
 

 

博士学位論文  

 

 

 

血管炎症および動脈硬化に対する  

Neopterinの抑制作用  
 

 

 

 

 

 

 

 

白井	 玲美奈  
 

東京薬科大学	 生命科学研究科	 心血管医科学研究室  

 

 

 

 

 



 2 

目次  

1. 略語一覧  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 

2. 序論  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 

3. 実験材料  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 

4. 方法  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 

4.1. ヒト血液と冠動脈硬化病変のサンプル採取  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 

4.2. ヒト単球初代培養  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 

4.3. Cholesterol Esterification Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 

4.4. Cholesterol Efflux Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 

4.5. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 
4.6. 単球接着アッセイ  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  11 

4.7. 細胞遊走アッセイ  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12 

4.8. 細胞増殖アッセイ  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12 

4.9. アポトーシスアッセイ  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  13 

4.10. Western Blotting . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  13 
4.11. ザイモグラフィー  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14 

4.12. 動物実験  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14 

4.13. 動物パラメータ測定  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  14 

4.14. 動脈硬化病変の評価  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 

4.15. 統計解析  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 

5. 結果  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  17 

5.1. Non-CADおよび CAD患者の冠動脈硬化病変における Neopterinの発現  . . . . . .  17 
5.2. Non-CADおよび CAD患者における血漿中 Neopterin濃度  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  18 
5.3. ヒト大動脈内皮細胞の増殖に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  21 
5.4. ヒト大動脈内皮細胞における炎症分子の mRNA発現に対する  

    Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  22 
5.5. ヒト大動脈内皮細胞における炎症分子のタンパク質発現に対する  

    Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  23 
5.6. ヒト大動脈内皮細胞へのヒト単球接着に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . .  24 
5.7. ヒト単球由来マクロファージの炎症性フェノタイプに対する  

    Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  25 
5.8. ヒト単球由来マクロファージの泡沫化に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . .  26 



 3 

5.9. ヒト単球由来マクロファージの泡沫化関連タンパク質発現、  

    Cholesterol Effluxに対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  27 
5.10. ヒト大動脈平滑筋細胞の遊走に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  29 
5.11. ヒト大動脈平滑筋細胞の増殖に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 
5.12. ヒト大動脈平滑筋細胞のアポトーシスに対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . .  31 
5.13. ヒト大動脈平滑筋細胞のシグナル伝達に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . .  32 
5.14. ヒト大動脈平滑筋細胞の細胞外マトリックス  (ECM) 発現に対する  

Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  34  

5.15. Apoe-/-マウスにおける外因性 Neopterin投与または  

    内因性 Neopterin阻害による動脈硬化病変の進展への影響  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  35  

5.16. Apoe-/-マウスにおける大動脈弁輪部の動脈硬化性プラーク内の  

    Neopterin発現と炎症性変化  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  38  

5.17. Apoe-/-マウスにおける大動脈弁輪部の動脈硬化性プラーク内の CD4+および  

    CD8+ T細胞浸潤に対する Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40 

5.18. Apoe-/-マウスにおける動脈硬化性プラークの安定化に対する  

    Neopterinの作用  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  41 

6. 考察  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  42 

7. 結論  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  46 

8. 謝辞  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  47 

9. 引用文献  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  48 

 

  



 4 

1. 略語一覧  

 
ABCA1 ATP-Binding Cassette Transporter A1 LDL Low-Density Lipoprotein 

ABCG1 ATP-Binding Cassette Transporter G1 LXR-α Liver X Receptor-α 

ACAT-1 Acyl-CoA:Cholesterol Acyltransferase-1  MARCO Macrophage Receptor With Collagenous Structure 

AngII  Angiotensin II MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein-1 

ApoA1 Apolipoprotein A1 M-CSF Macrophage Colony Stimulating Factor 

ApoE 

Bax 

Apolipoprotein E 

Bcl-2 Associated X 

MMP 

MRC1 

Matrix Metalloproteinase 

Mannose Receptor C Type 1 

BSA Bovine Serum Albumin NCEH Neutral Cholesterol Ester Hydrolase 

CAD 

CD36 

Coronary Artery Disease 

Cluster of Differentiation 36 

NF-κB 

PAGE 

Nuclear Factor-κB 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

CD68 Cluster of Differentiation 68 PBS Phospahe Buffered Saline 

CE Cholesterol Ester  PI3K Phosphoinositide 3-Kinase 

DAPI 6-Diamidino-2-Phenylindole PKC Protein Kinase C 

ECM Extracellular Matrix PPAR-γ Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ 

EC Endothelial Cell ROS Reactive Oxygen Species 

EG 

ELISA 

Endothelial Growth 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

RT-PCR 

SDS 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

Sodium Dodecyl Sulfate 

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase SMA Smooth Muscle Actin 

FBS Fetal Bovine Serum SmGM Smooth Muscle Cell Growth Medium 

FC Free Cholesterol SR-BI Scavenger Receptor Class B Type I 

GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 

GTP Guanosine Triphosphate TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 

HAEC 

HASMC 

Human Aortic Endothelial Cell 

Human Aortic Smooth Muscle Cell 

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated 

Deoxyuridine Triphosphate-Biotin Nick End Labelling 

HDL 

ICAM-1 

High-Density Lipoprotein 

Intercellular Adhesion Molecule-1 

VCAM-1 

VSMC 

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 

Vascular Smooth Muscle Cell 

IL-6 Interleukin-6   
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2. 序論  

 
	 	 動脈硬化は、血管内皮の傷害により引き起こる血管壁の慢性炎症である [1]。血管内皮細

胞  (EC) に炎症が起こると、炎症性サイトカインである Interleukin-6 (IL-6) や Monocyte 

Chemotactic Protein-1 (MCP-1)、更には接着分子である  Intercellular Adhesion Molecule-1 

(ICAM-1)、Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)、E-Selectinの発現を誘導する。これら

の要因により、単球や T細胞の新生内膜への接着および浸潤を招き、Tumor Necrosis Factor-α 

(TNF-α) や Interferon-γなどの炎症性サイトカイン発現を誘導する。内皮下に浸潤した単球由

来マクロファージは、酸化 Low-Density Lipoprotein (LDL) を取り込み泡沫細胞となり、集簇

して脂質コアを形成する [1,2]。マクロファージの泡沫化とは、細胞質内コレステロールエス

テル (CE) の過剰蓄積である。酸化 LDL 受容体の Cluster of Differentiation 36 (CD36) と

Cholesterol Effluxに関わる ATP-Binding Cassette Transporter A1 (ABCA1) や ABCG1、Scavenger 

Receptor Class B Type I (SR-BI) のバランスに依存している [2]。また、細胞内コレステロール

エステル化酵素の Acyl-CoA:Cholesterol Acyltransferase-1 (ACAT-1)、その加水分解酵素 Neutral 

Cholesterol Ester Hydrolase (NCEH) のアンバランスによっても CE の過剰蓄積が引き起こる 

[2,3]。マクロファージは炎症性 M1 或いは抗炎症性 M2 のフェノタイプに分類され、そのバ

ランスが動脈硬化病変形成に関与すると考えられている [4]。泡沫細胞の集簇と共に、血管平

滑筋細胞 (VSMC) の遊走・増殖や EC の過剰な増殖、 VSMC からの細胞外マトリックス 

(ECM) すなわち Collagen、Matrix Metalloproteinase (MMP)、Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 

(TIMP)、Fibronectin、Elastinの合成により動脈硬化病変は形成されていく [1,5] (図 1)。 
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図 1: 動脈硬化の初期病変形成のメカニズム 

ABCA1: ATP-Binding Cassette Transporter A1, ABCG1: ATP-Binding Cassette Transporter G1, 

ACAT-1: Acyl-CoA:Cholesterol Acyltransferase-1, CD36: Cluster of Differentiation 36, CE: 

Cholesterol Ester, EC: Endothelial Cell, ECM: Extracellular Matrix, ICAM-1: Intercellular 

Adhesion Molecule-1, IL-6: Interleukin-6, LDL: Low-Density Lipoprotein, MCP-1: Monocyte 

Chemotactic Protein-1, NCEH: Neutral Cholesterol Ester Hydrolase, ROS: Reactive Oxygen 

Species, SR-BI: Scavenger Receptor Class B Type I, VCAM-1: Vascular Cell Adhesion 

Molecule-1, VSMC: Vascular Smooth Muscle Cell. 
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	 	 Neopterinは Guanosine Triphosphate (GTP) の代謝産物で、活性化 Tリンパ球から放出さ

