による

遊離コレステロール蓄積に伴う細胞毒性が考えられる。ACAT1が阻害されたマ

クロファージでは、取り込んだリポ蛋白由来のコレステロールはコレステロー

ルエステルとしてではなく、遊離コレステロールとして蓄積するため、細胞毒

性の強い遊離コレステロールが細胞を破壊し、炎症とリポ蛋白の定着、それに

引き続く更なるマクロファージの誘導を促進するという悪循環を形成するので

はないかと推測される。マクロファージでの遊離コレステロールの蓄積が細胞

毒性を来す機序として、小胞体ストレスや TNFα・IL-6といった炎症性サイト

カイン分泌の関与がこれまで報告されているが(17)(18)、インフラマソームとの関

連を報告したものはない。 

 そこで、マクロファージでの ACAT1阻害で誘導される動脈硬化や皮膚病変に

ついて、NLRP3インフラマソームが関与するかどうかを調べるため、骨髄移植

法を用いて、骨髄細胞特異的な ACAT1欠損マウス、NLRP3欠損マウス、およ

びその 2重欠損マウスを作製し、皮膚黄色腫や動脈硬化形成の検証を行った。 
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4. 研究の方法 

 

4-1. 骨髄移植モデルの作成 

 

 8週齢雌の LDL 受容体欠損マウス(LDLrKO)に 9Gy の放射線を全身照射し、

骨髄細胞を死滅させた。翌日、8週齢雄の野生型マウス(C57BL/6Jマウス; WT)、

ACAT1欠損マウス(ACAT1KO)、NLRP3 欠損マウス(NLRP3KO)、

ACAT1/NLRP3 二重欠損マウス(DKO)の大腿骨骨髄から採取した骨髄液を、5

×106個の骨髄細胞が含まれるように調整し、放射線照射した LDLrKO マウス

に尾静脈注射した(25)。感染予防のため、移植後のレシピエントマウスには酸性

水(pH2.6)を自由投与し、さらに 7週齢から 10週齢までの期間には、100mg/L 

neomycin(Sigma)および 10mg/L polymyxin B(Sigma)入りの酸性水(pH2.6)を

自由投与した。移植を受けたレシピエントマウスには、4週間の通常食期間の後、

12週齢より高コレステロール食を投与した。使用した高コレステロール食は、

動脈硬化病変を評価する群にはWestern-type diet(含 0.21%(w/w) コレステロ

ール, 20%(w/w) 乳脂肪)(Research Diets)を 8週間投与し、皮膚病変を評価する

群には Paigen Diet(含 1.25%(w/w) コレステロール, 15%(w/w) ココアバター, 

0.5% (w/w) コール酸)(オリエンタル酵母)を 12週間投与した。高コレステロー

ル食負荷後、動脈硬化評価のためレシピエントマウスを安楽死させ、解剖を行

った(図 4)。 

 

 

 

(図 4)骨髄移植モデルの作成 

 骨髄細胞を置換した後に高コレステロール食を負荷し、病変を評価した。 
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4-2. 血漿脂質の測定とリポ蛋白解析 

 

 レシピエントマウスの血漿脂質を、高コレステロール食負荷前後で評価した。

16時間絶食後に採血を行い、血漿中の総コレステロールの測定はデタミナーTC 

Ⅱ(協和メデックス社)、トリグリセライドの測定は Lタイプワコー TG・Mキ

ット(和光純薬社)を用いた。さらに HPLC法にてリポ蛋白解析を行った(26)。 

 

 

4-3. CTスキャン 

 

 レシピエントマウスの皮膚病変を評価するため、12週間の高コレステロール

食負荷後に CTスキャン(Latheta LCT-200; 日立アロカメディカル社)を用いて

後肢の皮膚肥厚について定量を行った。体動によるアーチファクトを避けるた

め、マウスをイソフルラン(和光純薬社)で麻酔した上でスキャンを行った。両後

肢の体軸断面像(96μmスライス厚)を 600μmの間隔で撮像し、骨を除いた横

断面積を計測した。足関節周囲の 10 スライスでの平均値を皮膚肥厚度とした。 

 

 

4-4. 動脈硬化病変の解析 

 

 8週間の高コレステロール食負荷後に、レシピエントマウスを安楽死させ、心

臓を摘出した。摘出した心臓を 48時間以上 10%中性緩衝ホルマリン液(和光純

薬社)に浸透させた後、10% ショ糖 10分間、15% ショ糖 10分間、20%ショ糖

60分間に順に置換した。OCTコンパウンド(サクラファインテックジャパン社)

に包埋し、液体窒素で凍結した。大動脈洞起始部から上行大動脈移行部にかけ

てクリオスタットにて 6μm厚で薄切し、凍結切片を作成した。そのうち、60

μm間隔で 4つの切片を選択し、動脈硬化病変の面積定量のために使用した。

切片は Oil Red O(武藤化学社)にて脂肪染色し、ヘマトキシリン(サクラファイン

テックジャパン社)にて核染色を行い、水溶性封入剤 CCマウント(コスモ・バイ

オ社)で封入した上で、光学顕微鏡 AX-80(オリンパス社)にてデジタルイメージ

を取得した(27)(28)。取得した切片のデジタルイメージを Adobe Photoshop 6 

software(Adobe Systems)にて解析し、4つの切片における染色領域の平均面積

を動脈硬化病変として定量した。 
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4-5. 組織学的解析 

 

 12週間の高コレステロール食負荷後に、レシピエントマウスを安楽死させ、

後肢と背中皮膚を採取した。採取した組織は 10%中性緩衝ホルマリン液(和光純

薬社)に浸透させた後、後肢に関してはクエン酸ギ酸溶液にて骨の脱灰処理を行

い、パラフィン包埋後にミクロトームにて 6μm厚で薄切し、パラフィン切片

を作成した。一般的なヘマトキシリン・エオジン(HE)染色のプロトコールに従

い、ヘマトキシリン(サクラファインテックジャパン社)で核染色、エオジン(サ

クラファインテックジャパン社)で細胞質染色を行い、 非水溶性封入剤マウント

クイック(コスモ・バイオ社)で封入した上で、光学顕微鏡 AX-80(オリンパス社)

