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　　The　effects　of　sulfatide（cerebroside　sulfate，　CS）on　Iow・density　lipoprotein（LDL）uptake　and　degradation

by　reside飢mouse　peritoneal　macrophages　were　studied，　LDL　incubated　with　CS（CSLDL）showed　an　increase

Qf　the　negative　charge　and　1251－1abeled　CSLDL（［1251］CSLDL）was　taken　up　and　degraded　by　macrophages

about　3　thnes　more　rapidly　than　cQntrol　1251－1abeled　LDL，　Such　effects　were　llot　detected　when　LDL　was

t・eat・d　with・ther　gly…phi・g。1ipids　such・・gl・b・t・tra・sylce・amid・，9・1act・・ylceramid…g・・gli。tet，a。，yl．

ceramid・・Macr・phag・d・g・ad・ti・・Qf［1251］CSLDL　was　sig・i丘ca・tly　i曲it・d　by　acetyl・t，d　LDL（A，LDL）

but　poorly　by　LDL　Cellular　cholesteryl　ester　content　increased　marginally　after　incubation　with　CSLDL　fQr

24h・urs・H・w・ve・，　f・・ther　st・dies　reveal・d　th・t　acy1・c・e・zyln・A・ch・lester・1・・ylt・ansf，ra、e　activity　Qf

macrophages　after　incubation　with　CSLDL　for　5　hours　increased　3　times　over　control　with　LDL　and　that　the

plasma　membrane　free　cholesterol　which　was　converted　to　cholesteryl　ester　ilユcreased　mQre　with　CSLDL　than

with　LDL　These　results　suggest　that　CSLDL　enhances　its　uptake　by　macrophages　possibly　via　the　AcLDL

receptor　pathway　and　consequently　stimulates　cholesteryl　ester　synthesis．　CSLDL　may　play　a　role　in　the

P・th・1・gical　d・p・siti。11・f・h・lest・・yl　est・・i…t・・i・1　w・11　mac・・ph・g・・．　Sルゴ翻燃ノ4ヱ’305－3ヱ5，

ヱ993
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　　　　　　　　　1　緒　　　言　　　　　　　　　　　マとなっている。細胞に蓄積している脂質は1血清中

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の低比重リポタンパク質（low－density　lipoprotein，

　初期のアテローム硬化巣は，血管内膜下への泡沫細　　LDL）から供給されると考えられてきたが，　LDLは，

胞の浸潤が特徴的といえる1）・月讃滴を豊富に含んだ　そのままではMφの脂鰭積をほとんど促さない。

泡沫細胞の多くは，単球から分化したマクロファージ　　最近，LDLを種々の方法で修飾することにより，培

、（Mφ）由来と考えられており2）・その泡沫化の機序　　養Mφ中のコレステリルエステル（CE）が増加して

は，動脈硬化の成因を解明する上で非常に重要なテー　　くることが明らかになり，様々な修飾LDLが数多く
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　　　　　　H　．OH　　　　プ・テオグリカソはLDLと翻口性が高く・かつLDL

H’C“（CH2）”C＝fi“fi）CH－cH，．・・　　窺晶㌶潔蕊窯惣濃1輪∴1嘆監

H’C－（CH痰mH　　　・・繍・…らえた報告はない・
　　　　　　　　CH20H　　　　　　　　　本研究では上記の問題をふまえて，　CSによるLDL

　　　　　　，？／・／A　°＼　　の修飾・・生・るか・…灘的繍た・さ’・…，

　　　　　　・…3HH　野葱潔惣饗論、罵漏
　　　　　　　　　　H　　　OH　　　　　　　するCSの関与について検討したところ，有恵義な結
Sulfatlde @　　　　　　　　so、一・，aG・］β1－，IJCe，　　　果を得たので報告する。

　a、Iacし。sy【・…ideωalce・）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II材料と方法

　　　　　　　　　　　　　　　　　6a　sl－）1’CGV
　。L。b。t，し，、。、，lce，、m互d，（Gb、c。，）　　　　　　 A糖脂質
　　　　　GalHAc　nl”3　Gala1－一｝4　Galβ1－，4　GIcn1－b　1「Cer　　　CSはブタ（LWD種）脊髄から11】，ガラクトシル

　Gaiisli°tet「a°sy［ce「amide（Gg’Ce「）　　　　　　　　　　　セラミド（GalCer）はヒト剖検脳から12｝，グロボテト

，、g，　I　S、1：，1、ll跳蟹1雛欄，器陥e，ラオ・ル…ド（…Cer・は正常・・保存興

　　　CS＞a。d。th，，　gly，。，phi。9・lipiCl・．　G・1，型赤血球から13’それぞれ精製した・ガガリオァトフ

　　　9。lact。，，；C・・，　ce・amid・；G・INA・，・N－acetyl　オシ・レセラミド（Gg4C・・）はウサギ（日本白色種）

　　　galactosac　rnine；　Glc，　glucose，　　　　　　　　脳のGM1ガングリオシドを脱シアル化して精製し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た12）（Fig，1）。

報告されるようになった。しかし，実際にどのような　　B　リポタンパク質

修飾が生体内で起こっているのかについては不明な点　　　LDL（d；1．01・9－1．063g／ml）はヒト新鮮血清から

が多い。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　超遼心により調製しte　14｝。　AcLDLはBasuら15）の方