れた Interferon-γの刺激によりマクロファージから産生される [6,7]。Neopterinは単球/マクロ

ファージの活性化マーカーとしても知られているが [8]、その受容体は未だに同定されていな

い。更に、Neopterinは抗酸化作用を持つことも報告されている [9]。冠動脈疾患 (CAD) 患者

では血漿中 Neopterin濃度が高値であり [10]、ヒト冠動脈・頸動脈・大動脈硬化病変で強発現

している [11,12,13]。Neopterinは、ABCA1、ABCG1の発現を抑制し、Liver X Receptor-α (LXR-α) 

を介して Apolipoprotein A1 (ApoA1) や High-Density Lipoprotein (HDL) による Cholesterol 

Effluxを抑制することでヒト急性単球性白血病細胞株 (THP-1) 由来マクロファージの泡沫化

を促進することが報告されている [14]。しかし、Neopterinの動脈硬化病変形成との因果関係

は明らかでない。 

	 	 本研究の目的は、血管炎症および動脈硬化に対する Neopterinの作用を解明する事である。

本研究では、CAD 患者における冠動脈病変内と血漿中の Neopterin 発現レベルを解析する。

また、Neopterin によるヒト EC の増殖および炎症・単球接着に対する作用、ヒト単球由来マ

クロファージ (HMDM) の炎症性フェノタイプおよび泡沫化に対する作用、ヒト大動脈平滑

筋細胞 (HASMC) の遊走・増殖・ECM産生に対する作用を In Vitroで検討する。更に、動脈

硬化モデルである Apoe-/-マウスの動脈硬化病変への制御作用を In Vivoで検討する。 
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3. 実験材料  

 

	 	 Neopterin (Cat#N1656) お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル Rabbit 抗 Neopterin 抗 体 

(Cat#MBS223305) は LKT Laboratories (St. Paul, MN, USA) および My Biosource (San Diego, 

CA, USA) から購入し、全ての実験において用いた。Neopterin Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) Kit (Cat#IB5003) は Immuno-Biological Laboratories (Hamburg, Germany) から購

入した。本 ELISA Kitは、Neopterinに 100%の免疫反応性を示し、7,8-Dihydro-Neopterinには

2.0%、5,6,7,8-Tetrahydro-Neopterinには<0.44%しか反応を示さない。Neopterinの検出限界値は、

0.7 nmol/Lである。測定内誤差は 4.3–11.7%、測定間誤差は 8.8–13.8%である。 
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4. 方法  

 

4.1. ヒト血液と冠動脈硬化病変のサンプル採取  

	 	 本臨床研究は、ヘルシンキ宣言に則り、昭和大学および東京薬科大学の倫理委員会の承

認を得た後、135 名の全被験者からインフォームドコンセントを得て施行された。緊急カテ

ーテル治療のため昭和大学病院に入院した CAD患者 92名 (男性 64名、女性 28名; 年齢 40–

82歳) および Non-CAD患者 43名 (男性 17名、女性 26名; 年齢 50–82歳) を対象とし、全例

から血液サンプルを採取した。CAD患者のうち 22名が不安定狭心症 (心筋梗塞に移行しやす

い狭心症)、67名が急性心筋梗塞 (心筋梗塞発症から 3日以内)、2名が亜急性心筋梗塞 (心筋

梗塞発症後 3〜30 日経過)、1 名が陳旧性心筋梗塞 (心筋梗塞発症後 30 日以上経過) である。

血漿中 Neopterin 濃度は年齢と相関するため [15] 、CAD 群と同一年齢になるよう抽出した

Non-CAD群には軽度の高血圧、糖尿病、脂質異常症を有する患者が含まれていた。また、感

染症や炎症性疾患は血漿中 Neopterin濃度を増加させる要因であるため [16]、両疾患患者は研

究対象から除外した。血漿中 Neopterin濃度の測定は、Neopterin ELISA Kitを用いて行った。 

	 	 ヒト冠動脈の動脈硬化病変の解析には、国立循環器病研究センターのバイオバンクより

2000年から 2010年までの期間に提供されたヒト冠動脈のパラフィン包埋切片を用いた。CAD

患者として心筋梗塞の既往歴を有する 12名 (男性 8名、女性 4名; 年齢 60–87歳) の狭窄・

非狭窄冠動脈、Non-CAD患者として冠動脈病変を有さない拡張型心筋症患者 4名 (男性 4名; 

19–39歳) の正常冠動脈において 3–4 µmの連続切片を作製し、各種免疫染色 (Neopterin、CD68、

α-SMA) を行った [17–20]。全ての免疫染色は国立循環器病研究センター病理部で共同研究に

より行われた。 

 

4.2. ヒト単球初代培養  

	 	 東京薬科大学の倫理委員会の承認を得て、被験者からインフォームドコンセントを得た

上で実施された。健常者19名 (男性7名、女性12名; 年齢19–24歳) から採血し、ヒト末梢単核

球を分離した。その後、抗CD14マイクロビーズ抗体 (Cat#130-050-201; Miltenyi Biotec, Auburn, 

CA, USA) により単球を調製し、3.5-cm Dishに  1×106 cells/1 mLになるように播種し、

Cholesterol Esterification AssayとWestern Blottingを行った [17–26]。細胞は37°C、5% CO2条件

下で培養し、培地にはRPMI-1640 (Cat#R8758; Sigma, St. Louis, MO, USA) にヒト血清を10 %、
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ストレプトマイシン 0.05 mg/mL、ペニシリン 50 U/mLになるように調製したものを用い、

Neopterin各濃度 (0–200 nmol/L) を添加し、7日間培養した。3日毎に各濃度のNeopterinを含む

培地に交換した。 

 

4.3. Cholesterol Esterification Assay 

	 	 ヒト単球を10%ヒト血清含有RPMI-1640培地で7日間培養し、分化したHMDMにNeopterin 

(0–200 nmol/L) と50 µg/mLの酸化LDL、ウシ血清アルブミン (BSA; Cat#O3008; Sigma) に結合

させた100 µmol/Lの[3H]オレイン酸 (Cat#NET289; PerkinElmer, Yokohama, Japan) を添加し、更

に19時間培養した [17–24]。細胞内から抽出した脂質を薄層クロマトグラフィーにより分離し、

CE分画部におけるコレステロール-[3H]オレイン酸の放射活性を測定することで、HMDMにお

ける泡沫化の程度を評価した。 

 

4.4. Cholesterol Efflux Assay 

	 	 ヒト単球を10 %ヒト血清含有RPMI-1640培地で7日間培養し、分化したHMDMにNeopterin 

(0, 200 nmol/L) と [3H]コレステロール (74 kBq/mL) (Cat#NET139; PerkinElmer) で標識した 

酸化LDL (50 µg/mL) を添加し、更に24時間培養してマクロファージを泡沫化させた。上記濃

度のNeopterinを含む0.1% BSA含有の無血清RPMI-1640培地で2時間培養後、50 µg/mLのApoA1

またはHDL (Cat#11P-101, Cat#80P-HD101; Academy Bio-Medical, Houston, TX, USA) を含む

0.1% BSA含有の無血清RPMI-1640培地で更に16時間培養した [17,26]。その後、培養上清を回

収し、15,000 rpmで10分間遠心し、細胞片を取り除いた。細胞はPhosphate-Buffered Saline (PBS) 

で2回洗浄し、0.3 mLの1 N NaOHで溶解した。培養上清および細胞における[3H]コレステロー

ルの放射活性を液体シンチレーションカクテルを用い測定し、Cholesterol Effluxを算出した 

[17,26]。 

 

4.5. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

  ヒト大動脈内皮細胞 (HAEC; Cat#KA-4009; Kurabo, Osaka, Japan) には、Humedia-EG2 

(Cat#KE-2150S; Kurabo) 培地を用いた。HAECを播種後、200 nmol/Lの Neopterinで 30分前

処理を行った。その後、Neopterinおよび 10 ng/mLの TNF-α (Cat#300-01A; PeproTech, Rocky Hill, 
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NJ, USA) 含有培地に交換して 4時間刺激した [17]。Total RNAは High Pure RNA Isolation Kit 

(Cat#11828665001; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) を用いて抽出し、High Capacity  

cDNA Reverse Transcription Kit (Cat#4368814; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用い

て cDNA合成を行った。IL-6、MCP-1、ICAM-1、VCAM-1、E-Selectin、Glyceraldehyde-3-Phosphate 

Dehydrogenase (GAPDH) の mRNAを GoTaq® Green Master Mix (Cat#M7122; Promega, Madison, 

WI, USA) を用いて、2%アガロースゲル電気泳動により検出した [17,19–22,24]。ここで用い

たプライマー配列については表 1に記載した。 

 

表 1. RT-PCRで用いたプライマー配列  

  

    Gene 
 

      Primer Sequence (5’→3’) Product Size (bp) 

