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炎症に関与する酸化脂質メディエーター

は じ め に

リン脂質やコレステロールエステルなどを構成する多価

不飽和脂肪酸は酸化に最も鋭敏な生体構成成分であり，プ

ロスタグランジンなどの生理活性脂質の起源であることは

いうまでもない．一方，生体における脂肪酸の酸化反応は

酵素反応を介した合目的なものに限らず，フリーラジカル

連鎖反応を介する脂質過酸化反応のように，脂肪酸の酸化

的分解により短鎖アルデヒドなど様々な酸化物を生成する

反応も含まれる．これまでの研究から，プロスタグランジ

ンのような生理活性脂質だけでなく，こうした脂質過酸化

反応によって生成される化合物の多くが細胞応答誘発作用

を示す脂質メディエーターになりうることが明らかになっ

てきた．一方，最近筆者らは n-６系多価不飽和脂肪酸に由

来した短鎖アルデヒドの一つである４-ヒドロキシ-２-ノネ

ナール（HNE）が，マクロファージなどにおいてプロス

タノイド合成の律速酵素であるシクロオキシゲナーゼ-２

（COX-２）の遺伝子発現を特異的に誘導することを見いだ

した．また，その誘導機構の解析過程において，HNEに

よる COX-２の誘導には細胞培養に用いる血清成分が必須

であることを見いだした．さらに，同定された血清成分

は，以前より動脈硬化症発症の初期過程におけるマクロ

ファージ泡沫化への関与が示唆されてきた分子であった．

本ミニレビューは，COX-２誘導分子としての HNEの発見

から，血清成分の同定，さらに HNEと血清成分が協調し
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て活性化するシグナル伝達機構の確立に至る一連のストー

リーである．

１． COX-２を誘導する酸化脂質メディエーター

COX-２はプロスタノイドの生成過程における律速酵素

であり，COX-２の過剰な発現は炎症反応の亢進をもたら

すものと考えられている１）．炎症と関わりの深い動脈硬化

症などの病態においてその発現の亢進が免疫組織化学的に

確認されているが，興味深いのはその局在であり，動脈硬

化病巣では泡沫細胞に発現がみられる．従って，当初から

マクロファージ泡沫化の一因とされる低密度リポタンパク

質（LDL）との関連性が示唆されてきた．LDLはその高

い多価不飽和脂肪酸含量のため酸化されやすく，泡沫細胞

においてもこれまでに酸化 LDLに起因すると思われる

図１ HNEによる COX-２誘導に必要な血清成分の同定
（A）HNEの化学構造．（B）ゲル濾過によるヒト血清の分画．カラム：Hi Prep １６／６０ Sephacryl
S-３００，溶出液：PBS，溶出速度：０．５ml／min，検出：２８０nm．各フラクション３mlずつ分画．
（C）ゲル濾過フラクションの COX-２誘導活性．HNE（５０µl）存在下及び非存在下において，
各フラクションの COX-２誘導活性を調べた．（D）HNE存在下における酸化 LDLによる COX-２
誘導．HNE（５０µl）存在下及び非存在下において，酸化 LDL（１００µg／ml）を細胞に投与し，
４時間後 COX-２誘導活性を調べた．（E）この段階までに判明した COX-２誘導機構．HNEと酸
化 LDLは独立して細胞に作用することが明らかになった．
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様々な酸化脂質の生成蓄積に関する報告がなされてきてい

