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序 論  

循 環 器 系 疾 患 （ 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 ） は ヒ ト に お い て 主 要 な 死 因

の 1 つ で あ り 、日 本 人 の 死 因 の 第 2～ 3 位 で あ る 。動 脈 硬 化 は 、こ

れ ら の 梗 塞 性 疾 患 の 主 因 と し て 知 ら れ て お り 、 動 脈 硬 化 症 は 欧 米

で は 高 い 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 示 し て い る ［ 1］。 近 年 の 日 本 に お

け る 食 生 活 の 欧 米 化 、 特 に 脂 肪 分 の 多 い 食 事 に よ る カ ロ リ ー 摂 取

の 増 加 は 、 日 本 人 に お け る 心 筋 梗 塞 お よ び 脳 梗 塞 の 罹 患 率 の 増 加

の 原 因 と 考 え ら れ て い る ［ 2］。 動 脈 硬 化 に は 、 細 動 脈 硬 化 、 中 膜

硬 化 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 が あ る 。 特 に ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬

化 症 は 日 本 人 で 増 加 し て お り 、 比 較 的 太 め の 動 脈 が 動 脈 壁 の 中 に

コ レ ス テ ロ ー ル や 脂 肪 等 の 沈 着 物 （ プ ラ ー ク ） が 形 成 さ れ 、 そ れ

に よ り 血 流 が 減 少 な い し 遮 断 さ れ 、 プ ラ ー ク が 徐 々 に 増 大 し 、 慢

性 的 な 炎 症 も 続 く と 被 膜 が 薄 く な り 、 不 安 定 プ ラ ー ク と な り 、 内

膜 の 破 裂 が 起 き る 病 気 で あ る 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 病 態 は

遺 伝 的 要 因 と 環 境 的 要 因 の 両 方 が 関 連 し て い る た め 、 ヒ ト の 生 理

と 病 態 を 再 現 す る 適 切 な 動 物 モ デ ル が 必 要 で あ る 。  

動 脈 硬 化 モ デ ル 動 物 は 、 マ ウ ス や ウ サ ギ が 主 流 で あ り 、 こ れ ら

の 動 物 種 は 脂 質 代 謝 や い く つ か の 環 境 因 子（ 食 事 内 容 、摂 食 時 間 、

行 動 期 ）が ヒ ト と は 異 な っ て い る が 、ブ タ は 脂 質 代 謝 や 摂 食 習 慣 な

ど ヒ ト と の 類 似 点 が 多 い た め マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 特 徴 … 受 け 継 が

れ る 。 ブ リ ー ダ ー は 、 食 事 内 容 や 摂 食 時 間 等 の 環 境 因 子 が 動 脈 硬

化 病 変 に 及 ぼ す 影 響 を 解 析 す る に は 、 ウ サ ギ や マ ウ ス よ り も ブ タ

の 方 が 適 し て い る ［ 3～ 7］。 各 動 物 の 環 境 因 子 の 違 い に つ い て 、

Ta b l e  1 に ま と め た 。  

ブ タ は ヒ ト と 生 理 学 的 ・ 解 剖 学 的 に 類 似 し て い る た め ［ 8］、 生
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命 科 学 研 究 に 広 く 使 用 さ れ 、 こ こ 数 十 年 で 著 し く 使 用 数 が 増 加 し 、

ヨ ー ロ ッ パ で は 1 年 間 に 6 万 頭 以 上 の ブ タ が 使 用 さ れ て い る［ 9、  

1 0 ］。 毒 性 病 理 用 語 ・ 診 断 基 準 国 際 統 一 化 事 業 I n t e r n a t i o n a l  

H a r m o n i z a t i o n  o f  N o m e n c l a t u r e  a n d  D i a g n o s t i c  C r i t e r i a  ( I N H A N D )  

P r o j e c t に お け る I N H A N D・M i n i p i g の 毒 性 病 理 用 語 が 2 0 2 1 年 に 発

表 さ れ 、ブ タ の 研 究 利 用 を 後 押 し し て い る［ 1 1］。家 畜 ブ タ は 、血

管 が 太 い た め 、 血 管 手 術 手 技 や 動 脈 挿 管 な ど に 関 す る 医 学 的 訓 練

や 教 育 に 頻 繁 に 使 用 さ れ て き た 。 家 畜 ブ タ お よ び ミ ニ ブ タ は 冠 状

動 脈 の 解 剖 学 的 構 造 が ヒ ト と 類 似 し て お り［ 1 2］、循 環 器 の 研 究 で

家 畜 ブ タ よ り 小 型 の ミ ニ ブ タ の 利 用 が 増 加 し て い る［ 1 3］。し か し

な が ら ミ ニ ブ タ は 、 体 が 大 き い た め 、 飼 育 や 維 持 に 支 障 が あ り 、

通 常 の 実 験 室 を 使 用 し て の 実 験 に は 不 向 き で あ る 。 市 販 さ れ て い

る 実 験 用 ミ ニ ブ タ は 、 C l a w n、 G ö t t i n g e n、 C h i n e s e  B a m a、 Yu c a t a n

ミ ニ ブ タ が 主 に 使 わ れ て お り［ 1 4～ 1 6］、家 畜 ブ タ よ り も 小 さ い こ

と が 報 告 さ れ て い る［ 1 0、 1 7］。多 く の 研 究 に よ り 、高 脂 肪 の 餌 が

家 畜 ブ タ と 同 様 に G ö t t i n g e n、 C h i n e s e  B a m a、 Yu c a t a n の ミ ニ ブ タ

に 動 脈 硬 化 を 誘 発 す る こ と が 報 告 さ れ て い る［ 1 8～ 2 2］。こ れ ら の

ミ ニ ブ タ は 定 義 上 、体 重 が 1 0 0  k g 未 満 で あ り 、生 命 科 学 研 究 に 広

く 使 用 す る に は ま だ 大 き す ぎ る 状 況 で あ る 。 近 年 、 国 産 超 小 型 ミ

ニ ブ タ と し て 、マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ（ F u j i  M i c r a  I n c、静 岡 、日 本 ）

が 、開 発 さ れ 、非 常 に 小 型 で 取 り 扱 い が 容 易 で あ り［ 8、2 3、2 4］、

実 験 動 物 と し て 使 用 が 期 待 さ れ て い る［ 2 5～ 2 8］。マ イ ク ロ ミ ニ ピ

ッ グ は ポ ッ ト ベ リ ー ミ ニ ブ タ と 別 の 種 類 の ミ ニ ブ タ の 交 配 に よ

っ て 生 ま れ た 新 規 の ミ ニ ブ タ で あ る［ 2 5］。こ の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ

グ を 使 用 し て 、 動 脈 硬 化 病 変 モ デ ル を 構 築 す る こ と は 、 食 事 内 容

file:///C:/Users/100507/Desktop/MMPig_スタチン_qRT-PCR結果/論文1＿背景値%20ja.docx.docx%23_bookmark2
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や 摂 食 時 間 が ヒ ト に 類 似 し て い る 点 、 小 型 で あ り 取 り 扱 い が 容 易

で あ る 点 か ら 、非 常 に 有 用 な 実 験 動 物 に な る と 考 え ら れ る 。ま た 、

動 脈 硬 化 の 治 療 薬 と し て 使 用 さ れ て い る ヒ ド ロ キ シ メ チ ル グ ル

タ リ ル - C o A 還 元 酵 素 ［ H M G C R］ 阻 害 薬 （ ス タ チ ン ） は 、 メ バ ロ

ン 酸 経 路 の 律 速 酵 素 を 介 し て H M G C R を 阻 害 し 、 血 中 コ レ ス テ ロ

ー ル の 上 昇 を 抑 制 す る こ と が ヒ ト ［ 2 9］ や ウ サ ギ ［ 3 0］ で 報 告 さ

れ て い る 。 治 療 薬 の 研 究 に お い て 、 H M G C R 阻 害 薬 が 評 価 で き る

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル を 構 築 す る こ と が 、 今 後 の ヒ

ト に お け る 循 環 器 疾 患 の 克 服 に つ な が る と 考 え ら れ る 。  

本 論 文 で は 、 上 記 の 研 究 背 景 を 元 に マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ 動 脈 硬

化 モ デ ル の 開 発 と し て 、3 つ の 章 で 構 成 さ れ て い る 。第 I 章 で は 、

超 小 型 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 実 験 動 物 と し て の 有 用 性 を 確 認 す

る 目 的 で 、 体 重 、 成 長 曲 線 、 血 液 学 的 お よ び 血 液 生 化 学 的 パ ラ メ

ー タ の 基 準 値（ 背 景 値 ）を 明 ら か に し た 。第 Ⅱ章 で は 、マ イ ク ロ ミ

ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル の 構 築 を 試 み た 。第 Ⅲ章 で は 、第 Ⅱ章 の モ

デ ル が 薬 効 試 験 に 応 用 で き る こ と を 確 認 す る 目 的 で 、 そ の モ デ ル

を 用 い て 、 H M G C R 阻 害 剤 の 効 能 評 価 を 行 っ た 。  

本 研 究 は 国 立 大 学 法 人 鹿 児 島 大 学 お よ び 株 式 会 社 新 日 本 科 学

（ A A A L A C  I n t e r n a t i o n a l 認 証 施 設 ） の 動 物 実 験 委 員 会 に よ り 承 認

（ 承 認 番 号 I A C U C 7 0 3 - 0 1 9 及 び 7 0 3 - 0 2 4）さ れ て お り 、動 物 実 験 規

定 に 従 っ て 実 施 さ れ て い る 。  

以 下 に 各 章 の 研 究 成 績 に つ い て 記 述 す る 。  
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Ta b l e  1 .  各 動 物 の 環 境 因 子 の ま と め  

動 物 種  

環 境 因 子  

食 事  摂 食  行 動 期  

ヒ ト  雑 食  食 事 時 間 固 定  昼  

ブ タ  雑 食  ヒ ト と 同 じ  昼  

イ ヌ  偏 食  ヒ ト と 同 じ  昼  

サ ル  偏 食  ヒ ト と 同 じ  昼 ／ 夜  

ウ サ ギ  偏 食  随 時  夜  

マ ウ ス  雑 食  随 時  夜  
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第 I 章  世 界 最 小 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 体 重 、 血 液 学 的 検 査  

お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 の 基 準 値 の 研 究  

緒 言  

ヒ ト と 生 理 学 的 ・ 解 剖 学 的 に 類 似 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い

る ブ タ［ 8］は 、実 験 動 物 と し て 毒 性 学 的 お よ び 薬 理 学 的 な 研 究 に

使 用 さ れ て い る 。 特 に ミ ニ ブ タ は 、 循 環 器 や 皮 膚 の 研 究 で 使 用 が

増 え て い る［ 1 2、 1 3］。し か し な が ら 、ほ と ん ど の ミ ニ ブ タ は 体 が

大 き い た め 管 理 が 難 し く［ 1 0、1 7］、例 え ば 成 獣 の ハ ン フ ォ ー ド 系

統 の ミ ニ ブ タ は 体 重 7 0～ 9 0  k g で あ り ［ 9］、 動 物 実 験 で 最 も 使 用

さ れ る G ö t t i n g e n ミ ニ ブ タ の 成 獣 は 、 制 限 食 餌 の 条 件 下 で は 体 重

が 3 0～ 4 0  k g に な る た め［ 1 0、 1 7］、使 用 が 限 ら れ る 。 マ イ ク ロ ミ

ニ ピ ッ グ は ポ ッ ト ベ リ ー と 別 の 種 類 の ミ ニ ブ タ の 交 配 に よ っ て

生 ま れ た 新 規 の ミ ニ ブ タ で あ り ［ 2 5］ 、 y o u n g  a d u l t マ イ ク ロ ミ ニ

ピ ッ グ の 体 重 は 1 0  k g 未 満 と 小 さ く 、 お と な し く 、 取 り 扱 い が 容

易 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る［ 8、 2 3、 2 4］。し か し な が ら 、実

験 動 物 と し て の 使 用 は ま だ 少 な い の が 現 状 で あ る 。 そ こ で 本 章 で

は 、 大 型 実 験 動 物 に 分 類 さ れ る に も 関 わ ら ず 体 が 小 さ く 取 扱 い が

容 易 な マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 、 実 験 動 物 と し て の 有 用 性 を 確 認 す

る こ と を 目 的 と し 、 体 重 、 成 長 曲 線 、 血 液 学 的 検 査 、 血 液 生 化 学

的 検 査 、お よ び 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ の 基 準 値（ 背 景 値 ）を 調 べ た 。

［ 3 1、 3 2］  
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材 料 方 法  

1 .  使 用 動 物  

 雌 雄 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ （ F u j i  M i c r a  I n c、 静 岡 、 日 本 ） を 使

用 し た 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 特 徴 （ 体 重 が 一 般 的 な ミ ニ ブ タ の

約 半 分 ） は 6 回 の 交 配 を 重 ね る こ と で 確 立 し た 。 ブ リ ー ダ ー は 6

系 統 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ を 生 産 し て い る 。 本 研 究 で 基 準 値 を 確

認 し た 動 物 は 、こ の 6 系 統 の 集 団 か ら 年 齢 別 に 無 作 為 に 選 択 し た 。

動 物 は 臨 床 症 状 が 認 め ら れ な い 健 康 な 動 物 を 使 用 し た 。 ま た 、 ワ

ク チ ン 接 種 以 外 の 治 療 や 投 薬 が 行 わ れ て い な い 動 物 を 使 用 し た 。 

 

2 .  動 物 の 飼 育 環 境  

全 て の 動 物 は 同 じ 飼 育 施 設 で 、 同 じ 飼 育 環 境 で 飼 育 し た 。 温 度

2 4 ± 3 ℃、相 対 湿 度 5 0 ± 2 0％ 、明 暗 サ イ ク ル 1 2 時 間 、1 頭 あ た り 0 . 5

～ 1 . 2  m 2 の 環 境 で 飼 育 し た 。 餌 は ブ タ 用 飼 料 （ マ ッ シ ュ 状 飼 料 で

あ る こ だ か ら 7 3、 日 清 丸 紅 飼 料 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ） を 1 日 1

回 与 え 、給 餌 量 は 、月 齢 に 応 じ て 、 1～ 3 ヶ 月 齢 の 動 物 に は 体 重 の

4～ 8％ 、4～ 6 ヶ 月 齢 の 動 物 に は 体 重 の 2～ 4％ 、7 ヶ 月 齢 以 降 の 動

物 に は 体 重 の 1～ 3％ と し た 。 飼 料 の 構 成 成 分 は 、 粗 蛋 白 1 3 . 0 %以

上 、粗 脂 肪 2 . 0 %以 上 、粗 繊 維 8 . 0 %未 満 、粗 灰 分 1 0 . 0 %未 満 、カ ル

シ ウ ム 1 . 1 %以 上 、 リ ン 0 . 9 %以 上 で あ る 。 飲 水 は 水 道 法 水 質 基 準

に 適 合 し た 水 を 自 動 給 水 装 置 を 用 い て 自 由 に 摂 取 さ せ た 。  

 

3 .  体 重  

動 物 の 体 重 は 0～ 1 2 ヶ 月 齢 の 期 間 、 毎 月 1 回 測 定 し た 。 雄 2 7

匹 、雌 4 1 匹 を 用 い て 、体 重 は そ れ ぞ れ 雄 3 2 4 デ ー タ 、雌 4 9 2 デ ー
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タ を 収 集 し た 。成 長 曲 線 は K a l e i d a G r a p h（ 4 . 1 J  デ モ 版 ）を 用 い て  

G o m p e r t z  F u n c t i o n ［ 3 3］ で 作 成 し た 。  

 

4 .  血 液 学 的 検 査 、 血 液 生 化 学 的 検 査 お よ び 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ  

0～ 3 4 ヶ 月 齢 の 1 2 5 匹 （ 雄 5 8 匹 、 雌 6 7 匹 ） に つ い て 血 液 学 的 検

査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 を 実 施 し た 。 ま た 、 血 液 学 的 検 査 に つ い

て は 、 月 齢 ご と の 値 も 調 べ た 。 各 月 齢 の 動 物 の 匹 数 と し て 、 0～ 2

ヶ 月 齢 は 雄 9 匹 お よ び 雌 1 1 匹 、 3～ 5 ヶ 月 齢 は 雄 6 匹 お よ び 雌 8

匹 、 6～ 8 ヶ 月 齢 は 雄 9 匹 お よ び 雌 1 7 匹 、 9～ 1 2 ヶ 月 齢 は 雄 1 4 匹

お よ び 雌 1 3 匹 、 1 3～ 2 4 ヶ 月 齢 は 雄 1 4 匹 お よ び 雌 1 0 匹 、 2 5～ 3 4

ヶ 月 齢 は 雄 6 匹 お よ び 雌 8 匹 で あ っ た 。 採 血 は 無 麻 酔 下 で 前 大 静

脈 洞 か ら 採 血 し た 。 プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間 （ P T） お よ び 活 性 化 部 分

ト ロ ン ボ プ ラ ス チ ン 時 間 （ A P T T） を 除 く 血 液 学 的 検 査

（ A D V I A 1 2 0； S i e m e n s  H e a l t h c a r e  D i a g n o s t i c s  M a n u f a c t u r i n g  

L t d . I r e l a n d、 を 用 い る 2 3 項 目 ） は 、 約 1  m L を 採 血 し 抗 凝 固 剤 と

し て エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 二 カ リ ウ ム 二 水 和 物 （ E D T A - 2 K） を

用 い た 全 血 を 使 用 し て 測 定 し た 。 C A - 7 0 0 0（ ； シ ス メ ッ ク ス 株 式 会

社 、 兵 庫 、 日 本 ） を 用 い る 測 定 項 目 （ P T、 A P T T） に つ い て は 抗 凝

固 剤 と し て 3 . 8  w / v %ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 1 5 0  μ L 添 加 し た

注 射 筒 を 用 い て 約 1 . 5  m L 採 血 し 、 遠 心 分 離 （ 室 温 、 1 7 1 0 × g、

3 0 0 0  r p m、 1 0 分 間 ） し て 得 ら れ た 血 漿 を 使 用 し て 測 定 し た 。 血 液

学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細 は T a b l e  2 に 示 し た 。 血 液 生

化 学 的 検 査 は 、 約 2 . 5  m L 採 血 し 、 室 温 で 2 0～ 6 0 分 間 静 置 後 、 遠

心 分 離 （ 室 温 、 1 7 1 0 × g、 3 0 0 0  r p m、 1 0 分 間 ） し て 得 ら れ た 血 清 を

用 い て 測 定 し た 。 血 液 生 化 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細 は

file:///C:/Users/100507/Desktop/MMPig_スタチン_qRT-PCR結果/論文1＿背景値%20ja.docx.docx%23_bookmark4
file:///C:/Users/100507/Desktop/MMPig_スタチン_qRT-PCR結果/論文1＿背景値%20ja.docx.docx%23_bookmark4
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T a b l e  3 に 示 し た 。 脂 質 パ ラ メ ー タ に つ い て は 、 5 ヶ 月 齢 の 雄 5 匹

お よ び 雌 5 匹 の 血 清 試 料 を 電 気 泳 動 処 理 分 析 装 置 （ E p a l y z e r  2； ヘ

レ ナ ラ ボ ラ ト リ ー ズ ジ ャ パ ン 株 式 会 社 、 埼 玉 、 日 本 ） で 分 析 し 、 脂

質 プ ロ フ ァ イ ル ［ 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 -コ レ ス テ ロ ー ル （ H D L コ