IL-6 Forward   ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC 628 

 
Reverse   GAAGAGCCCTCAGGCTGGACT 

 
MCP-1 Forward   CAATAGGAAGATCTCAGTGC 189 

 
Reverse   GTGTTCAAGTCTTCGGAGTT 

 
ICAM-1 Forward   CGACTGGACGACAGGGATTGT 290 

 
Reverse   ATTATGACTGCGGCTGCTACC  

 
VCAM-1 Forward   TCCCTACCATTGAAGATACTGGAAA 146 

 Reverse   GCTGACCAAGACGGTTGTATCTC  

E-Selectin Forward   CCTACAAGTCCTCTTGTGCCTTC 206 

 Reverse   ACAGGCGAACTTGCACACA  

GAPDH Forward   ACCACAGTCCATGCCATCAC 451 

 
Reverse   TCCACCACCCTGTTGCTGTA 
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4.6. 単球接着アッセイ  

HAECを24 Wellプレートに播種し、Humedia-EG2培地でコンフルエントになるまで16時間

培養した。Neopterin各濃度 (0–200 nmol/L) で30分前処理の後、10 ng/mLのTNF-αで4時間刺激

した。引き続き、Cell Trace™ Calcein Red-Orange (Cat#C34851; Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA) で蛍光標識した1×105個のTHP-1細胞 (Cat# JCRB0112; Health Science Research Resources 

Bank, Osaka, Japan) を24 Wellプレートに播種してあるHAECと1時間共培養し、未接着の

THP-1単球を除くために4回Wash後、接着したTHP-1単球を蛍光顕微鏡	 (IX70; Olympus, 

Tokyo, Japan) で撮影した。単球接着は画像解析ソフト (ImageJ; NIH, Bethesda, MD, USA) を

用いて評価した [17,22,27]。 

 

4.7. 細胞遊走アッセイ  

	 	 6–8継代目のHASMC (Cat#C2571; Lonza) を8 Well Culture Slideに3×103 cells/250 µLになる

ように播種し、SmGM-2培地  (Cat#CC3182; Lonza) で3–5時間培養した。その後、無血清

SmGM-2培地に交換し、Neopterin (0–100 nmol/L) または抗Neopterin抗体 (25 µL/mL) で30分前

処理の後、Angiotensin II (AngII; Cat#A9525; Sigma) 500 nmol/Lを添加して16時間、10分毎に撮

影した。1 Well当たり10個の細胞を任意に抽出し、16時間分の移動距離の総和を算出し、その

平均を求めた。細胞培養間の撮影にはタイムラプス顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 (Keyence, 

Osaka, Japan) を用いた [17–24]。 

 

4.8. 細胞増殖アッセイ  

	 	 2–8継代目のHAEC、HASMCを1×104 cells/100 µLで96 Well Plateに播種し、各々の培地 

(Humedia-EG2、SmGM-2) で24時間培養した。Neopterin (0–100 nmol/L) または抗Neopterin抗

体 (10 µL/mL)、c-Src阻害剤 (0.1 µmol/L Saracatinib; Cat#A10108; Adooq Bioscience, Irvine, CA, 

USA)、MAPK/ERK Kinase (MEK) 1/2 阻害剤 (10 µmol/L SL327; Cat#S4069; Sigma) を添加して

48時間培養した。その後、WST-8溶液 (Cell Count Reagent SF; Cat#07553-44; Nacalai Tesque, 

Kyoto, Japan) 10 µLを加えて1時間反応させ、生細胞から生成されたホルマザン量をマイクロ

プレートリーダー (Tecan, Kawasaki, Japan) を用いて波長450 nmにおける吸光度を測定する

ことで増殖を評価した [17–24]。 
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4.9. アポトーシスアッセイ  

	 	 12 Well PlateにHASMC (3×105 cells/1 mL) を播種し、24時間培養後、Neopterin各濃度 (0, 

200 nmol/L)で48時間培養した。細胞をPBSで希釈した4% Paraformaldehyde (PFA) で固定し、

In Situ Apoptosis Detection Kit (Cat#MK-500; Takara Bio, Otsu, Japan) を用いてTerminal 

Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine Triphosphate-Biotin Nick End Labeling 

(TUNEL) 染色	 [17,21,22] を行い、6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI; Cat#342-07431; Dojindo, 

Kumamoto, Japan) で核を染色した。各サンプルにおいてランダムに3箇所を撮影し、１視野毎

にTUNEL染色ポジティブの細胞数を計測し、平均値を求めた。 

 

4.10. Western Blotting 

	 	 HMDM、HAEC、HASMCにおいて、Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動 (PAGE) を行った後にWestern Blottingにて以下の抗体を用いそれぞれのタンパ

ク質発現を検討した。1次抗体には、Neopterin (Cat#MBS223305; My Biosource)、ACAT-1、CD68、

E-Selectin、ICAM-1 (Cat#sc-20951, sc-17832, sc-137054, sc-8439; Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA)、 CD36 (Cat#AF1955; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)、 NCEH 

(Cat#14021-AP; ProteinTech, Chicago, IL)、ABCA1、ABCG1、SR-BI、Collagen-1 (Cat#NB400-105, 

NB400-132, NB400-131, NB600-408; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA)、Collagen-3、

Fibronectin 、 Phospho-Nuclear Factor-κB (NF-κB) p65 (Ser529) 、 α-Tubulin 、 MMP-2 

(Cat#GTX102997, GTX112794, GTX50254, GTX112141, GTX104577; GeneTex, Irvine, CA, USA)、

MMP-9 (Cat#E11-0275C; EnoGene, Atlanta, GA, USA)、TIMP-2 (Cat#250884; Abbiotec, San Diego, 

CA, USA)、Elastin、MARCO (Cat#bs-1756-R, bs-2659R; Bioss, Woburn, MA, USA)、MRC1 

(Cat#LS-C40886-100; LifeSpan BioSciences, Seattle, WA, USA)、Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor-γ (PPAR-γ; Cat#21649; Signalway Antibody, College Park, MD, USA)、Phospho-ERK1/2 

(Thr202/Tyr204)、Phospho-Akt (Ser/Thr) (Cat#4376, 9614b; Cell Signaling Technology, Tokyo, 

Japan)、c-Src (Cat#BS1330; Bioworld Technology, St. Louis Park, MN)、SMemb (Cat#7602; Yamasa, 

Tokyo, Japan)、Raf-1、LXR-α, Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K)、Bcl-2、Bcl-2 Associated X Protein 

(Bax)、VCAM-1 (Cat#ab32025, ab3585, ab40755, ab32124, ab32503, ab134047; Abcam, Cambridge, 

UK)、β-Actin (Cat#A1978; Sigma) に対する特異抗体を用い、2次抗体には各々に適した抗体を

使用した [17–24]。 
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4.11. ザイモグラフィー  

	 	 MMP-2 と MMP-9 の酵素活性をゼラチンザイモグラフィーKit (Cat#AK45; Cosmo Bio, 

Tokyo, Japan) を用いて解析した [17,19,21,22]。Neopterin各濃度 (0–100 nmol/L) を添加した

無血清 SmGM-2 培地で 48 時間培養した HASMC の培養上清を回収した。培養上清をサンプ

ル調整バッファーと混合し、0.1%ゼラチン含有ゲルで SDS-PAGEを行った。その後、洗浄液

で 1時間洗浄し、37℃で 20時間酵素反応させ、Coomassie Brilliant Blue染色した。 

 

4.12. 動物実験  

	 	 本動物実験は、US National Research Council の動物実験ガイドラインに則り、東京薬科

大学の動物実験委員会の承認を得て行われた。 

実験１：外因性Neopterin投与による動脈硬化病変進展の検討 

	 	 日本SLC株式会社 (Hamamatsu, Japan) から購入した26匹の雄性Apoe-/-マウス (C57BL/6. 