る．従って，酸化 LDL成分が COX-２誘導に関わっている

としても何ら不思議ではない．そこで筆者らはマクロ

ファージ細胞株 RAW２６４.７を用い，既知の酸化脂質につ

いて COX-２誘導物質をスクリーニングしたところ，HNE

にのみ著しい COX-２誘導活性を見いだした２）．HNEはリ

ノール酸やアラキドン酸などの n-６系多価不飽和脂肪酸を

生成源とするアルデヒドであり（図１A），その生体分子と

の高い反応性や細胞応答感受性などから，これまでの脂質

過酸化反応生成物の中でも最もよく研究されてきている化

合物である３，４）．

HNEによる COX-２誘導は，肝細胞などの細胞株でも観

察される５）．また，動物（マウス）を用いた腹腔内投与実

験でも碓認され，腹腔マクロファージや肝臓などの各種臓

器における COX-２発現誘導が観察された．さらに，HNE

による COX-２誘導機構の解析を行った結果，p３８MAPK

経路を介した COX-２ mRNAの安定化など，複数のリン酸

化シグナル伝達機構の関与が明らかになった２，６）．興味深い

ことに，COX-２発現に重要な役割を果たすことが知られ

る NF-κBの活性化は全く観察されなかったことから，従

来の受容体刺激に伴う COX-２誘導機構とは異なることが

示唆された．これまでの低分子化合物による遺伝子発現誘

導に関する研究の場合，こうした既存のリン酸化を介した

シグナル伝達機構に当てはめてお茶を濁す程度で済んだ話

であるが，困った（興味深い）ことにこの HNEによる

COX-２発現誘導には，細胞の培養に用いる血清が不可欠

であることが判明した．HNEによる COX-２発現誘導の全

容解明にはこの血清成分の同定を避けて通ることができな

いということであり，COX-２誘導に関与する血清成分の

同定という新たな課題にチャレンジすることになった．

２． 酸化脂質 HNEによる COX-２誘導に必要な

血清成分の同定

血清をあらかじめ加熱しておくと HNEによる COX-２誘

導活性が消失することから，活性成分はタンパク質性であ

ることが予想された．そこで，血清成分を限外濾過により

分画し，アッセイを行ったところ，血清中の１００kDa以上

のかなり高分子量成分が COX-２発現誘導に関与すること

が明らかとなった．さらにゲル濾過により分画し（北海道

薬科大学・高橋和彦教授との共同研究），それぞれのフラ

クションについて HNE存在下 COX-２誘導活性を調べたと

ころ，アルブミンおよびリポタンパク質画分に活性がみら

れたが（図１B，C），比活性からリポタンパク質が活性成

分の本体であることが示唆された．実際，超遠心分離によ

りウシ血清からリポタンパク質を調整したところ，リポタ

ンパク質単独では COX-２の発現上昇がほとんど見られな

かったのに対し，HNE存在下においてはリポタンパク質

濃度依存的に COX-２の発現上昇が確認された．さらに，

リポタンパク質を超遠心により分画し COX-２誘導活性を

調べた結果，LDL画分に最も強い COX-２発現誘導活性が

確認された．こうした結果から，HNEによる COX-２発現

誘導に関与する血清成分は LDLであるものと予想した．

ところが，あらためてヒト健常者血清から LDLを調整し，

HNE存在下 COX-２誘導活性を調べたが，全く活性がみら

れなかった．市販の LDLには強い活性があるのにもかか

わらず，である．

３． 血清成分の正体

LDLはトリグリセリドやコレステロールエステルを分

子内に含み，それをリン脂質が取り囲んだものにアポリポ

タンパク質 B１００が結合した球状構造体である．LDLは未

変性の状態ではアポタンパク質 B１００が細胞表面の LDL

受容体（LDLR）に認識されエンドサイトーシスにより取

り込まれる．しかし，アセチル化や酸化修飾などにより生

じた変性 LDLは LDLRには認識されなくなり，それに代

わってスカベンジャー受容体に認識され，積極的に細胞に

取り込まれるようになる７，８）．このスカベンジャー受容体に

よる変性 LDLの取り込みは動脈硬化の発症及び進展にお

ける大きなリスクファクターの一つであるものと考えられ

ている９）．

これまでのデータから LDLは未変性の状態では COX-２

の発現誘導に関与せず，市販の血清から調整した LDLの

み活性を示すようになることが明らかになった．このこと

から，市販の血清中に含まれる LDLが凍結融解により変

性し，これにより COX-２誘導活性を示すようになったも

のと予想した．実際，健常者血清より調整した LDLを用

い，凍結融解の可能性について調べた結果，HNE存在下

においても未変性 LDLは COX-２の発現を誘導しなかった

のに対し，凍結融解処理した LDLは HNE存在下において

顕著に COX-２を誘導した．さらに，動脈硬化発症の初期

に関与するものと考えられている酸化 LDLについても検

討したところ，著しい COX-２誘導活性を示すことが判明

した（図１D）．こうした結果から，HNEによる COX-２発

現誘導に関与する血清成分は酸化 LDLを含めた変性 LDL

であるものと結論した１０）．
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４． CD３６を介する新しい COX-２発現誘導機構

