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1．要旨

［目的］カンナビノイド1（CBI）受容体の特異的拮抗薬であるrimonabantは肥満に対する新たな治

療戦略のひとつである。近年、内因性のカンナビノイドシステムが末梢器官においても存在すること

が示されており、我々はCB1受容体がヒト冠動脈二三に存在し、動脈硬化に対してrimonabantが何ら

かの有益性をもたらすのではないかという仮説を立て、これを検討した。

［方法］安定狭心症、不安定狭心症患者における冠動脈粥腫切除標本についてCBI受容体mRNA発現

を比較した。ヒト冠動脈粥腫病変を免疫組織学的方法にて染色し、CB1受容体の発現を確認した。ま

たヒト血液中内因性カンナビノイドをLC／MS／MS法にて測定した。末梢血分離単核球およびTHP－1細胞

（ヒト単核球由来細胞株）とそれらを分化させ作成したマクロファージについてCBI受容体mRNAの発

現を逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT－PCR）法、　rea　l－t　ime　PCR法にて、受容体蛋白の発現をWestern

blot法にて検証した。　THP－1細胞由来マクロファージを用いて、　I　ipopolysaccharide（LPS）刺激に対

する炎症反応をrimonabantが抑制するかどうか培養液中の各種cytok　i　nesとmatr　i　x

metalloprote　i　nase（MMP）一9を測定して検討した。さらに、　CB1受容体遮断が細胞内cAMP濃度、　c－JNK

リン酸化に及ぼす影響を調べた。最後にアポE欠損マウスにrimonabantを投与し、動脈硬化に対する

影響を調べた。

［結果］不安定狭心症患者の冠動脈粥腫切除標本でのCBI受容体mRNA発現は安定狭心症患者と比較

して有意に高値であった。免疫組織染色の画像分析ではfibrous　plaqueよりもatheromatous　plaque

において有意に強いCB1受容体の発現が認められ、それらはCD68陽性領域と一致しておりマクロファ

ージに強く発現して1いると考えられた。また血液中の内因性カンナビノイドは冠動脈疾患患者におい

てより高値であった。RT－PCR法とWestern　b　l　ot法によりヒト単核球由来マクロファージにおけるCB1

受容体の発現が確認された。その発現は単球一マクロファージ分化過程とmacrophage　colony

stimulating　factor，　Oxidized　LDLにより有意に増加した。　THP－1細胞由来マクロファージにおいて、

LPS刺激により誘導されるinter　leukin（1L）一1beta，　IL－6，　IL－8，　tumor　necrosis　factor－alphaおよ

びMMP－9産生を有意に抑制した。　CBI受容体遮断は、細胞内cAMP濃度を増加させ、　c－JNKリン酸化を

抑制した。アポE欠損マウスにおいてrimonabantは動脈硬化発生を有意に減少させた。

［結論］我々はヒト冠動脈粥腫、特にマクロファージに一致してCB　1受容体が発現していること、冠

動脈疾患患者では内因性カンナビノイドシステムが活性化していることを示した。CB1受容体特異的

阻害剤であるRimonabantはin　vitroの培養マクロファージにおいて有意に炎症性伝達物質の産生を

抑制することを示した。抗肥満の治療戦略であるCB1受容体阻害は動脈硬化病変におけるマクロファ

ージの炎症性cytok　i　ne産生を抑制し、抗動脈硬化作用を有する可能性がある。

一1一



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

Background：　Cannabinoid　1　（CB　I）　receptor　blockade　with　rimonabant　represents　a　clinical

therapeutic　strategy　for　obesity．　Recently，　the　role　of　endocannabinoid　（EC）　systeM　has　been

described　in　peripheral　organs．　We　determined　whether　the　EC　system　could　be　involved　in

human　atherosclerosis　and　CBI　receptor　blockade　could　modulate　pro－inflammatory　activity

in　macrophages．

Methods　and　Results：　mRNA　expression　levels　of　CB　I　receptor　in　coronary　atherectomy

samples　were　significantly　higher　in　patients　with　unstable　angina　than　stable　angina

（3．62±2．96　fold，　n＝7；　P〈O．05）．　lmmunoreactive　area　analysis　of　coronary　artery　showed　CB　l

receptor　expression　was　greater　in　lipid－rich　atheromatous　plaques　than　fibrous　plaques，

especially．　in　CD68－macrophages　（9．5±1．2010　vs．　O．6±O．60／o，　n＝5；　P〈O．Ol）．　Levels　of・blood

ECs　were　significantly　higher　in　patients　with　coronary　artery　disease　（CAD；　n＝20）　than

those　without　CAD．（n＝20）　（anandamide，　1．048　［O．687－1．387］　vs．　O．537　［O．468－O．857］　；

P〈O．Ol，　2－arachidonoyl　glycerol，　13．30　［6．65－1621］　vs．　7．67　［6．39－10．03］　pmol／mL；，P〈O．05）．

In　cultured　macrophages，　expression　of　CBI　receptor　was　significantly　increased　during

monoc）舵一macrophage．differentiation（1．78土0．13　fbld，　n＝6，　P＜0．01）．　CB　l　receptor　blockade

in　macrophages　induced　significant　increase　of　cytosolic　cyclic　adenosine　monophosphate

（＋29．9±13．00／o，’n＝＝4；　P〈O．01），　inhibited　phosphorylation　of　c－Jun　N－terminal　kinase

（一19．1±12．60／o，　n＝＝4，　P〈O．05）　and　resulted　in　significant　decrease　in　production　of

pro－inflammatory　mediators　（interleukin　［IL］一IB，　一28．9±10．90／o；　IL－6，　一24．8±7．60／o；　IL－8，

一22．7±5．2％；tumor　necrosis　factor一α，一13．6圭4．8％；matrix　metalloproteinase－9，一16．4±3．8％，

n　＝4－8；　P〈O．Ol）．　Oral　administration　of　rimonabant　（8mg／kg／day）　to　apoE－deficient　mice

significantly　reduced　the　areas　of　atherosclerotic　lesions　in　aorta　（rimonabantl’　12．6±4．00／o，

control；　9．7±2．30／o，　P〈O．05）．

Conelusions：　Patients　with　CAD　demonstrated　the　aCtivation　of　EC　system　With　elevated

levels　of　blood　ECs　and　increased　expression　of　CB　I　receptot　in　coronary　atheroma．　CB　I

receptor　blockade　exhibited　anti－inflammatory　effects　on　macrophages，　which　might　provide

beneficial　effects　on　atherogenesis．
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O．10／o　Tween－20／Tr　is　buffer　saline

tumor　necros　i　s　factor－a

unstable　angina　pectoris
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5．研究の背景と目的

5－1　肥満と心血管疾患

　　　肥満、特に腹部肥満はメタボリックシンドロームと密接に関係しており、心血

管疾患の罹患率と死亡率の増加に寄与している（1，2）。その理由として、肥満（特に

腹部肥満）になると複数の心血管危険因子が合併してくることが知られている。．

Dyslipidemia

↓H肌

@　＼Insulin　resistance　／　DM
　　　　　　　　　・N一一一一・一．
T　insulin　T　gillcose

Hypertension　／

輪編論㎞／
↑TNF一α↑IL－6↑CRP
l　Adiponectin

！！iAtheroS6ie’rosis　t

lC舳。。E耐↑

肥満は全世界で急速に進行している疫学的問題の一つであり、肥満を特徴とするメタ

ボリックシンドロームは心血管疾患罹病率と早期死亡リスクの上昇に関連している

（3－5）o
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こうした点から肥満者には心血管疾患のリスクを減らすような生活スタイル改善プ

ログラムへの参加を促すべきであるが、実際には体重減少の意志がある肥満者でも生

活スタイルの改善のみでは長期にわたり持続的な減量を維持することは難しい（6）。

Table　2　Success　rate　tor　reported　study

groupS，　subdMded　according　te　inraal　・

treatrnent　enorgY　level　of　intaat　diet　and

intensity　ot　foNow－up

No．　ot　No．　ct　rwan
patients　study　groups　／　success　rate　（range）

Overal｛　success　rate

lnfluence　ot　iniv’at　treatment：

　Diet禽done脅曹

Diot脅plus　group　th8r即y

Diet’　plus　behaviour　rnodttication　．

lnfluence　of　energy　｛evel　of　initial　dtet：　’

Very“ow－calorie　diet　（300－600　lrcat124　h）”b

Conventionat　dtet　（80CF1800　kcava4　h）

lnttuence　of　intensity　ot　fe）low－up：

Pass醇。め紹σw－up軸

Ac価ve　follow日up

2131

1337

487

307

304
，1　827

59ア

1534

1　

0
4
7　

8
3　

0
1

2
1　
　
1
1
1

15％　（

15％　（

27％　（1

14％　（

14％　（

18％　（

10％　（

19％　（1

　
　
　

つ

鮒
識
鮒
㈱
鮒

　