KOR/StmSlc-Apoeshl mice) を用いた。13週齢より、高コレステロール食餌 (16.5% 脂肪、1.25% 

コレステロール、0.5% コール酸ナトリウム、Cat#F2HFD1; Oriental Yeast, Tokyo, Japan) を与

えた [17–19,21–23]。17週齢において、8匹は投与前コントロールとして解剖した。残りの18

匹を2群に分け、10匹はPBS、8匹はNeopterinを、21週齢までの4週間、毎日腹腔内投与した。

Neopterinの投与量は、参考文献から1.2 µmol/kg/日に設定した [28–31]。 

実験２：Neopterin中和抗体投与による動脈硬化病変進展の検討 (内因性Neopterinの阻害) 

	 	 日本 SLC株式会社から購入した 11匹の雄性 Apoe-/-マウス (BALB/c. KOR/StmSlc-Apoeshl 

mice) に、13週齢より高コレステロール食餌を開始した。17週齢で 2群に分け、6匹には PBS、

5匹には抗 Neopterin抗体 (2.5 µL/kg/時) を浸透圧ミニポンプ (Cat#Alzet Model 1002; 

DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA) を用いて 4週間投与した。マウスの皮下へのポン

プの植え込みは、Medetomidine-Midazolam-Butorphanol三種混合麻酔下 (0.3 mg/kg、4.0 mg/kg、

5.0 mg/kg、腹腔内投与) で迅速に行われ、2週間毎に新しいポンプと入れ替えた。 

 

4.13. 動物パラメータ測定  

	 	 投与前の17週齢および投与後の21週齢時において、保温器に固定したマウスを無麻酔下

でTail-Cuff法 (Kent Scientific, Torrington, CT, USA) にて収縮期および拡張期血圧を測定した。
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また17週齢または21週齢時に、4時間絶食後にMedetomidine-Midazolam-Butorphanol三種混合麻

酔下で開腹して、大静脈から全血を採取した。遠心分離で得られた血漿を用い、空腹時血糖

値、総コレステロール値を酵素法 (Denka Seiken, Tokyo, Japan)、HDLコレステロール値を沈殿

法 (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) で測定した [17–19,21–23]。また、血漿中の

Neopterin濃度およびPentraxin-3濃度をELISA Kit (Cat#IB5003; Immuno-Biological Laboratories 

および Cat#MPT30; R&D Systems) を用い測定した。 

 

4.14. 動脈硬化病変の評価  

	 	 17週齢または 21週齢マウスを深麻酔下での採血後、直ちに開胸し、心尖部から PBSを

灌流して心臓内および血管内を洗浄し、引き続き 4% PFA灌流にて大動脈を固定し、心臓お

よび大動脈を摘出した。大動脈に付着している脂肪および結合組織を注意深く取り除いた。

胸腹部の大動脈の展開標本の内腔面と大動脈弁輪部の輪切り切片において Oil Red O染色を

行い、動脈硬化病変の面積やプラークの大きさを測定した。大動脈弁輪部においては連続切

片を作製して、Neopterin、Interferon-γ、MCP-1の発現、血管炎症、単球/マクロファージ、CD4+・

CD8+ T細胞の浸潤、ECおよび VSMCの含有量を、各々、抗 Neopterin抗体 (Cat#MBS223305; 

My Biosource)、抗 Interferon-γ抗体 (Cat#ab9657; Abcam)、抗MCP-1抗体 (Cat#ab7202; Abcam)、

抗 Pentraxin-3抗体 (Cat#bs-5783R; Bioss)、抗MOMA-2抗体 (Cat#MAB1852; Millipore, Billerica, 

MA)、抗 CD4抗体 (Cat#ab183685; Abcam)、抗 CD8抗体 (Cat#ab22378; Abcam)、抗 Podocalyxin

抗体 (Cat#AF1556; R&D)、抗 α-Smooth Muscle Actin抗体 (α-SMA; Cat#C6198; Sigma)を用い染

色した [17–19,21–23]。特異的に染色された部位を画像編集ソフト (Photoshop; Adobe, San Jose, 

CA, USA) を用い当該面積を設定し、それらの面積を定量 (ImageJ; NIH, Bethesda, MD) した。

更に、プラークの不安定化を大動脈弁輪部における Pentraxin-3の高発現、並びにマクロファ

ージ含有量 (µm2)/VSMC含有量 (µm2) の比率の増加を指標に評価した [17,22,32]。 

 

4.15. 統計解析  

	 	 母集団の正規分布の評価には Kolmogorov-Smirnov検定を用いた。正規分布のデータは平

均値 (Mean) ± 標準誤差 (SEM)、非正規分布のデータは中央値 (25パーセンタイル、75パー

センタイル) で表した。正規分布の 2群間においては対応のない Student t検定、非正規分布

の 2群間においてはノンパラメトリック Mann-Whitney U検定を用いた。3群間以上の場合で
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は一元配置分散分析 (ANOVA) 後に Bonferroni Post-Hoc検定を行った。頻度や割合 (%) を表

すカテゴリー変数は Fisher Exact検定を行った。統計解析は、Statview-J 5.0 (SAS Institute, Cary, 

NC, USA) を用いて行い、P < 0.05をもって統計学的に有意差とした。 
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5. 結果  

 

5.1. Non-CADおよび CAD患者の冠動脈硬化病変における Neopterinの発現  

	 	 Non-CAD 患者 4例と CAD 患者 12例の冠動脈において、Neopterin発現レベルを解析し

た。Non-CAD患者および CAD患者の正常および非狭窄冠動脈には Neopterinはほとんど発現

していなかった (図 2A,B)。しかし、CAD 患者の狭窄冠動脈において、冠動脈の脂肪線条や

プラーク内のマクロファージ泡沫細胞の集簇部分に一致して Neopterin が強発現していたこ

とを確認した (Data Not Shown)。冠動脈硬化病変における Neopterin発現レベルは冠動脈疾患

の重症度に伴って増加していた (図 2B–D)。 

 

  
図 2. Non-CADおよび CAD 患者のヒト冠動脈硬化病変における Neopterin発現。  

A–D, Non-CAD患者 (A: 男性、31歳)、CAD患者 (B: 女性、83歳、C: 男性、70歳、D: 男

性、62歳) の冠動脈を抗 Neopterin抗体で染色した。但し、染色した冠動脈は急性冠動脈

イベントの責任病変とは限らない。Scale Bar = 500 µm。 
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5.2. Non-CADおよび CAD患者における血漿中 Neopterin濃度  

	 	 Non-CAD患者 43例と CAD患者 92例において血漿中 Neopterin濃度を比較した。表 2に

示す如く、Non-CAD群に比べ CAD群において、性別 (男性)、喫煙、糖尿病の割合、血漿中

の高感度 C反応性タンパク (Hs-CRP) 濃度が有意に高く、高血圧、脂質異常症、高血圧治療

薬 (AngII 受容体拮抗剤) の服用率、血漿中 HDL コレステロール濃度が有意に低かった (表

2)。年齢、糖尿病治療薬、高血圧治療薬 [Angiotensin変換酵素 (ACE) 阻害剤、カルシウム拮

抗剤、βブロッカー剤]、脂質異常症治療薬 (スタチン、フィブラート) の服用率や血漿中 LDL

コレステロール濃度については両群間には有意差は認められなかった (表 2)。 

	 	 図 3に示すように、血漿中 Neopterin濃度は、Non-CAD群に比べ CAD群では有意に高値

であった (9.7 ± 0.6 vs. 12.3 ± 1.0 nmol/L, P < 0.05)。CAD群において、血漿中 Neopterin濃度は

亜急性心筋梗塞＋陳旧性心筋梗塞患者群に比べ、急性心筋梗塞＋不安定狭心症患者群 (急性

冠症候群) では高い傾向にあった (8.4 ± 1.5 vs. 12.4 ± 1.0 nmol/L, P = 0.4620)。 
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表 2. 患者背景  

 

 Non-CAD患者 

(n = 43) 

CAD患者 

(n = 92) 

年齢 (歳) 64.3 ± 1.3 67.6 ± 1.1 

男性 (%) 39.5 69.6* 

喫煙 (%) 25.6 69.6† 

糖尿病 (%) 11.6 28.3‡ 

高血圧 (%) 100.0 66.3† 

脂質異常症 (%) 51.2 30.4‡ 

糖尿病治療薬 (%) 7.0 14.1 

AngII受容体拮抗剤 (%) 62.8 32.6* 

ACE阻害剤 (%) 2.3 3.3 

カルシウム拮抗剤 (%) 51.2 33.7 

βブロッカー剤 (%) 9.3 9.8 

スタチン (%) 32.6 23.9 

フィブラート (%) 11.6 7.6 

LDLコレステロール (mg/dL) 122.2 ± 4.8 118.2 ± 3.8 

HDLコレステロール (mg/dL) 59.3 ± 2.3 45.0 ± 1.3† 

Hs-CRP (mg/dL) 0.1 ± 0.0 1.2 ± 0.3§ 

Values = Mean ± SEM or %. *P < 0.005, †P < 0.0001, ‡P < 0.05, §P < 0.01 vs. Non-CAD患者. 
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  図 3. Non-CADおよび CAD 患者の血漿中 Neopterin濃度。  

Non-CAD患者 43例と CAD患者 92例の血漿中 Neopterin濃度を ELISAで測定し、濃度の

比較を箱ひげ図で示した。Box の中心線は中央値、下端線は 25 パーセンタイル、上端線

は 75 パーセンタイル、Box外の下部バーは 10 パーセンタイル、上部バーは 90 パーセン

タイルを示す。*P < 0.05. 
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5.3. ヒト大動脈内皮細胞の増殖に対する Neopterinの作用  

	 	 Neopterinは、HAECの増殖を 1、10 nmol/Lにおいて有意に抑制した (図 4)。 

 