レ ス テ ロ ー ル ）、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 -コ レ ス テ ロ ー ル （ L D L コ

レ ス テ ロ ー ル ）、 超 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 -コ レ ス テ ロ ー ル （ V L D L

コ レ ス テ ロ ー ル ） お よ び カ イ ロ ミ ク ロ ン コ レ ス テ ロ ー ル ］ を 調 べ

た 。 ま た 、 コ レ ス テ ロ ー ル 分 画 （ H D L コ レ ス テ ロ ー ル 、 L D L コ レ

ス テ ロ ー ル 、 V L D L コ レ ス テ ロ ー ル お よ び カ イ ロ ミ ク ロ ン コ レ ス テ

ロ ー ル 、 ％ ） お よ び ト リ グ リ セ リ ド 分 画 （ H D L ト リ グ リ セ リ ド 、

L D L ト リ グ リ セ リ ド 、 V L D L ト リ グ リ セ リ ド お よ び カ イ ロ ミ ク ロ

ン ト リ グ リ セ リ ド 、 ％ ） に つ い て も 調 べ た 。 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ

ル （ C E） 値 は 次 の 式 で 計 算 し た ： C E＝ 総 コ レ ス テ ロ ー ル － 遊 離 コ

レ ス テ ロ ー ル 。  

 

5 .  統 計  

全 て の デ ー タ は 平 均 値 ±標 準 偏 差 で 表 し た 。デ ー タ は 雌 雄 差 、 F

検 定 に よ り 等 分 散 性 の 統 計 解 析 と し て 、 ま ず F検 定 の 等 分 散 性 の

検 定 を 行 い 、S t u d e n t ' s  t 検 定 お よ び W e l c hの 検 定 を 行 っ た ．こ れ

ら の 検 定 お よ び 計 算 に は M U S C O T統 計 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ ユ ッ ク

ム ス 株 式 会 社 、 神 奈 川 、 日 本 ） を 使 用 し 、 有 意 水 準 は 5 %と し た 。 
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結 果  

1 .  体 重  

0～ 1 2 ヶ 月 齢 の 動 物 の 体 重 を F i g .  1 に 示 し た 。 出 生 時 の 体 重 は

雄 で 3 3 6 ± 8 3  g、雌 で 3 8 5 ± 6 5  g で あ り 、有 意 な 性 差 を 示 し た（ P < 0 . 0 1）。

し か し 、 1 ヶ 月 齢 か ら 1 2 ヶ 月 齢 ま で の 雌 雄 の 体 重 は ほ ぼ 等 し く 、

性 差 は 見 ら れ な か っ た 。 雌 雄 と も に 、 3 ヶ 月 齢 の 体 重 は 5  k g 未 満

で あ り 、 6 ヶ 月 齢 の 体 重 は 1 0  k g 未 満 で あ っ た 。  

G o m p e r t z  F u n c t i o n で 作 成 し た 0～ 3 6 ヶ 月 齢 の 動 物 の 成 長 曲 線 を

F i g .  2 に 示 し た 。成 長 曲 線 は 生 後 1 8 ヶ 月 で ほ ぼ プ ラ ト ー に 達 し て

い る 事 （ 約 2 0  k g） が 判 明 し た 。  

 

2 .  血 液 学 的 検 査  

血 液 学 的 検 査 の 結 果 を Ta b l e  4 に 示 し た 。 赤 血 球 数 お よ び 白 血

球 数 を 含 む 主 要 な 血 液 学 的 パ ラ メ ー タ は 、 好 塩 基 球 、 リ ン パ 球 お

よ び 好 中 球 の 割 合 を 除 い て 性 差 は な か っ た 。 好 塩 基 球 お よ び リ ン

パ 球 は 雄 と 比 較 し 雌 で 高 値 を 示 し 、 好 中 球 は 雌 と 比 較 し 雄 で 高 値

を 示 し た 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の A P T T は 雌 雄 と も に 、 一 般 の ミ

ニ ブ タ の 基 準 値 ［ 1 4、 1 5、 3 4］ と 比 較 し 、 低 値 傾 向 を 示 し た が 、

ご く 軽 度 で あ っ た 。  

 

3 .  血 液 生 化 学 的 検 査  

血 液 生 化 学 的 検 査 の 結 果 を Ta b l e  5 に 示 し た 。 肝 系 パ ラ メ ー タ

お よ び 腎 系 パ ラ メ ー タ を 含 む 主 な 血 液 生 化 学 的 パ ラ メ ー タ に 性

差 は 見 ら れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 血 液 生 化 学 検 査

パ ラ メ ー タ は 有 意 な 性 差 を 示 し た 。 具 体 的 に は 、 ア ラ ニ ン ア ミ ノ
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ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ（ A LT）、グ ロ ブ リ ン 、総 コ レ ス テ ロ ー ル の 血

清 値 は 雄 と 比 較 し 雌 で 高 く 、 尿 素 窒 素 と ナ ト リ ウ ム は 雌 と 比 較 し

雄 で 高 か っ た 。一 般 の ミ ニ ブ タ の 基 準 値［ 1 4、1 5、3 4］と 比 較 し 、

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 特 徴 と し て 、ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ（ A L P）

と ア ル ブ ミ ン が 高 値 傾 向 を 示 し 、 総 ビ リ ル ビ ン が 低 値 傾 向 を 示 し

た が 、軽 微 で あ っ た 。血 液 生 化 学 的 検 査 の 月 齢 ご と の 値 を Ta b l e  6

に 示 し た 。 月 齢 に よ る 差 に お い て は 、 生 後 0 ヶ 月 の ア ル カ リ フ ォ

ス フ ァ タ ー ゼ 、 総 ビ リ ル ビ ン 、 総 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ト リ グ リ セ リ

ド 、 グ ル コ ー ス 値 は 、 雌 雄 と も に 生 後 1～ 3 4 ヶ 月 の 値 よ り 高 か っ

た 。 一 方 、 生 後 0 ヶ 月 の ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 値

（ A LT） は 生 後 1～ 3 4 ヶ 月 の 値 よ り 低 か っ た 。  

 

4 .  脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ  

脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ の 結 果 を Ta b l e  7 に 示 し た 。 一 般 の ミ ニ ブ

タ の 基 準 値 ［ 1 4、 3 4］ と 比 較 し 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 特 徴 と し

て 、 総 コ レ ス テ ロ ー ル 、 遊 離 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ト リ グ リ セ リ ド 、

コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 、 L D L コ レ ス テ ロ ー ル の 血 清 中 濃 度 は 雄

と 比 較 し 雌 で 高 値 を 示 し た 。総 コ レ ス テ ロ ー ル に 対 す る L D L コ レ

ス テ ロ ー ル の 割 合（ ％ ）も 雄 と 比 較 し 雌 で は 高 値 で あ っ た が 、H D L

コ レ ス テ ロ ー ル で は 雄 と 比 較 し 雌 が 低 値 で あ っ た 。 ト リ グ リ セ リ

ド 分 画 に は 性 差 は み ら れ な か っ た 。  
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考 察  

本 章 で は 、 大 型 実 験 動 物 に 分 類 さ れ る に も 関 わ ら ず 体 が 小 さ く

取 扱 い が 容 易 な マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ が 実 験 動 物 と し て 使 用 可 能

で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 体 重 、 成 長

曲 線 、 血 液 学 的 検 査 、 血 液 生 化 学 的 検 査 、 お よ び 脂 質 代 謝 パ ラ メ

ー タ の 基 準 値 を 調 べ た 。  

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 体 重 は 、 6 ヶ 月 齢 の 体 重 で 、 雄 雌 と も に

1 0  k g 未 満 で あ り 、 成 長 曲 線 は 生 後 1 8 ヶ 月 で 約 2 0  k g で あ っ た 。

家 畜 ブ タ は 6 ヶ 月 齢 の 体 重 が 約 1 0 0  k g で あ り 、成 熟 期 で 2 0 0～ 3 5 0  

k g に な る ［ 3 5］。 家 畜 ブ タ よ り も 小 型 で あ る ミ ニ ブ タ は 、 世 界 で

最 も 使 用 さ れ て い る 系 統 で あ る G ö t t i n g e n ミ ニ ブ タ で 体 重 が 3 0～

4 0  k g で あ り ［ 1 0、 1 7］、 本 試 験 で 確 認 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の

体 重 は ミ ニ ブ タ よ り も 明 ら か に 小 さ い 世 界 最 小 の ブ タ で あ る こ

と が 判 明 し た 。 小 動 物 と 比 べ 、 大 動 物 で は 採 血 量 が 多 く 採 れ る 利

点 が あ る が 、 大 動 物 の 中 で も 非 常 に 大 型 で あ る こ と は 、 広 い 飼 育

室 が 必 要 に な る こ と 、 実 験 者 の 実 験 操 作 時 の 負 荷 が 大 き く な る こ

と か ら 好 ま し く な く 、 よ り 小 型 の 大 動 物 が 取 り 扱 い の 点 で 有 用 で

あ る 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ は 家 畜 ブ タ や 一 般 の ミ ニ ブ タ よ り も 取

り 扱 い の 点 で 有 用 な 小 型 の 大 動 物 で あ る こ と を 本 章 の 研 究 に よ

り 明 ら か に で き た ［ 3 1、 3 2］。  

血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 に お い て 、 主 要 項 目 で は

明 ら か な 性 差 は み ら れ な か っ た 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 血 液 学 的

検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 に お け る 主 要 項 目 お よ び 多 く の 項

目 に お い て 、 G ö t t i n g e n お よ び Yu c a t a n ミ ニ ブ タ と 同 様 で あ っ た

［ 1 4、 1 5、 3 4］。 一 方 で 、 一 部 の 項 目 に お い て は 、 G ö t t i n g e n お よ
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び Yu c a t a n ミ ニ ブ タ の 基 準 値 ［ 1 4、 1 5、 3 4］ と 比 較 し 、 マ イ ク ロ

ミ ニ ピ ッ グ の 特 徴 が み ら れ 、A L P と ア ル ブ ミ ン が 高 い 傾 向 を 示 し 、

A P T T と 総 ビ リ ル ビ ン が 低 い 傾 向 を 示 し た 。 こ れ ら の マ イ ク ロ ミ

ニ ピ ッ グ と 他 の 一 般 の ミ ニ ブ タ と の 血 液 学 的 お よ び 生 化 学 的 な

違 い は 、 食 餌 な ど の 環 境 要 因 や 遺 伝 的 要 因 に 関 連 し て い る 可 能 性

が あ る と 考 え ら れ 、 実 験 動 物 の 使 用 に お い て 問 題 な い と 判 断 し た 。

な お 、 上 述 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 特 徴 的 な 変 化 は 、 一 般 の ミ

ニ ブ タ の 基 準 値 ［ 3 2～ 3 4］ と 比 較 し て 軽 微 で あ り 、 実 験 動 物 と し

て 使 用 に 困 る よ う な 、 種 特 異 的 な 明 ら か な 逸 脱 値 は み ら れ て い な

い と 判 断 し た 。  

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 月 齢 に お け る 血 液 生 化 学 的 検 査 に お い

て 、 A L P、 A LT な ど い く つ か の パ ラ メ ー タ は 月 齢 に よ っ て 変 動 し

た が 、こ れ ら は G ö t t i n g e n ミ ニ ブ タ の 基 準 値［ 1 4、 1 7、 3 4］と 同 様

に 、 年 齢 に よ っ て 変 動 し た 。 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ に お い て は 、 雄

と 比 較 し 雌 に お い て 血 清 中 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 が 0～ 3 4 ヵ 月 齢

で 一 貫 し て 高 値 を 示 し た が 、 血 清 中 ト リ グ リ セ リ ド 濃 度 は 明 ら か

な 性 差 は な か っ た 。 こ れ ら の 性 差 は G ö t t i n g e n ミ ニ ブ タ の 基 準 値

と 同 様 で あ っ た［ 1 4、3 4］。マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 総 コ レ ス テ ロ ー

ル 、 総 タ ン パ ク 質 、 ア ル ブ ミ ン 、 グ ル コ ー ス の 血 清 レ ベ ル は 報 告

さ れ て い る G ö t t i n g e n ミ ニ ブ タ の 基 準 値［ 1 4］よ り も 高 値 を 示 し 、

こ れ ら の 差 は 栄 養 状 態 に 関 係 し て い る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ

た 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に は 体 重 の 1～ 8 %に 相 当 す る 飼 料 が 与 え

ら れ て い た の に 対 し 、G ö t t i n g e n ミ ニ ブ タ で は 通 常 2～ 3 %が 与 え ら

れ て い る［ 1 7］。マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 雌 雄 と も に 0 ヶ 月 齢 の 総 コ

レ ス テ ロ ー ル 濃 度 が 1～ 3 4 ヶ 月 齢 よ り 高 い の は 、 お そ ら く 泌 乳 期



-14- 

 

お よ び 離 乳 期 の 飼 料 に 高 脂 肪 含 量 （ 約 5～ 6 %） の 豚 乳 が 含 ま れ て

い た た め で あ る と 考 え ら れ た ［ 3 6］。  

成 熟 し 取 り 扱 い が 容 易 で 生 命 科 学 研 究 で 使 用 頻 度 が 高 い と 考

え ら れ る 5 ヶ 月 齢 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に つ い て 、 脂 質 プ ロ フ ァ

イ ル を よ り 詳 細 に 調 査 し た 結 果 、 総 コ レ ス テ ロ ー ル 、 遊 離 コ レ ス

テ ロ ー ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 、 ト リ グ リ セ リ ド 、 L D L コ レ

ス テ ロ ー ル の 血 清 中 濃 度 は 雌 で 高 値 を 示 し た 。 雌 の マ イ ク ロ ミ ニ

ピ ッ グ で 脂 質 代 謝 マ ー カ ー が 高 い 値 を 示 す 事 は 、 ヒ ト と 同 様 に 、

雌 で 脂 肪 分 解 感 受 性 が 高 い こ と に 関 係 し て い る 可 能 性 が 考 え ら

れ た［ 3 7］。ヒ ト に お い て 女 性 は 女 性 ホ ル モ ン の 影 響 で 男 性 よ り も

H D L コ レ ス テ ロ ー ル 値 が 高 い が 、マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ で は 雌 で は

H D L コ レ ス テ ロ ー ル 値 が 低 い 傾 向 が 明 ら か に な っ た 。ヒ ト の 小 児

で も 同 様 の 傾 向 が み ら れ た こ と か ら［ 3 8］、マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の

雌 で H D L コ レ ス テ ロ ー ル 値 が 低 い 傾 向 は 、年 齢 が 若 い 事 に 起 因 し

て い る と 考 え ら れ た 。 こ れ ら は 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 雌 で 総 コ

レ ス テ ロ ー ル に 占 め る L D L コ レ ス テ ロ ー ル の 割 合 が 高 く 、H D L コ

レ ス テ ロ ー ル の 割 合 が 低 か っ た こ と と も 関 連 し て い る と 考 え ら

れ る 。 こ の よ う な マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 脂 質 プ ロ フ ァ イ ル に お け

る 性 差 は 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ た こ と の な い 新 し い 知 見 で あ る

［ 3 1、 3 2］。  

本 章 の 研 究 に お い て 、 正 常 な マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 体 重 、 成 長

曲 線 、 血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 の 基 準 値 の 範 囲 を 示

す こ と が で き た 。 具 体 的 な マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 特 性 と し て 、 超

小 型 で あ る こ と 、 血 液 学 的 検 査 、 血 液 生 化 学 的 検 査 お よ び 脂 質 代

謝 パ ラ メ ー タ は 主 要 項 目 が ミ ニ ブ タ と 類 似 し た 値 で あ る こ と 、 マ
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イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 種 特 異 的 な 明 ら か な 逸 脱 値 が な い こ と が 確

認 で き た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 実 験 動 物 と

し て の 有 用 性 が あ る と 判 断 し た 。 な お 、 現 状 と し て ブ リ ー ダ ー の

継 続 的 な 努 力 に も か か わ ら ず 、 ブ タ が 大 型 実 験 動 物 の 中 で 生 命 科

学 研 究 に 広 く 利 用 さ れ て い な い 理 由 の 一 つ と し て 、 血 液 の 影 響 を

確 認 す る た め の 血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 の 基 準 値

の 不 足 が 考 え ら れ て い る［ 1 6］。本 研 究 で 得 ら れ た 血 液 学 的 検 査 お

よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 の 基 準 値 （ 背 景 値 ） は 血 液 へ の 影 響 を 確 認

す る 為 に 有 用 で あ り 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ を 実 験 動 物 で 使 用 す る

た め の 基 本 的 な 参 考 値 と な る も の で あ り 、 生 命 科 学 研 究 に お け る

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 利 用 に 貢 献 す る と 考 え ら れ る 。  

 

file:///C:/Users/100507/Desktop/MMPig_スタチン_qRT-PCR結果/論文1＿背景値%20ja.docx.docx%23_bookmark6
file:///C:/Users/100507/Desktop/MMPig_スタチン_qRT-PCR結果/論文1＿背景値%20ja.docx.docx%23_bookmark6
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-17- 

 

Ta b l e  2 .  血 液 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

赤 血 球 （ R B C）  1 0 6 / μ L  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

A D V I A  

1 2 0 a ）  白 血 球 （ W B C）  1 0 3 / μ L  

ヘ マ ト ク リ ッ ト

（ H t）  

%  計 算 式 ： （ 平 均 赤 血 球

容 積 ×赤 血 球 ） ／ 1 0  

ヘ モ グ ロ ビ ン

（ H G B）  

g / d L  シ ア ン メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ン 変 法  

血 小 板 （ P L T）  1 0 3 / μ L  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  平 均 赤 血 球 容 積

（ M C V）  

f L  

平 均 赤 血 球 ヘ モ グ

ロ ビ ン 量 （ M C H）  

p g  計 算 式 ： （ ヘ モ グ ロ ビ

ン ／ 赤 血 球 ） × 1 0  

平 均 赤 血 球 ヘ モ グ

ロ ビ ン 濃 度

（ M C H C）  

g / d L  計 算 式 ： ［ ヘ モ グ ロ ビ

ン ／ （ 赤 血 球 ×平 均 赤 血

球 容 積 ） ］ × 1 0 0 0  

プ ロ ト ロ ン ビ ン 時

間 （ P T）  

s  凝 固 法  C A -

7 0 0 0 b ）  

活 性 化 部 分 ト ロ ン

ボ プ ラ ス チ ン 時 間

（ A P T T）  

s  

a )  総 合 血 液 学 検 査 装 置 （ S i e m e n s  H e a l t h c a r e  D i a g n o s t i c s  

M a n u f a c t u r i n g  L t d . ,  I r e l a n d）  

b )  全 自 動 血 液 凝 固 測 定 装 置 （ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 、 兵 庫 、 日

本 ）  
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Ta b l e  3 .  血 液 生 化 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ

ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

（ A S T）  

I U / L  J S C C 標 準 化 対 応  

 