当初，反応性の高い HNEが変性 LDLに共有結合し，そ

れにより生成した HNE修飾変性 LDLが COX-２誘導に関

与するものと予想した．しかし，HNEと変性 LDLとのプ

レインキュベーションにより誘導活性はむしろ減弱したこ

とから，それぞれの分子が独立して細胞に作用するものと

予想された（図１E）．当然のことながら，変性 LDLが作

用するのは細胞膜分子であるスカベンジャー受容体が考え

られた．スカベンジャー受容体が関与しているならその発

現変動があるであろうと期待し，LDL受容体を含めいく

つかの受容体について検討した．その結果分かったこと

は，変性 LDLの有無に関わらず，HNEは単独でスカベン

ジャー受容体の一種である CD３６の発現を誘導するという

ことであった（図２A，B）．CD３６は細胞外因子に対する

受容体であり，それが機能するためには細胞表面に移行す

る必要がある．それゆえ，CD３６の発現上昇を示す際に

mRNA量の上昇だけでは不十分であり，細胞表面の発現

量について示す必要がある．実際，CD３６の細胞表面上で

の発現量をフローサイトメトリーで調べたところ，発現量

の増加が確認された．またラベル化した変性 LDLの細胞

への結合量についてフローサイトメトリーにより解析した

結果，HNEを処理した細胞では未処理の細胞と比較して

相対的な蛍光強度が上昇していること，すなわち変性

LDLの結合量が上昇していることが確かめられた．ここ

でやっと全体のシナリオがみえてきた．HNEは CD３６の

遺伝子発現誘導を，また変性 LDLは HNEにより発現亢進

された CD３６を介して COX-２を誘導する，というもので

ある．この時点において，HNEが CD３６を誘導するとい

う報告はあったが，CD３６が COX-２の発現誘導に関与す

るという報告は全くなかった．従って，これを証明すれば

ほぼ全容が解明されたことになる．CD３６ siRNAの細胞へ

の導入により，期待通り，CD３６のノックダウンによる

COX-２の発現上昇が抑制された．さらに CD３６過剰発現

細胞を用い，COX-２発現を検討したところ，CD３６が過剰

に発現した細胞ではもはや HNEによる CD３６誘導は必要

でなくなり，酸化 LDL単独でも COX-２誘導が確認された

（図２C）．こうして，CD３６が COX-２誘導に関与する受容

体であることが初めて立証されたのである（図２D）．

５． HNEが作用する細胞膜受容体

こうした一連の研究により，酸化脂質である HNEは

CD３６の遺伝子発現誘導に作用していることが判明した．

一方，HNEにより誘導されると考えられていた COX-２

は，血清に含まれる変性 LDLにより CD３６を介して誘導

されていることが明らかになった．つまり HNEは変性

LDLによる COX-２誘導を手助けしていたのである．興味

を惹くのは HNEが何に作用し，CD３６シグナリングを活

性化するのかという点であろう．HNEがリガンドとして

受容体に作用すれば一層面白い．これまでのデータを集約

すると，HNEは細胞表面受容体を共有結合修飾により活

性化し，これにより下流のシグナル伝達機構が活性化され

るものと考えられる．実際，HNEは標的タンパク質の一

つとして上皮成長因子（EGF）受容体に結合し，EGF受

容体の自己リン酸化を亢進することが確かめられてお

り１１），さらにその下流のシグナル分子である PI３Kや PKC

の活性化も観察されている．このように HNEによる EGF

受容体への結合および活性化が CD３６の誘導に関与するの

は少なくとも部分的には間違いないであろう．