  
図 4. HAEC の増殖に対する Neopterinの作用。  

5% FBS-Humedia-EG2培地で培養した HAECを Neopterin各濃度で 48時間刺激し、細胞増殖

をWST-8法で評価した (n = 5)。*P < 0.005, †P < 0.05 vs. 0 nmol/L of Neopterin. 
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5.4. ヒト大動脈内皮細胞における炎症分子の mRNA発現に対する Neopterinの作用  

	 	 HAEC において、Neopterinには IL-6、MCP-1、ICAM-1、VCAM-1、E-Selectinの mRNA

発現に対し有意な作用を認めなかった (図 5)。しかし、Neopterin (200 nmol/L) は、TNF-α (10 

ng/mL) 誘導性のMCP-1、ICAM-1、VCAM-1のmRNA発現を有意に抑制したが、IL-6、E-Selectin

の mRNA発現に対しては有意な作用を示さなかった (図 5)。 

  

図 5. HAEC における炎症反応の mRNA 発現に対する Neopterinの作用。  

IL-6、MCP-1、ICAM-1、VCAM-1、E-Selectinの mRNA発現を RT-PCRによって検討した。

HAECを Neopterin (200 nmol/L) で 30分前処理し、次いで Neopterin (200 nmol/L) + TNF-α 

(10 ng/mL) 存在下で 4時間培養した。各分子の発現は GAPDHで補正後、グラフ化した (n 

= 5)。*P < 0.005, †P < 0.05, ‡P < 0.0001 vs. Corresponding Control; §P < 0.05 vs. Corresponding 

TNF-α.  
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5.5. ヒト大動脈内皮細胞における炎症分子のタンパク質発現に対する Neopterin の作

用  

	 	 HAECにおいて、TNF-α (10 ng/mL) は ICAM-1、VCAM-1、E-Selectin、NF-κBのタンパ

ク質発現またはリン酸化を有意に促進した。Neopterin (200 nmol/L) は、TNF-α (10 ng/mL) 誘

導性の ICAM-1と VCAM-1のタンパク質発現を有意に抑制し、NF-κBのリン酸化を有意に抑

制した。しかし、Neopterin (200 nmol/L) は、E-Selectinのタンパク質発現に対しては有意な作

用を示さなかった (図 6A–D)。このようにタンパク質発現と mRNA発現の変化は一致してい

た (図 5,6)。以上から、Neopterinは NF-κBのリン酸化抑制を介し、炎症性サイトカインおよ

び接着因子発現を抑制することが示唆された。 

 

  図 6. HAEC における炎症反応のタンパク質発現に対する Neopterinの作用。  

A–D, HAEC の ICAM-1、VCAM-1、E-Selectin のタンパク質発現、NF-κB のリン酸化を

Western Blotting によって解析した。条件は前述 (図 5) の通りである。各分子の発現は

GAPDHで補正後、グラフ化した (n = 5)。 *P < 0.0001, †P < 0.005 vs. 0 nmol/L of Neopterin 

(TNF-α (-)); ‡P < 0.05, §P < 0.005, ||P < 0.01 vs. 0 nmol/L of Neopterin (TNF-α (+)). 



 24 

5.6. ヒト大動脈内皮細胞へのヒト単球接着に対する Neopterinの作用  

	 	 HAECへの THP-1細胞接着は、TNF-α (10 ng/mL) 4時間刺激で 98倍に増加した (図 7)。

Neopterinは、TNF-α誘導性の単球接着を 10–200 nmol/Lにおいて有意に抑制し、200 nmol/L

において最大 85%抑制した (図 7)。 

 

  

図 7. HAEC のヒト単球接着に対する Neopterinの作用。  

コンフルエントの HAECを 0.5% FBS-Humedia-EG2で 16時間培養し、Neopterin各濃度で

30分前処理後、TNF-α (10 ng/mL) で 4時間培養した。引き続き、Calcein Red-Orange標識

した THP-1単球を HAEC上に播種し、1 時間共培養した。未接着の THP-1 単球を除くた

めにWash後、接着した THP-1単球を蛍光顕微鏡で観察、撮影した (n = 5)。Baseline (1 Fold) 

= 30755.4 ± 3828.2 Pixels. *P < 0.0001 vs. 0 nmol/L of Neopterin; †P < 0.001, ‡P < 0.0001 vs. 10 

ng/mL of TNF-α. 
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5.7. ヒト単球由来マクロファージの炎症性フェノタイプに対する Neopterinの作用  

	 	 ヒト単球を 6 日間培養し、単球からマクロファージへ分化させたところ、マクロファー

ジの分化マーカーである CD68のタンパク質発現は増加したが、Neopterinは単球からマクロ

ファージへの分化 (CD68 タンパク質発現) には影響を及ぼさなかった (図 8)。しかし、3 日

目、6日目において、Neopterinは炎症性 M1マーカーである MARCOタンパク質発現を有意

に抑制し、抗炎症性 M2マーカーである MRC1タンパク質発現を有意に促進した (図 8)。同

時に、Neopterinは NF-κB のリン酸化を有意に抑制し、PPAR-γ発現を有意に促進した (図 8)。

以上から Neopterinはマクロファージのフェノタイプを抗炎症性の M2優位にし、炎症を抑制

することが示唆された。 

  
図 8. HMDMの炎症性フェノタイプに対する Neopterinの作用。  

ヒト単球を Neopterin (100 nmol/L) で 1–6日間培養した。回収した単球またはマクロファ

ージにおいて、CD68 (マクロファージ分化マーカー)、MARCO (炎症性 M1 マーカー)、

MRC1 (抗炎症性M2マーカー)、PPAR-γ、β-Actinのタンパク質発現や NF-κBのリン酸化

を Western Blotting にて解析した。各分子の発現は β-Actin で補正後、グラフ化した 

(MARCO: n = 4, CD68, MRC1, p-NF-κB, PPAR-γ, β-Actin: n = 5)。*P < 0.05, †P < 0.005, ‡P < 

0.0005, §P < 0.0001 vs. 0 nmol/L of Neopterin on Corresponding Day.  
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5.8. ヒト単球由来マクロファージの泡沫化に対する Neopterinの作用  

	 	 Neopterinは、酸化 LDLによる HMDMの泡沫化を 5–100 nmol/Lにおいて有意に抑制し、

100 nmol/Lにおいて最大 23%抑制した (図 9)。 

 

  

図 9. HMDMの泡沫化に対する Neopterinの作用。  

ヒト単球を 10％ヒト血清および Neopterin 各濃度 (0–200 nmol/L) を含有した RPMI-1640

培地で 7日間培養しマクロファージに分化させ、同濃度のNeopterin、50 µg/mLの酸化LDL、

100 µmol/L の[3H]オレイン酸を添加して 19 時間培養した。泡沫化の程度は、コレステロ

ール-[3H]オレイン酸の細胞内放射活性を測定して評価した (n = 5)。Baseline of Control = 

3.97 ± 0.53 nmol/mg Cell Protein. *P < 0.05 vs. 0 nmol/L of Neopterin. 
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5.9. ヒト単球由来マクロファージの泡沫化関連タンパク質発現、Cholesterol Effluxに対

する Neopterinの作用  

	 	 酸化 LDL による HMDM の泡沫化を抑制した分子メカニズムとして、Neopterin (10、25 

nmol/L) による CD36 タンパク質発現の有意な抑制 (37、33%)、並びに Neopterin (100、200 

nmol/L) による ABCA1 タンパク質発現の有意な促進 (1.6、1.5 倍) が認められた。また、

Neopterin (200 nmol/L) による ABCG1タンパク質発現の有意な促進 (1.9 倍) が認められた。 

Neopterin は 100、200 nmol/L において LXR-α タンパク質発現を有意に促進 (1.7、2.9 倍) し

たが、ACAT-1、NCEH、SR-BIタンパク質発現には有意な作用を示さなかった (図 10A)。更

に、HMDM における ApoA1 (ABCA1 の作用) や HDL (ABCG1 の作用) による Cholesterol 

Effluxに対する Neopterinの作用を検討したところ、Neopterin (200 nmol/L) は ApoA1または

HDLによる Cholesterol Effluxを各々13%、8%ほど有意に増加させた (図 10B)。 
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  図 10. HMDMの泡沫化関連タンパク質発現、Cholesterol Effluxに対する Neopterinの

作用。   

A, 酸化 LDLを添加する前の培養 7日目の細胞を回収し、CD36、ACAT-1、NCEH、SR-BI、

ABCA1、ABCG1、LXR-α、β-Actinのタンパク質発現をWestern Blottingにて解析した (n = 

6)。各分子の発現は β-Actinで補正後、グラフ化した。*P < 0.05, †P < 0.005, ‡P < 0.0005 vs. 