J C A -  

B M  

6 0 7 0 a ）  

ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン

ス フ ェ ラ ー ゼ （ A L T）  

I U / L  

ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー

ゼ （ A L P）  

I U / L  

ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ

（ C K）  

I U / L  

総 ビ リ ル ビ ン （ T - B i l）  m g / d L  バ ナ ジ ン 酸 酸 化 法  

総 蛋 白 （ T P）  g / d L  ビ ウ レ ッ ト 法  

ア ル ブ ミ ン （ A l b）  g / d L  B C G 法  

グ ロ ブ リ ン （ G l b）  g / d L  計 算 式 ： T P − A l b  -  

A / G 比  -  計 算 式 ： A l b／ G l b  

総 コ レ ス テ ロ ー ル  

（ T - c h o）  

m g / d L  C O D · H M M P S 法  J C A -  

B M  

6 0 7 0 a ）  ト リ グ リ セ リ ド （ T G）  m g / d L  G P O · H M M P S 法 、

グ リ セ リ ン 消 去 法  

ブ ド ウ 糖 （ G L U）  m g / d L  ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ  ·  

G - 6 - P D H 法  

尿 素 窒 素 （ U N）  m g / d L  ウ レ ア ー ゼ  ·  

G l D H 法  

ク レ ア チ ニ ン （ C r e）  m g / d L  ク レ ア チ ニ ナ ー ゼ  

·  H M M P S 法  

無 機 リ ン （ I P）  m g / d L  P N P · X D H 法  

カ ル シ ウ ム （ C a）  m g / d L  M X B 法  

ナ ト リ ウ ム （ N a）  m E q / L  電 極 法  

 カ リ ウ ム （ K）  m E q / L  

塩 素 （ C l）  m E q / L  

a）  自 動 分 析 装 置 （ 日 本 電 子 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ）  
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F i g .  1 .  体 重  

 

 

 

F i g .  2 .  G o m p e r t z  f u n c t i o n で 予 測 し た 体 重 曲 線  
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Ta b l e  4 .  血 液 学 的 検 査 の 結 果  
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Ta b l e  5 .  血 液 生 化 学 的 検 査 の 結 果  
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Ta b l e  6 .  月 齢 ご と の 血 液 生 化 学 的 検 査 の 結 果  

 

  

Aspartate IU/l M+F 43.3 ± 18.9 43.4 ± 11.4 37.9 ± 25.2 42.1 ± 33.3 37.0 ± 7.7 38.5 ± 13.7 40.5 ± 21.9

 aminotransferase M 40.5 ± 14.8 43.6 ± 10.1 43.0 ± 36.1 33.7 ± 7.3 39.7 ± 6.5 42.8 ± 13.3 40.2 ± 13.6

F 47.0 ± 26.5 43.3 ± 12.3 32.7 ± 4.4 47.9 ± 42.1 33.2 ± 8.3 32.6 ± 12.4 40.8 ± 27.5

Alanine IU/l M+F 29.4 ± 5.0 40.9 ± 14.4 54.6 ± 17.8 47.8 ± 18.5 42.8 ± 11.7 45.2 ± 12.0 46.1 ± 12.5

 aminotransferase M 28.8 ± 5.4 38.0 ± 12.7 45.0 ± 16.1 39.1 ± 10.9 44.6 ± 13.3 47.9 ± 9.8 46.2 ± 14.0

F 30.3 ± 5.5 42.2 ± 15.4 64.1 ± 14.6* 53.7 ± 20.4** 40.2 ± 9.8 41.5 ± 14.3 46.1 ± 12.3

Alkaline IU/l M+F 2399.3 ± 1138.7 863.9 ± 228.3 584.6 ± 239.8 468.0 ± 191.1 600.7 ± 223.6 455.3 ± 232.1 322.4 ± 137.6

 phosphatase M 2797.8 ± 1440.6 897.4 ± 249.7 662.4 ± 186.4 546.9 ± 230.7 710.6 ± 228.8 488.9 ± 276.9 285.2 ± 114.2

F 1868.0 ± 189.7 849.9 ± 228.9 506.7 ± 275.2 414.2 ± 140.1 446.8 ± 90.4* 408.3 ± 150.5 350.3 ± 154.2

Creatinine kinase IU/l M+F 1185.7 ± 1027.8 404.6 ± 237.3 677.5 ± 1280.6 863.4 ± 1431.3 827.6 ± 1081.0 557.2 ± 474.0 937.3 ± 1250.2

M 953.0 ± 412.3 329.2 ± 82.7 990.1 ± 1814.5 656.8 ± 806.6 1033.7 ± 1409.2 589.6 ± 478.2 716.2 ± 697.8

F 1496.0 ± 1631.5 436.0 ± 275.3 364.9 ± 180.9 1004.2 ± 1739.8 539.0 ± 236.8 511.9 ± 489.9 1103.1 ± 1575.2

Total bilirubin mg/dl M+F 0.097 ± 0.136 0.008 ± 0.011 0.021 ± 0.023 0.027 ± 0.023 0.039 ± 0.028 0.034 ± 0.022 0.039 ± 0.027

M 0.095 ± 0.150 0.012 ± 0.008 0.017 ± 0.017 0.025 ± 0.015 0.047 ± 0.029 0.026 ± 0.019 0.023 ± 0.012

F 0.100 ± 0.148 0.006 ± 0.012 0.024 ± 0.028 0.029 ± 0.027 0.028 ± 0.026 0.045 ± 0.022* 0.051 ± 0.029*

Urea nitrogen mg/dl M+F 10.3 ± 2.5 12.2 ± 2.2 12.6 ± 2.4 13.6 ± 2.9 14.8 ± 4.1 15.3 ± 3.6 15.4 ± 3.6

M 8.8 ± 2.0 13.0 ± 2.1 13.3 ± 2.5 14.5 ± 3.1 16.6 ± 4.3 16.4 ± 3.8 14.6 ± 2.0

F 12.4 ± 1.3* 11.9 ± 2.3 11.8 ± 2.3 13.0 ± 2.6 12.1 ± 1.9 13.9 ± 2.8 16.0 ± 4.6

Creatinine mg/dl M+F 0.62 ± 0.04 0.88 ± 0.21 0.82 ± 0.25 0.80 ± 0.19 0.89 ± 0.18 1.17 ± 0.40 1.08 ± 0.28

M 0.61 ± 0.04 0.84 ± 0.10 0.74 ± 0.25 0.87 ± 0.19 0.99 ± 0.15 1.19 ± 0.45 1.27 ± 0.29

F 0.64 ± 0.04 0.90 ± 0.24 0.89 ± 0.25 0.76 ± 0.19 0.75 ± 0.11* 1.14 ± 0.33 0.93 ± 0.17*

Parameter Unit Sex
0  1-3  4-6  7-9  10-12  13-24 

Age (months)

25-34

(M=4, F=3) (M=5, F=12) (M=7, F=7) (M=15, F=22) (M=7, F=5) (M=14, F=10) (M=6, F=8)
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Ta b l e  6 .  月 齢 ご と の 血 液 生 化 学 的 検 査 の 結 果 （ 続 き ）  

 

  

Total cholesterol 
‡

mg/dl M+F 202.4 ± 155.8 82.2 ± 8.9 85.9 ± 18.9 74.1 ± 14.6 83.3 ± 12.3 80.3 ± 14.6 77.6 ± 22.9

M 112.5 ± 8.4 73.8 ± 6.6 74.3 ± 6.4 66.0 ± 12.7 82.0 ± 10.7 74.9 ± 14.0 60.2 ± 14.2

F 322.3 ± 187.0 85.7 ± 7.3** 97.4 ± 20.5* 79.8 ± 13.3** 85.2 ± 15.5 87.7 ± 12.5* 90.8 ± 19.3**

Triglycerides mg/dl M+F 102.6 ± 63.9 42.6 ± 12.9 41.9 ± 13.4 40.9 ± 19.5 41.3 ± 28.0 44.1 ± 14.8 35.4 ± 13.8

M 116.0 ± 85.2 41.4 ± 8.7 33.7 ± 6.2 33.5 ± 9.4 35.1 ± 14.9 41.6 ± 13.5 30.2 ± 9.8

F 84.7 ± 22.9 43.1 ± 14.7 50.0 ± 14.1* 46.0 ± 23.0* 49.8 ± 40.8 47.6 ± 16.4 39.4 ± 15.6

Total protein g/dl M+F 6.0 ± 0.7 6.3 ± 0.6 7.8 ± 0.6 8.0 ± 0.6 8.0 ± 0.5 8.1 ± 0.8 8.2 ± 0.8

M 6.0 ± 0.5 6.0 ± 0.3 7.7 ± 0.5 7.9 ± 0.6 8.1 ± 0.5 8.2 ± 0.9 8.0 ± 0.7

F 6.0 ± 1.0 6.5 ± 0.7 7.9 ± 0.7 8.0 ± 0.7 8.0 ± 0.5 8.0 ± 0.4 8.4 ± 1.0

Albumin g/dl M+F 3.9 ± 0.4 4.0 ± 0.6 4.4 ± 0.3 4.3 ± 0.4 4.9 ± 0.3 4.7 ± 0.4 4.5 ± 0.4

M 3.9 ± 0.4 4.4 ± 0.3 4.5 ± 0.3 4.3 ± 0.5 5.0 ± 0.3 4.6 ± 0.5 4.6 ± 0.4

F 3.9 ± 0.5 3.9 ± 0.6 4.4 ± 0.4 4.3 ± 0.5 4.7 ± 0.3 4.7 ± 0.3 4.3 ± 0.4

Globulin g/dl M+F 2.1 ± 0.3 2.3 ± 0.9 3.4 ± 0.8 3.7 ± 0.8 3.2 ± 0.5 3.4 ± 0.7 3.8 ± 1.0

M 2.100 ± 0.141 1.660 ± 0.207 3.257 ± 0.600 3.667 ± 0.899 3.086 ± 0.679 3.571 ± 0.796 3.383 ± 0.475

F 2.133 ± 0.503 2.617 ± 0.9** 3.586 ± 0.895 3.700 ± 0.796 3.260 ± 0.336 3.220 ± 0.496 4.088 ± 1.271

Albumin-globulin ratio M+F 1.854 ± 0.185 1.992 ± 0.804 1.351 ± 0.329 1.236 ± 0.377 1.604 ± 0.390 1.416 ± 0.299 1.249 ± 0.312

 ratio M 1.9 ± 0.2 2.7 ± 0.5 1.4 ± 0.3 1.3 ± 0.4 1.7 ± 0.5 1.3 ± 0.3 1.4 ± 0.2

F 1.9 ± 0.2 1.7 ± 0.7* 1.3 ± 0.3 1.2 ± 0.4 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.3 1.2 ± 0.4

 13-24 25-34

(M=4, F=3) (M=5, F=12) (M=7, F=7) (M=15, F=22) (M=7, F=5) (M=14, F=10) (M=6, F=8)

Age (months)

Parameter Unit Sex
0  1-3  4-6  7-9  10-12 
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Ta b l e  6 .  月 齢 ご と の 血 液 生 化 学 的 検 査 の 結 果 （ 続 き ）  

 

  

Glucose mg/dl M+F 136.9 ± 38.9 98.1 ± 16.4 88.1 ± 12.5 82.5 ± 10.2 84.2 ± 7.2 88.9 ± 20.2 89.6 ± 20.8

M 148.8 ± 50.7 110.4 ± 18.4 86.7 ± 8.4 84.5 ± 11.2 82.0 ± 5.9 86.5 ± 25.0 78.8 ± 6.1

F 121.0 ± 5.3 93.0 ± 13.2* 89.6 ± 16.2 81.2 ± 9.5 87.2 ± 8.3 92.2 ± 10.5 97.6 ± 24.6

Phosphorus mg/dl M+F 11.3 ± 1.0 8.1 ± 1.0 6.8 ± 0.7 6.5 ± 0.7 6.1 ± 0.6 6.3 ± 0.6 5.5 ± 0.6

M 11.2 ± 1.4 8.4 ± 0.6 6.7 ± 0.7 6.4 ± 0.5 6.0 ± 0.6 6.1 ± 0.7 5.2 ± 0.3

F 11.5 ± 0.5 8.0 ± 1.1 6.9 ± 0.7 6.5 ± 0.8 6.3 ± 0.5 6.4 ± 0.5 5.8 ± 0.7

Calcium mg/dl M+F 11.8 ± 0.4 10.8 ± 0.5 10.7 ± 0.4 10.5 ± 0.4 11.0 ± 0.4 10.6 ± 0.5 10.3 ± 0.3

M 11.6 ± 0.3 11.1 ± 0.4 10.8 ± 0.3 10.4 ± 0.4 11.1 ± 0.4 10.6 ± 0.7 10.3 ± 0.4

F 12.0 ± 0.4 10.6 ± 0.5 10.6 ± 0.4 10.5 ± 0.5 10.9 ± 0.4 10.7 ± 0.3 10.2 ± 0.2

Sodium mEq/l M+F 144.6 ± 3.4 143.5 ± 2.3 144.6 ± 2.3 144.3 ± 5.2 146.2 ± 2.4 145.6 ± 2.7 145.1 ± 2.7

M 144.3 ± 3.0 144.4 ± 1.7 145.7 ± 2.4 144.7 ± 3.3 146.9 ± 2.9 145.9 ± 3.2 146.7 ± 3.4

F 145.0 ± 4.6 143.2 ± 2.6 143.6 ± 1.9 144.0 ± 6.2 145.2 ± 1.1 145.1 ± 1.8 143.9 ± 1.2

Potassium mEq/l M+F 6.1 ± 1.1 5.8 ± 1.1 5.6 ± 0.7 5.7 ± 0.6 5.9 ± 0.5 5.8 ± 0.7 5.4 ± 0.6

M 6.0 ± 1.3 6.0 ± 1.1 5.9 ± 0.4 5.6 ± 0.4 5.9 ± 0.5 5.8 ± 0.7 5.5 ± 0.6

F 6.3 ± 1.1 5.8 ± 1.1 5.4 ± 0.8 5.8 ± 0.7 5.9 ± 0.7 5.7 ± 0.7 5.3 ± 0.6

Chloride mEq/l M+F 106.6 ± 2.1 106.2 ± 1.8 103.4 ± 3.1 102.3 ± 5.0 102.9 ± 2.9 102.8 ± 2.9 102.3 ± 2.3

M 107.5 ± 1.7 106.0 ± 2.2 103.9 ± 3.3 102.2 ± 3.2 103.3 ± 3.3 102.4 ± 3.1 103.7 ± 2.2

F 105.3 ± 2.3 106.3 ± 1.7 103.0 ± 3.0 102.4 ± 6.1 102.4 ± 2.5 103.3 ± 2.7 101.3 ± 2.0

 10-12  13-24 25-34

(M=4, F=3) (M=5, F=12) (M=7, F=7) (M=15, F=22) (M=7, F=5) (M=14, F=10) (M=6, F=8)

M,Males; F,Females. 
‡
 7-9 months of age (M=15, F=21). *p <0.05, **p <0.01: significantly different from males.

Age (months)

Parameter Unit Sex
0  1-3  4-6  7-9
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Ta b l e  7 .  脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ  

  

Parameter Unit

mg/dl 77.8 ± 11.3 94.8 ± 3.7*

mg/dl 16.4 ± 2.5 20.8 ± 1.1**

mg/dl 61.4 ± 8.9 74.0 ± 3.1*

mg/dl 35.4 ± 6.6 54.4 ± 8.2**

mg/dl 40.8 ± 10.1 39.4 ± 7.5

mg/dl 31.2 ± 5.7 49.2 ± 6.4**

mg/dl 4.0 ± 1.2 4.0 ± 1.0

mg/dl 1.6 ± 0.5 2.2 ± 0.4

Cholesterol fraction

HDL-C % 52.2 ± 6.8 41.6 ± 7.3*

LDL-C % 40.6 ± 6.8 52.2 ± 7.3*

VLDL-C % 5.2 ± 1.6 4.0 ± 1.0

CM-C % 2.0 ± 0.0 2.2 ± 0.4

Triglycerides fraction

HDL Triglyceride % 13.8 ± 4.1 12.6 ± 2.5

LDL Triglyceride % 38.8 ± 5.1 40.4 ± 5.3

VLDL Triglyceride % 30.8 ± 5.0 29.2 ± 5.0

CM Triglyceride % 16.6 ± 4.7 17.8 ± 8.0

*p <0.05, **p <0.01: significantly different from males.

Age 5 months of age

T-Cho

Free-Cho

CE

Triglycerides

T-Cho: Total cholesterol, Free-Cho: free cholesterol, CE: cholesterol ester, HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol, LDL-C: low-density

lipoprotein cholesterol, VLDL-C: very low-density lipoprotein cholesterol, CM-C: chylomicron cholesterol.

HDL-C

LDL-C

VLDL-C

CM-C

Males (n =5) Females (n =5)
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第 Ⅱ章  高 脂 肪 ・ 高 コ レ ス テ ロ ー ル 食 給 餌 に よ る  

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル の 開 発  

緒 言  

動 脈 硬 化 症 は 、 脂 肪 分 の 多 い 食 事 に よ る 影 響 で 欧 米 で は 患 者 数

の 増 加 が 問 題 と な っ て い る［ 1、 2］。動 脈 硬 化 症 の 克 服 ・病 態 解 明

の た め 、 動 脈 硬 化 モ デ ル 動 物 を 開 発 す る こ と は 、 社 会 的 に 重 要 で

あ る 。 特 に ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 は 日 本 人 で 増 加 し て い る が 、

ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 病 態 は 遺 伝 的 要 因 と 環 境 的 要 因 の 両

方 が 関 連 し て い る た め 、 ヒ ト の 生 理 と 病 態 を 再 現 す る 適 切 な 実 験

動 物 モ デ ル を 用 い て 両 要 因 を 調 べ る こ と が 必 要 で あ る 。  

従 来 の 動 脈 硬 化 モ デ ル 動 物 は 、 主 に ウ サ ギ や マ ウ ス が 使 用 さ れ

て き た 。 し か し な が ら 、 マ ウ ス の 脂 質 代 謝 は 、 ヒ ト で 確 認 さ れ て

い る 脂 質 代 謝 と 大 き く 異 な っ て い る 。 マ ウ ス は 高 脂 肪 ・ 高 コ レ ス

テ ロ ー ル 食（ h i g h  f a t  a n d  c h o l e s t e r o l  d i e t 、  以 下 H c D）が 誘 発 す る

動 脈 硬 化 症 に 抵 抗 性 が あ る た め 、 動 脈 硬 化 に な り に く い 動 物 で あ

る 。 そ の た め 、 マ ウ ス で は 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 E（ a p o E） 遺 伝 子 や 低

比 重 リ ポ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル 受 容 体（ L D L r）遺 伝 子 を 欠 損 さ せ る

こ と に よ り 、 高 脂 質 血 症 や 動 脈 硬 化 を 発 症 さ せ 、 こ れ ら の 遺 伝 子

欠 損 に よ る モ デ ル 動 物 が 動 脈 硬 化 の 研 究 に 多 く 用 い ら れ て い る

［ 3 9、4 0］。a p o E 欠 損 マ ウ ス や L D L r 欠 損 マ ウ ス に 追 加 で 遺 伝 子 導

入 を 実 施 す る こ と や 、 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト さ せ て 利 用 す る こ と

は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 に お け る 特 定 の 遺 伝 子 の 影 響 を 調 べ

る た め の マ ウ ス を 利 用 す る 方 法 と し て 報 告 さ れ て い る［ 3～ 5、4 1］。

一 方 で 、 ヒ ト と 類 似 し た 脂 質 代 謝 を 有 し 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化

の 誘 発 の た め の H c D に 対 し て 感 受 性 が 高 い ウ サ ギ は 、マ ウ ス の 次
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に よ く 使 用 さ れ る 動 物 で あ る 。 L D L r 遺 伝 子 変 異 の Wa t a n a b e 遺 伝