コ

暢
眺壇

4

’Conventionet　diet　or　Very－low－calorie　diet．　”　Fasting　was　lnraally　used　in　oneNtuL　drkrvup，

Obesity　review　1，　113－119，　2000

このような事実から、抗肥満薬物療法は心血管疾患の予防治療のたあ、ライフスタイ

ル改善に付加した重要な治療法の一環として認識ざれつつある。
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5－2　内因性カンナビノイドシステム

　　　1990年にマリファナの主成分であるcannabidiolの生体内受容体として7回膜

貫通型のG蛋白共役型受容体が発見された。さらに1992年には、この受容体の内因性

リガンドであるanandam　i　deが同定され、内因性カンナビノイドシステム（

End・cannab　i　n・id　System；ECS）の存在が確認された。その後もリガンドと受容体の

発見があり、現在では、2つの代表的内因性リガンド（Anandam　i　de；、AEA、

2－arachidonoyl　glycerol；2－AG）と2つのGタンパク共役型受容体、カンナビノイド

1型（Cannab　i　no　i　d　1；CB1）受容体とカンナビノイド2型（Cannab　i　no　i　d　2；CB2）受容

体で構成されることがわかっている（7）。CB1受容体は、ヒトでは472個のアミノ酸で

構成され、共役しているG蛋白はGoまたはGiであり、リガンドによる刺激はアデニル

酸シクラーゼの阻害、電位依存性カルシウムチャンネルの抑制、電位依存性カリウム

チャンネルの活性化、mitogen－activated　protein　kinasse（MAPK）の上昇などを引

き起こす。CB1受容体はマリファナの精神作用研究から発見され経緯から中枢神経系

、特に淡蒼球、線条体、黒質、海馬、小脳の分子層、大脳皮質などに多く発現するこ

とが知られている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＃，＝．．M：：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sn－2　NNhidonvlslvcerot　O一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　／ec

　　　　　　　　　　　　　　　CBIre¢eptor
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Seventransmembrane　domain，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G　protein　coupled　receptor

　　　　　　　　　　　　　　　eeewnx

lrcC　Vbi．　4T，　No．　10，　rm

May　i6，　ooO6：t919．　16
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　　　このECSはエネルギーバランス、摂食、脂質糖代謝の生理学的調節にも深く関

与することが報告されでいる（8）6またCB1受容体は中枢神経系だけでなく、末梢でも

脂肪組織や肝臓にも発現することが示されている（9，10）。食物の過剰摂取が続き肥

満になると中枢や末梢においてECSの過剰な活性化がおこり、その刺激はさらなる食

物摂取とインスリン抵抗性の増大やHDLの低下、アディポネクチンの低下を起こす

ことが示されている。

EndoCannabinoid　System　and　Obesity

Excess　food　intake／Obesity
Adipose　tissue

Brain

　　　　コ　　ノ…ザ　　・塾

ξ馨／
t

Overactivity　of　EC　system

T　Food　intake

peripheralcentral
，

琴：廿i。6ti置i。。e、iSian。6「＝

t　Triglycerides

t　HDL－cholesterol

’」　Glucose　tolerance

J　Adiponectin

Lanoet　365，1389－97，2005より改変
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5－3　CB1受容体拮抗薬

　　　これらECSに関連する薬剤は多く開発されているが、その中で初めて臨床応用

可能となったものがrimonabantであり、強力なCB1受容体アンタゴニスト作用を示す

CB1受容体拮抗薬である（11，12）。　r　imanabantは臨床的に有効性を示すことが多く⑳

大規模臨床試験で証明されており、その持続的投与は有意な体重減少とウエスト径の

減少をもたらし、多くの心血管リスクファクターを改善した（13－16）。

　　　Rimonabantによる体重減少、心血管リスク改善効果（RIO　Europe　Study）

＾

O
　

1
2　
　

4　

略　
　

唱　
　

－
o

〔
9
置
濁
還
E
ε
謹
書
呂
無
①
簿

8
0

　

己　
　

講　

喝　
　

惑　
　

－
o

官
呂
婁
芯
総
』
E
ε
艶
塁
と
暢
≧

0　　　　　12

OP瞳聖bo
▲　　勲i㎜曲轟t　5　mg
▲　　 Rirnoniban重　ユO　 mg

BW
　　璽
〒　　　垂†

　　玉’

　　F
Waist

　　　　　　　奎

　　　　　7　垂t

　　　　　　　番’

　　　　　　F
14　36　s］　LOEF

　W曲

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lancet　365，　1389－97，　2005

　　　それゆえ、rimonabantによるCB1受容体遮断は、肥満とそれに関連した代謝異

常に対する新たな治療戦略になると考えられる。このrimonabantによる心血管リスク

フアウターに対する有益な効果は体重減少から予想されるものよりも大きかったた

め、多くの研究者たちがrimonabantには脂肪からのアディポネクチンの分泌や脂肪産

生とエネルギーバランスの制御とい6た体重に非依存性の効果があると考えている

（17，18）。こうした研究は特に肥満に関連した心血管疾患の病態における末梢ECSの

潜在的重要性を示唆している。

　　　　　　　　　　　　　　　　一10一



5－4　動脈硬化と炎症

　　　脂肪線条から進行した粥腫への発展まで、動脈硬化のすべての時期を通して炎

症はその病因、病態に重要な役割を演じており、特にマクロファージの集積はプラー

クの炎症、破綻と急性冠症候群に深く関係している（19）。一動脈硬化発生においてマク

ロファージの炎症活性を減弱するようにデザインされた治療は急性冠症候群の予防

および治療に付加的な価値を持つ可能性がある（20）。

　　　すでに行われた大規模臨床試験にて、CBI受容体遮断はhigh　sensitive－C

react　i　ve　prote　i　n（hs－CRP）を減少させることが示されており（14）、さらに最近行われ

た冠動脈血管内超音波検査を用いたCB1受容体遮断薬による動脈硬化の退縮を検討し

た臨床試験では、二次エンドポイントである全動脈硬化体積を減少させることが示さ

れた（21）。

　Blood　monocyte　Monocyte
　　　’，．　adhered　to

。、誌ン蟻戯

歌ε贈

条儒1

　みバぴ　
　iv鵬n　　　　　　　　　　議・

　　　　　　　　　　　　講e

　　　　　　　　　　　　　ROS　　　　　　　　　　　ロ
　　　　　　　　　総㌧・脚・

　　　　　　　　　　　MMPs
＼晦P。pr。tein

particle

　　Libby，　P．2002．ノVatur（∋420＝868－874．
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5－5　本研究の目的

　　　本研究において、我々はECSがヒトの動脈硬化病変に存在し、　r　i　monabantが動

脈硬化に関連した炎症プロセスを修飾するのではないかという仮説を立て、これを検

証した。そのため、我々はCB1受容体の存在をヒト冠動脈曲面において証明し、

rimonabantがヒトマクロファージにおいて何らかの抗炎症効果を示すかどうか、また

実際に生体への投与で動脈硬化の発生に影響を及ぼすかを検討した。

1．動脈硬化病変にCB1受容体が存在するか？

2．CB1受容体遮断は動脈硬化病変に何らかの効果を及ぼすか？層

　　Endocannabinoids

　　　　　ヨ　　　　　SBi・・king・CBI・ecept…

Rimonabant

　　　　　ほ 一瓢蓼繭麟
噛㌔論1一朧朧膿，ati．n？
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6．研究方法

6－1』 ﾆ疫組織学的染色および定量化

ヒト冠動脈新鮮凍結標本をAmer　ican　Heart　Association（AHA）の組織学的分類に従

し、、　diffuse　int　ima　l　th　i　cken　i　ng　（type　1，　ノ7＝5），　atheromatous　p　I　aques　（type　IV

or　Va，〃＝5），　fibromuscular　plaques（t￥pe　Vc，〃ニ5）の3群に分け免疫組織学的染

色を行い比較検討した（22，23）。

翻書』　卵m伽　　馳晦㎞叫　鯨圃蜘祠　fy…if…lv・t・zr・・na　馳・鋤繊劇

熱謄三論．籔》礁
　　　　もハゆロ
　　　C。，，v、、AM、、、，im、、。n　　S・・r・・一一一一・糠一1・5・・5・・5・i一・・3・

τ㎝鴨綜鮒醐出品緬醐｛圃㎝
．TM四錘纐　　圃㎞聴
直謝四翻凶恥

　』　　　　㎞颯㎞㎝㎜加B聾伽㎞
　暴｝　　　　1轍姻㎝繍蝋加。塑」㎞

TyPE，　w　kn　　nTnemu舳㎞幽
lvpa　w　im　鮒隅㎝a

　胎　　　　㎞曲㎝蘭伽音v㎞醐

　施　　　　，〔蹟㎞伽ほ．糖1醐

　Vc　fbeti　keinn　im　mp

菅劉睡鳩樋門　1勲麟麟伽漁酬騨艦

　　　　　撫一聯繍曲蝋
　　　　　繍

晦了㎝購細伽畿騙。㎞0㎞8劇㎝．伽旬馳撒d鞠

｝
｝

鞠蜘戯or開園

脚㎜血叩脚，田㎜騨画閑．
側剛蜘脚，幽㈱

酬1蜘
紐蹴髄伽雄

｛㎞四割i㎝，川間脚陰

㎞紬

㎞劇
臨
．

繍

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Virmani，　R．　et　aL　Arterioscler　Thromb　Vasc　Biol　2000　；20：1262－1275