0 nmol/L of Neopterin. B, HMDMを[3H]コレステロールで標識した酸化 LDL (50 µg/mL) で

24時間培養し、ApoA1 (50 µg/mL) または HDL (50 µg/mL) を含有する無血清培地で更に

16時間培養した。Cholesterol Effluxの程度は、培養上清および細胞溶解液の[3H]コレステ

ロールを測定して評価した (ApoA1: n = 4, HDL: n = 3)。ApoA1 または HDL において

Neopterin無しの条件を 1 Foldとして示した。Baseline (1 Fold) = 16.5 ± 3.2% (ApoA1), = 33.8 

± 4.9% (HDL). *P < 0.05, ‡P < 0.0005, ||P < 0.05. 
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5.10. ヒト大動脈平滑筋細胞の遊走に対する Neopterinの作用  

	 	 HASMCにおいて、Neopterin (10、100 nmol/L) は AngII (500 nmol/L) 誘導性の遊走を有意

に抑制した (図 11A)。しかし、Neopterin による遊走の抑制は抗 Neopterin 抗体により有意に

キャンセルされた (図 11B)。 

 

  
図 11. HASMCの遊走に対する Neopterinの作用。  

A,B, HASMCを無血清 SmGM-2培地と AngII、Neopterin、抗 Neopterin抗体 (25 µL/mL) で

培養し、BIOREVO BZ-9000にて 10分毎に撮影した。1 Well当たり 10個の細胞を任意に

抽出し、16時間分の移動距離の総和を算出し、それらの平均を求めた (A: n = 4, B: n = 7)。

*P < 0.01, †P < 0.0005, ‡P < 0.0001, §P < 0.05. 
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5.11. ヒト大動脈平滑筋細胞の増殖に対する Neopterinの作用  

	 	 Neopterin (50–200 nmol/L) は HASMCの増殖を有意に抑制した (図 12A)。また、Neopterin 

(200 nmol/L) における HASMC の増殖は、抗 Neopterin 抗体、c-Src 阻害剤 (Saracatinib) や

MEK1/2阻害剤 (SL327) によって有意にキャンセルされた (図 12B)。 

 

  
図 12. HASMC の増殖に対する Neopterinの作用。  

A,B, HASMC を 5% FBS-SmGM-2 培地と Neopterin 各濃度または抗 Neopterin 抗体 (10 

µL/mL)、c-Src阻害剤 (Saracatinib, 0.1 µmol/L)、MEK1/2阻害剤 (SL327, 10 µmol/L) で処理

し、48時間後の細胞増殖をWST-8法にて評価した (A: n = 5, B: n = 7)。*P < 0.05, †P < 0.01 

vs. 0 nmol/L of Neopterin; ‡P < 0.0001 vs. Control (0 nmol/L of Neopterin); §P < 0.005, ||P < 0.05 

vs. Vehicle of Neopterin. 
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5.12. ヒト大動脈平滑筋細胞のアポトーシスに対する Neopterinの作用  

	 	 Neopterinは、HASMCの遊走・増殖を有意に抑制したが、Neopterin (200 nmol/L) におい

てアポトーシスは誘導していなかった (図 13)。 

 

  
図 13. HASMC のアポトーシスに対する Neopterinの作用。  

HASMCを 5% FBS-SmGM-2培地と Neopterin (0, 200 nmol/L) で 48時間培養後、TUNEL

法にてアポトーシス細胞を染色 (緑色) した。核を DAPI で染色 (青色) した。グラフは

アポトーシス細胞の割合をパーセンテージで示した (n = 3)。Scale Bar = 100 µm. 
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5.13. ヒト大動脈平滑筋細胞のシグナル伝達に対する Neopterinの作用  

	 	 HASMC のシグナル伝達分子に対する Neopterin (200 nmol/L) の時間依存性 (0、24、48

時間) の作用を検討した。Neopterin (200 nmol/L) は、SMemb、c-Src、Raf-1、ERK1/2のタン

パク質発現やリン酸化を抑制傾向に、PI3K、Akt のタンパク質発現やリン酸化を増加傾向に

した。その他の p38、Bax、Bcl-2 のタンパク質発現には変化は認められなかった (図 14A)。

上記で変化のあったシグナル伝達分子に関して、48 時間での濃度依存性 [Neopterin (0、200 

nmol/L)] の作用を更に検討した。Neopterin (200 nmol/L) による 48時間刺激によって SMemb、

c-Src、Raf-1、ERK1/2のタンパク質発現やリン酸化を有意に抑制し、PI3Kのタンパク質発現

と Akt のリン酸化を有意に促進した。NF-κB のリン酸化には有意な変化は認められなかった 

(図 14B)。 
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図 14. HASMC のシグナル伝達に対する Neopterinの作用。  

A,B, 増殖型マーカーと細胞内シグナルへの Neopterinの作用を Western Blottingにて解析

した。A, HASMCを Neopterin (200 nmol/L) で 0、24、48時間培養した。再現性を確認す

るため、独立した実験を最低 2回行った。B, HASMCを Neopterin (200 nmol/L) で 48時間

培養した。各分子の発現は α-Tubulinで補正後、グラフ化した (n = 4–6)。 *P < 0.05 vs. 0 

nmol/L of Neopterin. 
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5.14. ヒト大動脈平滑筋細胞の ECM発現に対する Neopterinの作用  

	 	 Neopterinは、Fibronectin、MMP-2、TIMP-2のタンパク質発現を濃度依存性に有意に促進

した (図 15A)。しかし、Neopterin は Collagen-1、Collagen-3、Elastin、MMP-9 のタンパク質

発現については有意な変化を示さなかった (図 15A)。更に、MMP-2と MMP-9の活性を検討

したところ、Neopterinは MMP-2活性を有意に増加させ、MMP-9活性を増加させる傾向にあ

った (図 15B)。 

  
図 15. HASMC の ECM発現に対する Neopterinの作用。  

A, HASMC を無血清 SmGM-2 培地において、各濃度の Neopterin で 24 時間刺激し、

Collagen-1、Collagen-3、Fibronectin、Elastin、MMP-2、MMP-9、TIMP-2、α-Tubulin のタ

ンパク質発現をWestern Blottingにて解析した。各分子の発現は α-Tubulinで補正後、グラ

フ化した (n = 4)。B, MMP-2および MMP-9の活性を測定した。HASMCを無血清 SmGM-2

培地において、各濃度の Neopterinで 24時間刺激した。培養上清の MMP-2および MMP-9

の活性をゼラチンザイモグラフィーによって測定した (n = 4)。*P < 0.001, †P < 0.0005, ‡P 

< 0.05 vs. 0 nmol/L of Neopterin. 
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5.15. Apoe-/-マウスにおける外因性 Neopterin投与または内因性 Neopterin阻害による動脈

硬化病変の進展への影響  

	 	 実験 1において 17週齢と 21週齢のコントロール、Neopterin投与の 3群間では、食餌量、

体重、収縮期・拡張期血圧、血漿中の血糖・総コレステロール・Non-HDLコレステロール・

HDL コレステロール濃度に有意差を認めなかった (表 3)。17 週齢と比較して 21 週齢コント

ロール群では、血漿中 Pentraxin-3濃度が有意に増加していた (表 3)。21週齢において、コン

トロール群と比較して、Neopterin 投与群では血漿中 Neopterin 濃度は 1.4 倍に有意に増加し、

血漿中 Pentraxin-3 (表 3) 濃度は有意に減少していた。17週齢と比較して 21週齢コントロー

ル群の Apoe-/-マウスでは、胸腹部大動脈および大動脈弁輪部の動脈硬化病変は 4.5倍および 2

倍に有意に増加していた (図 16A,B,D,E,K,L)。しかし、21 週齢コントロール群と比較して

Neopterin投与群においては、胸腹部大動脈および大動脈弁輪部の動脈硬化病変は 35%および

17%減少していた (図 16B,C,E,F,K,L)。大動脈弁輪部の動脈硬化病変における Neopterin 発現

は週齢 (17週齢→21週齢) に伴い増加していた (図 17A,D)。 

	 	 実験 2において Neopterin中和抗体を Apoe-/-マウスに投与したところ、コントロール群と

比較して Neopterin 中和抗体投与群では胸腹部大動脈および大動脈弁輪部の動脈硬化病変は

1.4倍および 1.3倍に有意に増加していた (図 16G–J,M,N)。 
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表 3. Apoe-/-マウスの食餌量、体重、血圧、血漿パラメータ  

 

 17 週齢 

コントロール 

(n = 8) 

21週齢 

コントロール 

(n = 10) 

21週齢 

Neopterin 

(n = 8) 