にてデジタルイメージを取得した。 

 免疫染色は次の工程で行った。大動脈起始部の凍結切片に対し、Avidin/Biotin 

Blocking Kit(Vector Labs)による内在性 Avidin/Biotinのブロッキング、ヤギ血

清によるブロッキング、0.3%過酸化水素による内在性ペルオキシダーゼのブロ

ッキング、など行った上、600倍希釈したMoma-2の 1次抗体(Bio-Rad)で処理

し、4℃下で一晩留置した。その後、200倍希釈したビオチン標識 2次抗体(Vector 

Labs)で処理し、37℃下で 2時間留置した。avidin-biotin peroxidase complex 

(Vector Labs)で室温 30分間処理した後、DAB(3,3’-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride)(Sigma)で明視化した。ヘマトキシリン(サクラファインテッ

クジャパン社)にて核染色を行い、水溶性封入剤 CCマウント(コスモ・バイオ社)

で封入した上で、光学顕微鏡 AX-80にて画像を取得した。 

大動脈起始部の凍結切片におけるモバットペンタクローム染色も、既報のプ

ロトコールで行い(29)(30)、同様にデジタルイメージを取得した。 

取得した切片のデジタルイメージを Adobe Photoshop 6 software(Adobe 

Systems)にて解析し、2つの切片における染色領域の平均面積を定量し、動脈

硬化病変全体の面積で補正した。 

 

 

4-6. リポ蛋白とコレステロール結晶の調整 

 

 リポ蛋白の調整のため、絶食後の健常人より血液を採取し、血漿を遠心分離

した。細菌の繁殖やタンパク質の変性を防ぐため、分離した血漿に 0.05% 

EDTA・NaN3、1mM PMSF(和光純薬社)、Proteinase inhibitor cocktail(Sigma)

を加え、さらに超遠心法にて LDL分画(比重：1.019～1.063g/mL)を分離した(31)。

分離した LDLを等量の飽和酢酸ナトリウム溶液(和光純薬社)で希釈し、無水酢

酸(和光純薬社)で処理し、アセチル化させた(32)。リポ蛋白の濃度は Pierce BCA 
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protein assay kit (Thermo Scientific)を使用し測定した。アガロースゲル電気泳

動にて、LDLとの荷電の違いから、アセチル化を確認した(33)。 

 コレステロール結晶の調整のため、コレステロール(sigma)を 10mg/mL とな

るようにエタノールに溶解し、10%の滅菌水を混和させた後、遠心エバポレー

ターにて有機溶媒を蒸発させた。得られたコレステロール結晶を細胞培養液に

懸濁させ、超音波ホモジナイザーにて細砕した。 

 

 

4-7. 細胞培養実験 

 

 8～12週齢雌のWTマウス、ACAT1KOマウス、NLRP3KOマウス、DKO

マウスの腹腔内に 2mLの 5%(w/v)チオグリコレート(和光純薬社)を注射し、3

日後に PBS(ナカライテスク社)で腹腔内を洗浄し、腹腔洗浄液を回収した。遠

心して得た細胞塊を細胞培養液 DMEM(Sigma)(含 10% fetal bovine serum, 

100units/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin (Gibco))に細胞数 1×106個

/mLの濃度に懸濁させ、12well または 24 wellプレートに播種した。37℃、

5%CO2の条件下で 3時間培養後に、非接着細胞を除去し、接着細胞をマクロフ

ァージ (MPM)として使用した。 

 MPMの IL-1β分泌を確認する際は、各種刺激の 10時間前に 100ng/mL 

lipopolysaccharide(LPS)(Sigma)を添加する前処置を行った。続いて、100μ

g/mL・200μg/mL・500μg/mLのコレステロール結晶や 5mMの Adenosine 

5’-triphosphate disodium salt hydrate(ATP)(Sigma)をそれぞれ 6時間および 1

時間添加した後、培養上清を回収した。アセチル化 LDLを添加する際は、細胞

を飢餓状態にするため、24時間前に無血清の RPMI1640培地(Sigma)(含

100units/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin)に切り替えた。 

 

 

4-8. コレステロール含量の測定 

 

 皮膚組織におけるコレステロール含量を測定するため、液体窒素で凍結させ

た皮膚組織を SKミルⅡ(トッケン社)で破砕し、Bligh・Dyer法に準じて脂質抽

出を行った(34)。アセチル化 LDLを添加した細胞のコレステロール含量を測定す

るため、イソプロパノール/ヘキサン混合液を用いて細胞内脂質抽出を行った(35)。

抽出した脂質において、総コレステロールの測定をデタミナーTC Ⅱ(協和メデ

ックス社)、遊離コレステロールの測定をデタミナーL FC (協和メデックス社)を

用いて行い、コレステロールエステルの含量は総コレステロールと遊離コレス
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テロールの差として計算した。皮膚組織に関しては、脂質抽出前の皮膚重量を

補正として用いた。細胞に関しては、脂質分離後に 0.1N NaOHで抽出した蛋

白を Pierce BCA protein assay kit にて濃度測定し、全蛋白量を補正として用い

た。 

 

 

4-9. リアルタイム PCR解析 

 

皮膚組織およびマクロファージより、AGPC(acid guanidinium 

thiocyanate-phenol-chloroform extraction)法に準じて RNAを抽出した(36)。抽

出した RNAから、high-capacity cDNA reverse transcriptase kit (Applied 

Biosystems)を用いて cDNAを合成した。各遺伝子に特異的なプライマー、プロ

ーブにより、StepOnePlus RealTime PCR instrument (Applied Biosystems)

を用いて cDNAを増幅し、β actin遺伝子を内在性コントロールとしてΔΔCT

法を用いて各遺伝子発現を比較した。使用した各プライマー、プローブの配列

を表 1に示す。 

 

 

Gene Forward Reverse Probe 

βactin CGATGCCCTGAGGCTCTTT TGGATGCCACAGGATTCCA CCAGCCTTCCTTCTT 

TNFα AGGGATGAGAAGTTCCCAAATG TGTGAGGGTCTGGGCCATA CCTCCCTCTCATCAGTT 

IL-1β CTCTTGTTGATGTGCTGCTG GACCTGTTCTTTGAAGTTGACG TTCCAAACCTTTGACCTGGGCTGT 

CHOP CATCCCCAGGAAACGAAGAG GCTAGGGACGCAGGGTCAA AAGAATCAAAAACCTTCACTACT 

Ly6G TTGACAGCATTACCAGTGATCT GCGTTGCTCTGGAGATAGAAG AATCTCTGCCTTCCCATCTGCCC 

CD3e CCTTCCTATTCTTGCTCCAGT ACGTACTTGTACCTGAAAGCTC CATCTGTATCACTCTGGGCTTGCTGA 

CD4 CGTGATAGCTGTGCTCTGAA GTTCTCTCCATGTCCAACCTAA ACTGAGAGTGTCATGCCGAACCAG 

CD8a GTCATGTAGTAGTTGTAGCTTCCT CACTCTCATCTGCTACCACA TTCTCTGAAGGTCTGGGCTTGCC 

MCP-1 * Mm00441242_m1 

IL-6 * Mm00446190_m1 

CD68 * Mm00839636_g1 

(表 1)リアルタイム PCR解析に使用したプライマー・プローブ配列 

 