性 高 脂 質 血 症 （ W H H L） ウ サ ギ は ヒ ト 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血

症 の モ デ ル 動 物 と し て 報 告 さ れ て い る［ 6、 7、 4 2］。最 近 の ト ラ ン

ス ジ ェ ニ ッ ク ウ サ ギ の 開 発 に よ り 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 発

症 に 対 す る 様 々 な 特 異 的 遺 伝 子 の 影 響 が 明 ら か に な り 、 報 告 さ れ

て い る［ 4 3、 4 4］。前 述 し た 通 り 、マ ウ ス や ウ サ ギ が 動 脈 硬 化 病 変

モ デ ル と し て 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る が 、 マ ウ ス や ウ サ ギ は 脂 質

代 謝 や い く つ か の 環 境 因 子 の 点 で ヒ ト と は 異 な っ て い る 。 一 方 で 、

ブ タ は 生 理 学 的 ・ 解 剖 学 的 に ヒ ト と 類 似 し ［ 8］、 特 に 冠 状 動 脈 の

解 剖 学 的 構 造 が ヒ ト と 類 似 し て お り［ 1 1］、食 事 お よ び 睡 眠 等 の 生

活 習 慣 、 脂 質 代 謝 、 日 内 変 動 も ヒ ト と 類 似 し て い る た め 、 環 境 因

子 起 因 の 動 脈 硬 化 病 変 の 解 析 に は 、 ウ サ ギ お よ び マ ウ ス よ り も ブ

タ の 方 が 適 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る［ 3～ 7］。し か し な が ら 、

ブ タ は ミ ニ ブ タ で あ っ て も 体 が 大 き い た め［ 1 0、1 6］、管 理 が 難 し

く 、 実 験 動 物 と し て は 取 り 扱 い に 難 が あ る 。 本 論 文 の 第 I 章 の 研

究 に お い て 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ が 、 他 の ブ タ に 比 べ 超 小 型 、 取

り 扱 い が 容 易 で あ り 、 血 液 デ ー タ か ら も 実 験 動 物 と し て 使 用 可 能

で あ る こ と が 判 明 で き た た め 、 病 態 モ デ ル マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ は

有 用 と 考 え た 。  

そ こ で 本 章 で は 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル の 構 築 を

試 み た 。 ま た 病 態 モ デ ル 構 築 に あ た り 、 再 現 性 、 簡 便 な 手 順 で 作

出 で き る こ と が 重 要 と 考 え 、 食 餌 制 御 の み に よ る 方 法 お よ び 短 期

間 で 動 脈 硬 化 モ デ ル を 構 築 す る こ と も 目 的 と し た ［ 4 5］。  

  

file:///C:/Users/100507/Desktop/MMPig_スタチン_qRT-PCR結果/論文1＿背景値%20ja.docx.docx%23_bookmark2
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材 料 方 法  

1 .  使 用 動 物 お よ び 動 物 の 飼 育 環 境  

3 ヶ 月 齢 の 雄 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ（ F u j i  M i c r a  I n c、静 岡 、日 本 ）

を 2 2 匹 使 用 し た 。全 て の 動 物 は 同 じ 飼 育 施 設 で 、同 じ 飼 育 環 境 で

飼 育 し た 。 温 度 2 4 ± 3 ℃、 相 対 湿 度 5 0 ± 2 0％ 、 明 暗 サ イ ク ル 1 2 時

間 、飼 育 ス ペ ー ス は 1 頭 あ た り 0 . 5～ 1 . 2  m 2 の 環 境 で 飼 育 し た 。な

お 、H L の 活 性 に お い て は 5 お よ び 2 5 ヶ 月 齢 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ

を 使 用 し た 。  

 

2 .  群 構 成 お よ び 給 餌  

7 匹 の 動 物 を 普 通 食 群 に 割 り 付 け 、 普 通 食 （ マ ッ シ ュ 状 ブ タ 用

飼 料 で あ る こ だ か ら 7 3 、 日 清 丸 紅 飼 料 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 、

n o r m a l  c h o w  d i e t、 以 下 N c D） を 給 餌 し た 。  

各 群 5 匹 の 動 物 を 3 つ の 高 脂 肪 食 群 に 割 り 付 け 、 普 通 食 に 1 2 %

の 脂 肪 と 、各 群 0 . 2、0 . 5 お よ び 1 . 5 %の 配 分 で コ レ ス テ ロ ー ル を 混

合 し た 高 脂 肪 食（ h i g h - f a t / h i g h - c h o l e s t e r o l  d i e t、以 下 H c D）を 動 物

に 給 餌 し た 。 N c D お よ び H c D は 、 8 週 間 給 餌 し た 。 群 構 成 お よ び

給 餌 の 詳 細 は Ta b l e  8 示 し た 。  

 

3 .  一 般 状 態 観 察 、 体 重 お よ び 血 圧  

一 般 状 態 観 察 は 生 死 の 確 認 と 合 わ せ て 、 動 物 の 状 態 を 毎 日 確 認

し た 。 動 物 の 体 重 は 毎 週 1 回 電 子 天 秤 （ H P - 4 0 K、 H P - 6 0 K お よ び

G P - 6 0 K、株 式 会 社 エ ー・ア ン ド・デ イ 、 東 京 、 日 本 ）で 測 定 し た 。

血 圧 （ 拡 張 期 血 圧 お よ び 収 縮 期 血 圧 ） は 、 実 験 期 間 終 了 週 （ 8 週

目 ）に 無 麻 酔 下 で 生 体 情 報 モ ニ タ（ B X - 1 0 お よ び B X - 1 0 A D、オ ム
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ロ ン コ ー リ ン 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ） を 用 い て 、 前 肢 か ら 測 定 し

た ．  

 

4 .  血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査  

採 血 は 2週 に 1回 、無 麻 酔 下 で 前 大 静 脈 洞 か ら 採 血 し た 。血 液 学

的 検 査 に お い て は 、約 1  m Lを 採 血 し 、抗 凝 固 剤 と し て E D T A - 2 Kを

用 い た 全 血 を 使 用 し て 測 定 し た 。血 液 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び

方 法 の 詳 細 は T a b l e  9に 示 し た 。血 液 生 化 学 的 検 査 に お い て は 、約

1 . 0  m L採 血 し 、室 温 で 2 0～ 6 0分 間 静 置 後 、遠 心 分 離（ 室 温 、1 7 1 0 × g、

3 0 0 0  r p m、 1 0分 間 ） し て 得 ら れ た 血 清 を 用 い て 測 定 し た 。 血 液 生

化 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細 は T a b l e  1 0に 示 し た 。  

 

5 .  コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル ト ラ ン ス フ ェ ル 蛋 白 （ C E T P） お よ び  

肝 リ パ ー ゼ （ H L） の 活 性  

H Lの 活 性 に つ い て は 、 N c Dを 摂 取 し た 生 後 5ヶ 月 と 2 5ヶ 月 の マ

イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ か ら ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム （ 5 0  u n i t / k g  B W） の 静

脈 内 注 射 前 と 注 射 1 0分 後 に 血 液 を 採 取 し 、血 清 サ ン プ ル を 用 い て

測 定 し た 。 測 定 は H L活 性 測 定 キ ッ ト （ P r o g e n  B i o t e c h n i k  G m B H 、 

H e i d e l b e r g、 G e r m a n y） を 用 い て 分 析 し た 。  

C E T Pア ッ セ イ は N c Dを 摂 取 し た 6匹 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ か ら

等 量 プ ー ル し た 血 漿 サ ン プ ル を 使 用 し た 。 ウ サ ギ お よ び

C 5 7 B L / 6 マ ウ ス の 血 清 は 購 入 し た も の を 使 用 し た （ コ ス モ バ イ

オ 、 東 京 、 日 本 ） 。 S u p e r o s e  6  1 0 / 3 0 0  G L  F P L Cカ ラ ム （ A m e r s h a m  

B i o s c i e n c e s、P i s c a t a w a y、N J）を 用 い た 高 速 蛋 白 液 体 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー（ F P L C）を 用 い て 、リ ポ 蛋 白 を 分 画 し た 。希 釈 し た 血 漿 と
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F P L C分 画 の ア リ コ ー ト を S D S - P A G Eに 供 し 、P V D F膜 に 転 写 し 、イ

ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル （ C E ） 転 移 蛋 白

（ C E T P） に 対 す る 抗 体 （ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： M A B S 1 2 1 9

お よ び ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： a b 1 9 0 1 2、 5倍 希 釈 ） は 、 そ れ

ぞ れ E M D  M i l l i p o r e社 お よ び A b c a m社 ： か ら 購 入 し た 。蛋 白 は 化 学

発 光 法（ E C L  P l u s  W e s t e r n  B l o t t i n g  D e t e c t i o n  S y s t e m ;  G E  H e a l t h c a r e  

P i s c a t a w a y、N J）を 用 い て 可 視 化 し た 。C E T P欠 損 症 の 診 断 と C E T P

量 の 測 定 は 、 防 衛 医 科 大 学 校 か ら 提 供 さ れ た 血 清 （ 高 H D Lコ レ ス

テ ロ ー ル 値 が そ れ ぞ れ 1 7 2  m g / d Lと 1 9 1  m g / d Lで あ る こ と か ら 選 抜

し た 5 9歳 男 性 と 5 4歳 女 性 の 血 清 ）を 使 用 し た 。ゲ ノ ム D N Aは 市 販

の キ ッ ト （ Q i a g e n、  F r e d e r i c k、  U S A）を 用 い て 調 製 し た 。 C E T P

量 は 、 J H C 1と J H C 2（ 日 本 た ば こ 産 業 、 東 京 、 日 本 ） と い う 2つ の

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と サ ン ド イ ッ チ E L I S A を 用 い て 測 定 し た 。

E L I S Aと し て 捕 捉 抗 体 に は J H C 1 、 検 出 抗 体 に は ビ オ チ ン 化 し た

J H C 2 を 用 い て S E C T O R （ M e s o  S c a l e  D i a g n o s t i c s ,  L L C 、 U S A） で

測 定 し た 。ヒ ト C E T Pに 特 異 的 な ク ロ ー ン 抗 体 に つ い て は 、一 般 的

な C E T P変 異（ イ ン ト ロ ン 1 4の ス プ ラ イ シ ン グ 欠 損 、I n t 1 4  ＋ 1  G＞  

A ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 か ら グ リ シ ン へ の ア ミ ノ 酸 置 換 位 置 4 4 2 、

D 4 4 2 G）を I n v a d e r  a s s a y（ C l e a v a s e ®  e n z y m e、T e c h n o l o g i e s、U S A）

を 使 用 し て 同 定 し た 。 C E転 移 活 性 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に

よ る 沈 殿 に よ っ て 、干 渉 リ ポ 蛋 白 を 除 去 し 、[ 1 4 C ]コ レ ス テ リ ル エ ス

テ ル 標 識 L D Lを 用 い て 、 H D Lを コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル の ア ク セ プ タ

ー と し て 混 合 し 、イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 で 沈 殿

さ せ て L D Lと H D Lを 分 離 し 、 H D Lを 含 む 上 清 中 を 測 定 し た 。  
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6 .  カ イ ロ ミ ク ロ ン 分 画 と 超 低 比 重 リ ポ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル 分 画

に お け る 血 清 中 A p o B プ ロ フ ァ イ ル  

血 漿 中 の ア ポ リ ポ 蛋 白 A 1、B 4 8、B 1 0 0 を 検 出 す る た め に 、生 物

種 を 超 え て 適 用 で き る H P L C / M S / M S ベ ー ス の 方 法 を 利 用 し た 。

a p o A 1 と a p o B 4 8 / 1 0 0 に つ い て 、多 重 反 応 モ ニ タ リ ン グ（ M R M）法

［ 4］ で 測 定 し た 。 カ イ ロ ミ ク ロ ン （ C M） お よ 超 低 比 重 リ ポ 蛋 白

コ レ ス テ ロ ー ル （ V L D L） を 、 H i m a c 遠 心 機 ( C P 7 0 M X 、 E p p e n ド

r f H i m a c  T e c h n o l o g i e s  C o . ,  L t d . 、 茨 木 、 日 本 )を 用 い て 、 ヒ ト の 血

清 お よ び マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 血 漿 か ら 分 離 し た 。 ト ラ ッ プ カ ラ

ム は E A S Y カ ラ ム 、C 1 8、0 . 1 × 2 c m、5 μ m（ T h e r m o S c i e n t i f i c、U S A）、

分 析 カ ラ ム は T i p カ ラ ム 、O D S、 0 . 0 7 5 × 1 2 0 m m（ 日 京 テ ク ノ ス 株

式 会 社 、 東 京 、 日 本 ） 。 流 速 は 0 . 3  m L / m i n で 測 定 し た 。  

 

7 .  皮 下 脂 肪 の 蓄 積 （ 背 部 脂 肪 の 厚 さ ）  

試 験 開 始 前 お よ び 8 週 終 了 時 に 、 X 線 C T 装 置（ 全 身 用 X 線 C T

装 置 A u k l e t、 東 芝 メ デ ィ カ ル 株 式 会 社 、 栃 木 、 日 本 ） を 用 い て 皮

下 脂 肪 の 蓄 積（ 背 部 脂 肪 の 厚 さ ）を 測 定 し た 。背 部 脂 肪 の 厚 さ は 、

両 肩 甲 骨 の 下 角 の 間 の 高 さ の 中 央 部 で 測 定 し 、 厚 さの増 加 率 を 算

出 し た 。  

 

8 .  病 理 解 剖 （ 剖 検 ）  

8 週 終 了 時 に 、 各 動 物 に メ デ ト ミ ジ ン 水 溶 液 （ ド ミ ト ー ル ：

O r i o n  C o r p o r a t i o n、 F i n l a n d、 1  m g / m L、 0 . 0 4  m L / k g） 、 塩 酸 ケ タ ミ

ン 水 溶 液 （ K a m u d  D r u g s  P v t .  L t d .、 I n d i a、 5 0  m g / m L、 0 . 1  m L / k g）

お よ び 、 ミ ダ ゾ ラ ム （ 丸 石 製 薬 株 式 会 社 、 大 阪 、 日 本 、 5  m g / m L、
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0 . 0 4  m L / k g） を 筋 肉 内 投 与 し 、 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム （

東 京 化 成 工 業 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ） 水 溶 液 （ 6 4 . 8  m g / m L 、 0 . 5  

m L / k g ） の 静 脈 内 投 与 に よ り 麻 酔 を 行 い 、 放 血 安 楽 死 さ せ 、 外 表

、 内 部 器 官 お よ び 組 織 を 肉 眼 的 に 観 察 し た 。 器 官 重 量 に つ い て

は 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 内 臓 脂 肪 組 織 （ 大 網 お よ び 腸

間 膜 脂 肪 ）の 重 量 を 電 子 天 秤（ H R - 2 0 0、 F X - 3 0 0 0 N お よ び G F - 3 0 0 0

、 株 式 会 社 エ ー ・ ア ン ド ・ デ イ 、 東 京 、 日 本 ） を 用 い て 測 定 し た

。 さ ら に 剖 検 時 の 体 重 か ら 体 重 比 相 対 重 量 を 算 出 し た 。  

 

9 .  E n  f a c e 解 析 に よ る 動 脈 硬 化 病 変 の 肉 眼 所 見 と 定 量 解 析  

大 動 脈 は 、 動 脈 硬 化 病 変 を 確 認 す る た め に 、 ホ ル マ リ ン 固 定

後 に O i l - r e d  O 染 色 液 を 用 い て 、 大 動 脈 の 動 脈 硬 化 病 変 を 染 色 し

た 。 動 脈 硬 化 病 変 に つ い て 、 E n  f a c e 解 析 を 行 っ た 。 表 面 全 体 に

対 す る O i l - r e d  O 染 色 面 積 は 、 I m a g e  J ソ フ ト ウ ェ ア （ N a t i o n a l  

I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h 、 U S A） を 用 い て 算 出 し た 。 そ の 後 、 切 り 出

し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、 下 記 の 病 理 組 織 学 的 検 査 に 供 し た 。  

 

1 0 .  病 理 組 織 学 的 検 査  

各 動 物 か ら 採 取 し た 全 身 の 動 脈 （ ウ ィ リ ス 動 脈 輪 、 脳 底 動 脈 、

頚 動 脈 、 胸 部 ・ 腹 部 大 動 脈 、 外 ・ 内 腸 骨 動 脈 、 冠 状 動 脈 等 ） 、 心

臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 小 腸 を 中 心 に 、 そ の 他 の 全 身 の 臓

器 （ 気 管 、 肺 、 舌 、 顎 下 腺 、 食 道 、 胃 、 大 腸 、 胆 嚢 、 膀 胱 、 精 巣

、 精 巣 上 体 、 前 立 腺 、 精 嚢 、 脳 、 脊 髄 、 坐 骨 神 経 、 胸 骨 、 大 腿

骨 、 顎 下 リ ン パ 節 、 膵 臓 、 胸 腺 、 下 垂 体 、 甲 状 腺 、 上 皮 小 体 、

副 腎 、 眼 球 、 視 神 経 、 涙 腺 、 大 腿 四 頭 筋 、 腹 部 皮 膚 ） も 含 め 、
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1 0 %リ ン 酸 緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、 常 法 に

よ り 薄 切 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン （ H & E） 染 色 後 、 病 理 組

織 学 的 検 査 を 実 施 し た 。  

大 動 脈 に つ い て は 、 動 脈 病 変 を 確 認 す る た め に E l a s t i c a  M a s s o n

染 色 も 行 っ た 。 染 色 は 、 脱 パ ラ フ ィ ン 後 に 、 レ ゾ ル シ ン ・ フ ク

シ ン 液 、 ワ イ ゲ ル ト の 鉄 ヘ マ ト キ シ リ ン 液 、 ス カ ー レ ッ ト ・ フ

ク シ ン 液 、 リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 ・ リ ン モ リ ブ デ ン 酸 混 合 液 、 ラ

イ ト グ リ ー ン 液 を そ れ ぞ れ 用 い て 、 定 法 に よ り 実 施 し た 。  

 

1 1 .  免 疫 組 織 化 学 的 染 色  

動 脈 硬 化 性 病 変 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 と し て 、 キ シ レ ン に よ

る 脱 パ ラ フ ィ ン 、 加 熱 処 理 に よ る 賦 活 化 、 過 酸 化 水 素 水 に よ る

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ ン グ 、 P r o t e i n  B l o c k  S e r u m - F r e e  R e a d y -

To - U s e に よ る 非 特 異 反 応 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 い 、 一 次 抗 体 と し

て 、 平 滑 筋 ア ク チ ン に 対 応 す る 抗 体（ a n t i - α - S M A ク ロ ー ン 1 A 4、

× 1 0 0、 D a k o  C y t o m a t i o n、 京 都 、 日 本 ）、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に

対 応 す る 抗 体 （ 抗 リ ゾ チ ー ム ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 × 2 , 0 0 0

、 D a k o  C y t o m a t i o n 、 京 都 、 日 本 ）を 用 い 、 二 次 抗 体 と し て H R P で

ラ ベ ル し た E n v i s i o n（ D a k o  C y t o m a t i o n 、 京 都 、 日 本 ）を 用 い 、 D A B

で 発 色 さ せ 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 核 染 色 し た 。  

 

1 2 .  定 量 的 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ q R T - P C R） に よ る 肝 臓