食餌量 (g/day) 4.4 ± 0.2 4.4 ± 0.5 4.6 ± 0.1 

体重 (g) 27.1 ± 0.7 29.2 ± 0.8 27.4 ± 0.8 

収縮期血圧 (mm
 
Hg) 115.0 ± 1.6 113.3 ± 4.8 103.6 ± 4.5 

拡張期血圧 (mm
 
Hg) 95.0 ± 1.6 86.4 ± 7.3 85.1 ± 3.3 

血糖 (mg/dL) 285.8 ± 39.9 256.8 ± 36.5 288.9 ± 15.2 

総コレステロール (mg/dL) 1686.6 ± 82.9 1764.3 ± 33.5 1613.1 ± 95.7 

Non-HDLコレステロール (mg/dL) 1679.0 ± 83.3 1753.4 ± 37.2 1606.7 ± 95.6 

HDLコレステロール (mg/dL) 5.6 ± 0.5 7.0 ± 0.9 6.4 ± 0.4 

Pentraxin-3 (ng/mL) 108.9 ± 7.7 204.4 ± 15.3* 143.5 ± 9.3† 

Neopterin (nmol/L) 1.28 ± 0.21 1.36 ± 0.19 1.93 ± 0.10‡ 

Values = Mean ± SEM. *P < 0.0001 vs. 17週齢コントロール; †P < 0.01, ‡P < 0.05 vs. 21週齢コン

トロール. 
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  図 16. Apoe-/-マウスにおける外因性 Neopterin投与または内因性 Neopterin阻害に

よる動脈硬化病変の進展への影響。  

実験 1: Apoe-/-マウス (C57BL/6) 18 匹のうち、10 匹は PBS、8 匹は Neopterin (1.2 

µmol/kg/日) を 4週間腹腔内投与した。8匹は投与前に 17週齢コントロール群として

解剖した。実験 2: Apoe-/-マウス (BALB/c) 11匹のうち、6匹は PBS、5匹は抗 Neopterin

抗体 (2.5 µL/kg/時) を浸透圧ミニポンプにて 4週間持続投与した。摘出した胸腹部大

動脈 (A–C,G,H)、大動脈弁輪部 (D–F,I,J) を Oil Red Oで染色した。各群間で大動脈

硬化病変面積 (K,M)、動脈硬化性プラークサイズ (L,N) を比較した。*P < 0.0001, †P < 

0.05. Scale Bar = 200 µm. 
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5.16. Apoe-/-マウスにおける大動脈弁輪部の動脈硬化性プラーク内の Neopterin発現と炎

症性変化  

	 	 実験 1 において Neopterin 発現は単球/マクロファージ集簇部に一致していた (図 17A)。

また、Neopterin投与によって動脈硬化病変に有意に強発現していた (図 17A,D)。17週齢と比

較して 21 週齢コントロール群では、単球/マクロファージの浸潤 (図 17A,B)、VSMC の含有

量 (図 17A,C)、Interferon-γ、MCP-1、Pentraxin-3 (図 17A,E–G) の発現が有意に増加していた。

21 週齢コントロール群と比較して Neopterin 投与群では、単球/マクロファージの浸潤 (図

17A,B)、VSMCの含有量 (図 17A,C)、MCP-1、Pentraxin-3 (図 17A,F,G) の発現が有意に減少

していたが、Interferon-γ (図 17A,E) 発現には有意な差は認められなかった。 
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図 17. 外因性 Neopterin投与による大動脈弁輪部の動脈硬化性プラーク内の Neopterin

発現と炎症性変化  

実験 1: Apoe-/-マウス (C57BL/6) 8 匹は投与前の 17 週齢コントロール群として解剖し、10

匹は PBS、8匹は Neopterin (1.2 µmol/kg/日) を 4週間腹腔内投与した。A, 大動脈弁輪部を

Oil Red O、Podocalyxin (ECマーカー)、MOMA-2 (単球/マクロファージマーカー)、α-SMA 

(VSMCマーカー)、Neopterin、Interferon-γ、MCP-1、Pentraxin-3の抗体で染色した。核染色

には Hematoxylinを用いた。3群間において、MOMA-2 (B)、α-SMA (C)、 Neopterin (D)、

Interferon-γ (E)、MCP-1 (F)、Pentraxin-3 (G) の発現を比較検討した。*P < 0.005, †P < 0.05, ‡P 

< 0.0001, §P < 0.0005, ||P < 0.001. Scale Bar = 200 µm. 
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5.17. Apoe-/-マウスにおける大動脈弁輪部の動脈硬化性プラーク内の CD4+および

CD8+T細胞浸潤に対する Neopterinの作用  

	 	 大動脈弁輪部の動脈硬化病変において、17週齢と比較して 21週齢コントロール群では、

CD4+ T細胞は増加傾向にあり、CD8+ T細胞は有意に増加していた (図 18 A–C)。21週齢コ

ントロール群と比較して Neopterin 投与群では、CD8+ T 細胞 (図 18A,C) が有意に減少し、

CD4+ T細胞も減少傾向にあった (図 18A,B)。図 17Eに示したように、 Neopterin投与により

大動脈弁輪部における Interferon-γ発現に有意な変化が認められなかったことは、Neopterinに

よる CD4+ T細胞浸潤が十分に抑制されていなかったことに起因すると考えられた。 

 

  
図 18. Apoe-/-マウスへの外因性 Neopterin投与による動脈硬化病変内 T細胞浸潤に対

する作用。  

実験 1の Apoe-/-マウス (C57BL/6) における大動脈弁輪部の動脈硬化性プラークを CD4、

CD8抗体で染色した。核染色には Hematoxylinを用いた。A, 矢印は CD4+ T細胞、CD8+ 

T細胞を示す。Scale Bar = 50 µm. C, *P < 0.05. 
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5.18. Apoe-/-マウスにおける動脈硬化性プラークの安定化に対する Neopterinの作用  

	 	 週齢 (17週齢→21週齢) とともに、大動脈弁輪部の動脈硬化性プラーク内のマクロファ

ージ含有量 (µm2)/VSMC 含有量 (µm2) の比率が有意に増加していた。しかし、21 週齢コン

トロール群と比較して Neopterin 投与群では、動脈硬化病変内のマクロファージ含有量 

(µm2)/VSMC 含有量 (µm2) の比率が有意に減少していた (図 19)。このことから、Neopterin

はプラークを破綻させず安定化させることに寄与すると考えられた。 

 

  
図 19. Apoe-/-マウスへの外因性 Neopterin投与によるプラーク安定化に対する作用。 

実験 1 の Apoe-/-マウス (C57BL/6) において、図 17 で示した大動脈弁輪部の動脈硬化性

プラーク内のマクロファージ含有量 (µm2)/VSMC 含有量 (µm2) の比率を 17 週齢コント

ロール群 (n = 8)、21週齢コントロール群 (n = 9)、Neopterin (1.2 µmol/kg/日) 投与群 (n = 

8) の 3群間で比較検討した。*P < 0.05. 
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6. 考察  

 

	 	 本研究において、Non-CAD患者と比較して CAD患者の冠動脈病変内の Neopterin発現お

よび血漿中 Neopterin 濃度が増加していたことはこれまでの報告と一致していた 

[10,11,13,33,34]。しかし、Neopterin による血管炎症および動脈硬化に対する抑制作用を本研

究で世界に先駆けて明らかにした。Neopterin は EC・単球/マクロファージの炎症と単球-EC

接着を抑制した。また、Neopterinはマクロファージの泡沫化とともに VSMCの遊走・増殖も

抑制した。Neopterinは VSMCにおいて Fibronectin、MMP-2、TIMP-2のタンパク質発現を促

進しており、血管炎症によるリモデリングとの関連が示唆された。Neopterinが 3種類の血管

細胞に多面的に作用していたため、それぞれの細胞には Neopterinの受容体が存在する可能性

があることは明らかである。In Vitroにおける Neopterinのそれぞれの作用は微弱であるよう

に思えるが、In Vivoにおいては複合的にそれらが作用し、Neopterinの動脈硬化病変形成に対

する抑制作用は非常に顕著であった。最終的に、Apoe-/-マウスへの外因性 Neopterin投与によ

り、動脈硬化性プラーク内の単球/マクロファージ・T 細胞の浸潤、大動脈病変および血漿中

Pentraxin-3濃度の減少によって、動脈硬化病変進展は抑制された。更に、抗 Neopterin抗体の

投与による内因性 Neopterin阻害は、Apoe-/-マウスにおける動脈硬化病変進展を促進させた。

以上のことから、冠動脈硬化病変での Neopterin強発現は動脈硬化病変の進展を抑えるために

代償的に Neopterinが産生されていたと推察された。 

	 	 本項では、本研究と過去の報告におけるマクロファージ泡沫化に対する Neopterinの作用

の相違点について考察する。Yan らは、Neopterin 高濃度 (100 µmol/L) において ABCA1 の

mRNA発現および Cholesterol Efflux抑制を介して THP-1細胞由来マクロファージの泡沫化を

促進することを報告した [14]。この時間・濃度依存性の作用は LXR-αを介していた。THP-1

細胞はプロテインキナーゼ C (PKC) 作動薬である Phorbol-12-Myristate-13-Acetateによって単

球からマクロファージへ分化誘導させる。マクロファージへ分化後、酸化 LDL含有の無血清

培地に置き換えることで泡沫細胞となる。本研究では、HMDM において Neopterinは LXR-α

を介し、ABCA1や ABCG1タンパク質発現を有意に促進し、ApoA1や HDLによる Cholesterol 

Effluxも同様に増加した。このことからNeopterin (5–100 nmol/L) はHMDMにおける酸化 LDL

誘導性のマクロファージ泡沫化を抑制した。先の報告と比較し、我々の実験プロトコールで

は、10%ヒト血清含有培地、異なる細胞・Neopterin 濃度を用いたことで、結果に差異が生じ
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たと考えられる。加えて、Gieseg らは高濃度 (≥100 µmol/L) の 7,8-Dihydro-Neopterin による