* Applied Biosystems社製品。 

 

  



 

16 

 

4-10. IL-1βELISA 

 

 皮膚組織から蛋白を抽出するため、液体窒素で凍結させた皮膚組織を SKミル

Ⅱ(トッケン社)で破砕し、Lysisバッファー(含 25mM Tris[pH 2.8], 2mM EDTA, 

1mM dithiothreitol, 10% glycerol, 1% Triton X-100, 1mM PMSF, 20kIU/mL 

aprotinin)で速やかに懸濁した。細胞片や不純物を遠心分離し、上清を回収し、

全蛋白濃度を Pierce BCA protein assay kitで測定し、IL-1βはmouse ELISA 

kit (Becton Dickinson)を用いて測定し、全蛋白濃度で補正した。細胞実験にお

いては、無血清の培地を使用し、回収した培地上清の IL-1β濃度を同じくmouse 

ELISA kitを用いて測定した。 

 

 

4-11. 統計学的解析 

 

 データは平均値±標準偏差で示した。2群間の平均値の比較はMann-Whitney

の U検定で検定し、多群間の多重比較は one-way ANOVAの後、tukey法によ

り検定した。正規分布・等分散でないサンプルでの多群間の多重比較は

Kruskal-Wallis検定の後、Steel-Dwass法により検定した。全ての解析は

GraphPad Prism version 6.0(GraphPad Software)を使用し行った。P値 0.05

未満を統計学的に有意と判定した。 

 

 

 

  



 

17 

 

5. 研究の結果 

 

 5-1. in vivo 

 

5-1-1. 骨髄移植モデルの作成 

 

 骨髄移植によって骨髄細胞が置換されているかどうかを確認するため、移植

を受けたレシピエントマウスの大腿骨骨髄から採取した骨髄液よりゲノム

DNAを抽出し、Sry・Acat1・Nlrp3遺伝子の PCRを行った。Sryは 

哺乳動物の Y染色体上に存在する雄性決定遺伝子であり、雌を使用したレシピ

エントマウスには本来存在しない遺伝子であるが、骨髄移植後の骨髄細胞に発

現を認め、雄であるドナーの遺伝子が導入されていることが確認された(図 5)。

また、Acat1遺伝子や Nlrp3遺伝子に関しても、レシピエントマウスの骨髄細

胞での発現は、ドナーとして使用したマウスの遺伝子発現と一致しており、骨

髄細胞がほぼ完全に置換されていることが確認できた(図 5)。 

 

 

 

(図 5)レシピエントマウスの骨髄細胞における DNA-PCR 

レシピエントマウスの骨髄から DNAを抽出し、各遺伝子の PCRを行った。移

植に使用したドナーマウスの遺伝子型を下段に示した。Sry遺伝子の lane Aに

は、ポジティブコントロールとして野生型雄マウスの DNAを使用した。Acat1

遺伝子・Nlrp3遺伝子の laneAにはネガティブコントロールとしてそれぞれの

遺伝子欠損マウスの DNAを使用し、laneBにはポジティブコントロールとして

野生型マウスの DNAを使用した。コントロールの DNAは尾から抽出した。 
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 5-1-2. 体重および血漿脂質の評価 

 

レシピエントマウスの体重および血漿脂質(総コレステロール、トリグリセラ

イド)を、高コレステロール食開始直前と負荷後の 2点で測定した(表 2AB)。 

 動脈硬化病変評価のためにWestern-type Dietを 8週間投与した群と、皮膚

病変評価のためによりコレステロール含量の高い Paigen Dietを 12週間投与し

た群とで実験を行った。高コレステロール食を負荷する前においては、体重や

血漿脂質について移植した 4群間に有意な差は認めなかった。高コレステロー

ル食負荷後には、いずれも顕著な総コレステロール値上昇を認めたが、コレス

テロール含有量の多い Paigen Dietを投与した群で、より顕著な上昇を認めた。

トリグリセライドに関しては、いずれも高コレステロール食負荷前後で有意な

差は認めなかった。 

いずれの高コレステロール食でも、負荷後で体重や血漿脂質について移植し

た 4群間に有意差は認めなかった。高コレステロール食負荷後のリポ蛋白組成

をHPLC法で確認したが、4群間に明らかな差は認めなかった(図 6)。 

よって、これら体重や血漿脂質といった因子が、動脈硬化病変や皮膚病変の

違いに影響を与えた可能性は低いと考えられた。 

 

 

 
(図 6)高コレステロール食負荷後のリポ蛋白分画 

Western-type diet 8 週間負荷後のレシピエントマウスの血漿を各群プールし

(n=12～14)、HPLC法で解析した。各リポ蛋白に分布するコレステロール(青色)

とトリグリセライド(赤色)を示している。CM；カイロミクロン、FG；遊離グリ

セロール。 
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BM 

Genotype 
N 

体重 

(g) 

総コレステロール 

(mg/dL) 

トリグリセライド

(mg/dL) 

0 week 8 week 0 week 8 week 0 week 8 week 

Wild-type 14 16.8±1.0 19.1±1.1 346±39 1090±199 278±73 259±77 

NLRP3
-/-

 13 16.0±1.0 18.7±1.4 367±100 936±231 336±155 270±99 

ACAT1
-/-

 13 16.0±0.8 18.9±1.2 331±47 1006±129 302±160 284±96 

ACAT1
-/-

;NLRP3
-/-

 12 15.7±1.1 18.2±1.1 318±70 1157±313 261±69 286±79 

(表 2A)高コレステロール食負荷前後の体重・血清脂質 

Western-type diet 8 週間前後の体重・血漿脂質の推移。平均値±標準偏差。 

 

 