以上の結果から，酸化 LDLを含む変性 LDLを直接の誘

導因子とする COX-２の遺伝子発現誘導機構は図３のよう

に予想されている．酸化ストレスあるいは酸化 LDLを生

成源として細胞内外に生成された HNE（図３A）は EGF

受容体に作用し，PI３K／PKC経路を経て CD３６の遺伝子発

現を亢進させる（図３B）．さらに CD３６の発現増加は酸化

LDLの取り込みを促進し（図３C），COX-２の遺伝子発現

の亢進に至る（図３D）１０）．

お わ り に

生命は脂質を酸化して様々な生理活性物質を作り出す仕

組みを備えた．しかし，それは同時に常に脂質過酸化反応

に曝されるという危険と隣り合わせになった．フリーラジ

カル連鎖反応を主体とする脂質過酸化反応は多岐にわたる

酸化脂質を生成し，それらの多くがタンパク質や遺伝子に

直接作用することが知られている．酸素と脂質を利用して

生きていく限りこの反応の影響は避けられない．本ミニレ

ビューの主人公である HNEは脂質過酸化反応生成物の一

つであるが，その反応性（特にタンパク質）や細胞機能特

性は，酸化脂質の中でも際立ってユニークである．今後さ

らに情報が蓄積され，HNEを含めた酸化脂質メディエー

ターの本質的な役割，特に悪役としての疾病との因果関

係，が明らかになることを切に期待したい．
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図２ CD３６を介した新しい COX-２発現誘導機構
（A）HNE単独投与（５０µM）による LDL受容体，スカベンジャー受容体，及び COX-２
の遺伝子発現誘導．（B）HNE（５０µM）／酸化 LDL（１００µg／ml）同時投与による LDL
受容体，スカベンジャー受容体，及び COX-２の遺伝子発現誘導．（C）HNE／酸化
LDL同時投与による COX-２誘導における CD３６ノックダウンの効果．HNE（５０µM）
及び酸化 LDL（１００µg／ml）投与前に細胞を CD３６siRNAにより２４時間処理した．CD
３６及び GAPDHの RT-PCR（上）．COX-２のウェスタンブロット（下）．（D）HNE（５０
µM）／酸化 LDL（１００µg／ml）同時投与による COX-２誘導における CD３６過剰発現の
効果．CHO-K１（コントロール細胞）及び CD３６-CHO（CD３６過剰発現細胞）を用い，
酸化 LDL存在下，HNE投与による COX-２誘導を調べた．CD３６及び GAPDHの RT-
PCR（上）．COX-２のウェスタンブロット（下）．（E）この段階までに判明した COX-２
誘導機構．HNEは CD３６の発現誘導に，酸化 LDLは CD３６を介して COX-２を誘導
することが明らかになった．
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（（株）豊田通商）など，かつて私のグループに在籍した学

生達の努力の賜物である．また，高橋和彦教授（北海道薬

科大学），永井竜児博士（熊本大学医学部），及び新井洋由
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図３ HNEと協調した酸化 LDLによる COX-２誘導の分子機構
酸化ストレスあるいは酸化 LDLを生成源として細胞内外に生成された HNE（A）は EGF受容
体に作用し，PI３K／PKC経路を経て CD３６の遺伝子発現を亢進させる（B）．さらに CD３６の発
現増加は酸化 LDLの取り込みを促進し（C），COX-２の遺伝子発現の亢進に至る（D）．
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