抗酸化・抗アポトーシス作用を報告した [35–37]。これらの報告 [14,35–37] と比較し、我々

の実験系で用いた初代培養の HMDMおよび Neopterin濃度は、ヒトの生理的条件により近い

と言える。 

	 	 Neopterinの特異的な受容体は未同定である。Neopterinのシグナル伝達経路は十分に報告

されていなかった。本研究で初めて明らかにした HMDMにおける Neopterinによる炎症促進

性 M1 フェノタイプ抑制、炎症抑制性 M2 フェノタイプ促進には、NF-κB の Downregulation

と PPAR-γ の Upregulation が関与していた  [4]。Neopterin は EC における NF-κB の

Downregulationにより炎症反応を抑制した。一般的に、マクロファージの泡沫化および CD36

発現、VSMCの遊走・増殖は PKC/ERK1/2経路を介している [38–40]。Fibronectinおよび MMP

発現は Akt経路を介している [41,42]。本研究において、Neopterinは c-Src/Raf-1/ERK1/2経路

を介して VSMC の増殖を抑制し、PI3K/Akt 経路を介して Fibronectin、MMP-2、TIMP-2 発現

を促進したと考えられる。 

	 	 本項では、In Vitroおよび In Vivoにおける Neopterinの濃度について考察する。第一に、

健常ヒト血漿中濃度  (~5–10 nmol/L) と比べ、HAEC、HMDM、HASMC で作用を認めた

Neopterin の濃度は比較的高かった (最大で約 40 倍)。血管壁では、マクロファージから多量

の Neopterin がオートクライン/パラクラインで産生される [6,11,12]。これまでの報告では、

他の血管作動性物質 (閉塞動脈における Serotonin) の局所レベルは、冠動脈イベントにおい

て 33 倍増加しているという報告がある [43]。従って、Neopterin の病変局所でのレベルが他

の血管作動性物質と同様に増加することは驚くべきことではない。第二に、本研究で用いた

健常ヒト血清中 Neopterin濃度は 8.5 nmol/Lであった。従って、HMDMの培地にはヒト血清

を 10%の割合で含有していたので、0.85 nmol/L の Neopterin が含有されていたが、実験で添

加した Neopterinの濃度と比較すると影響はほとんどない。第三に、HAECの炎症反応や、単

球接着、マクロファージ泡沫化および泡沫化関連分子発現、HASMCの遊走・増殖・ECM産

生への Neopterinの作用濃度は異なっていた。これは、細胞が異なることや、シグナル伝達経

路が異なることが影響していると考えられる。また、HMDMにおいて泡沫化 (5–100 nmol/L) 

と ABCG1発現 (200 nmol/L) へ作用した Neopterin濃度が異なっていたことは、酸化 LDLの

有無による差と、シグナル伝達の違いに依存すると考えられる。Neopterinは至適濃度よりも

過剰な濃度であると未同定の受容体発現や細胞内シグナル伝達を Downregulation することで、
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二相性の作用を示したと推察された。最後に、Apoe-/-マウスにおいて、21 週齢コントロール

群と比較して外因性 Neopterin 投与群では血漿中 Neopterin 濃度が 1.4 倍有意に増加していた

が、この濃度は予想されていた濃度より高くはなかった。循環血液中の Neopterinの半減期は

90 分であり [44]、Apoe-/-マウスへの腹腔内投与 4 時間後の血液では腎排泄等の何らかの理由

で血漿中の Neopterinは減少していたと推察された。 

	 	 本研究において、我々は In Vitro、In Vivoにおける Neopterinの動脈硬化保護作用を立証

した。並びに他の研究でも示されていたように CAD患者の循環血液中および冠動脈病変にお

ける Neopterin の高発現を確かめた [10,11,13,33,34,45]。更に、他の研究と同様に [34]、循環

血液中 Neopterin 濃度は慢性冠動脈疾患 (安定 CAD) 患者より急性冠動脈疾患 (不安定 CAD) 

患者で高値だった。本研究における Neopterinの In Vitroと In Vivoでの抗炎症・抗動脈硬化作

用と CAD患者での Neopterin強発現との矛盾は、IL-6が急性期では抗炎症作用かつ慢性期で

は炎症促進作用の二面性作用を発揮するように [46]、Neopterinの作用が動脈硬化の末期では

動脈硬化促進に転じている可能性も全く否定できない。しかしながら、Neopterinの動脈硬化

病変での強発現や血中濃度の増加は、動脈硬化病変の進展を抑えるために代償的に Neopterin

が増加したものと推察された。本研究から、外因性 Neopterinは血管炎症と動脈硬化の予防・

治療に貢献し、内因性 Neopterinは血管炎症と動脈硬化の進展を阻止するために必要であった

ことからも裏付けられる。更に、動脈硬化病変進展における内因性 Neopterinの役割を明確に

するためには、Neopterinを過剰発現またはノックアウトした Apoe-/-マウスでの今後の解析が

必要である。また、臨床的には、今回の CAD 患者の 5 年予後を調査・解析して、Neopterin

の血中濃度が高かったことが、心血管保護に働き、主要心血管イベント (心血管死、心筋梗

塞の再発、心不全等) が少ないかどうかを検証していくつもりである。 

	 	 本研究は、病態生理学的および動脈硬化病変の治療における Neopterinの役割を解明した。

Incretins、Adiponectin、Omentin-1、Urocortin-1、Catestatin-1、Tumor Necrosis Factor-Stimulated 

Gene-6 [16–18,20,47–49] と同様に Neopterinは 3種類全ての血管細胞で動脈硬化病変形成抑制

作用を発揮し、Neopterinは動脈硬化病変形成を抑制する治療薬として有用であると示唆され

た。今後、動物実験や臨床実験において Neopterinの薬力学、薬物動態学的な更なる研究が必

要である。 

	 	 最後に、本研究におけるLimitationについて論じる。動物実験において、2系統 (C57BL/6、

BALB/c) の Apoe-/-マウスを用いた。これは C57BL/6系統 Apoe-/-マウスが一時的に入手不可能
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になったためである。これら 2系統の違いとして、C57BL/6系統Apoe-/-マウスはTh1型、BALB/c

系統 Apoe-/-マウスは Th2 型のプロトタイプであることが知られている。例えば、C57BL/6 系

統 Apoe-/-マウスから単離した CD4+ T細胞は Interferon-γ (Th1型サイトカイン) を多量に分泌

し、Phorbol 12-Myristate 13-Acetateと Ionomycin刺激下で IL-4 (Th2型サイトカイン) 産生は微

量である。一方、BALB/c系統 Apoe-/-マウスから単離したCD4+ T細胞は IL-4を多量に産生し、

Interferon-γの産生は微量である [50]。従って、C57BL/6系統 Apoe-/-マウスと比較して BALB/c

系統 Apoe-/-マウスは動脈硬化病変形成の進展が穏やかである [50]。しかし、我々はそれぞれ

の Apoe-/-マウスの系統に一致してコントロールを用意した。従って、本研究における独立し

た 2つの動物実験は信頼できる。しかし、可能であれば C57BL/6系統と BALB/c系統 Apoe-/-

マウスへの Neopterin 中和抗体投与による動脈硬化病変形成進展に対する作用を今後評価し

ていきたい。 
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7. 結論  

 

	 	 本研究において、Neopterinは EC・マクロファージの炎症反応、EC・VSMCの増殖、マ

クロファージの泡沫化を抑制することで動脈硬化病変進展を抑制することを明らかにした。

これらの結果により、臨床的には Neopterinは動脈硬化や冠動脈形成術後の再狭窄の予防にお

ける新たな治療標的となることが示唆された。今後、虚血/再灌流障害、大動脈炎、動脈瘤、

糖尿病性血管障害のような炎症性心血管疾患における Neopterinの役割の解明のため、更なる

研究展開が必要である。 
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