BM 

Genotype 
N 

体重 

(g) 

総コレステロール 

(mg/dL) 

トリグリセライド

(mg/dL) 

0 week 12 week 0 week 12 week 0 week 12 week 

Wild-type 17 15.9±1.2 18.3±1.8 370±130 1659±665 237±90 237±149 

NLRP3
-/-

 15 16.1±1.1 19.7±1.3 385±60 1385±281 223±72 232±71 

ACAT1
-/-

 14 16.3±1.5 19.0±1.7 395±59 1492±467 332±183 193±106 

ACAT1
-/-

;NLRP3
-/-

 15 16.2±1.3 19.2±1.9 395±47 1591±477 260±113 196±102 

(表 2B) 高コレステロール食負荷前後の体重・血清脂質 

Paigen diet 12 週間前後の体重・血漿脂質の推移。平均値±標準偏差。 
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 5-1-3. 動脈硬化病変の評価 

 

 8週間の高コレステロール食負荷後に、レシピエントマウスの大動脈起始部に

おいて動脈硬化病変の評価を行った(図 7)。ACAT1KOマウス移植群と DKOマ

ウス移植群では、Oil Red O の染色性が弱い病変が観察され、ACAT1 欠損によ

るコレステロールエステルの乏しい病変を反映した結果と考えられた。 

 NLRP3KOマウス移植群では、Wild-typeマウス移植群と比較し約 38%の病

変面積縮小を認め、これは過去の報告と合致するものであった。反対に、

ACAT1KOマウス移植群では、Wild-typeマウス移植群と比較し約 47%の病変

面積増悪を認めた。DKOマウス移植群では ACAT1KOマウス移植群よりは有

意に改善を認めたが、Wild-typeマウス移植群とは同等で改善を得られなかった。

このことは、ACAT1KO の骨髄移植で誘導される動脈硬化病変増悪に関して、

NLRP3の寄与は部分的であることを示唆した。 

 

 

 

 (図 7)動脈硬化病変における Oil Red O染色 

A. 8週間の高コレステロール食負荷後の動脈硬化病変におけるOil Red O染色。

Scale=500μm。 

B. 病変面積を定量した。移植に使用したドナーマウスの遺伝子型を下段に示し

た。平均値±標準偏差。*p<0.05;**p<0.01;***p<0.001。 
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 マクロファージ浸潤の程度を調べるため、動脈硬化病変のMoma-2染色を行

った(図 8 )。予想に反し、ACAT1KOマウス移植群では、Wild-typeマウス移植

群と比較し、Moma-2染色領域の約 44%縮小を認めた。同様に、DKOマウス移

植群では、NLRP3KOマウス移植群と比較し、Moma-2染色領域の約 40%縮小

を認めた。一方、NLRP3 の有無により、Moma-2染色領域に差は認めなかった。 

 動脈硬化病変の性状をより詳細に観察するため、動脈硬化病変のモバットペ

ンタクローム染色を行った(図 8)。モバットペンタクローム染色は、核を黒色、

筋肉を赤色、フィブリンを鮮赤色、ムチンを鮮青色、膠原繊維・細網線維を黄

色、弾性繊維を濃青色、などに染め分ける染色である。ACAT1KO マウス移植

群では、Wild-typeマウス移植群と比較し、核を認めない無細胞領域が約 94%

増大しており、同様に、DKOマウス移植群では、NLRP3KOマウス移植群と比

較し、無細胞領域が約 110%増大を認めた。無細胞領域は鮮青色を示し、ムチン

に置換されているようであった。このことは、ACAT1の欠損が、細胞死を促進

していることを示唆した。対して、NLRP3の有無で、無細胞領域に差は認めな

かった。 

 

 

 

(図 8)動脈硬化病変における Moma-2染色・モバットペンタクローム染色 

A. 8週間の高コレステロール食負荷後の動脈硬化病変におけるMoma-2染色(上

段)およびモバットペンタクローム染色(下段)。Scale=500μm。 

B. 染色面積を定量し、動脈硬化病変全体における割合(%)を計算した(上段；

Moma-2染色陽性領域、下段；モバットペンタクローム染色における無細胞領

域)。移植に使用したドナーマウスの遺伝子型を下段に示した。平均値±標準偏

差。*p<0.05;**p<0.01。 
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5-1-4. 骨髄細胞以外の ACAT1欠損モデルでの評価 

  

 反対に、骨髄細胞以外での ACAT1欠損が動脈硬化へ及ぼす影響を確認するた

め、ACAT1KO/LDLrKO 二重欠損マウスに LDLrKOマウスの骨髄細胞を移植

し、12週間の高コレステロール食(Paigen Diet)を負荷し、LDLrKO マウスに

LDLrKOマウスを骨髄移植して同様に食餌負荷した対照群との比較を行った

(図 9)。 

 結果、ACAT1KO/LDLrKO 二重欠損マウスに LDLrKOマウスの骨髄を移植し

た骨髄細胞以外での ACAT1欠損モデルの方で、動脈硬化病変面積の縮小を認め

た(図 9)。これはマクロファージ以外での ACAT1欠損が動脈硬化保護的に働い

ている可能性を示唆した。 

 

 

 

(図 9) 骨髄細胞以外の ACAT1欠損モデルにおける動脈硬化病変 

 12週間の高コレステロール食負荷後の動脈硬化病変における Oil Red O 染色

(上段)とその病変面積の定量(n=6)(下段)。平均値±標準偏差。*p<0.05。 
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 5-1-5. 皮膚病変の表現型 

 

 Western-type diet の 8 週間投与では皮膚の表現型を確認できなかったため、

よりコレステロール含有量の多い Paigen Dietを 12週間投与したモデルで皮膚

病変を解析した。Wild-typeマウス移植群およびNLRP3KOマウス移植群では、

骨髄移植の際の放射線照射の影響で軽度の脱毛を認める以外は、明らかな皮膚

の表現型の出現を認めなかった。対して、ACAT1KOマウス移植群において、

高コレステロール食負荷後に顕著な皮膚肥厚を認めるようになった(図 10)。特

に四肢の足関節周囲に肥厚が目立ち、一部のマウスでは背中等にも肥厚を認め

た。ただし、いわゆる皮膚黄色腫のような黄色調の隆起性病変はなく、びまん

性の肥厚で、特に色調の変化は認めなかった。特筆すべきことに、DKOマウス

移植群においては、同様の皮膚肥厚所見は観察期間中には認められなかった。 

 