　今までに報告された修飾LDLにはおもなものだけ　　法によって調製した。　CS修飾LDL（CSLDL）は以

でも，アセチル化LDL3｝（acetylated　LDL，　AcLDL）　　下のように調製した。ガラス試験管中で，　CS（10－40

を初め，血管内皮細胞4）やマPソジアルデヒド5）を用い　　nmol）をDulbecco’s　MEM（DMEM，　FIow　Lab．）に

た酸化LDL，凝集LDL6｝等がある。その中でも糖鎖　　溶解し，これen　LDLを500μ暮加え総羅500μ1とした。

髄を持つ・ソド・イチソ硫酸・，糖月願のガソグリ　37℃，95％・i・－5％CO・下で2塒間イソキ・べ一ト後・

オシド（GM3）8）による修飾は，これらが生体内に普　　1〔〕％lipoprotein　deficient　serum（LPDS），　penicillin

遍的に存在する物質である点が注自される。　　　　　　（100units／m1，　Flow　Lab．），streptomycin（100μg／m1，

　スルファチド（cerebroside　sulfate，　CS）は酸性ス　　Flow　Lab，）を含むDMEM（medium　A）4．5mlを加

フィソゴ糖脂質の一つで，ガラクトシルセラミドのガ　　え10倍に希釈後実験に用いた。LPDS（d＞1．215）は

ラクトースのC3位に硫酸基がエステル結合した構造　　超遠心により調製した。調製後のLDLは4℃で保存

を持つ（Fig．1）。ヒトの組織中に幅広く分布してお　　し，4週間以内に使用した。また，　LPDSは一20℃

り，If［L清中にも0．6411mol／m1存在している9〕。特に目　　で保存した。

を引くのは，動脈硬化巣への特異的な集積で，正常ウ　1・dine－125（585MBq／μ9），　［1　一・・’4C］・1・ic　acid（1・96

サギの大動脈では検出されないのに対し，動脈硬化ウ　　GBq／mmol）はAmershaln社から，　［7－3H（N）］一

サギ（Watanabe　hereditable　hyperlipidemic　ral〕bit）　　cholesterol（806．6GBq／mmol），［4－i4C］cholestero1

の大動脈には280nmo1／g　tissueの存在が報告されてい　　（1．9GBq／mmo1）はDu　Pont社から購入した。

る且゜）。CSは水溶液中では，極性基を外側に向けた形　　C　マウス腹腔Mφ

でミセルになっていると考えられること，また硫酸基　　　マウス腹腔Mφは，ICRマウス（雌，5週齢，日

により陰性に荷電していることから，同じく多数の硫　　本SLC株式会社）の腹腔常在Mφを用いた。マウス

酸基を持つコソドロイチン硫酸との類似性が高いと言　　　（10～20匹）をエーテル麻酔後，頸椎脱臼により屠殺

える。コソドロイチン硫酸を豊寓に含むヒト動脈中の　　し，リソ酸緩衝生理食塩水（PBS）5mlを腹腔内淀射
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冷P°B　叫「ecept°「　　M・…P・・g・