凍結切片は6μm厚にカットし、4％パラホルムアルデヒドで固定した。免疫組織学的染

色はペルオキシダーゼを用いた酵素抗体漬にて行った。使用した各一次抗体とその希

釈倍率は次の通り：anti－CBI　receptor（dilution　1：500，　PAI　・一743；．Affinity

BioReagents，　Golden，　USA）；　anti－CB2　receptor　（di［ution　1：2’ nO，　101550；　Cayman

Chemica　1，　Company，　Ann　Arbor一，　Ml）；　ant　i－CD68　for　maGrophages　（d　i　l　ut　ion　1：200，

M6814；D・k・f　GIO・t・up・Denm・・k）；ant卜Fact・・YIII　f・・end・th・li・l　ce・“・

（dilut　i　on　1：500，　MO616；　Dako）；　and　ant　i一　a－smooth　musc　l　e　act　i　n　for　smooth　musc　l　e

ceIls（diIution　1：500，　MO851；Dako）。CBI，　CB2受容体抗体の特異性についてはこ

　　　　　　　　　　　　　　　　一13一



れまでの研究ですでに詳細検討されている抗体を使用した（24，25）。内因性ペルオキ

シダーゼ活性阻害についてはIsobeらが報告した方法を用い（26）・二次抗体の非特果

的反応阻害のため5％正常ヤギ血清／phosphate－buffer　sa　l　i　neで20分処理した。その後

、4。C．overnightでインキュベーションした。　Goat　anti－rabbit　lg－conjugated

perox　idase－labeled　polymer　amino　ac　id　（h　istofine；　N　ich　i　rei，　Tokyo，　Japan），　goat

ant　i－mouse　l　g－conjugated　perox　i　dase－labe　l　ed　dextran　po　l　ymer　（ENV　I　S　I　ON／HRP；

Dako）を二次抗体として使用し、3，3’一d　iaminobenz　i　d　i　neにて発色させ、　hematoxy　l　i　n

で後染色（核染色）を行ったのち封入した。CBI，　CB2受容体のネガティブコントロー

ルとしてnormal　rabbit　IgG　antibodyを一次抗体として同様の手技を行った。『また、

すでにCB1，2受容体の発現が報告されているヒト皮膚組織（生検標本の正単部位）を

ポジティブコントロールとして用いた（24）。各々の切片は低倍率（×100）の条件にお

いて、CB1受容体染色陽性領域のplaque領域に対する割合をGomputer－assisted　image

analysis　software（Lumina　Vision・Mitani　Co・・Fukui・Japan）を用い：て算出した

。
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6－2　冠動脈粥腫切除標本

経皮的冠動脈インターペンションを施行された14名め患者から冠動脈粥腫切除標本

を得た。そのうちの7名は安定狭心症（sAP）、残りの7名が不安定狭心症（uAP）の患者

であった。不安定狭心症は安静時に胸痛があり、心電図で少なくとも連続する2誘導

においてO．　lm》以上の一過性ST上昇も．しくは下降が認められたものと定義した。

BraunWa　l　dが提唱した不安定狭心症分類では11Bに該当する（27）。

Brauriwald　Classification　pf　Unstable　Angina

Clinical　circurnstances

Severity

I．　New　enset　of　severe　angina

　or　accelerated　angina；　no

　rest　pai飛

正忌

翠数F認勲記岬
　preceding　48　hr　（Angina　at

　rest．　subacute）

III．　Angina　at　rest　within　48　hr

　（Angina　at　rest，　acute）

A．　Etevelops　in　presence　of

extracardiac　condition　that

　intensifies　myocardial

ischemia　（secondary　UA）

B．　Deve｝Qp．s．　in　absg．nc．　e　of

extracardiac　condition

　　（primary　UA）

IA

IIA

llm

IB

IIB

IIIB

C．Deve玉ops　within　2　wk

　　ホロ　　　
（1！9E’！11ktlc！ig2．！！tlttlnfarctlon　UA｝

IC

IIC

IUC

　Patients　with　UA　may　alse　be　divided　into　three　groups　depending　en　whethcr　UA　occurs　1＞　in　the　absence　of　treatment　for　chroni．c

stable　angina，　2）　during．　treatpaent　for　cbronic　stable　angina，　or　3）　despite　ma］｛imal　anti－ischemic　drug　therapy．　These　three　groups　may

be　deslghated　by　subscrtpts　1．　2．　or　3，　respeetivety．

　Patients　with　UA　may　be　further　divided　into　those　with　and　without　transient　ST－T　wave　changes　during　pain．

　uA・　uns’able　ang’na；AMI・acute　my　dial漁。ヒ’o”’　　cireul。ti。。　v・180，　N・2，・A・gu…1989

なお、これらすべての患者か膳面による同意を得ており熊本大学大学院医学薬学

研究部における倫理委員会が提唱するガイドラインに則して行われ、その承認を得て

いる。
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6－3　ヒト血中内因性力ンナビノイド測定

冠動脈造影予定の患者において、連続的に血中の内因性カンナビノイドを測定した。

炎症性疾患、膠原病、活動性のある感染症、悪性腫瘍を合併する患者は除外した。冠

動脈造影にて50％以上の狭窄病変を一枝以上もつものを冠動脈疾患と定義し、20人の

患者を選出した。さらに年齢を調整した冠動脈疾患のない患者20人についても測定を

行った。採血においては、その分解を可能な限り防ぐために、採血直後にアセトニト

リル中に注入し激しく振邊する方法で行った。内因性カンナビノイド（AEA，2－AG）の

検出は液体クロマトグラフィー／質量分析システム（Q－trap　and　Analyst　version

1．3．2；App　l　i　ed　B　i　osystems，　Foster　C　ity，　CA，　USA）による測定を東京慈恵会医科大

学DNA医学研究所分子細胞生物学講座　小幡徹准教授に行って頂いた（28）。

　　　　　愚誌ンY・21GSt　　　　　　　　　　　　　　数分間静置後（冷蔵）

1rnLシリンジ　　　　　　　　　　　　　　　　　　繋學く捌組瓶を強く嶽とうし、

　あ

目

皿桐血（動山門繊心内血淑

でも司）を正確に1mし採血
し、探血瓶に注入する

．

猫　

盤
）

．
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6－4　細胞培養

1）ヒト末梢血単核球分離培養マクロファージ

ヒト末梢血単核球（peripheral　blood　mononuclear　cells：PBMC）は熊本赤十字血液

センターより譲渡された残余血（buffy－coat）もしくは正常ボランティアより採血し

た血液からLymphoprep（dens　ityニ1．077　g／ml，　Axis－Shield　PoC　AS，　Os　Io，　Norway）

を用いて比重遠心分離法にて単離した（29）。単離した単核球は5％heat－inact　i　vated

fetal　bovine　serum〈FBS）および10　ng／ml　macrophage　colony－stimulating　factor

（M－CSF）と10ng／m　l　granu　l　ocyte　macrophage　co　l　ony－st　imu　l　at　i　ng　factor（GM－CSF）

を含むmed　i　um－199（G　l　BCO，　CarIsbad，　CA）で標準培養条件下にて培養した。4日間の

培養ののち、これらの細胞を“ヒト末梢血単核球分離培養マクロファージ”として実

験に使用した。

ヒト末梢血単核球分離培養マクロファージ

Pla血9

．
／漏一窯】＿

Pe1噴P血eral　Blood
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2）ヒト単球系細胞株（THP－1）由来培養マクロファージ

またヒト単核球系細胞株（THP－1）をAmerican　Type　CuIture　Collection（Manassas，

VA）より購入し、10％FBS，10ng／ml　GM－CSF，』 P0ng／ml　M－CSF　and　1・．6nmo1／L　PhorboI

12－myristate　13－acetate（PMA）を添加したRPM　I－1640　med　i　um（G　I　BCO）にて4日間培

養しマクロファージへと分化させた（30）。その後、これらの細胞を“THP－1細胞由来

培養マクロファージ”として実験に使用した。

ヒト単核球系細胞株（THP－1）

THP－1　fioating　cells

（RPMI1640＋100／．FCS）

　THP－1　dayO

．
spin　down
collect　cel｝s

”