 

 

(図 10)ACAT1欠損骨髄移植マウスにおける四肢肥厚 

12週間の高コレステロール食負荷後の前肢(上段)・後肢(下段)の足関節周囲の肉

眼的所見。 
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続いて、皮膚肥厚の程度を定量的に評価するため、後肢の足関節周囲を CTス

キャンし、断面積を計測した(図 11)。 

 Wild-typeマウス移植群、NLRP3KOマウス移植群、DKOマウス移植群の断

面積はいずれも同等であったが、ACAT1KO マウス移植群の断面積は他と比較

し約 2.5倍有意に肥厚していた。 

 

 

 

(図 11)ACAT1欠損骨髄移植マウスにおける四肢肥厚 

A. 12週間の高コレステロール食負荷後の後肢足関節周囲の CTスキャン体軸断

面像。 

B. 骨を除いた横断面積を計測し、10スライスの平均値を示した。移植に使用し

たドナーマウスの遺伝子型を下段に示した。平均値±標準偏差。*p<0.05。 
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5-1-6. 皮膚病変の評価 

 

 12週間の高コレステロール食負荷後のレシピエントマウスから後肢と背中皮

膚を採取し、HE染色を行った(図 12 A,B)。Wild-typeマウス移植群、NLRP3KO

マウス移植群、DKOマウス移植群は、いずれも正常な皮膚所見を示したが、

ACAT1KOマウス移植群では、真皮～皮下組織にかけて著明な炎症細胞の浸潤

を認め、結果として皮膚の肥厚を来していることが分かった。その中で、一部

泡沫化したような細胞を認め、マクロファージの集簇体である多核巨細胞も散

見され、また大量のコレステロール裂隙(コレステロール結晶の打ち抜き像)が存

在し、これらの特徴は皮膚黄色腫に類似した病理像と考えられた(図 12B)。また、

ACAT1KO マウス移植群の皮膚は脂肪組織が消退しているという特徴も示した。 

図 12Cに ACAT1KO マウス移植群の皮膚での Oil Red O 染色所見を示すが、

毛包や残存した脂肪組織に一部染色が認められるのみで、浸潤した炎症細胞に

はほとんど染色を認めなかった。 

 皮膚組織のコレステロール含量を解析したところ、ACAT1KO マウス移植群

においてのみ著明なコレステロール含量の上昇を認めたが、その大部分は遊離

コレステロールであり、コレステロールエステル含量に関しては他 3群と有意

な差を認めなかった(図 13)。 

 これらより、ACAT1KO マウス移植群の皮膚・皮下組織ではコレステロール

の定着を起こしているが、従来の皮膚黄色腫で見られるように細胞(マクロファ

ージ)内に脂肪滴(コレステロールエステル)として蓄積している訳ではなく、細

胞内に遊離コレステロールとして蓄積しているか、あるいは細胞内または外に

コレステロール結晶として定着させていることが推測された。 
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(図 12)皮膚の HE染色 

A. 12週間の高コレステロール食負荷後の後肢足関節および背中皮膚のHE染色。

Scale=200μm。 

B. ACAT1KOマウス移植群の背中皮膚の HE染色(強拡大)。Scale=200μm。泡

沫細胞(右上図)、多核巨細胞(矢印)、コレステロール結晶(右下図)が観察される。 

C. ACAT1KOマウス移植群の背中皮膚の Oil Red O染色。 

 

 

 

 

(図 13)皮膚のコレステロール含量 

12週間の高コレステロール食負荷後

の皮膚組織におけるコレステロール

含量を解析した(n=5)。移植に使用し

たドナーマウスの遺伝子型を下段に

示した。平均値±標準偏差。*p<0.05。 

FC；遊離コレステロール、CE；コレ

ステロールエステル。 
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続いて、皮膚組織の遺伝子発現を解析したところ、ACAT1KO マウス移植群

においてのみ、CD68、MCP-1、TNFα、IL-6、IL-1βの著明な発現上昇を認め

た(図 14A)。これらの結果から ACAT1KO マウス移植群の皮膚組織ではマクロ

ファージの浸潤が強く、特に炎症性マクロファージであるM1マクロファージ

の浸潤が強いことが示唆された。その他、Ly6Gや CD8は ACAT1KO マウス移

植群においてのみ発現が確認され、他移植群では発現自体が確認できなかった

(図表なし)。CD3eや CD4に関しても、ACAT1KO マウス移植群においてのみ

上昇を認め、これらより ACAT1KOマウス移植群の皮膚組織では一部好中球や

Tリンパ球の浸潤も存在するものと考えられた。 

皮膚組織の IL-1βの蛋白レベルを解析したところ、比較的規模は小さいが

ACAT1KOマウス移植群においてのみ有意な上昇を認め(図 14B)、同皮膚組織で

インフラマソームの活性化が起きていることが示唆された。 

 

 

 

 

(図 14)皮膚の遺伝子発現およ

び IL-1β蛋白レベル 

A. RT-PCRで、12週間の高コ

レステロール食負荷後の皮膚

組織における各mRNAの遺伝

子発現を解析した(n=5)。平均

値±標準偏差。*p<0.05。 

B. 12週間の高コレステロール

食負荷後の皮膚組織における

IL-1β蛋白レベルを解析した

(n=5)。平均値±標準偏差。

*p<0.05。 

移植に使用したドナーマウス

の遺伝子型を下段に示した。
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 5-2. in vitro 

 

 5-2-1. コレステロール結晶によるインフラマソームの誘導 

 

ACAT1KOマウス移植群の皮膚組織において、顕著なコレステロール結晶と

遊離コレステロールの蓄積を認めたため、まずコレステロール結晶によるイン

フラマソーム活性化について、各遺伝子型での違いがあるかどうかを調べた。

MPMを回収し、コレステロール結晶による IL-1βの分泌の程度を解析した(図

15)。IL-1βの分泌を見るためには、インフラマソーム活性化の前に、細胞内に

pro-IL-1βが十分に存在している必要があるため、LPSの前投与により TLRか

ら NF-κBに至るシグナルの誘導を行った(priming処理)。 

 NLRP3KOマウスおよび DKOマウスより回収したMPMでは、コレステロ

ール結晶および ATPによる IL-1βの分泌はほとんど検出されなかった。

Wild-Typeマウスおよび ACAT1KOマウスより回収したMPMでは、コレステ

ロール結晶により濃度依存性に IL-1βの分泌亢進を認めたが、その程度は 2群

で同等であったため、ACAT1の有無はインフラマソームの活性化に直接関与し

ないことが示唆された。 

 

