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皿■多価不飽和脂肪酸の2面性：4・Hydro坤H帆enalの役割）

【目的】疫学的に魚食が動脈硬化性疾患発症を抑制することが知られている。そのメカニズ

ムとして魚に含まれるdocO泊hexaenoic誠id（m）やeico組pentaenOic血cid（EPA）といったnj

多価不飽和脂肪酸の血管内皮機能改善効果や抗炎症効果が示唆されている。血管内皮細胞に

おいてDHAとEPAには細胞保啓作用に差があり、その理由として、DHAにおいては、その

代謝産物である4－hydro坤h蝋enal（4－HHE）がNuclearぬc細野血沌id2・re加d血αOr2tNr喝経

路を活性化する事を報督した。しかしながら、炎症性サイトカインであるMono野馳

ChemotacdcProtein－1（Mcp・1）の血管平滑筋における直接効果については不明である。

本研究では、血管平滑筋におけるにDHAとEPAの抗動脈硬化惟用が、これらから生成す

る4粛HEにより調節されるとの仮説を立て、血管組織および培養血管平滑筋細胞を用いた実

験により検証した。

l方法】ラットから務出した血管組織および、ラット嗜養血管平滑筋細胞（VSMCs；．V蜘u短

smoothmusclecdls）に、DHA、£PAおよび4・HEEを添加することにより検討を行った。細胞

生存率の判定はMTTasS呼を、遺伝子発現変化は定量的愕料tim8PCR法を、アポトーシスは

West即n別ot法による切断化C坤囲朗－コの蛋白最定量を、細胞内相蹴戒wo坤genSpeci朋（nO動
産生は馳DCFDA絵を、組織内4胡HE含量はLC－MS／MSを用いて解析した。Nr佗および抗

酸化酵寮Hcm00柑詳n耶¢・l（Hmoxりの関与を明らかにするため、5iRNAを用いたノックダウ

ンを行った。

【結果】

①ラット鮪出血管において、DHAの解雇は、濃度依存性脚・拍叫叫にMcp－lmRNAを強

く抑制したが、EPAはほとんど効果がなかった。組紙内4・HHE堂はDHAでは増加した

が、丘PAでの増加は極めて軽度であった。4・HHE（25・50岬l）は、MqトlmRNA発現を抑

制した。

②　ラット締出血管において、DHAと4－HHEの押直はHlmX・lmRNA発現を誘導したが、EPA

には効果がなかった。内皮細胞をはがした血管でも同様の結果であったことから、仮説通

りに平滑筋においてもDHAは4・HHEを介してNrだを活性化している事が示唆された。

（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考療・結論の膿に記載し、2千字

程度でタイプ等で印字すること。

2．※印の柵には記入しないこと。
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一方でラットVSMCsにおいては、

③DHA（25－100pm）、EPA（25－100pm）、および4・HHE（10－50pm）は、Mcp－lmRNAの発現を

濃度依存性に増加させ、これはPrimalγVSMCsでも同様であった。

①DHA（50Ltm）、EPA（50pm）、および4・HHE（25pm）は、MAPキナーゼであるp38，ERK，JNK

のリン酸化を増加させた。Mcp－lmRNAはp33阻害薬であるSB203580により克全に、ERK

阻審薬であるPD粥059により部分的に抑制されたが、JNK阻害薬であるSP600125では抑

制されなかった。

⑤ROS産生は、DHA（50pm）、EPA（50pm）により増加し、抗酸化剤であるNAC（10mM）の

前郷置によりDHAによるROS産生は完全に抑制された。同時にNAC（10mM）の前卿置

により、DHA、EPA、および4朋HEによるMcp－lTnRNA発鄭ま完全に抑制された。

⑥DHAの代謝産物である4－HHE（25pm）により誘導されたMcp－lmRNAの発郵ま、SiRNA

によるN戒のノックダウンやNAC前押置により減少した。

①DHA（150pm）および4－HHE（5叫m）は、MTrass町による軌定で、細胞生存率を低下させ

たが、EPAでは効果がなかった。DHA（）50pm）および4－HHE（50pm）は、切断化Caspase－3
のタンパク発現を増加させたことから、アポトーシスを誘導すると考えられた。