　　　　　　Plating
　　　Adhesion　and　proliteration

（RPMI1640＋100／oFCS＋PMAIOng／ml

＋GM－CSF，M－CSFIOng／ml）

　　　THP－1　day4

t18一



6＿5　reverse　transcriptase－poIym6rase　chain　r6action（RT－PCR）解析

単核球、マクロファージ、脂肪組織、DCAサンプルのtotal　RNAをRNA　easy　mini　kit

（Qiagen，　Bu　l　imba，　Germany）を用いて抽出した。このtotal　RNAのうち0．5μ9を

Quantitect　Reverse　Transcription　Kit（Qiagen）を使用してcDNAを合成した。　PCR

反応はTaKaRa　Ex　Taq　HS（TaKaRa　BIO　INC．　Otsu，　Japan）を使用し、94。C，5分の後

、94。C，1分、62。C，30秒、72。C，1分を40サイクル行い、72。C，5分で最終エクステンシ

ョンを行った。産生されたPCR産物は2．0％アガロースゲルにて電気泳動した。以降の

図に示すようにCB1受容体のgenome　DNAはintrqnを持たない構造であるため、逆転写

酵素を加えずに同様の反応を行ったtotal　RNAからのサンプルをネガティブコントロ

ールとし、genome　DNAのコンタミネーションがないことを確認した。使用した各プラ

イマー（Hokkaido　bioscience）は次に示す通りhuman　CBI　receptor，5’一

CGTGGGCAGCCTGTTCC丁CA　　　－3’　（sense）　　　and　　　5’　一　　　GAGCATACTGCAGAATGCAAACACC

－3’　（ant　i－sense），　（PCR　produgt　of　547　bp）；　human　GAPDH，　5’　一　GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

－3’　（sense）　and　5’　一GAAGATGGTGATGGGATTTC－3’　（ant　i－sense），　（PCR　product　of　266

bp）o

　　　CBI　receptpr　mRNA　Expre．ssion　（Reveres　Transcriptional　一　PCR）

　　　ll矯DNA　r、。rding1，、i。n諾撚器論

聯騨㎜A iRT

complementary　1）NA　　ゆ　←
1419bp

一一一一

　・”si　non　Rt

　　　　　　　negative　control
PCR　546bp
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6－6　定量的リアルタイムRT－PCR解析

リアルタイムRT－pcRで1ま・Assay・一・・一D・mand　qene　E・p・ession　P「oducts（ApPlied

Biosystems，　Foster　C　ity，　CA）として市販されているTaqMan　probeをそれぞれ使用し

、TaqMan　Un　i．　versa　I　Master　Mix　kit（ApPlied　Biosystems）を用いてABI　Pri．sm　7900

・equence　d・tecti・n　sy・t・m（ApPli・d　Bi．・・y・t・m・）にて倹由した・．各プライセーの．コ

ードを次に示す：human　CBI　receptor（HsOO275009），　CB2　receptor（HsOO3614gQ），

GAPDH　（Hs99999905），　C　l　ass　A　macrophage　scavenger　receptor，（SR－A；　HsQO234007），

fatty　ac　i　d　am　i　de　’　hydro［ase　（FAAH；　HsOQ757813）　and

N－acy　1－phosphat　i　dy　1一一ethano　l　arpine－se　l　ect　i　ve　，phospho　l　i　pase　D　（NAPE－PLD；

HsOl　113995）．

　　　　　　　Real－time　PCR　analysis　ofc“ltured　human　macrophages

一20一



6－7　蛋白抽出およびWestern　blot解析

蛋白抽出についてはプロテアーゼ阻害剤（Pierce，　Rockford，　I　L）を添加した氷冷溶解

バッファー（50mmo」／L　Tris　HCI　pH　8，150　mmol／L　NaCI，1％NP－40，0．5％sodium

deoxycho　I　ate，　and　O．1％SDS）にて細胞および組織を溶解させ、マイクロチューブに

回収後、20秒間のソニケーションの後、振猛しながら4。Cで30分反応させ、12，000　xg

で20分遠心し、上清をWestern　blot解析のため回収した。蛋白濃度はBCA　protein

assay　reagent　kit（Pierce）を用いて測定した。各サンプルから10μ9等量の蛋白を

25μしのsodium　dodecyl　sulfate－polyacrylamide　gel　electrophoresis（SDS－PAGE）

samp　l　e　bufferに溶解し、95。C，5分で加熱処理した。サンプルを10％SDS－PAGEにて分

離したのち、polyvinylidene　difluoride膜（Millipore，　Bedford，　MA）にセミドラ

イブロティング法にて転辱した。続いて膜をブロッキング溶液（Super　Block　Blocking

Buffer，　Thermo　sc　i　ent　i　fic，　Rockford，　I　L）で処理したのち、一次抗体（1：1000

ant　i－CBI　receptor，　ab40S60・一1　OO，　abcam，　Cambr　i　dge，　UK）反応、ペルオキシダーゼ

結合二次抗体反応の順に進め、化学発光試薬（ECL　plus，　GE　Healthcare，

Buck　i　nghamsh　i　re，　UK）にて検出したものをX線フィルムに撮影した。各レーンでのタ

ンパク量が同一であることを評価するため、strippingを行った後、　alpha－tublinに

て再染色を施行した。

Western　Blot　Analysis

Marker
　　　　　　　TBST・10min洗浄　　　　　　　　　　　TBS－T・10min洗浄×3回　　　　　TBS－T・10min洗浄x3回

1導⇒濤⇒ew⇒山野幽野鴨一
一　　　　　◎　　　　　　　＜一レ　　　　ぐ■■レ　　　　＜■■■ゆ

SDS．PAGE　　　　膜転写　　　　ブロッキング．　1次抗体反応　　　2次（標識）抗体反応　　発光検出

　　　　　　　　　　　　　　　　　　anti－CBI　receptor　anti－rabbit一1gG　HRP

一21一



6－8M－CSF，　oxidized　low－density　l　ipoprotein（OxLDL）によるCBl　reGeptor発

現への影響

M－CSFとOxLDLがマクロファLジのCB1受容体発現に及ぼす影響を調べるため、　THP－1

細胞をPMAにて24時間刺激し、接着及び分化を誘導してマクロファージとした。その

後、各濃度のM－CSF（0．1，1．0，10ng／m　l）で72時間、もしくはOxLDL（5，25，50μ9／m　l）

で6日間培養した。CB1受容体mRNAの発現をrea　l－t　ime　RT－PCRで解析した。

　　　Ox：LD：L，　M－CSFによるCBI　receptor発現への影響・

　　THP－1　floating　cells　Adhesion

collect　cell　lysite

　　　　t

RNA　extraction

．

3－6days

RPMI1640＋100／．FCS

＋PMAIOng／ml

　　　　　1　iday

　　Differentiation

RPMI1640＋100／．FCS

＋M－CSF　or　OxLDL

real－time　PCR　analysis
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6一 A9　各種サイトカインとMatrix　MetaIloproteinase（MMP－9）の測定

　　　rimonabantのマクロファージおける効果を検証するため、4日間培養した

THP－1細胞由来マクロファージを用いて薬理実験を行った。まず2％FBSを含む

RPMI－1640にメディウム交換したのち、　veh　icle：dimethylsu　lfoxide（DMSO）もしくは

rimonabant　O．01，0．1，0．5，0r　1．0μmol／Lを添加した。24時間後に再び、2％FBS

を含むRPM　I－1640にメディウム交換し各濃度のrimonabantを添加した後、

lipopo　I　ysaccharide（LPS）20ng／mlで刺激した。さらに24時間後に培養メディウム

を回収し、400xg，1分遠心して上清を回収、一80。Cヘストックした。

　　　回収したメディウム中のinterleukin（IL）・・1　B，　IL－6，　IL－8，　tumor　necrosis

factor（TNF）一α，　MMP－9　and　I　L－10の各項目について、ペア抗体を使用した

enzyme－Iinked　immunosorbent　assay（ELISA）キットにて測定した。測定手技につい

てtil各社のキットに指示される内容に従い行った（IL－1β，　lL－6，　IL－8，1L－10；R＆D

systems，　TNF－ev；　B　i　oSource，　MMP－9；　GE　Hea　l　thcare）．

　　　　　　ヒト培養マクロファージにおける薬理直証

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Adhesion　＆　Differentiation

⇒』圏P謬』圏P
　　RPMI1640＋100／．FCS　RPMI1640＋100／．FCS
　　＋PMAIOng／ml　’・　＋GM－CSF，M－CSFIOng／ml
　　＋GM－CSF，M－CSFIOng／ml