お よ び 小 腸 で の m R N A 発 現  

肝 臓 と 小 腸 は 、 剖 検 時 サ ン プ ル 採 取 後 す ぐ に R N A l a t e rに 保 存

し 、 m i r V a n a  m i R N A  i s o l a t i o n  k i t （ I n v i t r o g e n、 C a r l s b a d、 U S A）
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を 用 い て 全 R N Aを 抽 出 し た 。 m R N A発 現 は 、 T a q M a n定 量 P C R分 析

（ A p p l i e d  B i o s y s t e m s、 O y s t e r  B a y、 U S A） を 用 い て q R T - P C Rで 定

量 し た 。 q R T - P C R（ B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  U S A） は ハ イ ブ リ

ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 （ P r i m e T i m e  G e n e  E x p r e s s i o n  M a s t e r  M i x ：

I n t e g r a t e d  D N A  T e c h n o l o g i e s ,  I n c . ） を 使 用 し た （ 逆 転 写 反 応 ：

2 5℃ / 1 0分 、 4 2℃ / 6 0分 、 8 5℃ / 5分 、 熱 変 性 ： 9 5℃ / 3 0秒 、 ア ニ ー リ

ン グ 及 び 伸 張 ： 6 0℃ / 3 0秒 、 4 5サ イ ク ル で 実 施 ） 。 q R T - P C Rは 、

発 現 量 を 確 認 し た 遺 伝 子 は 、 低 比 重 リ ポ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル 受

容 体 （ L D L r、 動 脈 硬 化 を 促 進 す る L D Lに 結 合 し 細 胞 内 に 取 り 込

む タ ン パ ク 質 ） 、 ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 ク ラ ス B Ⅰ型 （ S R B I、

H D Lか ら コ レ ス テ ロ ー ル を 受 け 取 る 主 要 な 受 容 体 で あ る 膜 タ ン

パ ク 質 ） 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル グ ル タ リ ル - C o A還 元 酵 素

（ H M G C R、 コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 経 路 の 律 速 酵 素 ） 、 ス テ ロ ー ル

調 節 エ レ メ ン ト 結 合 蛋 白 - 2（ S R E B P - 2、 コ レ ス テ ロ ー ル 量 に よ り

H M G C R等 の コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 経 路 に 関 わ る 酵 素 遺 伝 子 の 転 写

因 子 ） 、 N P C 1 L 1  N i e m a n n - P i c k  C 1様 1蛋 白 （ N P C 1 L 1、 コ レ ス テ

ロ ー ル の 吸 収 を 行 う ト ラ ン ス ポ ー タ ー ） 、 ア ポ リ ポ 蛋 白 B  m R N A

編 集 酵 素 触 媒 ポ リ ペ プ チ ド . 1（ A P O B E C - 1、 脂 質 代 謝 お よ び 脂 質

輸 送 を 調 節 す る 遺 伝 子 編 集 酵 素 ） で あ り 、 遺 伝 子 と P C Rに 使 用 し

た プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ の 詳 細 は T a b l e  1 1に 示 し た 。 プ ラ イ マ ー

お よ び プ ロ ー ブ は 、 あ ら か じ め 設 計 さ れ た 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ

か ら 入 手 す る か 、 ブ タ の 配 列 情 報 （ A p p l i e d  B i o s y s t e m s ） に 基 づ

い て 設 計 し た （ プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ 温 度 ： 6 0℃ ） 。 内 部

コ ン ト ロ ー ル と し て G A P D H  m R N Aの 発 現 量 を 用 い た 。  
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1 3 .  統 計  

全 て の デ ー タ は 平 均 値 ±標 準 誤 差 で 表 し た 。 デ ー タ は 群 間 差

（ N c D 群 対 0 . 2 % C h o - H c D 群 、 N c D 群 対 0 . 5 % C h o - H c D 群 、 N c D 群

対 1 . 5 % C h o - H c D 群 ） に つ い て 、 J M P ソ フ ト ウ ェ ア （ J M P  P r o  

1 7、 J M P  S t a t i s t i c a l  D i s c o v e r y  L L C . 、 U S A） を 用 い て 、 D u n n e t t 検

定 を 行 い 、 有 意 水 準 は 5 %と し た 。  
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結 果  

1 .  一 般 状 態 観 察 、 体 重 、 内 臓 脂 肪 の 重 量 、 背 部 脂 肪 の 厚 さ  

お よ び 血 圧  

5 ヵ 月 齢 の 雄 （ 体 重 約 7  k g） の N c D を 摂 取 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ

ッ グ の 外 観 を F i g .  3 に 示 し た 。 一 般 状 態 観 察 に お い て 、 実 験 期 間

の 8 週 間 、 異 常 は 何 も み ら れ な か っ た 。 体 重 は 8 週 間 に 渡 り 、 す

べ て の 群 で 増 加 し た 。N c D 群 と 比 較 し て H c D 群 で は 、よ り 急 激 に

体 重 が 増 加 し 、 顕著な体 重 増 加 が み ら れ た （ F i g .  4）。 内 臓 脂 肪 の

器 官 重 量 に お い て は 、N c D 群 と 比 較 し て H c D 群 で は 大 網 、腸 間 膜

脂 肪 の 重 量 の 高 値 が み ら れ た（ Ta b l e  1 2）。C T 検 査 に よ る 背 部 脂 肪

の 厚 さ に お い て は 、N c D 群 と 比 較 し H c D 群では脂 肪 厚 の 増 加 が み

ら れ た （ Ta b l e  1 2）。 血 圧 は 収 縮 期 お よ び 拡 張 期 と も に 、 N c D 群 と

H c D 群で同程度であった。  

 

2 .  血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 （ 資 料 未 掲 載 ）  

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 基 準 値 ［ 3 1、 3 2］ を 参 考 に 、 N c D ま た は

H c D を 8 週 間 摂 取 さ せ た 後 、血 液 学 的 検 査 に お い て 、白 血 球 減 少 、

白 血 球 増 加 、 お よ び 貧 血 を 示 し た 動 物 は い な か っ た 。 血 液 生 化 学

的 検 査 に お い て 、 A S T、 A LT、 A L P、 L D H、 γ ‐ G T P、 総 ビ リ ル ビ ン

濃 度 、 お よ び 血 糖 値 に お い て 各 群 で 差 は み ら れ な か っ た 。  

 

3 .  血 清 中 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ  

血 清 中 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ の 結 果 を F i g .  5 に 示 し た 。 N c D 群 と

比 較 し て 、 H c D 群 で は 血 清 中 の 各 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ の 高 値 が み

ら れ た 。 H c D 群 に お い て 、 H c D 中 の コ レ ス テ ロ ー ル の 摂 取 量 に 依
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存 し 、 血 清 中 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 が 増 加 し 、 2 週 目 で ピ ー ク を

示 し た が 、そ の 後 は 停 滞 し た 。H c D 群 で は 、血 中 L D L コ レ ス テ ロ

ー ル 濃 度 お よ び H D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 の 増 加 が み ら れ た が 、プ

ロ フ ァ イ ル で は L D L コ レ ス テ ロ ー ル 比 率 は 増 加 し 、 H D L コ レ ス

テ ロ ー ル 比 率 は 減 少 し た 。 一 方 で 、 血 清 中 ト リ グ リ セ リ ド 濃 度 は

全 群 に お い て 全 て の 検 査 ポ イ ン ト で 同 程 度 で あ っ た 。  

 

4 .  肝 臓 お よ び 小 腸 で の 遺 伝 子 発 現  

q RT- P C R で 確 認 し た 肝 臓 の L D L r、H M G C R、S R E B P - 2 の 遺 伝 子

発 現 結 果 を F i g .  6 に 示 し た 。 N c D 群 と 比 較 し 、 H c D 群 で は 肝 臓 の

L D L r、 H M G C R 遺 伝 子 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が み ら れ 、 H c D

中 の コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 が 高 い 程 、 遺 伝 子 発 現 が 低 下 し た （ F i g .  

6 A お よ び B）。餌 の 種 類（ N c D や H c D）に 依 存 せ ず 、肝 臓 の L D L r、

H M G C R 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 肝 臓 の S R E B P - 2 遺 伝 子 の 発 現 レ

ベ ル と 高 い 相 関 を 示 し た （ F i g .  6 C お よ び D）。  

q RT- P C R で 確 認 し た 肝 臓 の S R B I、 N P C 1 L 1 の 遺 伝 子 発 現 、 肝

臓 お よ び 小 腸 の A P O B E C - 1 の 遺 伝 子 発 現 結 果 を F i g .  7 に 示 し た 。

肝 臓 に お け る S R B I の 発 現 レ ベ ル は 、 H c D 摂 取 に よ り 変 化 は な

か っ た（ F i g .  7 A）。肝 臓 の N P C 1 L 1 の 発 現 は 、H c D を 摂 取 し た 動

物 で 著 し く 低 下 し た（ F i g .  7 B）。A P O B E C - 1 の 遺 伝 子 発 現 は 空 腸

お よ び 回 腸 だ け で 検 出 さ れ 、 肝 臓 で は 検 出 さ れ な か っ た （ F i g .  

7 C）。  

 

5 .  カ イ ロ ミ ク ロ ン 分 画 と 超 低 比 重 リ ポ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル 分 画
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に お け る 血 清 中 A p o B プ ロ フ ァ イ ル  

A p o A 1 （ A K PA L E D L R ） と A p o B 4 8 / 1 0 0 （ G F E P T L E A L F G K 、

Y E N Y E LT L K ） の M R M ク ロ マ ト グ ラ ム に お い て 、 ヒ ト と ブ タ の

V L D L 分 画 と C M 分 画 の 両 方 で a p o A 1 と a p o B 4 8 / 1 0 0 ペ プ チ ド が 検

出 で き た （ F i g .  8）。  

 

6 .  H L お よ び C E T P 活 性  

H L 活 性 は 、 N c D を 摂 取 し た 動 物 で は 、 H L 活 性 放 出 の 作 用 を 持

つ ヘ パ リ ン の 投 与 前 の 分 画 に 対 し て 、 ヘ パ リ ン 投 与 後 の 分 画 の 分

画 で は る か に 高 く 、 ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 投 与 後 の 循 環 に お い て

9 0％ 以 上 の 活 性 を 示 し た （ Ta b l e  1 3）。  

C E T P に つ い て は 、 F i g .  9 に 結 果 を 示 し た 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ

と ウ サ ギ の 両 方 か ら 得 ら れ た H D L 分 画 中 に 類 似 し た 分 子 サ イ ズ の

バ ン ド を 可 視 化 で き 、ヒ ト C E T P に 対 す る 抗 体 を 用 い た We s t e r n ブ

ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 N c D を 摂 取 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 血 清

中 の H D L 分 画 に 活 性 が 検 出 さ れ た 。 な お 、 C E T P 活 性 測 定 法 の 信

頼 性 の 確 認 の た め 、 C E 転 移 活 性 を 調 べ た と こ ろ 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ

ッ グ の C E 転 移 活 性 は C E T P 欠 損 症 の ヒ ト よ り も 高 値 で あ り 、 ウ

サ ギ よ り も 低 値 で あ り 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ C E T P の 発 現 が 考 え

ら れ た 。  

 

7 .  病 理 解 剖 （ 剖 検 ）  

剖 検 時 の 肉 眼 所 見 に お い て 、H c D を 摂 取 し た 動 物 で は 、心 臓（ 右

冠 状 動 脈 ） の 白 色 線 条 ， 大 動 脈 の 白 色 線 条 が み ら れ た 。 他 臓 器 に

は 異 常 は み ら れ な か っ た 。  
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8 .  E n  f a c e 解 析 に よ る 動 脈 硬 化 病 変 の 肉 眼 所 見 と 定 量 解 析  

O i l - r e d - O 赤 染 領 域 が ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病 変 に 相 当 す る

（ F i g .  1 0）。 E n  f a c e 解 析 に お い て 、 H c D を 摂 取 し た 動 物 で 、 H c D

中 コ レ ス テ ロ ー ル 含 量 の 増 加 に 伴 い 、 赤 染 面 積 が 増 加 し た （ F i g .  

1 1）。  

 

9 .  病 理 組 織 学 的 検 査  

病 理 組 織 学 的 検 査 は 、 I N H A N D・ M i n i p i g の 毒 性 病 理 用 語 に 基 づ

い て 実 施 し た［ 1 1］。動 脈 硬 化 病 変 は 、H c D 摂 取 に よ り 発 現 し 、H c D

中 の コ レ ス テ ロ ー ル 含 量 が 増 加 す る に つ れ て 、 動 脈 全 体 を 侵 す よ

う に 進 行 し た 。 動 脈 硬 化 病 変 は 主 に 内 膜 に お け る 泡 沫 細 胞 の 浸 潤

を 主 体 と す る ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク で あ り 、 そ の 表 面 を 覆 う 線 維

性 被 膜（ f i b r o u s  c a p）の 形 成 も み ら れ た 。ま た 、内 弾 性 板 の 二 重 化

や 断 裂 も 認 め ら れ た （ F i g .  1 1 A～ D）。 腹 部 大 動 脈 は 進 行 し た 病 変

が 多 く み ら れ 、 近 位 部 が 顕 著 で あ っ た 。 頸 動 脈 、 冠 状 動 脈 、 外 ・

内 腸 骨 動 脈 の 動 脈 硬 化 病 変 は 腹 部 大 動 脈 と 同 質 で あ っ た（ F i g .  1 1 E

～ F）。 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 0 . 5 %お よ び 1 . 5 %の H c D を 摂 取 し た 動

物 で は 、肝 臓 に 軽 度 の 脂 肪 変 性 が 検 出 さ れ た 。そ の 他 、心 臓 、肺 、

脾 臓 、 腎 臓 で は 、 組 織 学 的 に 顕 著 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 ア

テ ロ ー ム 性 病 変 が 存 在 し た も の の 、H c D 摂 取 群 の 動 物 で 血 栓 症 、心

筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 の 自 然 発 症 は 認 め ら れ な か っ た 。  
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1 0 .  免 疫 組 織 化 学 的 染 色  

免 疫 組 織 化 学 的 染 色 に お い て 、 浸 潤 泡 沫 細 胞 は リ ゾ チ ー ム 陽 性

で あ っ た（ F i g .  1 1 G）。 F i b r o u s  c a p 領 域 で は 、 α - S M A 陽 性 細 胞（ 平

滑 筋 細 胞 ） が 少 数 み ら れ た （ F i g .  1 1 H）。  
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本 章 で は 、 超 小 型 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル の 構 築 を

試 み 、 8 週 間 の H c D 摂 取 に よ り 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 中 程 度

の 内 臓 脂 肪 お よ び 皮 下 脂 肪 を 伴 う 体 重 増 加 （ メ タ ボ リ ッ ク シ ン ド

ロ ー ム ）、 そ し て ヒ ト 型 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 誘 発 に 成 功 し

た 。 1 . 5％ の コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む H c D の 8 週 間 摂 取 に よ り 、 血

清 中 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 は 約 6 0 0  m g / d L に 達 し 、 大 動 脈 の 約

5 0％ の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 領 域 が 認 め ら れ た 。比 較 的 低 い 0 . 2％

の コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む H c D は 、 7 . 5％ の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化

領 域 が み と め ら れ 、 血 清 中 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 は 約 2 0 0  m g / d L

で あ っ た 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 を 誘 発 す る た め に マ ウ ス に し

ば し ば 投 与 さ れ る コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム の 投 与 ［ 4 6］ は 、 マ イ ク ロ

ミ ニ ピ ッ グ に は 必 要 な か っ た 。 他 の ミ ニ ブ タ で は ア テ ロ ー ム 性 動

脈 硬 化 症 の 発 症 に 3 ヶ 月 以 上 を 要 し て い る［ 1 8～ 2 2］こ と に 対 し 、

本 章 で 研 究 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ で は わ ず か 8 週 間 の 短 期 間 で

十 分 で あ っ た こ と は 、 注 目 す べ き 良 好 な 結 果 で あ っ た ［ 4 5］。  

血 清 中 L D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 お よ び H D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃

度 は と も に H c D摂 取 後 に 明 ら か な 増 加 が み ら れ 、特 に L D Lコ レ ス

テ ロ ー ル 濃 度 で よ り 顕 著 な 増 加 が み ら れ た 。H c D摂 取 後 に H D Lコ

レ ス テ ロ ー ル 比 率 は 有 意 に 減 少 し 、動 脈 硬 化 を 促 進 す る 脂 質 プ ロ

フ ィ ー ル を 示 し た 。食 餌 性 脂 肪 に よ る こ の 逆 説 な H D Lコ レ ス テ ロ

ー ル 濃 度 の 変 動 は 、 ヒ ト と ウ サ ギ で 報 告 さ れ て い る ［ 4 7、 4 8］。

ま た 、ヒ ト 代 謝 研 究 に よ り 、 H c Dの 摂 取 が 異 化 率 を 低 下 さ せ る 一

方 で 、 a p o A - Ⅰの 輸 送 率 を 増 加 さ せ 、そ の 結 果 H D Lコ レ ス テ ロ ー ル

濃 度 が 上 昇 す る こ と が 示 さ れ て い る ［ 4 9 ］。 同 様 の 事 象 が ヒ ト
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a p o A - Ⅰト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で も な さ れ て お り 、 H c Dの 摂 取

は H D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 を 上 昇 さ せ 、 代 謝 研 究 に お い て は 、

H D L - コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル と a p o A - Ⅰ の 異 化 率 の 低 下 と 輸 送 率 の

増 加 が 示 さ れ て い る［ 5 0］。H c Dに よ り H D Lコ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 が

上 昇 し た の は 、H D L経 路 を 介 し た 逆 コ レ ス テ ロ ー ル 輸 送 を 促 進 す

る た め の 適 応 で あ る と 考 え ら れ る が 、そ の 正 確 な メ カ ニ ズ ム は 不

明 で あ る 。 C E T P の 酵 素 活 性 が マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の H D L 分 画 に

検 出 さ れ た こ と は 、こ の 適 応 機 序 の 存 在 の 可 能 性 を 示 す と 考 え ら

れ る 。  

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ は ヒ ト や ウ サ ギ と 同 様 に 肝 A P O B E C - 1を 発

現 し て い な か っ た 。 従 っ て V L D L コ レ ス テ ロ ー ル 分 画 に は

a p o B 1 0 0の み が 含 ま れ 、 a p o B 4 8は 含 ま れ な か っ た 。 対 照 的 に 、 マ

ウ ス は 肝 A P O B E C - 1 を 発 現 し て a p o B 4 8 を 含 む V L D L コ レ ス テ ロ ー

ル を 生 成 し 、そ の 後 、血 中 L D Lコ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 を 低 下 さ せ る

こ と が 報 告 さ れ て い る［ 5 1］。N e w  Z e a l a n d白 ウ サ ギ や W a t a n a b e遺

伝 性 高 脂 質 血 症 ウ サ ギ の 肝 臓 に A P O B E C - 1 遺 伝 子 を 導 入 す る と 、

a p o B 4 8を 含 む V L D Lコ レ ス テ ロ ー ル が 産 生 さ れ 、 血 中 L D Lコ レ ス

テ ロ ー ル 濃 度 が 低 下 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ［ 5 2］。 ヒ ト の 低