　　　　　　　　　　　Lysosome

1：騰、za、．，コ・・ll・ass・・・…dLD・

3．Degraded　LDL

Fig．2Metabolism　of　LDL　by　macrophages，　ACAT，　acyトcoenzylne　A；

　　　cholesterQI　acyltransferase；Apo　B，　apolipoprotein　B；CE，　choles－

　　　teryl　ester；FC，　free　cholesterol．

した後，洗浄液を回収した。100×9で10分間遠心し，　　を洗った後O．1N　NaOH　300μ1に溶解し，15〔〕μ1をカ

さらにDMEM　30mlに浮遊させ，その一部をニグP　　ウントすることで求めた。さらに100μ1を用いタンパ

シソ染色して血球計算板でMφ数を測定した。これ　　ク質を定盤した。

により2－3×106／匹のMφを得た。再度遠心後，20　　LDLとAcLDLの三251による標識は一塩化ヨウ素

％ウシ胎児血清（Flow　Lab．）を含むDMEMに浮遊　　法にて行っtt　17）。比活性は200～600cpm／11gで，それ

させ実験に応じプラスチック培養ディッシュ（35×10　　それ100cpm／ngに調製後，実験に用いた。

nun；Nunc社），マイクロプレート（24孔，径16nun；　　D　［14C］cholesterol標識LDL

Nunc社）または培養フラスコ（25cm2；Nunc社）に　　　LDLの［4－i4C］cholesterolによる標識は，　Xuと

分注した。37℃，95％air－5％CO，下で2時間静置し　　Tabas18｝の方法で行った。　LDL（2mg　protein）を185

た後，浮遊細胞を除去するためにDM£Mで3回洗い，　kBq（5μCi，94nmol）の［MC］cholesterolを含むヲド動

medium　Aに培地交換し実験に用いた。培養は全て　　化LPDS　5mlと37℃，2時間イソキュベートした後，

37℃，95％air－5％CO2下で行った。実験終了後には　　超遠心によりLDL画分を回収した。

培地を除ぎ，付着細胞を02％ウシ血清アルゾミン　　E　［3H］cholesterol標識Mφ

（BSA）含有DMEMで3回，　DMEMで2回，　PBS　　Mφの［7－3H（N）］cholesterolによる標識は，

で1回洗った後1N　NaOHに溶解しLowry法16）にて　　Shinoharaら19）の方法で行った。細胞を37ng　（74

BSAを標準としタソパク質を定最した。全ての測定　　kBq）／m1の［3H］cholesterolとmedium　A中で16時

値は細胞タソパク質董で除し，補正した。　　　　　　　間pulseした後，　DMEMで3回洗い，　medium　Aに

　MφによるLDLの取り込み貴（正確には結合蚤＋　　培地交換し2時間平衡化した。その後DMEMで3回

取り込み鐙，cell・associated　LDL）および分解量　　洗い，修飾または未修飾のLDL（100mg／ml）存在下

（degraded　LDL）は，　Goldsteinら17）の方法を用い，　　で5時間chaseした。実験終了後，培地を回収し液体

修飾または未修飾の且251標識LDL　（100μg／ml，100　　シンチレーショソスペクトロメーター・・で測定した。細

CPm／ng）と細胞（1×106／径16mmウェル）を　　胞は，後述のように脂質抽出後，コレステロール，

medium　A　300μ1中個々の実験条件で5時間イソキュ　　CEを分離して放射活性を測定した。

ベートして得た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　脂質の分析

分解量（Fig．2の3）は，実験培地250μ1中のトリ　　　Mφと修飾または未修飾LDL（100μg／ml）をイン

クロロ酢酸可溶画分をガンマスペクトロメーターで測　　キ＝ベート後，培地を除き細胞を0．2％BSA含有

定した値から箪出した。細胞を入れずに行った対照で　　DMEMで3圓，　DMEMで2回，　PBSで1回洗って

は，分解量はわずかだったが，この値を差し引いたも　　からヘキサソ／イソプμパノール（3：2，v／v）で2

のを細胞による分解量とした。　　　　　　　　　　　　　回抽出した（室温　30分間）2°）。抽出液は窒素気流下

取り込み蛍（Fig．2の1十2）は，培地を除き細胞　　で乾圃してから薄層クロマトグラフィー（TLC）で
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分析した。HP－TLCプレート（Merck社）にて既知　　H　CSと・LDLの結含

twの，レステ・一ル，　CEとともに謙｝蝦開した。　CSのエ〃一ル溶液をプラスチPt　7ウェル
展開溶媒には，ヘキサソ／エーテル／酢酸（80：20：　　（Removawell’rM，　Dyllatech　Lab．）に分注し，37℃に

2，v／v／v）を用いた。酢酸銅リソ酸試薬を噴霧し150°　　2～3時間置き，　CSを乾固させた。非特異的結合を

C，15分加熱して得た炭化スポットをデソシトメータ　　ブロックするために1％ゼラチソ含有PBS　100μ1を

一（CS9000，　Shimad、u）で趨した．また，灘実　加え，室温に2H欄置いた・1％ゼラチソ舗PBS

験では。一嚥気で着色した・レステ・一・レ，CEの　で2回洗い，’2sl標識LDL（265・pm／・9，11・9／ml　O・1

スポットを削り取り，液体シソチレーショソスペクト　　％ゼラチソ含有PBS）「J　OPt　1を加え，37℃に1時間置

ロメーターで測定した。脂質抽出後1N　NaOHを加え　　いた。その後，1％ゼラチン含有PBSで5回洗い，

て可溶化し，細胞タンパク質を定最した。　　　　　　　ウェルを切離しガソマスペクトロメーターで結合蚤を

G　Acyl－coenzyme　A：cholesterol　acyltransfer一　　測定した。

・se（ACAT）活性の測定　　　　　　　　　　III結　果
　Sodium　［14C］oleate－albumin　complex　（10mM

sodium　［i4C］oleate，　albumin　120mg／m1，比活性　　A　CSLDLのMφへの取り込み

8，880dpm／。m。1）欄製し171，修鰍たは宋修飾　LDLのMφへの馳込み量は・LDLをCSとプレ
LDL（100μg／ml）を含むmedium　A　500μ1に，それ　　インキュベートすることにより有意に増加し，その増

それ5μ1ずつ加えた。この培地でMφを5時間培養後，

細胞の脂質を抽出しCE中の放射活性を測定した。　　　　　量　　10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　詔
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6含　　8
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　¢■－　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　vg

l　　　　　＊　ll　6
ギ　　　　　　1葦：
鋸　　4　　　　　　　　　　　　　　　　　　F
墾　　　　　　　　　　　　　』　・
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　J　　　　2
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　　　　0

＊
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　None　CS　　Gb4　　Gal　G94　 （Ac）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GlyCOSPhtngoliplds

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．4　Effect　of　glycQsphingolipids　on　the　cell　asso－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ciation　and　degradation　of　LDL　by　macro・

　　　　　　　。　2。4。6。8。　　ph・ges・Mac・・ph・g・m・n・1・y・rs（1x106／
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16mm　well）were　incubated　Ill　300μl　of

　　　　　　　　　　cs（nmollmg　LDし’鵬り　　　　　　　　　　　medium　A　containing　100μg／ml　of　1251・labeled

Fig．3Effect。f・ulf・tid・（CS）i・te・acti。・with　l・w－　　acetyl・t・d　LDL（A・）・r　1251－1・b・1・d　LDL（［1251］

　　　density　lipoprotein（LDL）on　the　cell　associa－　　　　　　LDL）which　was　preincubated　with　or　without

　　　tion　and　degradation　of　LDL　by　macrophages。　　　　　　（None）indicated　glycosphingolipids　（Gb4＝