 

 

(図 15)コレステロール結晶添加による IL-1β分泌 

MPMに、LPS 100ng/mL を 10時間添加した(priming処理)後、コレステロー

ル結晶および ATP(5mM)をそれぞれ 6時間および 1時間添加し、培地上清中の

IL-1βの蛋白レベルを ELISA法で解析した(n=5)。平均値±標準偏差。使用し

た腹腔マクロファージの遺伝子型を下段に示した。 
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 5-2-2. 泡沫化能の評価 

 

 続いて、ACAT1 欠損による細胞内遊離コレステロールの蓄積がインフラマソ

ームの活性化を起こすかどうかを調べるため、リポ蛋白をMPMの培地に添加

する実験を行った。 

 まず、健常人血漿より LDLを分離し、無水酢酸によりアセチル化 LDLを作

成し、アガロースゲル電気泳動にて確認した。アガロースゲル電気泳動の場合、

LDLの泳動位置は LDL粒子の荷電によって決まり、LDLは酸化や糖化などの

変性を受けると、アポ B100の陰性荷電が増すとされ、LDL分画が正常検体に

比べて陽極にシフトしている時は、LDLが何らかの変性を受けていることを示

すと考えられている。 

作成したアセチル化 LDLは、通常の LDLの泳動位置より陽極にシフトして

おり、変性(アセチル化)した LDLになっていることが確認された(図 16)。 

 

 

 

 

(図 16)アセチル化 LDLの作成 

全血漿、LDL、アセチル化 LDL をアガロー

スゲルにて電気泳動した。 

lane1；全血漿 

lane2；LDL 

lane3；アセチル化 LDL 
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 MPMに、作成したアセチル化 LDL(100μg/mL)を 24時間添加し、各遺伝子

型で泡沫化の仕方に違いがあるかどうかを検証した。 

 まず、アセチル化LDLを添加したMPMのOil Red O染色を行った(図 17A)。

Wild-typeマウスと NLRP3KOマウスでは、Oil Red Oで脂肪滴(コレステロー

ルエステル)が染色された泡沫細胞が観察されたのに対し、ACAT1KO マウスと

DKOマウスではほとんど染色を認めなかった。 

 続いて、アセチル化 LDLを添加したMPMから脂質を抽出し、細胞内コレス

テロール含有量を解析した(図 17B)。Wild-typeマウスと NLRP3KO マウスで

は、アセチル化LDL添加後の細胞内遊離コレステロールの上昇はわずかであり、

ほとんどがコレステロールエステルとして蓄積されていることが明らかになっ

た。対して、ACAT1KO マウスと DKOマウスでは、コレステロールエステル

の含有量はアセチル化 LDL添加前と変化せず、遊離コレステロールの蓄積を認

めた。NLRP3の有無は、アセチル化 LDL添加前後いずれにおいても細胞内コ

レステロール組成への関与は否定的であった。 

 

 

 

 

(図 17)細胞内コレステロール組成 

A. アセチル化 LDL(acLDL)を添加し

たMPMの Oil Red O染色。 

B. アセチル化 LDLを添加したMPM

の細胞内コレステロール含量を解析

した(n=5)。平均値±標準偏差。

*p<0.05。 

FC；遊離コレステロール、CE；コレ

ステロールエステル。 

使用したMPMの遺伝子型を下段に示

した。 
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 5-2-3. 遊離コレステロールによるインフラマソームの誘導 

 

 アセチル化 LDL を添加したMPMにて、IL-1βの分泌を検証した(図 18)。 

 NLRP3KOマウスおよび DKOマウスから回収したMPMでは、アセチル化

LDL添加の有無に関わらず、IL-1βの分泌はほとんど検出されなかった。 

 Wild-typeマウスおよび ACAT1KOマウスから回収したMPM では、LPSの

priming刺激のみで IL-1βの分泌が 400pg/mL 程度確認されたが、アセチル化

LDLの添加の有無によって IL-1βの分泌に差は認めなかった。このことは、細

胞内コレステロールエステルの蓄積および細胞内遊離コレステロールの蓄積い

ずれにおいても、少なくとも短期間の間には、インフラマソームの活性化には

直接関与しないことを示唆した。 

 

 

 

(図 18) アセチル化 LDL添加による IL-1β分泌 

MPMに、LPS 100ng/mL を 10時間添加した(priming処理)後、アセチル化

LDL(acLDL)(100μg/mL)を 12時間および 24時間添加し、培地上清中の IL-1

βの蛋白レベルを ELISA法で解析した(n=5)。平均値±標準偏差。 

 

  



 

32 

 

 5-2-4. 遊離コレステロールによる CHOP、TNFαの誘導 

 

 次に、コレステロールエステルおよび遊離コレステロールの細胞内蓄積が、

小胞体ストレスや炎症を惹起するかどうかを確認するため、アセチル化 LDLを

培地に添加したMPM にて、CHOPや TNFαの発現を検証した(図 19)。 

 Wild-typeマウスおよび NLRP3KOマウスから回収したMPM では、アセチ

ル化 LDLの添加による CHOPの遺伝子発現の亢進は認めなかったのに対し、

ACAT1KOマウスおよびDKOマウスから回収したMPMでは、アセチル化LDL

添加後に CHOPの遺伝子発現の有意な亢進を認めた。 

 また、Wild-typeマウスおよび NLRP3KOマウスから回収したMPMでは、

アセチル化 LDL添加 6時間後にて TNFαの遺伝子発現の亢進を認めたが、

ACAT1KOマウスおよび DKOマウスから回収したMPMでより顕著な亢進を

認め、その差は 12時間後・24時間後まで持続した。 

 NLRP3の有無は、アセチル化 LDL添加前後いずれにおいても、MPMでの

CHOPや TNFαの遺伝子発現への関与は乏しいようであった。 

 

 

 

(図 19)アセチル化 LDL添加による CHOP・TNFα遺伝子発現 

MPMの培地に、アセチル化 LDL(acLDL)(100μg/mL)を添加し、6時間・12時

間・24時間時点での RNAを抽出し、CHOPおよび TNFαの遺伝子発現を解析

した(n=5)。平均値±標準偏差。*p<0.05。 
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6. 考察 