βリ ポ 蛋 白 血 症 で は 、V L D Lコ レ ス テ ロ ー ル が L D Lコ レ ス テ ロ ー ル

に 変 換 さ れ ず 、 こ れ は a p o B遺 伝 子 の 未 成 熟 終 止 遺 伝 子 が 存 在 し

な い た め に a p o B 5 0 が 切 断 さ れ て い る た め で あ る ［ 5 3］。 従 っ て 、

肝 の a p o B  m R N A編 集 に よ る a p o Bサ イ ズ の 調 節 は 、 ア テ ロ ー ム 性

a p o B 1 0 0 含 有 リ ポ 蛋 白 の 生 成 を 制 限 す る 基 本 的 な メ カ ニ ズ ム で

あ る 。 肝 A P O B E C - 1を 発 現 し な い 哺 乳 類 で は 、 各 動 物 の [ V L D Lコ

レ ス テ ロ ー ル ＋ L D Lコ レ ス テ ロ ー ル ] の H D Lコ レ ス テ ロ ー ル に 対
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す る 比 は 、 ヒ ト （ 1 . 9 2）、 サ ル （ 0 . 9 1）、 ブ タ （ 1 . 4） で あ る が 、 ウ

サ ギ（ 0 . 3 2）は 例 外 で あ る［ 5 0］。本 章 の 研 究 に お い て 、 N c Dを 摂

取 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 比 率 は 1 . 3 1で あ り 、こ の 脂 質 プ ロ フ

ァ イ ル は 動 脈 硬 化 を 促 進 す る こ と を 示 し て い る と 考 え ら れ た 。  

ヒ ト と 動 物 の 脂 質 代 謝 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 の 相 違 に つ い て 、

T a b l e  1 4お よ び 1 5に ま と め た 。 こ れ ら か ら 、 ヒ ト と マ イ ク ロ ミ ニ

ピ ッ グ の 脂 質 代 謝 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 が 類 似 し て い る こ と が 明

ら か で あ る 。遺 伝 子 発 現 に つ い て 詳 細 を 記 載 す る 。血 中 コ レ ス テ

ロ ー ル 濃 度 は 、 L D L rを 介 し た L D Lコ レ ス テ ロ ー ル の 除 去 と 、肝 臓

で の H M G C R 活 性 を 介 し た コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 に よ っ て ほ ぼ 決 定

さ れ る［ 5 4、5 5］。L D L rと H M G C Rの 肝 発 現 は 、S R E B P - 2シ グ ナ ル 伝

達 経 路 に よ っ て 制 御 さ れ 、 S R E B P - 2の 転 写 活 性 は 、 細 胞 内 コ レ ス

テ ロ ー ル が 不 足 す る と 通 常 阻 害 さ れ る 事 が 報 告 さ れ て い る［ 5 6～

5 8］。 本 研 究 で は 、 H c D摂 取 に よ り L D L rお よ び H M G C Rが 顕 著 に 低

下 し 、 そ れ に 相 関 し て S R E B P - 2も 低 下 を 示 し た 。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ

ッ グ に お け る こ れ ら の 遺 伝 子 と L D Lコ レ ス テ ロ ー ル が 豊 富 な 脂 質

プ ロ フ ァ イ ル の 制 御 は 、ヒ ト と 非 常 に 類 似 し て お り 、ダ ウ ン レ ギ

ュ レ ー シ ョ ン 遺 伝 子 応 答 が 最 小 で あ る マ ウ ス と は 対 照 的 で あ る

［ 5 6］。  

腸 管 吸 収 と 胆 汁 排 泄 は 、コ レ ス テ ロ ー ル の ホ メ オ ス タ シ ス の さ

ら に 密 接 に 制 御 さ れ た メ カ ニ ズ ム で あ る ［ 5 9、 6 0］。 腸 管 コ レ ス

テ ロ ー ル 吸 収 を 制 御 す る と し て 最 近 同 定 さ れ た N P C 1 L 1蛋 白 は 、

ヒ ト 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス を 含 む 様 々 な 種 の 小 腸 で 高 発 現 し て い る

［ 6 1］。N P C 1 L 1蛋 白 は ヒ ト 肝 臓 で も 発 現 し て お り 、胆 汁 性 コ レ ス

テ ロ ー ル 排 泄 を 部 分 的 に 制 御 し て い る が 、マ ウ ス 肝 臓 で は 発 現 し
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て い な い［ 5 9］。本 章 の 研 究 で は 、 N P C 1 L 1遺 伝 子 は マ イ ク ロ ミ ニ

ピ ッ グ の 小 腸 と 肝 臓 の 両 方 で 発 現 し て い る こ と が 確 認 で き 、こ れ

ら の 結 果 か ら 、 N P C 1 L 1 発 現 の 制 御 遺 伝 子 機 構 に は S R E B P - 2 経 路

が 含 ま れ て お り 、 高 レ ベ ル の コ レ ス テ ロ ー ル が L D L r 、 H M G C R、

N P C 1 L 1 な ど の S R E B P - 2 制 御 遺 伝 子 を 抑 制 し て い る こ と が 示 唆 さ

れ た ［ 6 2、 6 3］。 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に お い て 肝 臓 と 腸 の 両 方 で

N P C 1 L 1の 発 現 が 検 出 さ れ た こ と か ら 、 コ レ ス テ ロ ー ル 恒 常 性 に

関 連 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、ヒ ト に 類 似 し て い る と 考 え

ら れ る 。  

C E T Pは H D Lか ら a p o B含 有 リ ポ 蛋 白 へ の C Eの 移 行 を 触 媒 し 、逆

コ レ ス テ ロ ー ル 輸 送 の 重 要 な 蛋 白 と 考 え ら れ て い る［ 6 4、6 5］。動

脈 硬 化 が 発 症 し や す い 動 物 （ ヒ ト 、 ウ サ ギ お よ び ニ ワ ト リ 等 ） に

お い て は 、 動 脈 硬 化 が 発 症 し に く い 動 物 （ ネ コ 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト お

よ び マ ウ ス 等 ）よ り も C E T P活 性 が 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る［ 6 6］。

元 々 C E T Pが 欠 損 し て い る マ ウ ス に C E T Pを 遺 伝 的 に 導 入 す る と 、

動 脈 硬 化 発 症 が 食 餌 に よ っ て 促 進 さ れ る こ と も 報 告 さ れ て い る

［ 6 7、6 8］。さ ら に 、C E T Pと a p o B 1 0 0の 二 重 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ

ウ ス も ま た 、ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 発 症 頻 度 が 増 え る こ と が

報 告 さ れ て い る ［ 6 9］。 一 方 で 、 a p o C - Ⅲま た は レ シ チ ン コ レ ス テ

ロ ー ル ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス

は 高 脂 質 血 症 か ら 動 脈 硬 化 を 発 症 す る が 、脂 質 受 渡 し に 作 用 す る

C E T Pを 過 剰 発 現 さ せ る と 動 脈 硬 化 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て

い る［ 7 0、 7 1］。 C E P T活 性 が 低 い マ ウ ス の リ ポ 蛋 白 代 謝 は 、 C E P T

活 性 が 高 い ヒ ト で み ら れ る 代 謝 と は 著 し く 異 な る た め 、C E T Pが 動

脈 硬 化 に 及 ぼ す 影 響 の 評 価 に は 限 界 が あ る と 考 え ら れ 、C E T P活 性
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と ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 発 症 と の 関 係 は マ ウ ス で の 実 験 で

は 解 明 が 難 し い 。ま た 、ヒ ト の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 に つ い て

も 、 現 時 点 で は 議 論 の 余 地 が あ る 。 冠 状 動 脈 性 心 疾 患 患 者 で は 、

大 粒 子 H D Lが 多 く 、 小 粒 子 高 密 度 L D Lが 少 な い こ と が 報 告 さ れ て

い る ［ 7 2～ 7 4］。 一 方 、 C E T P阻 害 剤 は 、 大 粒 子 H D Lを 有 意 に 増 加

さ せ 、 小 粒 子 高 密 度 L D Lを 減 少 さ せ る た め 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 性

心 血 管 病 の 発 症 を 抑 制 す る の に 有 効 で あ る と 考 え ら れ て い る

［ 7 5］。 ヒ ト で は 、 C E T P活 性 が 欠 損 す る と 血 漿 H D Lコ レ ス テ ロ ー

ル 濃 度 が 上 昇 し 、 C Eが 豊 富 な 大 粒 子 H D Lが 生 成 さ れ る こ と か ら 、

C E T P活 性 と ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 発 症 に 関 連 が あ る と す る

考 え は 正 し い と 支 持 さ れ て い る ［ 7 6］。 さ ら に 、 C E T P活 性 の 低 下

に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る C E T P多 型 ま た は 遺 伝 的 変 異 の 症 例 は 、

H D Lコ レ ス テ ロ ー ル の 増 加 、 冠 状 動 脈 性 心 疾 患 の 発 症 率 低 下 、 お

よ び 長 寿 と 関 連 し て い る［ 7 7、7 8］。し か し な が ら 、他 の 研 究 で は 、

C E T P欠 損 ヒ ト 被 験 者 に お け る ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 性 心 血 管 お

よ び 脳 血 管 疾 患 の 発 症 率 の 増 加 が 報 告 さ れ て い る［ 7 9～ 8 1］。さ ら

に 、最 近 の 臨 床 研 究 で は 、急 性 冠 症 候 群 の 既 往 の あ る 患 者 に C E T P

阻 害 剤 （ ダ ル セ ト ラ ピ ブ ） を 投 与 し て も 、 H D Lコ レ ス テ ロ ー ル 値

は 上 昇 す る も の の 、心 血 管 イ ベ ン ト の 再 発 リ ス ク は 減 少 し な か っ

た こ と が 報 告 さ れ て い る ［ 8 2］。 こ れ ら の 事 か ら 、 C E T P阻 害 薬 が

心 血 管 系 疾 患 の 予 防 に 有 効 で あ る か ど う か は 、ま だ 議 論 の 余 地 が

あ る 。ブ タ は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 を 発 症 し や す い が 、C E T P活

性 を 発 現 し な い 、あ る い は 非 常 に 低 い レ ベ ル で あ る［ 6 6］。本 章 の

研 究 で は 、ヒ ト お よ び ウ サ ギ の C E T P  c D N A配 列 か ら デ ザ イ ン し た

プ ラ イ マ ー を 用 い た RT- P C R法 を 用 い た が 、マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ で
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は C E T P遺 伝 子 の 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。し か し な が ら 、マ イ ク

ロ ミ ニ ピ ッ グ は C E T P様 蛋 白 と C E転 移 活 性 の 発 現 が 確 認 で き た 。

類 似 の C E T P遺 伝 子 の 存 在 に つ い て は ま だ 議 論 の 余 地 が あ る が 、マ

イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ は C E T P 活 性 と ア テ ロ ー ム 形 成 と の 関 係 を 評 価

す る の に 有 用 な モ デ ル で あ る と 推 測 さ れ る 。  

H Lは H D L中 の ト リ ア シ ル グ リ セ リ ド の 加 水 分 解 を 触 媒 す る リ

パ ー ゼ の 一 種 で あ り 、H D L 2を H D L 3に 変 換 し 、I D L（ 中 間 密 度 リ ポ

タ ン パ ク 質 ） コ レ ス テ ロ ー ル を L D Lコ レ ス テ ロ ー ル に 変 換 す る 。

本 章 の 研 究 で は 、マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の H L活 性 は 、ヒ ト や ウ サ ギ

と 同 様 に 、 ヘ パ リ ン 後 の 血 漿 中 に 多 く 検 出 さ れ た 。 こ の こ と は 、

ほ と ん ど の H L 活 性 が 肝 類 洞 内 皮 細 胞 の 表 面 に 局 在 し て い る こ と

を 示 唆 し て い る 。対 照 的 に 、マ ウ ス で は 活 性 の ほ と ん ど が 循 環 系

で 検 出 さ れ て い る 事 が 報 告 さ れ て い る ［ 8 3］。 H Lお よ び a p o Eの 二

重 欠 損 マ ウ ス は 、a p o E欠 損 マ ウ ス よ り も ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 の

程 度 が 低 い こ と か ら 、マ ウ ス H Lの ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 促 進 作 用

が 示 さ れ て い る ［ 8 4］。 肝 類 洞 内 皮 細 胞 表 面 に 結 合 で き る ヒ ト H L

を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で 過 剰 発 現 さ せ た L D L r お よ び マ ウ ス 内 因

性 H L欠 損 マ ウ ス で は 、V L D L、I D Lお よ び L D Lコ レ ス テ ロ ー ル の レ

ベ ル が 低 下 し 、そ の 後 動 脈 硬 化 が 抑 制 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い

る ［ 8 5］。 さ ら に ヒ ト H Lを 過 剰 発 現 さ せ る と 、 ウ サ ギ の H D Lお よ

び I D Lコ レ ス テ ロ ー ル が 減 少 す る［ 8 6］。こ れ ら か ら 、H Lの 機 能 は 、

主 に 局 在 す る 場 所（ 肝 臓 ま た は 循 環 ）に よ っ て 影 響 を 受 け る と 推

測 さ れ る 。  

本 章 の 研 究 に お い て 、ヒ ト と 非 常 に 類 似 し た コ レ ス テ ロ ー ル 代

謝 を 持 つ 世 界 最 小 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ を 用 い て 、高 コ レ ス テ ロ
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ー ル 血 症 誘 発 性 ヒ ト 型 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 新 し い 病 態 モ

デ ル を 確 立 し た 。こ の 病 態 モ デ ル は 8週 間 の 短 期 間 、H c Dを 摂 取 さ

せ る だ け で 構 築 で き た 。さ ら に メ タ ボ リ ッ ク シ ン ド ロ ー ム の 研 究

に 適 し た 動 物 モ デ ル の 可 能 性 も 示 唆 さ れ た 。   
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表 お よ び 付 図  
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Ta b l e  8 .  群 構 成 お よ び 給 餌 の 詳 細  

群  飼 料 名  脂 肪  

（ w / w %）  

コ レ ス テ ロ ー ル  

（ w / w %）  

動 物 数  

（ 匹 ）  

N c D  普 通 食  

（ N c D） a )  

0  0  7  

0 . 2 % C h o - H c D   

高 脂 肪 食  

（ H c D） b )  

1 2  0 . 2  5  

0 . 5 % C h o - H c D  1 2  0 . 5  5  

1 . 2 % C h o - H c D  1 2  1 . 5  5  

a )  普 通 食 （ マ ッ シ ュ 状 ブ タ 用 飼 料 で あ る こ だ か ら 7 3） を 8 週 間

給 餌 し た 。  

b )  普 通 食 に 1 2  w / w %脂 肪 お よ び 0 . 2、 0 . 5、 1 . 5 %コ レ ス テ ロ ー ル

を 混 合 し た 高 脂 肪 食 を 8 週 間 給 餌 し た 。  
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Ta b l e  9 .  血 液 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

赤 血 球

（ R B C）  

1 0 6 / m m 3  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

A D V I A 1

2 0  a ）  

白 血 球

（ W B C）  

1 0 3 / m m 3  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

ヘ マ ト ク リ ッ

ト （ H t）  

%  計 算 式 ： （ 平 均 赤 血 球 容

積 ×赤 血 球 ） ／ 1 0  

ヘ モ グ ロ ビ ン

（ H G B）  

g / d L  シ ア ン メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

変 法  

血 小 板

（ P L T）  

1 0 3 / m m 3  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

平 均 赤 血 球 容

積 （ M C V）  

f L  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

平 均 赤 血 球 ヘ

モ グ ロ ビ ン 量

（ M C H）  

p g  計 算 式 ： （ ヘ モ グ ロ ビ ン

／ 赤 血 球 ） × 1 0  

平 均 赤 血 球 ヘ

モ グ ロ ビ ン 濃

度 （ M C H C）  

g / d L  計 算 式 ： ［ ヘ モ グ ロ ビ ン

／ （ 赤 血 球 ×平 均 赤 血 球

容 積 ） ］ × 1 0 0 0  

a )  総 合 血 液 学 検 査 装 置 （ S i e m e n s  H e a l t h c a r e  D i a g n o s t i c s  

M a n u f a c t u r i n g  L t d . ,  I r e l a n d）  
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Ta b l e  1 0 .   

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ

ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

（ A S T）  

I U / L  J S C C 標 準 化 対 応  

 

J C A -  

B M 8  a ）  

ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン

ス フ ェ ラ ー ゼ （ A L T）  

I U / L  

ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー

ゼ （ A L P）  

I U / L  

乳 酸 脱 水 素 酵 素

（ L D H）  

I U / L  

γ -グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス

ペ プ チ ダ ー ゼ （ γ - G T）  

I U / L  

ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ

（ C K）  

I U / L  

ア ミ ラ ー ゼ （ A m y）  I U / L  B G 5 P 基 質 法  

総 ビ リ ル ビ ン （ T - B i l）  m g / d L  バ ナ ジ ン 酸 酸 化 法  

直 接 ビ リ ル ビ ン  

（ D - B i l）  

m g / d L  

総 蛋 白 （ T P）  g / d L  ビ ウ レ ッ ト 法  

ア ル ブ ミ ン （ A l b）  g / d L  B C G 法  

グ ロ ブ リ ン （ G l b）  g / d L  計 算 式 ： T P − A l b  -  

A / G 比  -  計 算 式 ： A l b／ G l b  

総 コ レ ス テ ロ ー ル

（ T P）  

m g / d L  C O D · H D A O S 法  J C A -  

B M 8  a ）  

遊 離 コ レ ス テ ロ ー ル  

（ F - c h o）  

m g / d L  コ レ ス テ ロ ー ル オ キ

シ ダ ー ゼ ･D A O S 法  

ト リ グ リ セ リ ド （ T G）  m g / d L  G P O · H D A O S 法 、 グ

リ セ リ ン 消 去 法  

ブ ド ウ 糖 （ G L U）  m g / d L  ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ   G -

6 - P D H 法  
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Ta b l e  1 0 .  血 液 生 化 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

（ 続 き ）  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

尿 素 窒 素 （ U N）  m g / d L  ウ レ ア ー ゼ  ·  

G l D H 法  

J C A -

B M 8  a ）  

ク レ ア チ ニ ン （ C r e）  m g / d L  ク レ ア チ ニ ナ ー ゼ  

·  F - D A O S 法  

無 機 リ ン （ I P）  m g / d L  P N P · X D H 法  

カ ル シ ウ ム （ C a）  m g / d L  M X B 法  

ナ ト リ ウ ム （ N a）  m E q / L  電 極 法  

カ リ ウ ム （ K）  m E q / L  電 極 法  

塩 素 （ C l）  m E q / L  電 極 法  

コ レ ス テ ロ ー ル 分 画 b ）  %、

m g / d L  

電 気 泳 動 法  エ パ ラ

イ ザ 2 c ）  

a )  自 動 分 析 装 置 （ 日 本 電 子 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ）  

b )  検 査 項 目 ： 高 比 重 リ ポ 蛋 白 （ H D L）、 低 比 重 リ ポ 蛋 白 （ L D L）、

超 低 比 重 リ ポ 蛋 白 （ V L D L）、 カ イ ロ ミ ク ロ ン （ C M）  

c )  全 自 動 電 気 泳 動 分 析 装 置 （ 株 式 会 社 ヘ レ ナ 研 究 所 、 埼 玉 、 日

本 ）  
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Ta b l e  1 1 .  遺 伝 子 と P C R 測 定 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 詳 細  

 

・ A s s a y  I D  は 、 事 前 に 設 計 さ れ た 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ （ A B I） に 基 づ い て い る 。  

・ A P O B E C - 1 お よ び N P C 1 L 1 解 析 用 の プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ は 、 ブ タ の 配 列 に 基 づ い て 作 成 し た 。   
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F i g .  3 .  5 ヵ 月 齢 の 雄 （ 体 重 7  k g） の N c D を 摂 取 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 外 観  

 

 

Ta b l e  1 2 .  内 臓 脂 肪 の 重 量 お よ び 皮 下 脂 肪 の 厚 さ の 増 加 率  

 

値 は 平 均 値 ± S E で 示 し た 。 C h o :コ レ ス テ ロ ー ル 、 B F T:背 脂 肪 厚  

* p < 0 . 0 5  v s .  C o n t r o l .  