　　　Macrophage　monolayers（1×106／16mm　wel1）　　　　　Gb4Cer，　globotetraosylceramide；Ga1＝Gal・

　　　were　incubated　in　300μl　of　medium　A　contain・　　　　　　Cer，　galactosylceralnide；Gg4＝　Gg4Cer，　gan－

　　　in嘉100μg／ml　of　1251－1abeled　LDL（［1251］LDL）　　　　　gliotetraosylceramide）．　Each　glycolipid　was

　　　which　was　preincubated　with　indicated　con－　　　　　preincubated　at　a　concentration　of　80mnol／mg

　　　centrations　of　CS、　After　5　hr　at　37℃，　cell　　　　　LDL／m1．　After　5　hr　at　37℃，　cell　association

　　　association（open　bars）and　degradatiQI1（hat・　　　　　　　　（open　bars）and　degradation（hatched　bars）Qf

　　　ched　bars）Qf　［1251］LDL　were　assayed　as　　　　　　［1251］LDL　were　assayed　as　described　under

　　　described　under“Materials　and　Methods”．　　　　　“Materials　alld　Methods”．　Each　bar　represents

　　　Each　bar　represents　the　mean　of　triplicate　　　　　　the　mean　of　triplicate　determinations．　The

　　　determinations．　The　error　bar　represents　SD，　　　　　　error　bar　represents　SD．＊p＜0，05　as　compared

　　　＊p＜0，05as　compared　to　col、trol，　　　　　　　　　　　　to　native　LDL（None）．

308　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1．41



スルファチド修飾LDLとアテn一ム硬化
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　d」　　o
　　　　　　　　LDL　　　　　CS→LDL　　　　CSLOL　　　　　　　　　　　　　　　　　　Competing　lipoproteln　in　medium

Fig，5　Effect　of　CS　interaction　with　macrophages　　Fig．6　The　ability　of　nonradioactive　LDL，　acetylat－

　　　on　the　cell　association　and　degradatioll　of　LDL　　　　　　ed　LDL　（AcLDL）　and　CS　modified　LDL

　　　by　macrophages．　Macrophage　rnonolayers（1×　　　　　（CSLDL）to　compete　for　the　degradation　of

　　　106／16mm　well）were　preincubated　in　300μI　of　　　　　　J251・labe！ed　CSLDL（［1251］CSLDL）．　Each　ma－

　　　medium　A　corltaining　8nmol／ml　of　CS　for　5　hr　　　　　crophage　monolayer　（1×10e／16mm　well）

　　　・t37℃・Aft・・3w・・hes　with　DMEM・m・di・m　　，ecei。，d・300μ1。f　m・di・m　A・・1・t・i・i・g　10μ9／

　　　was　cha・9・d　t・300μ1・f　m・dium　A…t・i・i・g　　mI。f［・2・1］CSLDL　i。　th，　p，e，e。ce。f　m・di・m

　　　1°0μ9／m1・f　1251’1abelρd　LDL（［1251〕LDL）f°！’e　　。1。n，（N。n，），200。9／ml。f・LDL，・A、LDL・・

　　　1・w・d・by・S”．bsequent　incubati°n　f°「5h「at　17　　CSLDL，．After　i。、。b。ti。n　f。，5h，　at　37℃，　th。

　　　諜rよ瓢溜齢ε錨㌫諾ell　・Mg．un・・・…1－1・b・1・e・ρ・？red・・・…h1・…

　　　i。cub・・i・n　with　1・0μ9／ml・f［12・1］LDL（LDL）　　acetlc弓cid層s°1”ble　mate「1a1’n　the　medium　was

　　　。r　1251．1、b，1，d　CSLDL（CSLDL）as　c。nt，。1、．　　d・termln・d・100％・q・a正・O・45Pt9・f［12sl］

　　　Cell　association（open　bars）and　degradation　　　　　　CSLDL　degraded／mg　cell　protein／5　hr・The

　　　（hatched　bars）of［1251］LDL　were　assayed　as　　　　　　data　are　the　mean　of　triplicate　experilnents・

　　　described　under“Materials・and　Methods”．

　　　Each　bar　represents　the　mean　of　triplicate　　むしろCS単独でのMφ活性化による可能性も考えら

　　　determinations，　The　error　bar　represents　SD．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れたので，予め，MφとCS　8nmol／m1を5時間イソ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　キュベートし，DMEMで3回洗った後，　LDL含有培