【考察】

本研究により、摘出血管組織において、DHAとEPAにはMcp－1発現の抑制効果に差があり、

少なくとも一部は代朝催物である4・HH胆が関与する事を明らかとした。この現象は培養平滑

筋細胞では再現されず、DHAとEPAおよび4－HHEのいずれもMcp－］mRNA発現を上昇させ

た。また、このMcp」発現誘導は、酸化ストレス・p38、N戯経路を介していることを明ら

かにしね。さらに、DHAや4・HHEは平滑筋細胞にアポトーシスを誘導させることを見出し

た。

一見矛盾するこの現象は、培養血管平滑筋細胞は、正常血管の平滑筋とは異なり、活発に

増殖している事に由来するのではないかとの着想に至った。アテローム性動脈硬化巣では、

形質転換した血管平滑筋細胞は活発に増殖している。DnAやEPAによってMcp－lmRNAが

増加する事は、傷害された細胞からマクロファージへの、自己清浄化のためのシグナルであ

る可能性がある。すなわち、正常血管では、DHAはMcp－1を抑制して抗炎症作用を示し、ア

テローム性病変組織においては、形質転換した平滑筋細胞をアポトーシスさせた上に、マク

ロファージを浸潤させている可能性がある。

本研究の限界として、動脈硬化症モデルでの検証ができなかった点がある。文献では、形

質転換し酸化脂質を多く含んだ平滑筋が、Mcp－1発現を増加させてアテローム形成促進をす

ることは知られているが、DHAや重HHEの関与についての知見は不十分であり、今後の研

究課題である。また、理論上はEPAも4－HHEを生成するはずであるが、我々の検討ではDHA

とEPAでは重HHEの生成量に大きな差がある。この点に関しても今後の課題と考える。

【結論】

アテローム性動脈硬化症に対するn－3多価不飽和脂肪酸の作用として、EPAとDHAの作用

には差がある可能性が示唆された。また、正常血管と培養細胞ではMcp－1調節に関して2面

性を有している事、そのメカニズムの少なくとも一部は代謝産物である4欄HEが関与する事

を明らかにした。



別紙様式8（課程・論文博士共用）

学位論文審査の結果の要旨

整理番号 753 長山　浩二

論文審査委員

（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）

疫学的に魚食が動脈硬化性疾患の発症を拘制することが知られている。そのヰカニズムとし

て、魚に含まれるdocosahexaenoicacid（DHA）やicosapentaenoicacid（lPA）等のnT3多不

飽和脂肪酸の血管内皮機能改善効果や抗炎症効果が示唆されているが、血管平滑筋における抗

動脈硬化作用については不明である。

本研究は、血管平滑筋においてDHAとIPA、これらの代謝産物である4－hydroxy hexenal

（4－HHE）が、抗動脈硬化作用を有するかを、単球走化蛋白（Mcp－1）を指標として、、ラット摘出血

管と培養血管平滑筋細胞を用いて効果を比較し、以下の点を明らかにした。

1）摘出血管では、DHAとエPAには鮎p－1発現の抑制効果に差があり、その一部は4－HHEが

関与すること。

2）培養血管平滑筋細胞では、摘出血管とは対照的に、D臥、IPA、4－佃EがMcp－lmRNA発現

を誘導すること。

3）培養血管平滑筋細胞でのMcp－1発現誘導は、酸化ストレス、p38、Nrf2経路を介するこ

と合

4）DHAや4－mEが、培養血管平滑筋細胞にアポトーシスを誘導すること。

本論文は、血管平滑筋におけるn－3多不飽和脂肪酸による抗動脈硬化作用について新しい知

見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士（医

学）の学位論文に値するものと認められた。

（総字数　598　字）

（平成28年1月27日）