0 0.2 0.5 1.5

Omentum 0.80 ± 0.25 1.78 ± 0.30 1.96 ± 0.19* 1.78 ± 0.36

Mesenterium 3.05 ± 0.47 4.30 ± 0.64 4.40 ± 0.35 4.22 ± 0.88

147.7 ± 38.8 214.0 ± 18.8 211.2 ± 26.4  234.8 ± 21.8*

Relative weight (g/kg)

% increase of BFT

% cho in diet
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F i g .  4 .  体 重  

  

  

〇 N c D 群  

●  0 . 2 % C h o - H c D 群  

□  0 . 5 % C h o - H c D 群  

■  1 . 2 % C h o - H c D 群  
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F i g .  5 .  血 清 中 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ  

 

 

 

 

 

 

* p < 0 . 0 5 ,  * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t r o l .   

〇  N c D 群  

●  0 . 2 % C h o - H c D 群  

□  0 . 5 % C h o - H c D 群  

■  1 . 2 % C h o - H c D 群  
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F i g .  6 .  q RT- P C R に よ る 肝 臓 の L D L r、 H M G C R、 S R E B P - 2 の  

遺 伝 子 発 現 結 果  

 

L D L r 、H M G - C o A 還 元 酵 素 お よ び S R E B P - 2 の 肝 発 現 を 、8 週 間 の 実 験

終 了 時 に リ ア ル タ イ ム R T- P C R を 用 い て 解 析 し た 。（ A）（ B） の 発 現

は 、 0 . 5 ％ お よ び 1 . 5％ の コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む H c D に よ っ て 有 意 に

減 少 し た 。 ( C ）（ D ） S R E B P - 2 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 L D L r お よ び

H M G C R の 発 現 と 高 い 相 関 が あ っ た 。遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、コ ン ト ロ

ー ル の N c D 投 与 群 で 観 察 さ れ た レ ベ ル に 対 す る 発 現 の パ ー セ ン ト と

し て 計 算 し た 。  
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F i g .  7 .  q RT- P C R に よ る 肝 臓 の S R B I、 N P C 1 L 1 の 遺 伝 子 発 現 、  

肝 臓 、 空 腸 お よ び 回 腸 の A P O B E C - 1 の 遺 伝 子 発 現 結 果  

 

( A )  H c D 食 群 に お け る S R - B I の 肝 発 現 は 、 N c D 食 対 照 で 観 察 さ れ

た も の と 同 様 で あ っ た 。  

( B )  肝 N P C 1 L 1 発 現 は H c D 摂 食 に よ っ て 著 し く 減 少 し た 。  

( C )  A P O B E C - 1 の 発 現 は 空 腸 と 回 腸 で 検 出 さ れ た が 、 肝 臓 で は 検

出 さ れ な か っ た 。  

遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、対 照 N c D 摂 食 群 で 観 察 さ れ た レ ベ ル に 対 す

る 発 現 パ ー セ ン ト と し て 計 算 し た 。  
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F i g .  8 .  A p o A 1（ A K PA L E D L R） と A p o B 4 8 / 1 0 0（ G F E P T L E A L F G K、 Y E N Y E LT L K） の M R M ク ロ マ ト

グ ラ ム に お け る ヒ ト と ブ タ の V L D L 分 画 と C M 分 画  

 

A :ヒ ト   B： マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ  
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Ta b l e . 1 3 .  N c D 摂 取 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 血 漿 H L 活 性  
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F i g .  9 .  マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の C E T P 活 性  

 

( A） M i c r o m i n i p i g と ウ サ ギ の リ ポ 蛋 白 画 分 中 の コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル  ( B） ウ ェ ス ト ア ー ン ブ ロ ッ

ト 分 析  ( C） C 5 7 B L / 6 マ ウ ス 、 A d - h C E T P を 注 射 し た C 5 7 B L / 6 マ ウ ス 、 ウ サ ギ ）、 C E T P 欠 損 症 患 者 、

M i c r o m i n i p i g か ら 得 た 血 清 中 の コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル （ C E） 転 移 活 性  
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F i g .  1 0 .  E n  f a c e 解 析 に よ る 動 脈 硬 化 病 変 の 肉 眼 所 見 と 定 量 解 析  

 

 

N c D 飼 育 お よ び H c D 飼 育 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に お け る 8 週 間 後 の

オ イ ル レ ッ ド O 染 色 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病 変 。 O i l - r e d - O 染 色 で

染 色 さ れ た ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病 変 の 数 は H c D 飼 育

M i c r o m i n i p i g で 増 加 し た 。 値 は 平 均 値 ± S E で 示 し た 。  

* p < 0 . 0 5 ,  * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t r o l .
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F i g .  1 1 .  動 脈 硬 化 病 変 の 病 理 組 織 検 査  

 

H c D を 8 週 間 摂 取 さ せ た M i c r o m i n i p i g の 大 動 脈 ア テ ロ ー ム 性 動 脈

硬 化 病 変  

( A )  ( B )  泡 沫 細 胞 の 浸 潤 を 伴 う 腹 部 大 動 脈 の ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク

（ H E 染 色 ）  

( C )  内 弾 性 板 の 二 重 化（ 矢 頭 ）、プ ラ ー ク で あ り 、表 面 を 覆 う 線 維

性 被 膜（ f i b r o u s  c a p）の 形 成 も み ら れ た（ 矢 印；E l a s t i c a  M a s s o n

染 色 ）。  

( D )  進 行 し た 病 変 で は 、内 弾 性 板 の 断 裂 と 新 し く 形 成 さ れ た 内 弾 性

板 が み ら れ た （ 矢 頭 ； E l a s t i c a  M a s s o n 染 色 ）。  
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F i g .  1 1 .  動 脈 硬 化 病 変 の 病 理 組 織 検 査 （ 続 き ）  

 

( E )  ) H c D を 8 週 間 摂 取 さ せ た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 冠 動 脈 に お け る

ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病 変  

( F )  左 主 幹 部 に お け る ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病 変 の 低 倍 率 お よ び 高

倍 率 で の 光 顕 写 真 （ H E 染 色 ）  

( G )  プ ラ ー ク 病 変 は マ ク ロ フ ァ ー ジ マ ー カ ー で あ る リ ゾ チ ー ム 陽

性 の 泡 沫 細 胞 の 集 積 で あ っ た 。   

( H )  少 数 の 内 膜 細 胞 が α - S M A 陽 性 で あ っ た 。  
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Ta b l e . 1 4 .  マ ウ ス 、 ヒ ト 、 ウ サ ギ お よ び マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に お け る リ ポ 蛋 白 質 代 謝 の 比 較  

 

C E T P： コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転 移 蛋 白 、 H L： 肝 リ パ ー ゼ 、 L D L r： L D L 受 容 体 、  

N P C 1 L 1： N i e m a n n - P i c k  C 1 様 1 蛋 白  
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Ta b l e . 1 5 .  ヒ ト と 各 動 物 の 脂 質 代 謝 に 関 す る 遺 伝 子 発 現 の 相 違  

 

本 表 は 参 考 文 献 [ 4 2 ]を 元 に 作 成 し た 。  

マウス ウサギ ヒト マイクロミニピッグ

Lipoprotein HDL-rich LDL-rich LDL-rich LDL-rich

CETP No Yes Yes Yes

Hepatic apoB editing Yes No No No

Hepatic LDL-R High Down-regulated Down-regulated Down-regulated

Hepatic lipase 70% in circulation Liver-bound Liver-bound Liver-bound

Hepatic NPC1L1 No Yes Yes Yes

apoB48の局在 CM, VLDL CM CM CM

Small intestinal NPC1L1 Yes Yes Yes Yes

Dietary cholestero Resistant Sensitive Sensitive Sensitive
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第 Ⅲ章  マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル を 用 い た  

H M G C R 阻 害 剤 の 効 能 評 価  

緒 言  

心 血 管 疾 患 の 主 要 な 危 険 因 子 で あ る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 や

動 脈 硬 化 症 の 治 療 薬 と し て 、 一 般 的 に ス タ チ ン （ ヒ ド ロ キ シ メ チ

ル グ ル タ リ ル - C o A 還 元 酵 素 ［ H M G C R］ 阻 害 薬 ） が 使 用 さ れ て い

る 。コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 は ア セ チ ル C o A を 出 発 基 質 と し て ，約 3 0

段 階 の 酵 素 反 応 を 介 す る が 、 そ の 中 で ス タ チ ン は 、 メ バ ロ ン 酸 経

路 の 律 速 酵 素 を 介 し て H M G C R を 阻 害 し（ 参 考 図 と し て F i g .  1 2）、

ヒ ト に お い て 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル の 上 昇 を 抑 制 す る こ と が 報 告

さ れ て い る［ 2 9］。ス タ チ ン と し て 、ア ト ル バ ス タ チ ン 、プ ラ バ ス

タ チ ン 、 シ ン バ ス タ チ ン 、 フ ル バ ス タ チ ン 、 ピ タ バ ス タ チ ン 、 お

よ び ロ ス バ ス タ チ ン 等 が ヒ ト の 治 療 薬 と し て 開 発 さ れ て お り 、 こ

れ ら の ス タ チ ン は 一 般 に 同 様 の 作 用 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て

い る［ 8 7～ 8 9］。ス タ チ ン は 、ヒ ト と 同 様 に ウ サ ギ に お い て 血 中 コ

レ ス テ ロ ー ル の 上 昇 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る［ 3 0］。し か

し な が ら 、 前 述 し た 通 り 、 マ ウ ス や ウ サ ギ は 脂 質 代 謝 や い く つ か

の 環 境 因 子 が ヒ ト と は 異 な っ て お り 、ブ タ は 摂 食 習 慣 、脂 質 代 謝 、

日 内 変 動 が ヒ ト と 類 似 し て い る ［ 3～ 7］ た め 、 ウ サ ギ や マ ウ ス よ

り も ブ タ の 方 が 動 脈 硬 化 の 病 態 モ デ ル と し て 適 し て い る が 、 ブ タ

を 用 い た ス タ チ ン の 研 究 は 少 な い［ 9 0～ 9 3］。ま た 、ミ ニ ブ タ よ り

も 小 型 で 扱 い や す い マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に お い て は 、 ス タ チ ン 研

究 に 関 連 す る 報 告 は な い 。  

 本 論 文 の 第 I I 章 の 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 誘 発 性 ヒ ト 型 ア テ ロ

ー ム 性 動 脈 硬 化 モ デ ル が 、 治 療 薬 の 薬 効 試 験 に 応 用 で き る こ と を
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確 認 す る 目 的 で 、本 章 で は 本 病 態 モ デ ル を 用 い た H M G C R 阻 害 剤・

ス タ チ ン の 効 能 評 価 を 行 っ た 。 特 に 、 H M G C R 阻 害 剤 の 影 響 を 評

価 で き る 病 態 モ デ ル を 構 築 す る た め に 、 最 適 な 食 餌 中 の コ レ ス テ

ロ ー ル 投 与 量 と 実 験 期 間 を 検 討 し た 。  
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材 料 方 法  

1 .  使 用 動 物 お よ び 動 物 の 飼 育 環 境  

3～ 4 ヶ 月 齢 の 雄 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ （ F u j i  M i c r a  I n c 、静 岡 、日

本 ）を 1 8 匹（ 平 均 体 重 は 8 . 3  0 . 7  k g）使 用 し た 。全 て の 動 物 は 同

じ 飼 育 施 設 で 、同 じ 飼 育 環 境 で 飼 育 し た 。温 度 2 4 ± 3 ℃、相 対 湿 度

5 0 ± 2 0％ 、 明 暗 サ イ ク ル 1 2 時 間 、 飼 育 ス ペ ー ス は 1 頭 あ た り 0 . 5

～ 1 . 2  m 2 の 環 境 で 飼 育 し た 。  

 

2 .  群 構 成 お よ び 給 餌  

6 匹 の 動 物 を 普 通 食 群 に 割 り 付 け 、N c D（ マ ッ シ ュ 状 ブ タ 用 飼 料

で あ る こ だ か ら 7 3、日 清 丸 紅 飼 料 株 式 会 社 、東 京 、日 本 ）を 給 餌

し た 。 6 匹 の 動 物 は 高 脂 肪 食 （ H i g h  f a t  a n d  l o w  c h o l e s t e r o l  d i e t 、

以 下 H F L C D） 群 に 割 り 付 け 、 高 脂 肪 （ 1 2 %  w / w、 精 製 ラ ー ド ； 三

好 油 脂 株 式 会 社 、東 京 、日 本 ）お よ び 低 コ レ ス テ ロ ー ル（ 0 . 1 %  w / w、

和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪 、 日 本 ） 食 を 給 餌 し た 。 6 匹 の 動 物

は 高 脂 肪 食 ∔ス タ チ ン（ H F L C D + S t a t i n）群 に 割 り 付 け 、高 脂 肪（ 1 2 %  

w / w、精 製 ラ ー ド；三 好 油 脂 株 式 会 社 、東 京 、日 本 ）お よ び 低 コ レ

ス テ ロ ー ル （ 0 . 1 %  w / w、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 、 大 阪 、 日 本 ） 食

に ス タ チ ン（ ア ト ル バ ス タ チ ン 、フ ァ イ ザ ー 社 、U S A）を 添 加 し 、

給 餌 し た 。 ス タ チ ン の 添 加 量 は 、 ヒ ト お よ び 豚 に 関 す る 過 去 の 報

告 ［ 9 0、 9 4］ に 基 づ き 、 1 日 あ た り 3  m g / k g  B W と し た 。 N c D、

H F L C D お よ び H F L C D + S t a t i n は 、 1 2 週 間 給 餌 し た 。群 構 成 お よ び

給 餌 の 詳 細 は Ta b l e  1 6 に 示 し た 。  
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3 .  一 般 状 態 、 体 重  

一 般 状 態 観 察 は 生 死 の 確 認 と 合 わ せ て 、 動 物 の 状 態 を 毎 日 確 認

し た 。 動 物 の 体 重 は 毎 週 1 回 、 電 子 天 秤 （ H P - 4 0 K、 H P - 6 0 K お よ

び G P - 6 0 K、株 式 会 社 エ ー・ア ン ド・デ イ 、 東 京 、 日 本 ）を 使 用 し

て 測 定 し た 。1 2 週 終 了 時 の 体 重 値 を 用 い て 、 実 験 開 始 前 の 体 重 か

ら の 増 加 率 （ %） を 算 出 し た 。  

 

4 .  血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査  

採 血 は 2週 に 1回 、無 麻 酔 下 で 前 大 静 脈 洞 か ら 採 血 し た 。血 液 学

的 検 査 は 、約 1  m Lを 採 血 し 抗 凝 固 剤 と し て E D T A - 2 Kを 用 い た 全 血

を 使 用 し て 測 定 し た 。血 液 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細

は T a b l e  1 7に 示 し た 。 血 液 生 化 学 的 検 査 は 、 約 1 . 0  m L採 血 し 、 室

温 で 2 0～ 6 0分 間 静 置 後 、 遠 心 分 離 （ 室 温 、 1 7 1 0 × g、 3 0 0 0  r p m、 1 0

分 間 ）し て 得 ら れ た 血 清 を 用 い て 測 定 し た 。血 液 生 化 学 的 検 査 の

測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細 は T a b l e  1 8に 示 し た 。  

 

5 .  病 理 解 剖 （ 剖 検 ）  

1 2 週 終 了 時 に 、 各 動 物 に メ デ ト ミ ジ ン 水 溶 液 （ ド ミ ト ー ル ：

O r i o n  C o r p o r a t i o n、 F i n l a n d、 1  m g / m L、 0 . 0 4  m L / k g） 、 塩 酸 ケ タ ミ

ン 水 溶 液 （ K a m u d  D r u g s  P v t .  L t d .、 I n d i a、 5 0  m g / m L、 0 . 1  m L / k g

） お よ び 、 ミ ダ ゾ ラ ム （ 丸 石 製 薬 株 式 会 社 、 大 阪 、 日 本 、 5  m g / m L

、 0 . 0 4  m L / k g） を 筋 肉 内 投 与 し 、 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム

（ 東 京 化 成 工 業 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ）水 溶 液（ 6 4 . 8  m g / m L、 0 . 5  

m L / k g ） の 静 脈 内 投 与 に よ り 麻 酔 を 行 い 、 放 血 安 楽 死 さ せ 、 外 表

、 内 部 器 官 お よ び 組 織 を 肉 眼 的 に 観 察 し た 。 器 官 重 量 に つ い て
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は 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 内 臓 脂 肪 組 織 （ 大 網 お よ び 腸

間 膜 脂 肪 ）の 重 量 を 電 子 天 秤（ H R - 2 0 0、 F X - 3 0 0 0 N お よ び G F - 3 0 0 0

、 株 式 会 社 エ ー ・ ア ン ド ・ デ イ 、 東 京 、 日 本 ） を 用 い て 測 定 し た

。 さ ら に 剖 検 時 の 体 重 か ら 体 重 比 相 対 重 量 を 算 出 し た 。  

 

6 .  E n  f a c e 解 析 に よ る 動 脈 硬 化 病 変 の 肉 眼 所 見 と 定 量 解 析  

大 動 脈 は 、 動 脈 硬 化 病 変 を 確 認 す る た め に 、 ホ ル マ リ ン 固 定

後 に O i l - r e d  O 染 色 液 を 用 い て 、 大 動 脈 の 動 脈 硬 化 病 変 を 染 色 し

た 。 動 脈 硬 化 病 変 に つ い て 、 E n  f a c e 解 析 を 行 っ た 。 表 面 全 体 に

対 す る O i l - r e d  O 染 色 面 積 は 、 I m a g e  J ソ フ ト ウ ェ ア （ N a t i o n a l  

I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h 、 U S A） を 用 い て 算 出 し た 。 そ の 後 、 切 り 出

し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、 下 記 の 病 理 組 織 学 的 検 査 に 供 し た 。  

 

7 .  病 理 組 織 学 的 検 査  

各 動 物 か ら 採 取 し た 全 身 の 動 脈 （ ウ ィ リ ス 動 脈 輪 、 脳 底 動 脈 、

頚 動 脈 、 胸 部 ・ 腹 部 大 動 脈 、 外 ・ 内 腸 骨 動 脈 、 冠 状 動 脈 等 ） 、 心

臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 小 腸 を 中 心 に 、 そ の 他 の 全 身 の 臓