加量はcs濃度に依存していた（Fig．3）。　CS　80　　地に交換しさらに5時間培養した（Fig．5）。結果は，

nmQ1／mg　LDLでは未修飾LDLと比べce11－　cell－associated　LDL　1．69±O．14，　degraded　LDL

associated　LDLで約2倍（未修飾LDL　O．92±O．06，　　4．04±O、29ptg／mgと対照に比べわずかに増加がみら

CSLDL　1．45±0．26μg／mg；値は平均値±標準偏差，　　れたものの，　CSLDLの1．98±0．09，9．47±O．07μg／

n＝3），degraded　LDLで約3倍（未修飾LDL　2．08±　　mgには及ぽなかった。

O．14，CSLDL　627±0．51μg／mg）と明らかな増加を　　　未修飾LDLは，　MφのLDLレセプター経路を介

示した。CS濃度が80nmo1／mlをこえると次第に難溶　　して取り込まれるが，　LDLが修飾を受けるとその修

性になってきたため，以下の実験でe：　CS　80nmol／mg　　飾に応じ，アセチルLDLレセプターに代表されるい

LDL／mlでプレインキュベートし，　CSLDLとして用　　わゆるスカベソジャーレセプター経路を介して取り込

いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　まれる場合がある。そこで，CSLDLのレセプターを

LDLを同濃度の糖脂質（Gb4Cer，　GalCer，　Gg4Cer）　　推定するために，1251標識CSLDL　10μg／mlに，非標

とプレイソキュベートした実験（Fig．4）では，いず　　識LDL，　AcLDL，あるいはCSLDL　200μg／m1を加

れも未修飾LDL（NQne）との間に有意差を認めなか　　えた培地でMφ1をイソキュベートし，競合阻害実験

った。一方，Mφに著明な泡沫化を起こすAcLDLで　　を行った（Fig．6）。阻害率はそれぞれ9．o％，40．9％，

は，cell・associated　LDL　5．63d　O，11，degraded　LDL　　49，4％であり，過剰の非標識LDLでは且251標識

42．5±1．30μg／mgと，特にdegraded　LDLの著しい　　CSLDLのdegradationがほとんど阻害されない（対

増加を認めた。　　　　　　　　　　　　　　照と有意差なし）のに対し，非標識AcLDLと

LDLの取り込みの増加が，　LDLとCSの結合より，　　CSLDLは，ともに同程度の著明な阻害を示した。こ
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Fig．7　Agarose－gel　electrophoresis　of　LDL，　CSLDL　　　　　　plastic　we11s．　To　block　nonspecific　binding，

　　　and　AcLDL　The　arrow　indicates　the　position　　　　　　each　well　was　incubated　with　lOOμI　of

　　　of　sample　apPlication・Lane　1，　control　serum；　　　　　phosphate－buffered　saline　（PBS）containing

　　　lane　2，　LDL；Iane　3，　CSLDL；1ane　4，　AcLDL　　　　　　1％gelatin（1％gelatin・PBS）for　2　hr　at　room

　　　（Fat　Red　7B　staining）．　　　　　　　　　　　　　　　　　temperature．　After　2　washes　with　1％gelatin－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PBS，50μI　of　O．1％　gelatin－PBS　containing

の結果は，CSLDLの取り込みがLDLと競合せずに，　　　　11μ9／ml　of’251－labeled　LDL（［1251］LDL・

A・LDLと飴す・・とを示・…LDL・・LD・・セ　撫霜購醜1朧c濫麟鵬
プターよりむしろアセチ・レLDLレセプターセこよって　　9。1。tin－PBS，　and　th，　。m。unt。f［・251］LDL

認識され，取り込まれる可能1生を示す。　　　　　　　　　　bound　to　each　well　was　deterlnined．　Each　point

B　CSとLDLの結合　　　　　　　　　　　　　　　　　　rePresents　the　mean　of　triPlicate　determina－

　Fig．7にCSLDLのアガP一スゲル電気泳動の結果　　　　　tions・The　error　bar　represents　SD・

を示す。CSを含まない培地中でプレインキュベート

を行ったLDLの泳動度は，コントロール血清中の　　　CSとLDLの結合を確認するためにFig．8の実験

LDLのそれと変わらなかったが，　CSLDLはより陽極　　を行った。　CS（0，1，10，100μg）を乾固させたプラス

側に泳動された。この事実はLDLの負の電荷がCS　　チックウェルに1251標識LDLを加えたところ，結合

とのイソキュベートによって増加することを示す。　　LDL量はCS量に依存して増加していた。

CSは硫酸基を持つことから，　LDLの電荷の変化は　　C　CSLDLの取り込みによる細胞コレステロール量

CSとLDLの結合によると考えられる。　AcLDLは　　　の変化

CSLDLよりさらに陽極側に泳動された。　　　　　　　　　CSLDLは，　AcLDLのようにMφのCEの蓄積

Table　l　Cellular　contents　of　free　cholesterol　and　cholesteryI　ester　after　incubation

　　　　with　lipoproteins（μ9／mg　cell　protein）

Lipoprotein　　　　　　　　　FC　　　　　　　　　　　CE

LDL　　　　　　　　　20．8±2．1　　　　　　　2．2±0．5

CSLDL　　　　　　　22．1±2．4　　　　　　　4．1±1．2＊

AcLDL　　　　　　45．4±2．9＊　　　　224．8±9．5＊

Macrophages（3．5×106／35mm　dish）were　incubated　in　l　ml　of　medium　A　containing

lOOμg／ml　of　LDL，　CSLDL，　or　AcLDL　for　24　hr　at　37DC，　After　6　washes，　the　cellular

lipid　was　extracted　and　developed　on　HP－TLC　plate　with　the　standard　samples　of　free

cholestero1（FC）and　cholesteryl　ester（CE），　The　FC　and　CE　spots　were　visualized　by

spraying　cupric－phosphoric　acid　reagent　and　heating　at　150℃for　l5　min．　The　amounts