THP－1　floating　cells

Of　“y，爵ヲ省

　　　　　　　　　　　RPMI1640＋20／．FCS
coiiect　supernatant　Bio－ckade

　　　“　rimonabant　O．1－1．O　u　M
：EHSA（IL6，　etc）　　　　　　「脚．＿賦趣据・

　　　　　　　　　　　　　　　　一23一

yd1←

RPMI1640＋20／．FCS
BIockade

rimonabant　O．1－1．0　pt　M



6－10　SmaII　interfering　RNA（siRNA）を用いたCB1受容体ノックダウン

THP－1細胞はRepCe〃（Ce　l　I　Seed　I　nc．　Tokyo，　Japan）を用いて、これまでのプロト

コールと同様で培養を行った。4日間の培養の後、温度低下により細胞を遊離させた。

これらの細胞にCB1受容体mRNAを標的としたsiRNA（SiIencer　Select　ID：s3261，

Amb　i　on，　Aust　i　i　n，　TX）をNuc　l　eofector　2（Amaxa　B　i　osystems）とそのキットを用い

たエレクトロポレーションにより導入した。導入後の細胞を再度プレーティングして、

24時間培養したのち・CBI　mRNAのノックダウンをrea　I　t　ime・PCR法にて確認した。

　添　　　＃

　㌔　　働

THP－1
Ceils

陣醗評
　　　　siRNA

　　》／！1魑串

　　詳

ree

自
由
く
Q
≧
円
笛
9

Effect　of　SiRNA

　　　　　P〈O．O1

41　一
3

2

　　　　　　　　－860／01

o

Electroporation

Negative　CBIR
Contrel　nock
　　　　　　down
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6－11　rimonabantがceIIviabilityに及ぼす影響

　　　　さらにrimonabantのマクロファージおける各種サイトカイン抑制効果が細

胞毒性によるものでないことを証明するため、薬理実験の場合と同様にrimonabant

およびLPSで刺激後のマクロファージのceIIviabiIityをCellTiter　96AQueosOne

Solution　CellProliferation　Assay（Promega，　Madison，　Wisconsin）にて測定した。

　　　キットの説明書に従い培養メディウム中に生細胞によって代謝され発色す

るテトラゾリウム化合物（MTS）を含む試薬を1＝5’ ﾅ添加、5分間培養したのち、10％SDS

を1：5の割合で添加して反応を停止させた。各溶液を回収して96WeIIpIateに移し

吸光度計を用いて測定を行った。

MTsによるcell　viabMty　assay

　　　　　　　　　　　　　　　Adhesion　＆　Differentiation

，　THP－1　floating　cells

　　Add　MTS（1：5）　lday

　　W・iting　5mi・釦
　　Add　SDS（1：5）

　　1

護　　　　　　　t
gthSii．iiggelllilillSillles“la“

⇒鍔置』霞ヲ
　　RPMI1640＋100／．FCS　RPMI1640＋100／．FCS

　　＋PMAIOnglml　＋GM－CSF，M－CSFIOng／ml
　　＋GM－csF，M－CSFiOng／mi　1　iday

　　　　　T1↓掌↓　　　　　　↓↓↓↓

　　　　爵省慮
　　　RPMI1640＋20／．FCS　RPMI1640＋20／．FCS

　　　BIockade　Blockade
　　　rimonabant　O．1－1．0”M　rimonabant　O．1－1．0”M
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6－12　細胞内Cyc　l　i　c　Adenos　i　ne　Mono　Phosphate（cAMP）測定

rimonabant　1．0μmol／しもしくはvehicleにて処理した細胞を0．1mol／L　HCl／1％Triton

X－100溶解液にて5分後、15分後に反応停止させ、回収した溶液を室温、600xg，2分

で遠心したのち上清を測定に使用した。、これら溶液中のcAMP　levelsは

Correlate一一EIATM　Direct　cAMP　assaysキット（Assay　Designs，　Ann　Arbor，　Ml，　U．　S．　A．）

を用いて測定した。

　Direct　cAMP　ELISA　assay

＿⇒
浴ﾋ㊧⇒愚詠

．●

齊沚R体コートウェルスタンダード、サンプル　酵素標識一次抗体　　発色基質添加

・．鍍，

プレートリーダーへ

6－13　リン酸化。－Jun　N－terminal　kinase（JNK）の検出

RimonabantによるCB1受容体遮断のJNKに対する影響を評価するため、rimonabantによ

る24時間の培養後、LPSによる刺激から5，15分後に細胞溶液を回収してウエスタン

プロット法（6－7参照）にて検出を行った。使用した一次抗体を次に示す（1＝1000

ant　i－phosphorylated　JNK　ant　i　body　＃9251　and　ant　i－JNK　ant　i　body　＃9252　Ce［1’

Signa　l　i　ng　Techno　l　ogy，　Danvers，　MA）。定量化は全JNKに対するリン酸化。－JNKの比

を取って比較を行った。

一一　26　一



6－14　動脈硬化自然発症マウスによるin　vivoでの効果検証

Rimonabantが生体内において、実際に動脈硬化の発生を抑制するかどうかを検証す

るため、自然発症ApoE欠損マウス（C57BL／6．　KOR－Apoeshl）をRimonabant投与群（n＝12）

と対照群（n＝12）の2群に分け、動脈硬化誘発飼料（下表に組成を示す＝rimonabant

群は飼料中に薬剤を混入）で3ヶ月間飼育を行った。Rimonabantの投与量は、ヒト

での投与量20mgに相当する量をApoEマウスにおける平均三食量3・59／dayと平均体

重27．5gとしてFDAの推奨式に従い計算した。

（human　equ　i　voca　l　dose）　＝　an　i　ma　l　dose　i　n　mg／kg　x　（an　i　ma　l　we　i　ght　i　n　kg／human　we　i　ght　i　n　kg）　O－33・

20／60　mg／kg　＝　Xmg／kg　＊　（27．5÷1000／60）　O－33・　X＝　9mg／kg／day

65mg　SR141716A／kg　ghowを作成した場合、

（65ug／g）x（3．5g／day）＝227，5ug／day＝0．2275mg／day÷27．5g＝0．0083mg／g／day＝8．3mg／kg／dayとな

り、ほぼ20mgに相当する投与量である。

脚継8謙罷畠ス1⇒

動脈硬化誘発飼料（マウス）固型

カカオバター

コール酸塩

セルロース

ミネラル混合

グルコース

塩化コリン

CRF－1

7．S％

o．s％

1．2596

　1．0％

1．625％

0．1ユ5％

72．096

コレステロール

ミルクカゼイン

　ビタミン混合

シュークロース

　デキストリン

　　　ラード

1．25％

TS％
1．0％

1．625％

1．62S96

3．09fi

栄養素含量　　カロリー比
概算（100g中）　　概算（％）

総カロリー　　　　　414kca1

　　蛋白　　　22．69
　　膳肪　　　16．59
　炭水化物　　　45．1g

2
6
2

2
3
4

参考文献
　Bexrerrly　P．（1985）：Variation血Susceptibdity　to　AtherosClerosiS　ainong　inbred　stTl血s　of　mice．

Atherosclerosis　57．　65－73
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6－15　マウス大動脈の露出と展開

腹部正中切開でアプローチし腹部臓器を取り出した後、横隔膜を開き、胸骨正中切開

を加え、頚部まで十分に解放した。大動脈弓部三分岐を傷つけないよう注意しながら

胸骨裏面と心臓とをよく剥離し、胸骨を左右に開いてピンで止め視野を確保した。左

右肺を取り除き、裏面の食道を切り離した。以後は左右頸動脈から中枢へ向かって血

管周囲脂肪を少しずつ取り除き、横隔膜、腹腔内、下大動脈分岐までを周囲脂肪を剥

離して大動脈を摘出した。摘出した大動脈はPBS中で一方向へ連続的に割を入れて、

昆虫針にて支持展開した。その後、Sudan　IIIにて脂肪染色を行い、大動脈全体の面

積に占める動脈硬化領域を計算した。

A周囲脂肪剥離後　　：B　動脈硬化病変（矢印）

照臨一蛇革濠・

C脂肪染色（展開後）

ム
、
ノ

■1旧川 i川川り1田醐｝川川l！．i

　　　　・v　　　　　　　　　　メf　”
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6－16　マウス大動脈弁基部における動脈硬化

大動脈基部を含む心臓は、4％PFAで4時間からovernight（4．C）で固定、その後10％ス

クロース／PBS→15％スクロース／PBS→20％スクロース／PBSの順番でそれぞれ4時間から

overnight（4．d）で固定を行い、OCTコンパウンドで包埋した。切片は大動脈弁の基部、

昼間部、遠位部に分けて作成し、OiIRedOによる染色後に各々の面積を計算して比

較を行った。6－15，16の手法はFujiwara．　Aらの手法を参考とした（31）。’

6－i7　マウス血清中の脂質とアディポネクチン測定

マウス血清中の脂質に関しては、Skylight　Biotch社に委託し、高速ゲル濾過HPLC

法にて計測した。また、アディポネクチン値については、マウス／ラットアディポネ

クチンELISAキット（大塚製薬株式会社）を用いて測定を行った。

6－18　統計解析

統計解析はStat－V　i　ew－Vソフトウエア（SA＄lnst　i　tute）を用いて行った。データは

すべて平均値±標準偏差で表記した。2群間の差については対応のないt検定もしく

はMann－Wh　i　tney　U－testにて比較した。3群以上の比較は一元配置分散分析法により行

った。性差、喫煙歴、高血圧症、脂質代謝異常、糖尿病の頻度は分割表分析により2

二間比較を行った。P値0．05未満を統計学的有意と判定した。血中カンナビノイドと

臨床パラメータの相関は単回帰分析およびステップワイズ重回帰分析により行った。
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7．研究結果