 

①皮膚病変の解釈 

  

 ACAT1KOマウス移植群において、皮膚黄色腫と類似した病理像を呈する皮

膚病変が観察された(図 10-12)。この皮膚病変は、全身性 ACAT1KO マウス、骨

髄移植法を用いた骨髄細胞特異的 ACAT1欠損モデル、Cre-LoxP システムを用

いた骨髄系細胞特異的 ACAT1欠損モデル、いずれにおいても出現することから
(13)(15)(16)、骨髄系細胞(特にマクロファージ)での ACAT1欠損に起因した表現型

であることが考えられる。 

 皮膚黄色腫には、腱黄色腫、眼瞼黄色腫、結節状黄色腫、発疹状黄色腫、扁

平黄色腫、手掌線状黄色腫など様々な種類が存在し、病因や臨床所見によって

分類分けされる(37)。最も頻繁に見られるのは眼瞼黄色腫であるが、腱黄色腫や

結節状黄色腫は常染色体優性遺伝家族性高コレステロール血症の患者に特徴的

とされる。皮膚黄色腫の発症機構はまだ完全には解明されていないが、一般的

には皮膚・腱・筋板などに起きる脂質の沈着およびそれに関連した炎症の結果

と捉えられている。血清脂質が持続的に上昇すると、真皮の毛細血管などから

LDLを代表とするリポ蛋白が漏出し、酸化変性を来したリポ蛋白をマクロファ

ージが取り込み、その結果集簇した泡沫細胞が黄色調の隆起性病変を形成する

(38)(39)。このように黄色腫の発症は動脈硬化病変形成の初期段階に類似すると考

えられる。組織学的所見は黄色腫のタイプによって多少異なるが、ほとんどの

黄色腫は泡沫細胞の集簇により特徴づけられ、一部好中球やリンパ球などの軽

度の浸潤が観察される。重篤になると、コレステロール結晶や線維芽細胞の増

生、コラーゲンの沈着などを来す場合もある(40)(41)。 

 家族性高コレステロール血症のモデルマウスであるLDLrKOマウスにおいて、

皮膚黄色腫が出現するのは高コレステロール食負荷 7～8か月後とされるが(42)、

ACAT1欠損を導入された LDLrKOマウスでは、同じ高コレステロール食でも

2～3か月の負荷で出現しており、また組織学的にも炎症細胞浸潤の程度が著し

いことから、通常の皮膚黄色腫よりも重篤な皮膚病変と考えられた。今回の研

究で、ACAT1欠損と同時に NLRP3欠損が導入されると、皮膚病変が形成され

なくなることから(図 10-12)、ACAT1欠損マウスモデルに出現する黄色腫様皮

膚病変は、NLRP3 インフラマソームの活性化を起点とした炎症が非常に重要で

あることが分かった。 

 インフラマソーム活性化を来した細胞は IL-1β・IL-18といったサイトカイ

ンを活性化・分泌を来す一方で、pyroptosis と呼ばれる細胞死に至る(43)。サイ
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トカインによって誘導された単球/マクロファージが、死細胞由来の DAMPsを

貪食し、さらなるインフラマソームの活性化を来す結果、炎症が持続し慢性化

すると考えられる。また、ACAT1KOマウス移植群の皮膚組織においてのみ(遊

離)コレステロール含有量の上昇を認め、DKOマウス移植群の皮膚組織ではコレ

ステロール含有量の上昇を認めなかったことから (図 13)、炎症自体がコレステ

ロールの定着を招いていることが推察された。その機序としては、炎症に伴う

局所の血流量の増大や血管壁の障害が血中からのリポ蛋白の供給を増大させて

いる可能性があり、また NLRP3インフラマソームないし IL-1βが ABCA1の

発現低下を来すことが報告されており(44)(45)、これによる引き抜き能の低下もコ

レステロール定着に寄与しているのかもしれない。さらに、蓄積したコレステ

ロールが結晶化することで除去されづらくなり、またこのコレステロール結晶

自体もまたインフラマソームの活性化を助長するという悪循環を招いている可

能性も考えられた(図 20)。 

 

 

(図 20)ACAT1欠損マウスにおける皮膚病変形成の機序 

 NLRP3インフラマソームを起因とした炎症や細胞死によって病変でのコレ

ステロール定着を来し、死細胞由来の DAMPsおよびコレステロール結晶によ

りさらにインフラマソームが活性化するという悪循環が起こると考えられた。 
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②動脈硬化病変の解釈 

 