of　FC　and　CE　were　then　determined　by　densitometer．　Values　are　the　rneans±SD　of

triplicate　experiments．（＊p〈0．05　as　compared　to　LDL）

310　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1．41



スルファチド修飾LDLとアテローム硬化

Table　2　Effect　of　lipoproteins　on　acyl－coenzyme　A：cholesterol　acyltransferase

　　　　stimulation（nmo！／mg　cell　Protein）

L｛Poprotein　　　　　　　Cholesteryl［14C］oleate

None　　　　　　　　　　O．57±0．02

LDL　　　　　　　　　　　　O，81±0．01

CSLDL　　　　　　　　　　　2．57±O，04＊

AcLDL　　　　　　　　　11．67±0．10＊

Macrophages（1×106／16mm　wel1）were　incし1bated　in　500μl　of　inediuni　A　containing

O．1mM［14C］oleate・all〕ulnin　and　100μg／ml　of　LDL，　CSLDL　or　AcLDL．　A　parallel

incubation　was　also　performed　withQut　1｛pQpr〔，teill　as　a　control（None）．　After　5　hr　at

37℃，the　ce11ular　content　Qf　cholesteryl－［14C］o工eate　was　determined　as　described

under“Materials　and　Methods”．　Values　are　the　means±SD　of　trip工lcate　experiments．

（＊p〈0，05as　compared　to　LDL）

Table　3　Distribution　of　radioactivity　after　incubation　of　lτlacrophages　witlユ［1℃］・

　　　　cholestero1・1abeled　LDL　or　CSLDL（cpm×10－3／lng　cell　protein）

FC　　　　　　　　　CE　　　　Total　radioactivity

LDL　　　　　　　　82．5（99，8）　　　　　　0．1（0．2）　　　　　　82．6（100）

CSLDL　　　　　　192。6（99．4）　　　　　　12（0，6）　　　　　　193．8（100）

Macrophages（6×106／25cm2　flask）were　incubated　in　3　ml　of　medium　A　containin9

100μg／ml　of［艮4C］cholesterol・labeled　LDL　or［14C］cholestero1－1abeled　CSLDL　for　5　hr

at　37PC，　After　6　washes，　the　cellular　lipid　was　extracted　and　developed　on　HP－TLC

plate．　Free　chQlesterol（FC）and　cholesteryl　ester（CE）spots　were　visし1alized　umder

iodine　vapor　and　scraped　to　determine　the　amount　of　［uC］cholesterol　as　described

under“Materials　and　Methods”．　Each　value　in　parentheses　is　a　percentage　of　total

radioactivity．

（泡沫化）を起こすか否かを検討した（Table　1）。マ　　ところ，　CSLDLによりCE合成が増加，すなわち

ウスMφをLDL，　CSLDL，　AcLDL存在下で24時間　　ACAT活性が充進していることがわかった（Table

培養後，細胞中の脂質を抽出し，薄層クPマトグラフ　　2）。CSLDLを加えるとACAT活性はLDLを加えた

イーとデソシトメトリーにより遊離コレステロール　　場合の約3倍に充進していたが，AcLDLを加えた場

（free　cholesterol，　FC）とCEを定蟹した。　AcLDL　　合の約1／5であった。

と培養したMφでは，FC　45．4±2．9μg／mg，　CE　　E　Mφによるコレステロ．・・一一ル代謝

224．8±9．5μg／mgとLDLと比べ著しい増加がみられ　　　前述したように，　CSLDLの取り込みの増加とCE

たが，CSLDLではそれぞれ22．1±2．4，4．1±1．2μg／　　の細胞内蓄積は必ずしも並行しないが，この点を検討

mgとわずかな増加に留まった。　Mφは，　CSLDLを　　する上で1251によるアポタンパクの標識では不十分と

LDLの約3倍取り込むが（Fig．3－5），取り込み蚤　　考えた。　LDL中のFC，　CE（exogenous　cholesterol）

の増加に見合うだけのFC，　CEの蓄積はみられなかっ　　はMφに取り込まれると，ライソゾー・一ム中で大部分

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　がFCに分解され，細胞膜上に移動する（ell－
DAcyl・coenzyme　A：cholesterol　acyltransfer－　　dogenous　chelesterol）と考えられている18｝21）。この

　ase（ACAT）の活性　　　　　　　　　　　　　　　仮説をふまえて，標識コレステP一ルを用いた実験を

　MφのCE合成をさらに詳しく調べるため，修飾ま　　行った。

たは未修飾LDLとともに［14C］oleateを加えた培地　　　まず［14C］cholesterol標識LDLを用いて

でMφを培養し，細胞中のCEの放射活性を測定した　　exogenous　cholestero1の代謝を調べた（Table　3）・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の70％のさらに一部が，LDLの修飾に応じた割合で，
　Pulse
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CE合成に利用されることが確認された。また，

　　N。ne　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CSLDLはLDLに比べ細胞内のCE蚤を有意に増加さ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　せ得ることが明らかになった。
　　LDし

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IV考　　察
　CSLDL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　動脈硬化巣に蓄積する脂質は，コレステロール，

　AcLDL　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CEを中心に数多く研究されてきた。その中には動脈

　　　　0　　20　　40　　60　　80　　100　　　硬化巣中のスフィンゴ糖脂質についての報告もあり，
　　　　　　　　o！e　ot　To髪al　radloactivity
　．　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　特にGM3，　CSの蓄積は特徴的とされる10｝22）23）。今回
Flg・ S、溜e1鵬耀騰、罵h認］艦：の実験でプ・イ・キ・ベーシ・ソ…用・・た・・の・・