7－1　ヒト冠動脈粥腫にはCB1およびCB2受容体が発現している

まず、ヒト冠動脈において動脈硬化の種々の段階におけるCB1およびCB2受容体の発現

を確認した。進展した動脈硬化病変において、CBI受容体はCB2受容体よりも強く発現

していた（図IAおよびID）。CB1受容体陽性細胞の多くは進展した動脈硬化領域に認

められ、CD68陽性細胞領域と一致していた（図1AおよびIB）。このことはヒ，ト動脈硬

化病変に存在するマクロファージにCBI受容体が存在することを示している。また血

管内皮細胞（Factor　VlI1－positive）および血管平滑筋細胞の一部（smooth　muscle

α一actin－positive）も同様に弱いながら免疫染色陽性反応を示しCB1受容体を発現し

ていた（図IG矢印，矢頭およびIH）。AHAによる動脈硬化病変の組織学的分類で、CB1

受容体陽性領域を比較するとlipid－rich　atheromatous　pIaques（type　lV　or　Va；図

1A）がfibrous　plaques（type　Vc；図1G）よりも強い発現を示した（CBI　receptor

pos　i　t　i　ve　area　to　p　l　aque　area；　atheromatous　p　l　aque；　9．　5±1．　20／o　n＝5，　f　i　brous　p　l　aque

O．6±0．6％n＝5，P＜0．Ol，図IJ）。　diffuse　intimal　thickeningについてもその発現

割合はfibrous　plaqueとほぼ同程度であった（図11）。なお、抗体の特異性を確認す

るため、すでにCBI，2受容体発現が報告されている皮膚組織において同一手技で行っ

た染色をポジティブコントロールとした（図1C，　CB1受容体、図1F，　CB2受容体）。ネガ

ティブコントロールについては一次抗体にウサギ正常IgG抗体を用いた（図E）。各倍率

は次の通り（A，B，　D，　E，　G，　H；×200，　C，　F，1；×100）．
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7－2　不安定プラークでより強いCB1受容体mRNAの発現が認められる

さらに我々はヒト冠動脈粥腫切除標本におけるCB1受容体の発現を調べた。粥腫切除

標本はすべて責任病変から取られたもので、14検体のうち7検体がsAP患者から、残り

の7検体がuAP患者から取られたものであった。両群において臨床背景リスクファクタ

ーについて有意差はなかった（表1）。これらの検体を使用してCB1受容体およびコ

ントロールとしてglyceraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase（GAPDH）のmRNA発現レ

ベルをreal－time　RT－PCR法で測定した。　sAP患者に比較してuAP患者ではより高いCB1

受容体のmRNA発現を示した（3．62±2．96倍vs．　sAP，　n＝7；P〈0．05図2）。

表1．患者背景
Characteristics stable－angina

（n＝＝7）

unstable－angina
（n－7）

p－Value

Age　（years）

Mean
Range
Men　／　Women

Hypertension
Dyslipidemia

Diabetes　Mellitus

Smoking

68．4土7．9

56－76

6／1

5（71e／，）

3（430／o）

1（140／o）

2（280／o）

67．4±7．3

56－80

7／0

5（710／o）

2（280／o）

2（280／o）

4（570／o）

O．81

0．30

0．58

0．42

0．28

Data　are　presented　as　mean土SD　6r　number　ofpatients（percents）．

　　　　　　　　　　　図2
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7－3　培養ヒトマクロファージにおけるCB1受容体mRNAおよび蛋白の発現

マクロファージにおけるCB1の発現を確認するため、培養ヒトマクロファージにおけ

るのmRNAおよび蛋白の発現を検証した。上段にCB1受容体の発現、下段に同一サンプ

ルのGAPDHの発現を示す。その結果、　PBMC、　PBMC由来マクロファージおよびTHP－1由来

マクロファージにCB1受容体mRNAの発現が認められた（図3A）。ヒト脂肪組織（ad　i　pose

tissue）はポジティブコントロールとして使用した。

Western　blot解析ではヒト単核球およびマクロファージでCBI受容体蛋白の発現が認

められ、その発現強度は単核球よりもマクロファージにより強かった（図3B）。使用

したCB1受容体抗体は46kDaの蛋白を認識する抗体で、交差反応性を持つラット脳組織

をポジティブコントロールとした。

図3
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7－4　分化誘導によるCB1およびCB2受容体発現への影響

単核球からマクロファージへの分化がCB1受容体の発現におよぼす影響を調べるため

、real－time　R丁一PCR法を用いて発現量を調査した。　PBMC由来マクロファージではCB1

受容体の発現は1〃vi　troでの培養とともに増加し（3．88±2．95倍，　n＝6，　P〈0．05，図

4A）、THP－1由来マクロファージにおいても1〃〃オroでの培養とともにCB1受容体の発

現が有意に増加した（1．78±0．13fold，　n＝6；P＜0．Ol，図4B）。同時に確立されたマ

クロファージ分化マーカーであるclass　A　macrophage　scavenger　receptor（SR－A）

の発現はCB1受容体の発現と有意に相関していた（r＝0．93，　n＝20；P〈0．01）。これに対

してPBMCおよびTHP－1由来マクロファージにおけるCB2受容体の発現は117　vitroでの

培養とともに．有意に減少した（PBMC－derived　macrophages：0．22±0．04倍n＝6；

THP－1　ce　I　I－derived　macrophages：0．23±0．23倍，　n＝6；P＜0，01，図4CおよびD）。
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7－5　M－CSFとOxLDLはCB1発現を増強する

動脈硬化病変にその存在が確認され刺激因子となっている物質のひとつであるM－CSF

とOxLDLがマクロファージのCB1受容体発現に及ぼす影響を調べた。丁HP－1細胞をPMA

にて24時間刺激し、接着及び分化を誘導してマクロファージとした。その後、各濃度

のM－CSF（0．1，1．0，10　ng／m　l）で72時間、もしくはOxLDL（5，25，50μ9／m　1）で6日間

培養した。CB1受容体mRNAの発現をrea　1－t　i　me　Rτ一PCRで解析した。その結果、　MrCSF

とOxLDLは分化したマクロファージにおいて濃度依存性にCBI受容体の発現を有意に

増強した（図5Aおよび5B，　nニ6）。

図5
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これらの結果（7－4および7－5）は、ヒト培養マクロファージでは分化によりCB1

受容体発現が増加し、分化したマクロファージではM－CSFやOxLDLの刺激によりさらに

発現が増強される事を示し、我々がヒト冠動脈動脈硬化病変から得た結果（7－1，

7－2）を支持するものである。
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7－6　冠動脈疾患患者における内因性カンナビノイド血中濃度

血中の内因性カンナビノイド濃度は冠動脈疾患のない患者と比較して冠動脈疾患の

ある患者において有意に高値であった（AEA：1．048［0．687　to　1．387］vs．0．537

［O．　468　to　O．　857］　pmo　l／mL；　P〈O．　Ol，　2－AG：　13．　30　［6．　65　to　16．　21］　vs．　7．　67　［6．　39

to　10．03］pmo　l／mL；P〈0．05，図6AおよびB）。各階の臨床背景を表2に示す。冠動

脈疾患のある患者では冠動脈疾患のない患者に比べてhsCRPが有意に高値であった。

表3に、全患者における内因性カンナビノイドと臨床パラメータの相関を示した。AEA

はBM1，　triglycer　ides，　hsCRPおよびglycosylated　hemoglobinAlc（HbAlc）、2－AG

はhsCRP，　HbAl　cおよびfast　i　ng　g　l　ucoseと有意な相関を認めた。

　　　　　　　　図6
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表2． 患者背景の比較

Characteristics patients　without　CAD atients　with　CAD p－Value

（n一＝20） （n－20）

Age　（years）

Mean

Men　／　Women

Smoking

Hyperten．sion

BMI　（kg／m2）

Body　weight　（kg）

’Waist　circumference　（cm）

Total　cholesterol　（mg／dL）　’

LDL－cholesterol　（mg／dL）

HDL－cholesterol　（mg／dL）

Triglycerides　（mg／dL）

hsCRP　（mg／dL）

HbAlc　（O／o）

一Fasting　glucpse　（mg／dL）’

Medications

Aspirin

　Statins

ACE　inhibitors

　ARBs

Calcium　channel　blockers

　P－block，ers

Nitrates’