 動脈硬化の形成初期は、血管内皮下に浸潤したマクロファージが変性したリ

ポ蛋白を取り込み、泡沫化することから始まる。 

 マクロファージのコレステロールエステル合成に主に関わるのが ACAT1で

あり、ACAT1欠損マウスから回収した腹腔マクロファージで、アセチル化 LDL

を添加した際のコレステロールエステル蓄積がほとんど検出されないことから

も(図 17)、マクロファージの泡沫化には ACAT1 が必須であることが分かる。 

 しかし、今回の研究結果では、骨髄移植法によるマクロファージでの ACAT1

欠損モデルを作成しても、動脈硬化病変面積の改善は認めなかった(図 7)。これ

は Fazioらが過去に報告した結果と合致する(14)。動脈硬化病変における Oil Red 

O染色では、ACAT1KO マウス移植群で染色性の乏しい病変を呈していたこと

から(図 7)、マクロファージの泡沫化抑制には成功していたものと思われる。こ

のことから、動脈硬化病変におけるマクロファージでの ACAT1欠損は、泡沫化

抑制による改善効果を帳消しにするような増悪因子があることが示唆され、蓄

積した遊離コレステロールの細胞毒性がその主因と考えられる。 

 ただし、全身性 ACAT1 欠損マウスモデルでは動脈硬化が改善することを我々

は過去に報告しており(13)、これらの結果は骨髄由来以外の細胞における ACAT1

欠損が動脈硬化保護的に働いた可能性を示唆する。動脈硬化が進展してくると、

本来血管中膜に存在する平滑筋細胞が形質転換の上、内膜に遊走して増殖する

とされ、マクロファージ同様の変性リポ蛋白取り込み能を獲得し、病巣形成の

中心的役割の一端を担うと考えられている(46)。平滑筋細胞は、遊離コレステロ

ール蓄積による毒性に強いという報告があり(47)、全身性 ACAT1 欠損マウスモ

デルで動脈硬化が改善した理由としては、ACAT1が欠損した平滑筋細胞での泡

沫化が抑制されたことによる効果が指摘されている(48)。実際、骨髄由来細胞以

外での ACAT1欠損を導入したモデルを作成すると、動脈硬化が改善することが

示された(図 9)。 

 ACAT1KOマウス移植群の動脈硬化病変では、Moma-2染色陽性領域が減少

し、またモバットペンタクローム染色では無細胞領域が多かった(図 8)。恐らく、

ACAT1KOマウス移植群の動脈硬化病変では、遊離コレステロール毒性に弱い

マクロファージは細胞死を起こし、代わりに平滑筋細胞の領域が増えているの

ではないかと推察された。動脈硬化病変において、平滑筋細胞は一部マクロフ

ァージ様細胞にも形質転換するとされるが、その貪食能は通常の活性型マクロ

ファージよりは劣ると考えられており(49)、コレステロールや死細胞、壊死組織

などの除去が円滑に行われなくなった結果、無細胞領域が増大している可能性

が考えられた。 
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しかし、Cre-LoxP システムを用いて作成された骨髄系細胞特異的な ACAT1

欠損モデルでは動脈硬化が改善したという結果が報告されており、骨髄移植モ

デルとの動脈硬化における表現型の違いが見られている。Huangらは、同モデ

ルでの ACAT1欠損マクロファージでの integrin(CD29)発現低下による接着能

の減弱を動脈硬化改善の理由の一つとして挙げており(15)、その点について骨髄

移植モデルとの相違がある可能性があり、今後の検討課題と考えている。 

当初、DKO移植群では ACAT1KOによる泡沫化の抑制と NLRP3KO による

炎症の抑制という 2つの効果から、最も顕著に動脈硬化病変が改善することを

期待していたが、実際は皮膚病変と比較すると NLRP3KOによる改善は限定的

であった。このことは、皮膚黄色腫と動脈硬化病変の発症機構が必ずしも同一

ではない可能性を示唆した。その差異について以下の可能性を挙げる。 

動脈硬化病変は血管病変であり、皮膚よりも強く高コレステロール(リポ蛋白)

環境下に暴露されている状況にあり、より病変が進展しやすい状況にあると考

えられる。事実、動脈硬化病変はWestern-type Diet 2か月間の負荷で十分な病

変形成が確認できたが、皮膚黄色腫が出現するにはよりコレステロール含有量

の多い Paigen Diet を 3か月間負荷することを要した。皮膚黄色腫が動脈硬化

の早期の段階を反映した病変と捉えると、変性リポ蛋白を取り込んだマクロフ

ァージの集簇が病変形成の主体と考えられ、インフラマソームの寄与する影響

が大きいことが示唆される。反対に、進展し過ぎた病変では、マクロファージ

以外の細胞や因子が複雑に絡み合ってくるため、インフラマソームを介した炎

症反応を阻害するだけでは十分な病変抑制には至らないのかもしれない。実際、

強い高コレステロール食負荷をかけたモデルの場合、インフラマソームを欠損

させても動脈硬化が抑制されなかったという報告もある(50)。 

他にも、皮膚と血管の環境の違いも影響している可能性がある。組織を構成

する細胞の違いや、取り巻く毛細血管やリンパ管の分布あるいは透過性の違い、

血圧や体動などによる物理的刺激の違い、酸素濃度の違い、これら様々な因子

が局所へのリポ蛋白の供給や変性のさせ方、コレステロール引き抜き能、炎症

細胞の浸潤の程度、あるいはサイトカインへの反応性、などの差異を規定して

いるかもしれない。これらも今後検証していく必要があると考えている。 

 

③ACAT1欠損が NLRP3 インフラマソームを活性化させた機序 

 

 少なくとも皮膚病変に関しては、ACAT1 を欠損した骨髄細胞が、コレステロ

ールを負荷されることで、NLRP3インフラマソーム活性化を誘導したと考えら

れたため、その具体的な機序について検証した。まず、ACAT1欠損マクロファ

ージが、コレステロール結晶や ATPといった既知の DAMPsによる NLRP3イ
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ンフラマソーム活性化をより起こさせやすいという事象は指摘できなかった(図

15)。また、細胞内の遊離コレステロールが直接 NLRP3インフラマソームを活

性化させていることも証明できなかった(図 17-18)。対して、ACAT阻害薬を用

いた過去の既報と同様に(17)(18)、ACAT1欠損マクロファージにおいても、遊離

コレステロールの蓄積が CHOPや TNFαの遺伝子発現を亢進させていること

が確認された(図 19)。TNFαは CD47の発現を低下させることで正常なエフェ

ロサイトーシス(貪食細胞によるアポトーシスを起こした細胞の除去)を低下さ

せることが報告されており(51)、遊離コレステロールを蓄積したマクロファージ

は、小胞体ストレスなどでアポトーシスを起こした後に正常に処理されず、死

細胞が周囲に DAMPsを供給してしまうことで、それらが間接的に NLRP3イ

ンフラマソームを活性化させている可能性が考えられた。前述の通り、NLRP3

インフラマソームが活性化される状況に至ると、サイトカインの放出によって

さらなる炎症細胞が誘導されると同時に、pyroptosisと呼ばれる細胞死によっ

て DAMPsがさらに放出され、局所でのインフラマソーム活性化が持続する。

感染を契機としたインフラマソーム活性化機構の場合、pyroptosis はマクロフ

ァージ自身が感染の足場とならないようにするための生理的な反応であり、呼

び寄せられた好中球などによって感染が除去されることで炎症は収束していく

が、今回のように、コレステロールのようなマクロファージ以外の機構での局

所からの除去が難しいものが病因になっている場合には、病変への定着が起こ

ってしまい、炎症が持続し慢性化するものと考えられた。  
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7. 結語 

 

骨髄由来細胞における ACAT1欠損は、主に NLRP3インフラマソームを介し

て高コレステロール血症に随伴する皮膚黄色腫の形成を惹起する。一方、ACAT1

欠損による動脈硬化形成には NLRP3インフラマソームの関与は限定的である。

ACAT1 欠損による細胞内遊離コレステロールの蓄積は小胞体ストレスなどで

細胞死を招き、死細胞からの危険シグナルによって間接的に NLRP3 インフラマ

ソームを活性化させている可能性が示唆された。 
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