　　　CSLDL　or　AcLDL，　Macrophages　were　labeled　　nmol／m1という濃度は・病変部のCSが280nmol／9

　　　with　37　ng／ml　of［3H］cholesterol　for　16　hr，　tissueという報告1°｝からみてin　vivoでも実在し得る

　　　washeCl　3　times　with　DMEM，　and　incubated　for　　濃度といえる。　CSを含む血清中のスフィンゴ糖脂質

　　　2h「in　med｛uln　A　fQ「equ｛1ip「ation（Pulse）・The　　の大部分は，生理的環境下でリポタソパク質上に存在

　　　臨罵錦漂∴職1麟艦・てい・la・・4）・㍉LDLを高灘の・・とイ・キ・ベー

　　　AcLDL　The　chase　was　also　performed　with一　　トすることでLDLのCS結合量を増加させ，さらに

　　　out　lipopr6tein　as　a　contro1（None）・　An　aliquot　　化学的性質を変化させ得る（Fig．7）と考えられる。

　　　of　the　culture　medium　was　saved　to　determille　　　CSLDLのMφへの取り込みは未修飾LDLに比べ

　　　！1：認舗麗、盤翻舗，雛9…1・・増力・し増加量はC・濃度…依存・て・・た

　　　on　HP－TLC　plate．　Free　cho工esterol（FC）and　　（Fig・3）。しかし・このように取り込みを増加させ

　　　cholesteryl　ester（CE）spots　were　visualized　　る性質はスフィソゴ糖脂質に共通するものではない

　　　under　iodine　vaPor　and　scraPed　to　determine　　（Fig．4）。　Gg4CerはLDLに存在するアポBに強い

　　　the　am°unt　gf［3H］・h・1este「・1・・d・・crib・d　親和性を示すという幸賠力・ある・5・が，　LDLに対する

　　　繍，謝e離1畿t號：な8胱輪縦・取・込み蟄には必ず・麟がない・考え・

　　　AcLDL　was　2456，2611，2598，2737　and　　れる・また・GalCerの化学構造は・硫酸基がないこ

　　　2610cpm×103／mg　cell　protein，　respectively．　　とを除けぽCSと同じであるが，　Fig．4でみるように

　　　The　data　are　the　mean　of　triplicate　experi－　LDLの取り込みには影響しなかった。これは，取り

　　　ments’　　　　　　　　　　　　　　　　　　込みの増加に硫酸基の存在が関わっていることを示唆

Total　radioactivityを比較すると，　Mφのcholes・　　しており，同じく，LDLと結合してMφへの取り込

terolの取り込みがCSLDLでLDLの2倍強に増えて　　みを増加させる動脈由来のプロテオグリカゾ）などが

いることがわかり，これは1251標識LDLによる実験　　硫酸基を持つことと合わせ興味深い。　CSLDLの陰性

結果と一致した。その内訳を見るとLDL，　csLDLで　　荷電の増大（Fig．7）はcsの硫酸基によると思われ

それぞれ0．2％，0．6％がCE合成に利用されるだけで，　るが，この陰性荷電はMφに取り込まれやすい修飾

大部分がFCとして存在していた。　　　　　　　　　　LDLのアセチル化LDL，酸化LDLなどに共通して

　次に［3H］cholestero1標識Mφを使ってen・　みられる26）。

dogenous　cholesterolの代謝を調べた（Fig．9）。実　　　CSやガングリオシドは，　Mφに直接作用して禽食

験開始後5時間のうちにLDL，　CSLDL，　AcLDLでは，　　能やある種のレセプターの発現を制御することができ

それぞれ0。8％，6，9％，28．1％がCE合成に利用され　　る27）2B｝ためFig．5の実験を行ったが，これでみる限り

ていた。また，いずれも約30％が培地中に移行してい　　MφによるLDLの取り込みの増加には，　CSの細胞

た。以上から，LDLから取り込まれたコレステロー　　への作用よりもCSによるLDLの修飾がより大きく

ルの全てがCE合成に用いられるわけではなく，細胞　　影響していると考えられた。　CSとMφを予めインキ

中（細胞膜上）にFCとして移行したもののうち，約　　ユベートした系でも取り込みが若干増えているのは，

30％はLDLの修飾と無関係に培地中に移行し，残り　　洗いぎれなかったCSがLDLを修飾したためかもし

FC　　　　　　　　　　CE　　　　　　　Medium
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スルファチド修飾LDLとアテローム硬化

れない。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る。さらに，CEへの利用率を比較すると，それぞれ