61．7±14．9

11／9

1　（50／o）

12　（600／，）

23．1土3．3

60．8±12．3

84．1±10．5

190．6±30．0

112．9士21．9

59．0土15．3

109．5　（77．5－136．5）

O．05　（O．02－O．14）

5．2圭0．4

100．6±25．0

6　（300／，）

8　（400／，）

o　（oo／，）

7　（350／o）

14・　（700／，）

2　（loo／，）

1　（50／o）

3．0士11．6

5／5

（250／o）

6　（soo／，）

4．7土4．3

5．6±16．9

8．4±8．7　’

78．7土36．6

07．9±34．2

9．4±19．0

46．0　（85．8－215．8）

O．30　（O．13－O．83）

5．7±1．0・

107．9土27．7

20　（looo／，）

17　（850／o）

6　（300／，）

14　（700／，）

12　（600／，）

13　（650／o）

5　（250／o）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

6
2
6
0
9
1
7
7
9
．
9
0
0
9
0

’7

R
」
3
」
3
」
2
5
の
2
α
の
4

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
＜
‘
0
0

〈O．OOI

〈O．Ol

〈O．05

0．06

0．74

〈O．01

0．18

Data　are　presented　as　mean．±SD　or　number　ofpatients　（percents）．

CAD，　coronary　artery　disease；　BMI，　body　mass　index；　LDL，　low　density　lipoprotein；　HDL，

high　density　lipoprotein；hsCRP，　high－sensitivity　C－reactive　protein；HbA　l　c，　glycosylated

hemoglobin　A　l　c；　ACE，　angiotensin－converting　enzymg；　ARB，　angiotensin　II　receptor

antagonlst
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表3．血中カンナビノイド濃度と臨床パラメータの相関（n＝40）

Parameter AEA 2－AG

r－Value p－Value r－Value p－Value

Age　（yQars）

BMI　（kg／m2）

Body　weight　（kg）

Waist　circumference　（cm）

Total　cholesterol　（mg／dL）

LDL－cholesterol（mg／dL）

HDLicholesterol　（mg／dL）

Triglycerides　（mg／dL）

hsCRP　（mg／dL）

HbAlc　（O／o）

Fasting　glucose　（mg／dL）

06

S3

Q6

Q7

曹
O
3
紹

α
α
α
α
．
諭
α
』

－
．
0
／

4
T
6
」

0
00
0
6

り
」　

。

α
℃

　
　フ

α
ユ
ユ
フ
5
ユ
の
つ
ゆ
石

0
＜
0
0
0
0
0
0
0
0
0

…
器
㎝
艦
㎝
膿
課

O．51

0．81

0．50

0．55

0．16

0．10

0．98

0．91

〈O．OOI

〈O．01

〈O．05

AEA，　anandamide；　2－Aq　2－arachid6noyl　glycerol；　BMI，　body　mass　index；　LDL，　low　density

lipoprotein；　HDL，　high　density　lipoprdtein；　hsCRP，　high－sensitivity　C－reactive　protein；

HbA　l　c，　glycosylated　hemoglobin　A　l　c

さらに、ステ．ップワイズ重回帰分析では、もっとも相関関係が認められたのは、AEA

、2AGともにhsCRPであった（AEA：R＝0．48，　P＜0．01，2AG：R＝O．　53，＜0．01）。この

ことは、肥満や動脈硬化によ．る10w　grade　infIammationで上昇している可能性がある

ことを示唆している。　　．　’
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7－7　分化誘導による内因性カンナビノイド分解合成酵素の発現変化

内因性カンナビノイドは細胞膜間にある酵素にタり・細胞ストレスや増殖刺激などの

要求に応じて局所的に生成され、かつ速やかに分解除去されており、これらの酵素に

より調節を受けている（32，33）。

　　　我々の培養系においても、単球からマクロファージへの分化に従って、内因性

カンナビノイド合成酵素（NAPE－PLD）のmRNAは有意に増加し、分解酵素である（FAAH）

のmRNAは有意に減少した（NAPErpLD：＋45．0±9．6％，　FAAH：一24．3±7．5％，　n＝6；both

P＜0．01，図7）．さらに我々は、2％FBSを含むメディウム中のカンナビノイド濃度を測

定してその存在を確かめた（AEA：0．27±0．05，2－AG：33．7±1．9pmol／mL　nニ5）。
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7－8　ヒト培養マクロファージにおいてCBI受容体奉断は炎症性サイトカインお

よびMMP－9産生を減少させるが、　I　L－10産生は影響を受けない

．リモナバントによるCB1受容体遮断は、ヒト培養マクロファージにおいてLPS刺激に対

する各種炎症性サイトカインおよびMMP－9産生を濃度依存性に有意に抑制した（図6A

から6E）。これに対して、1　L一・10の産生は減少せず、布二重はないものの増加傾向で

あった（IL－10産生変化率：ti　imonabant　O．5μmo　l／L；＋2．6±35．3％，　no　s　i　gn　i　ficance

［NS］，1．0μmol／L；＋8．5±15．6％I　NS，　nニ4，図8F）。
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7－9　CB1受容体遮断による抗葦症効果はCB1受容体依存性である

リモナバント以外のCB1受容体遮断薬（AM2511．OPmol／L　and　AM2811．0μmol／L）

を使用した場合でも、リモナバントと同様の効果が認められた（rimonabant；

一23．　8±7．3％，AM251；一29．0±5．0％，　AM281；一23．3±6．8％，　n＝6；P〈O．　Ol，図9A）。

また、RNA干渉法によりCB1受容体をノックダウンしたマクロファージでは対照と比較

して、リモナバントによるIL－6産生抑制効果が有意に減少した（CBI　re6eptor　RNAi；

一4．7±0．7％vs．　negative　control　RNAi；一25．8±4．5％；nニ4，　P〈O．　05，図9B）。
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7一一10　rimonabant（0．01－1．0μM）は有意な細胞毒性を示さない

薬理実験と同様にrimonabantおよびLPS添加を行った細胞群のMTS　assayによる細

胞活性評価は有意な低下を示さなかった。これは今回の実験論で使用した濃度の

rimoanabatには有意な細胞毒性がないことを示しており、　r　imonabantのマクロファ

ージおける各種サイトカイン抑制効果は細胞毒性による低下ではないことを表して

いる。数値は細胞を含まない培養メディウムにMTSを添加した溶液を標準として差を

求め比較した。
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7－11　CB1受容体遮断はヒト培養マクロファージにおいてcAMP濃度を上昇させ

る

　　　CBI受容体Gαi／6蛋白共役型受容体の一つで、　Gαi／oが伝達するシグナル

は古典的に細胞内cAMP濃度を抑制する効果を持つと考えられている（34）。そこで、

我々はヒト培養マクロファージにおけるCB1受容体遮断の細胞内cAMP濃度への潜在

的効果を検証した。rimonabant　1．0μmo　1／L添加5分後および15分後の細胞内GAMP

濃度はcontrolと比較して有意に上昇していた（5分後の変化率：＋29．9±13．0％，

P＜0．01，15分後：＋20．2±11．0％，P＜0．　Ol，　n＝4，図11）。

　　　なお、臨床的に用いられるrimonabantのヒト最大血中濃度は以下の通りで、

0．4－0．5μmoI／しと計算され、今回の実験系で用いた濃度は臨床用量に近い。

Cma、＝196±28．l　n　lml＝196±28．11463．8　nmol／mlニ0．423士0．061　mol／1

図11
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7－12　CB1受容体遮断はJNKリン酸化を抑制する

ウエスタンプロット解析から、Rimonabant　1．0岬ol／しで24時間処理したのち、メデ

ィウム交換と共にLPS10ng／mL刺激を加えてから15分後のJNKリン酸化が有意に抑制さ

れ、CB1受容体遮断は炎症系カスケードの伝達機構のひとつであるMAPキナーゼ＝JNK

の抑制を介していることが示唆された（一19．1±12．6％，P〈0．05，図12）。
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7－13　ApoE欠損マウスでのRimonabantによる体重および血清パラメータの変化

Rimonabant投与はApoE欠損マウスにおいて有意な体重減少をもたらさなかった。肥

満でないマウスでは体重減少効果がないことが既に報告されており、この結果と合致

する。血清脂質については、HDLを含めて全体にRimonabant投与群で増加傾向を示

していたが、いずれも有意差は認められなかった。これに対して、血清アディポネク

チン値はRimonabant群で有意な上昇が認められた。
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7－14　Rimonabantはマウス大動脈の動脈硬化病変を減少させた

Sudan　l　V染色した展蘭マウス大動脈の総面積に占める動脈硬化病変の面積を比較し

たところ、Rimonabant投与群では、　Control群と比較して動脈硬化病変の発生が有意

に減少した（Rimonabant；12．6±4．0％，　Control；9．7±2．3％，　P〈0．05）。
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8．考察

　　　本研究にて我々はCB1受容体がヒト冠動脈粥腫、特に病変部のマクロファージ

に発現していること、また冠動脈疾患患者においてECSが活性化していることを示し

た。そして1n　vitro培養マクロファージにおけるCB1受容体の発現はその分化過程と

動脈硬化病変に存在し重要な役割を演じているM－CSFおよびOxLDL刺激によって増加

することを証明した。さらに、CB1受容体特異的アンタゴニストであるRimonabantは

、活性化したヒトマクロファージからの炎症促進性伝達物質であるIL－1β，　IL－6，

IL－8，　TNF一αおよびMMP－9を有意に減少させた。これらの結果は、ヒト冠動脈粥腫

にECSが存在し、CB1受容体遮断がマクロファージにおける抗炎症作用を介して粥腫の

炎症を調節している可能性があることを示している。
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　　　CB1受容体の発現は線維性pIaqueやびまん性肥厚部よりもAHA分類のtype　IVや

Vaといった脂質に富んだ病変により多く認められた。このようなtype　IVやVaの

plaqueは不安定plaqueと認識されており、同部でのCB1受容体の過剰発現はplaque不

安定性の増大に関係しているかもしれない。加えて、不安定狭心症患者のDCAサンプ

ルでは安定狭心症患者と比較してCB1受容体mRNAの発現が増加していた。これらのデ

ータは脆弱病変に於いて臨床的症状を起こしている領域でCB1受容体の発現がアップ

レギュレーションされていることを示しており、CBI受容体の発現は動脈硬化の進展

と臨床症状に関連している可能性が考えられる。我々はヒト冠動脈粥腫においてCD68

陽性マクロファージがCBI受容体を発現していることを示したが、これらの細胞は

plaqueにあるECSで中心的な役割を果たしている可能性がある。動脈硬fヒの進展にお

いて、循環血中の単核球は動脈壁内へ移動し、成熟して病変部のマクロファージとな

る。我々が示したような、CB1受容体の発現が単核球からマクロファージへの分化過

程で増加する事実は、病変部マクロファージの特性と表現形が粥腫局所での微小環境

や要因に依存していることに起因している。さらに動脈硬化病変に存在する、強力な

動脈硬化発生の病態生理学的刺激因子であるM－CSFやOxLDLは1〃vl　troにおいて分化

マクロファージのCB1受容体の発現を増加させた。このことは、これらの刺激因子が

局所要因として冠動脈粥腫においてCB1受容体の発現を増強させている可能性を示唆

している。動脈硬化の発生および急性冠症候群の病態生理において、マクロファージ

はplaque活性化の点で炎症を介して重要な役割を演じている（19，35）。炎症性サイト

カイン（IL－1β，　IL－6，　lL－8　and　TNF一α）によって伝達される炎症反応は動脈硬化の

すべての段階において高い重要性をもっている（19）。さらに炎症性サイトカインはマ

クロファージからのMMP産生を引き起こす。MMPは細胞外マトリックスを減らし線維性
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皮膜を菲薄化してplaque破綻の病態生理に関係している（36）。我々はヒト培養マクロ

ファージにおいてRimonabantが炎症性サイトカインとMMP－9を有意に減少させること

を示した．これに対して、IL－10は進展した動脈硬化を退縮させる保護的役割2mた

している（37）。今回の研究ではLPS刺激に対するヒト培養マクロファージからのIL－10

産生はRimonabantによって変化を受けなかった。これは、　CB1受容体遮断が血管領域

においてtL－10の保護的役割を阻害しないことを意味している。　R　i　monabantによるマ

クロファージからの炎症性サイトカインとMMP－9の抑制は、動脈硬化発生の過程で調

節的役割を果たすことを示唆している。Rimonabantはマクロファージの炎症活性を減

弱することでplaqueの不安定性を改善する可能性がある。

1四二欝噌辮螂羅㎝哩

　　　　　　　　　　　　爲　　　　　　　，

　　　　　　　　　　」　OxLDL　U　CB　I　Receptor

　　　また最近の研究で脂肪細胞がIL－6や丁NF一αを産生していることが報告されて

いる。肥満では脂肪組織にマクロファージが浸潤しており、脂肪組織での炎症性刺激

の重要な源となっている（38）。このように肥満そのものがインスリン抵抗性やリボ蛋

白とは独立して炎症と動脈硬化を進展させる（39）。さらに、肥満や2型糖尿病に関連

した高血糖の患者では、内臓脂肪と血清における内因性カンナビノイドが高値を示す

　　　　　　　　　　　　　　　　一49一



ことが報告されており、これは肥満者や多数の冠動脈危険因子をもつ患者ではECSが

過剰発現していることを示唆している（40，41）。我々が測定した冠動脈疾患患者での

検討でも、内因性カンナビノイドの活性化が認められ、その上昇はBMI、中性脂肪、

hsCRP、　HbAlGなどの代謝性因子、炎症マーカーと有意な相関が認められた。

　　　　　　　肥満患者、糖尿病患者では内因性カンナビノイドが活性化している
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　　　本研究でRimonabantはヒト培養マクロファージからのIL－6とTNF一α産生を減

少させており、脂肪組織のマクロファージにおいてもIL－6とTNF一α産生を抑制し、肥

満に関連した炎症過程を調節するかもしれない。これらの結果は、肥満患者の脂肪組

織および粥腫中のマクロファージにおいてRimonabantが抗炎症効果を介して動脈硬

化発生過程を調節する可能性があることを示唆している。それゆえ、CB1受容体遮断

は肥満やメタボリックシンドロームの患者において、付加的な有益性を生み出す可能

性がある。
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　　　本研究では1〃vitroのLPS刺激マクロファージにおいてRimonabantが炎症性

サイトカインとMMP－9の産生を抑制することを示したが、　R　i　monabantの抗炎症性効果

の詳細なメカニズムは未だよくわかっていない。CBI受容体アゴニストが基礎レベル

もしくは薬物によるcAMP濃度の上昇を抑制することは、1〃vi　troにおけるカンナビ

ノイド類の定量的機能的な生化学的解析により広く調べられている（34）。マクロファ

ージでは、cAMPは貧食作用や反応性酸素種の産生および炎症性伝達物質の産生を含む

細胞活性を抑制する効果を示す（42）。Goncalves　de　Moraesらは、活性化マクロファ

ージにおいて、cAMPを特異的に上昇させるような物質はTNF一α産生を抑制することを

報告している（43）。我々はヒト培養マクロファージでRimonabantによるCB1受容体遮

断が細胞内のcAMP濃度を上昇させ、　MAPKのひとつであるJNKのリン酸化を抑制するこ

とを示した。Rimonabantの抗炎症効果の一端は、動脈硬化病変のマクロファージ細胞

内cAMP上昇とJNKリン酸化抑制作用による可能性がある。以下にすでに報告がある

CB1受容体刺激によるシグナル伝達のシェーマを示す（44）。

Signaling　caScade　underlying　CBI　receptor　stimulation
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　　　同時に、我々はヒト冠動脈粥腫においてCB2受容体の発現も確認した。しかし

、その発現はCBI受容体の発現と比較すると際だったものではなく、さらにヒト単核

球一マクロファージのCB2受容体発現はin　vitro培養における分化過程で減少した。

Steffensらはマウスモデルにおいて、　CB2受容体刺激が炎症抑制性に働き、抗動脈硬

化作用を示す可能性があることを報告している（45）。我々は、マクロファージにおい

て、特異的なCBI受容体アンタゴニストによりCB1受容体を遮断することは、より効果

的な内因性CB2受容体活性を強化し付加的な抗炎症効果に結びつくと考えている。

　　　最後に動脈硬化を発症するマウスモデルを使用した実験では、ヒト経ロ投与量

に換算した量のRimonabant投与を行ったが体重減少は起きなかった。しかしアディ

ポネクチン値はRimonabant投与群で有意に上昇していた。　R　i　monabnatは脂肪細胞に

作用してアディポネクチン値を上昇させることが報告されており、体重減少はなくと

も末梢ECSに有意な影響を及ぼしたと推定される（46）。今回の実験で動脈硬化病変が

Rimonabant投与によって有意に減少したことは、　R　imonabantが末梢のECSを介して

動脈硬化病変に作用したことを示唆しており、中枢性の体重減少による効果とは別に

動脈硬化病変に対して有益な効果を持つ可能性がある。
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　　　9．結語

　　　本研究では、ヒト冠動脈粥腫、特に病変部のマクロファージにおいてCB1受容

体が発現していることを確認した。さらに抗肥満薬であるCB1受容体特異的アンタゴ

ニスト、Rimonabantがヒト培養マクロファージにおいて抗炎症効果を持つことを示し

た。CB1受容体遮断は、動脈硬化病変でECSの調節を介してマクロファージの炎症活性

を制御し、抗動脈硬化作用を示す可能性がある。Rimonabantによる肥満治療は心血管

危険因子の改善のみでなく、動脈硬化病変においても直接的に有益な作用をもたらす

かもしれない。
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