　競合阻害実験の結果（Fig。6）はCSLDLが，アセ　　O．8，6．9，28．1％と著明な違いが認められた。この結

チルLDLレセプターで認識される可能性を明らかに　　果からTable　1の結果を説明できる。つまり，5時間

した。未修飾LDLはMφのLDLレセプターで認識　　のインキaべ一トによりCSLDL中のコレステPt　一ル1

されるが，このレセプターは，細胞コレステロールの　　の全てが細胞に蓄えられたとしても，次の5時間では

蓄積によってダウソレギュレーショソを受けることが　　14μg／mgのうち4μg／mgが培地中に移行し，エステ

知られており29｝，未修飾LDLがMφの泡沫化を起こ　　ル化されるのはおよそ1μ9／mgに過ぎないことになる・

さない一因とされている。一方，アセチルLDLレセ　　これに対してAcLDLでは取り込み蚤，利用率とも大

プターは，ダウンレギュレーショソを受けない：°｝ため　　きいため速やかに泡沫化すると考えられる。もっとも

に，細胞中の脂質は無制限に増加し得る。　　　　　　　実際のendogenous　cholesterol墨は流動的と思われ

　CSとプPテオグリカンの類似性については前述し　　るため，さらに詳細な検討が必要であろう。いずれに

たが，プロテオグリカソ修飾LDLはLDLレセプタ　　せよ，　CSLDLによりMφのCE合成が増加すること

一により認識される7）点が異なっている。CSLDLの　　は間違いない。今回の実験で用いたマウス腹腔Mφ

取り込みにはアセチルLDLレセプターの関与が推定　　では長期間の培養が不可能であったが，　CE合成が冗

されるが，レセプターの特定にはさらに詳しい検討が　　進することから考えて，長期培養により泡沫化が起こ

必要だろう。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ってくる可能性が示唆される。

　ここ◎今まで見てきたCSLDLのMφへの取り　　　AcLDLの生体内での存在が否定的なのに対し，　CS

込みを，LDL中のコレステP一ルに注圏して再検討　　はもともとLDL上に存在している物質であり，

してみたい。Fig．1－3からCSLDLのdegradation　　CSLDLのin　vivoでの存在は充分に現実性があると

量の平均は約7μ9LDL　protein／mg　cell　protein／5hr　　いえる。また，家族性高コレステロール血症の動物モ

で，これをLDLのタソパク質／コレステロール重量　　デルであるWatanabe　hereditable　hyperlipidemic

比約1：2として単純計算すると，約14μg／mg／5hr　　（WHHL）rabbitでは血清リポタンパク質のCS含嵐

のコレステP一ルがMφに取り込まれることになる。　　が特異的に増加することが知られている3％この高脂

したがって計算上は24時間で約70μg／mgがFCまた　　血症においてCSを多董に含むLDLが生成されてい

はCEとして細胞中に蓄積するように思われる。とこ　　ることと，　CSLDLがMφに急速に取り込まれCE合

うが，この予想に反してCSLDLとMφの24時間の　　成を充進させることを考え合わせると，　CSを多量に

イソde　aベートではFC，　CEの増加は少なかった　　含むLDLはatherogenicということができ，高脂血

（Table　1）。この理由を明らかにするため，　Mφのコ　　症に続く動脈硬化巣形成のプロセスにCSLDLが関与

レステロール代謝を検討した。　　　　　　　　　　　　していることが充分考えられる。

　まず，Table　2ではCSLDLによりMφのACAT　　　したがって今後，ヒト動脈硬化巣の検討も含め，動

活性がLDLの約3倍に増加していることが解った。　　脈硬化とCSの関係をさらに明らかにしていく必要が

これはAcLDLには及ぼないものの，　CE合成が尤進　　あると思われる。

していることを示す。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　結　　　語
　Exogenous　cholesterol（LDL中のコレステロール）

は，LDL，　CSLDLともそのほとんどが細胞中にFC　　　動脈硬化巣形成におけるスルファチドの関与の有無

として存在していた。また，CSLDL群の標識コレス　　を明らかにするため，スルファチドによる低比重リポ

テP一ルはLDL群の2倍強であり，前述の取り込み　　タンパク質（LDL）の修飾を試み，スルファチドで修

量の増加に見合っていた（Table　3）。一方，　ell一　　飾したLDLがマウス腹腔マクロファージのコレステ

dogenous　choles亡erol（細胞膜上のコレステP一ル）　　ロール代謝に与える影響を調べた。その結果，以下の

の代謝（Fig．9）を見ると，　LDL，　CSLDL，　AcLDL群　　知見を得た。

の全てで，約30％のコレステP一ノレが培地中に移行し　　1　スルファチドで修飾したLDLの一マクロファージ

ているのが解る。この数字はShinoharaら19⊃の報告と　　　への取り込みは，未修飾LDLの約3倍に増加して

ほぼ一致しているが，彼らは培地中へのコレステロー　　　いた。

ルの移行がリポタソパク質を介して起こると考えてい　　2　この取り込みにはアセチルLDLレセプターが関
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　与していると考えられた。　　　　　　　　　　　寓保教授，ならびに恩師である第1内科学教室，関

3　スルファチドで修飾したLDLによりマクロファ　　ロ守衛教授に深謝いたします。また本研究に際し適切

　　一ジのコレステリルエステル合成能が充進した。　　　　な御教授，御助力をいただきました脂質生化学教室上

4　生体内のLDLのスルファチドによる修飾の可能　　村敬一助教授，原　厚講師をはじめ教室の皆様，また，

　性が示唆された。　　　　　　　　　　　　　　　　　附属病院中央検査部，日高宏哉博士に併せて感謝いた

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　します。

　稿を終．えるにあたり1御指導，御校閲を賜りました　　　　なお，本論文の要旨は，第35回日本脂質生化学研究

信州大学医学部心脈管病研究施設脂質生化学部門，武　　会（1993年6月，東京）において発表した。
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