器 （ 気 管 、 肺 、 舌 、 顎 下 腺 、 食 道 、 胃 、 大 腸 、 胆 嚢 、 膀 胱 、 精 巣

、 精 巣 上 体 、 前 立 腺 、 精 嚢 、 脳 、 脊 髄 、 坐 骨 神 経 、 胸 骨 、 大 腿

骨 、 顎 下 リ ン パ 節 、 膵 臓 、 胸 腺 、 下 垂 体 、 甲 状 腺 、 上 皮 小 体 、

副 腎 、 眼 球 、 視 神 経 、 涙 腺 、 大 腿 四 頭 筋 、 腹 部 皮 膚 ） も 含 め 、

1 0 %リ ン 酸 緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、 常 法 に

よ り 薄 切 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン （ H & E） 染 色 後 、 病 理 組

織 学 的 検 査 を 実 施 し た 。  
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8 .  病 理 組 織 学 的 形 態 計 測  

ホ ル マ リ ン 固 定 後 に 腹 部 大 動 脈 は 3 - 4  m m間 隔 で 水 平 に 切 断 し 、

1 8～ 2 4片 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、5  mで 病 理 組 織 切 片 を 作 成 し 、

H E 染 色 し た 。 I m a g e  J ソ フ ト ウ ェ ア （ 組 織 形 態 分 析 、 N a t i o n a l  

I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h 、 U S A））を 用 い て 、内 膜 と 血 管 壁 の 面 積 を 測

定 し 、 ［ 内 膜 面 積 ］ ／ ［ 血 管 面 積 ］ の 比 （ ％ ） を 算 出 し た 。  

 

9 .  定 量 的 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ q R T - P C R） に よ る 肝 臓

お よ び 小 腸 で の m R N A 発 現  

肝 臓 と 小 腸 は 、 剖 検 時 に サ ン プ ル を 採 取 し 、 直 ち に R N A l a t e r

で 保 存 し 、 m i r V a n a  m i R N A  i s o l a t i o n  k i t（ I n v i t r o g e n、  C a r l s b a d、

U S A ） を 用 い て 全 R N A を 抽 出 し た 。 m R N A 発 現 は 、 T a q M a n 定 量

P C R分 析（ A p p l i e d  B i o s y s t e m s、  O y s t e r  B a y、 U S A）を 用 い て q R T -

P C Rで 定 量 し た 。 q R T - P C R（ B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  U S A ） は

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 （ P r i m e T i m e  G e n e  E x p r e s s i o n  M a s t e r  

M i x： I n t e g r a t e d  D N A  T e c h n o l o g i e s ,  I n c . ） を 使 用 し た （ 逆 転 写 反

応 ： 2 5℃ / 1 0分 、 4 2℃ / 6 0分 、 8 5℃ / 5分 、 熱 変 性 ： 9 5℃ / 3 0秒 、 ア ニ

ー リ ン グ 及 び 伸 張： 6 0℃ / 3 0秒 、4 5サ イ ク ル で 実 施 ）。発 現 量 を 確

認 し た 遺 伝 子 は 、肝 臓 に お け る 低 比 重 リ ポ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル 受

容 体（ L D L r）、ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 ク ラ ス B Ⅰ型（ S R B I）、ヒ ド

ロ キ シ メ チ ル グ ル タ リ ル - C o A還 元 酵 素 （ H M G C R） 、 ス テ ロ ー ル

調 節 エ レ メ ン ト 結 合 転 写 因 子 1（ S R E B F 1）、ス テ ロ ー ル 調 節 エ レ

メ ン ト 結 合 転 写 因 子 2 （ S R E B F  2 ） 、 N i e m a n n - P i c k  C 1 様 1 蛋 白

（ N P C 1 L 1） 、 リ パ ー ゼ C（ L I P C） 、 小 腸 の ア ポ リ ポ 蛋 白 B  m R N A

編 集 酵 素 触 媒 ポ リ ペ プ チ ド . 1（ A P O B E C - 1）お よ び N P C 1 L 1で あ る 。
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遺 伝 子 と P C Rに 使 用 し た プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 第 I I章（ T a b l e  1 1）

に 記 載 し た 詳 細 に 従 っ て 実 施 し た 。プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、

あ ら か じ め 設 計 さ れ た 遺 伝 子 発 現 ア ッ セ イ か ら 入 手 す る か 、ブ タ

の 配 列 情 報（ A p p l i e d  B i o s y s t e m s）に 基 づ い て 設 計 し た（ プ ラ イ マ

ー の ア ニ ー リ ン グ 温 度：6 0℃ ）。内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て  G A P D H  

m R N A  の 発 現 量 を 用 い た 。  

 

1 0 .  血 中 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー  

2週 に 1回 、 無 麻 酔 下 で 前 大 静 脈 洞 か ら 採 血 し た 。 約 1 . 0  m L採 血

し 、 2 0～ 6 0分 間 静 置 後 、 遠 心 分 離 （ 室 温 、 1 7 1 0 × g、 3 0 0 0  r p m、 1 0

分 間 ）し て 得 ら れ た 血 清 を 用 い て 測 定 し た 。 血 中 酸 化 ス ト レ ス マ

ー カ ー は 、 生 体 の 酸 化 ス ト レ ス 度 （ d e r i v a t i v e s  o f  r e a c t i v e  o x y g e n  

m e t a b o l i t e s、以 下 d - R O M s）お よ び 抗 酸 化 力（ b i o l o g i c a l  a n t i o x i d a n t  

p o t e n t i a l、以 下 B A P）を 測 定 し た 。こ れ ら 2つ の マ ー カ ー の 血 清 中

濃 度 は 、 光 度 計 と 恒 温 恒 湿 ミ ニ 遠 心 機 を 備 え た F r e e  C a r r i o  D u o  

R e d o x  A n a l y z e rシ ス テ ム（ W i s m e r l l、東 京 、日 本 ）を 用 い て 測 定 し 、

d - R O M s と B A P の 両 検 査 は 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 実 施 し た 。

B A P / d - R O M s比 に つ い て も 算 出 し た 。  

 

1 1 .  統 計  

全 て の デ ー タ は 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で 表 し た 。 デ ー タ は 、 群 間 差

（ 対 照 群 対 H F L C D群 お よ び 、対 照 群 対 H F L C D + S t a t i n群 、H F L C D群

対  H F L C D + S t a t i n 群 ） の 統 計 解 析 と し て 、 初 め に 一 元 配 置 分 散 分

析 （ A N O V A ） を 実 施 し 、 T u k e y - K r a m e r 多 重 比 較 検 定 お よ び

M a n n - W h i t n e y  U検 定（ B o n f e r r o n i調 整 ）を 適 応 し た 。こ れ ら の 検 定
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お よ び 計 算 に は I B M  S P S S  S t a t i s t i c s  2 5ソ フ ト ウ ェ ア（ I B M、東 京 、

日 本 ） を 用 い て 行 っ た 。 有 意 水 準 は 5 %と し た 。  
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結 果  

1 .  一 般 状 態 観 察 、 体 重 増 加 、 内 臓 脂 肪 の 重 量  

一 般 状 態 観 察 に お い て 、1 2 週 間 の 実 験 期 間 中 に 異 常 は 何 も み ら

れ な か っ た 。1 2 週 間 の 体 重 増 加 に つ い て 、F i g .  1 3 に 示 し た 。体 重

増 加 は C o n t r o l 群 （ N c D 群 ） と 比 較 し て 、 H F L C D 群 お よ び

H F L C D + S t a t i n 群 で 高 値 を 示 し た が 、 H F L C D 群 お よ び

H F L C D + S t a t i n 群 の 間 に は 明 ら か な 差 は み ら れ な か っ た 。内 臓 脂 肪

の 器 官 重 量 に お い て は 、 C o n t r o l 群 と 比 較 し て 、 H F L C D 群 お よ び

H F L C D + S t a t i n 群 で 、大 網 お よ び 腸 間 膜 脂 肪 組 織 の 絶 対 重 量 お よ び

相 対 重 量 の 高 値 を 示 し た が 、 H F L C D 群 お よ び H F L C D + S t a t i n 群 の

間 に は 明 ら か な 差 は み ら れ な か っ た （ Ta b l e  1 9）。 こ れ ら の 結 果 か

ら 、 ス タ チ ン 摂 取 に よ る 体 重 増 加 お よ び 内 臓 脂 肪 増 加 に 対 す る 抑

制 は み ら れ な か っ た 。  

 

2 .  血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査  

マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 通 常 時 の 基 準 デ ー タ［ 3 1、3 2］を 考 慮 し 、

血 液 学 的 検 査 で は 、 い ず れ の 群 に お い て も 白 血 球 減 少 、 白 血 球 増

加 、 貧 血 を 示 し た 動 物 は い な か っ た 。  

血 液 生 化 学 的 検 査 に お い て 、 血 清 中 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ の 結 果

を F i g .  1 4 に 示 し た 。 C o n t r o l 群 と 比 較 し て 、 H F L C D 群 お よ び

H F L C D + S t a t i n 群 で 、総 コ レ ス テ ロ ー ル 、遊 離 コ レ ス テ ロ ー ル 、L D L

コ レ ス テ ロ ー ル 、 お よ び H D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 は 急 速 に 上 昇

し 、2～ 4 週 時 点 で ほ ぼ ピ ー ク に 達 し た 。こ れ ら の 血 清 中 脂 質 代 謝

パ ラ メ ー タ は 、 H F L C D 群 と 比 較 し て 、 H F L C D + S t a t i n 群 で 低 値 を

示 し 、H F L C D に よ る 血 清 中 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ の 増 加 は 、ス タ チ
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ン 摂 取 に よ り 抑 制 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 ト リ グ リ セ リ ド は 各 群

で 明 ら か な 差 は み ら れ ず 、各 群 と も 通 常 時 の 基 準 デ ー タ［ 3 1、3 2］

の 正 常 範 囲 内 で あ っ た 。 上 記 の 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ を 除 き 、 肝 系

パ ラ メ ー タ 、 腎 系 パ ラ メ ー タ 、 グ ル コ ー ス を 含 む 各 血 液 生 化 学 的

パ ラ メ ー タ に 異 常 は 認 め ら れ ず 、C o n t r o l 群 お よ び 参 考 デ ー タ［ 3 0、

3 1］の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 正 常 範 囲 と 比 較 し た 結 果 、H F L C D 群

お よ び H F L C D + S t a t i n 群 の い ず れ の 動 物 に お い て 、進 行 性 肝 障 害 、

腎 障 害 、 高 血 糖 が な い と 判 断 し た （ 資 料 未 掲 載 ）。  

 

3 .  肝 臓 お よ び 小 腸 で の 遺 伝 子 発 現  

剖 検 時 に 採 取 し た 肝 臓 お よ び 小 腸 に お け る 各 遺 伝 子 発 現 に

つ い て 、F i g .  1 5 に 示 し た 。肝 臓 の L D L r、 H M G C R、N P C 1 L 1、S R E B F 1、

S R E B F 2、 S R B I、 L I P C お よ び 小 腸 に お け る A P O B E C 1、 N P C 1 L 1 の

各 m R N A の 発 現 は 、 各 群 で 有 意 な 差 は み ら れ な か っ た 。 H M G C R  

m R N A の 肝 発 現 に お い て 、 H F L C D + S t a t i n 群 で は 、 C o n t r o l 群 お よ

び H F L C D 群 と 比 較 し 、 高 値 傾 向 を 示 し 、 H F L C D + S t a t i n 群 の 平 均

値 は 、C o n t r o l 群 の 平 均 値 の 約 1 . 5 倍 、H F L C D 群 の 平 均 値 の 約 2 倍

と 高 値 で あ り 、ス タ チ ン の 影 響 が み ら れ た 。そ の 他 、肝 臓 の L D L r

発 現 は 各 群 で 差 は み ら れ ず 、H F L C D に よ る 影 響 も ス タ チ ン に よ る

影 響 も み ら れ な か っ た 。 肝 臓 の S R E B F 1 お よ び S R E B F 2 発 現 は

L D L r と 関 連 し 、 同 様 に H F L C D に よ る 影 響 も ス タ チ ン に よ る 影 響

も み ら れ な か っ た 。 肝 臓 の S R B I の 発 現 は 、 H F L C D  に よ り 差 は

み ら れ ず 、 こ れ は 第 I I 章 で H c D 摂 取 時 に 変 化 が み ら れ な か っ

た 結 果 と 同 様 で あ っ た 。 肝 臓 の N P C 1 L 1 発 現 は 、 C o n t r o l 群 と 比

較 し H F L C D 群 で 低 値 傾 向 が み ら れ 、 こ れ は 第 I I 章 で H c D 摂 取
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時 に み ら れ た 結 果 と 同 様 で あ っ た が 、 ス タ チ ン 投 与 に よ る 改 善

（ 高 値 ）傾 向 が 示 唆 さ れ た 。肝 臓 の L I P C お よ び 小 腸 の A P O B E C 1

発 現 は C o n t r o l 群 と 比 較 し H F L C D 群 で 低 値 傾 向 が み ら れ た が 、ス

タ チ ン 投 与 に よ る 影 響 は み ら れ な か っ た 。 小 腸 の N P C 1 L 1 発 現

は 、C o n t r o l 群 と 比 較 し H F L C D 群 で 高 値 傾 向 が み ら れ た が 、ス タ

チ ン 投 与 に よ る 影 響 は み ら れ な か っ た 。  

 

4 .  病 理 解 剖 （ 剖 検 ）  

剖 検 時 の 肉 眼 所 見 に お い て は 、 次 の 項 で 示 す 大 動 脈 以 外 に は 特

筆 す べ き 異 常 は み ら れ な か っ た 。  

 

5 .  病 理 組 織 学 的 検 査  

病 理 組 織 学 的 検 査 は 、 I N H A N D・ M i n i p i g の 毒 性 病 理 用 語 を 参 考

に 実 施 し た［ 1 1］。病 理 組 織 学 的 検 査 に お い て は 、動 脈 の 内 膜 に 位

置 す る ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク が 観 察 さ れ た 。 そ の 他 の 臓 器 の 病 理

組 織 学 的 検 査 に お い て 、 心 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 、 脳 、 大 網 、 腸 間 膜 脂

肪 組 織 に は 目 立 っ た 病 理 組 織 学 的 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。

H F L C D 群 で は 肝 臓 に 軽 度 の 脂 肪 変 性 が 認 め ら れ た が 、

H F L C D + S t a t i n 群 で は 認 め ら れ な か っ た 。ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病

変 が 存 在 し た に も か か わ ら ず 、H F L C D を 摂 取 し た 動 物 で は 血 栓 症

や 自 然 発 症 の 心 筋 梗 塞 や 脳 梗 塞 は 認 め ら れ な か っ た 。  

 

6 .  E n  f a c e 解 析 に よ る 動 脈 硬 化 病 変 の 肉 眼 所 見 と 定 量 解 析  

O i l - r e d - O 赤 染 領 域 が ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 病 変 に 相 当 す る

（ F i g .  1 6）。E n  f a c e 解 析 に お い て 、H F L C D 群 で 赤 染 色 積 は 、C o n t r o l
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群 お よ び H F L C D + S t a t i n 群 に 比 べ て 増 加 し た （ F i g .  1 6）。  

 

7 .  病 理 組 織 学 的 形 態 計 測  

腹 部 大 動 脈 の［ 内 膜 面 積 ］／［ 血 管 面 積 ］の 比（ ％ ）は 、C o n t r o l

群 お よ び H F L C D + S t a t i n 群 と 比 較 し て 、H F L C D 群 で 増 加 し た（ F i g .  

1 7）。  

 

8 .  血 中 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー  

血 中 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー の 結 果 を F i g .  1 8 に 示 し た 。 d - R O M s

は 活 性 酸 素 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル に よ る 酸 化 的 傷 害 の 度 合 い を

示 し 、B A P は 活 性 酸 素 お よ び フ リ ー ラ ジ カ ル 除 去 能 力 の 度 合 い を

示 す マ ー カ ー で あ る 。1 2 週 終 了 時 の 血 中 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー に

お い て 、C o n t r o l 群 と 比 較 し て 、H F L C D 群 お よ び H F L C D + S t a t i n 群

で は d - R O M s が 増 加 し 、 B A P お よ び B A P / d - R O M s 比 が 減 少 し た 。 
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考 察  

本 章 で は 、 病 態 モ デ ル を 用 い た H M G C R 阻 害 剤 の 効 能 評 価 に

つ い て 検 討 し 、 H M G C R 阻 害 剤 で あ る ス タ チ ン の 影 響 を 適 切 に

評 価 で き る 病 態 モ デ ル を 構 築 す る た め に 、 最 適 な コ レ ス テ ロ ー

ル 投 与 量 と 実 験 期 間 を 検 討 し た 。  

本 論 文 の 第 I I 章 の 研 究 に お い て 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ で は 、

1 2 %  w / w 脂 肪 お よ び 0 . 2～ 1 . 5 %  w / w コ レ ス テ ロ ー ル 食 を 8 週 間

摂 取 さ せ る と H M G C R  m R N A の 肝 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ

ン し 、 1 2 %  w / w 脂 肪 お よ び 0 . 5～ 1 . 5 %  w / w コ レ ス テ ロ ー ル 食 を

8 週 間 摂 取 さ せ る と L D L r  m R N A の 肝 発 現 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー

シ ョ ン す る こ と が 判 明 し て い る ［ 4 5、 9 5］。 こ れ ら の 遺 伝 子 発 現

が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 環 境 下 で は 、 H M G C R 阻 害 剤 は 効

果 が な い こ と が 知 ら れ て お り 、 本 章 の 研 究 で は 、 H M G C R お よ び

L D L r  m R N A の 肝 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 起 こ ら な い

よ う 、 コ レ ス テ ロ ー ル 含 量 を 下 げ 、 1 2％ w / w 脂 肪 お よ び 0 . 1 %  

w / w コ レ ス テ ロ ー ル 食（ H F L C D）を 1 2 週 間 動 物 に 与 え た 。そ の

結 果 、H M G C R お よ び L D L r  m R N A の 肝 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー

シ ョ ン は 認 め ら れ な か っ た 事 か ら 、 H M G C R 阻 害 剤 の 効 能 評 価

に 適 し た コ レ ス テ ロ ー ル 投 与 量 を 見 出 す こ と が で き た 。 ま た 、

本 病 態 モ デ ル で の ス タ チ ン の 投 与 量 は 、 ヒ ト で の 治 療 量 ［ 9 0 、 9 4 ］

に 近 い 量 に 設 定 さ れ た 。 本 章 の 研 究 に お い て 、 H F L C D の 摂 取 に

よ り 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 を 誘 発 し 、 腹 部 大 動 脈 の 動 脈 硬 化

の 発 現 が 確 認 で き た 。 さ ら に 、 メ タ ボ リ ッ ク シ ン ド ロ ー ム の 症

状 で あ る 内 臓 脂 肪 組 織 （ 大 網 お よ び 腸 間 膜 脂 肪 ） の 重 量 の 増 加

に つ い て も 、 H F L C D 摂 取 に よ り 誘 発 で き た 。ス タ チ ン は 、 ラ ッ
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ト や マ ウ ス は 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル を 低 下 さ せ ず 、 高 脂 質 血 症 モ デ ル

動 物 と し て は 不 適 当 で あ る と 報 告 さ れ て い る［ 9 6 ］。し か し な が ら 、

ウ サ ギ と マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ は モ デ ル 動 物 と し て 適 し て い る

と 判 断 さ れ る 。 ウ サ ギ で は 、 ス タ チ ン が H M G C R お よ び L D L R  

m R N A の 肝 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る こ と が 報 告 さ れ て い る

［ 3 0 ］。本 章 の 研 究 に お い て 、ス タ チ ン 投 与 に よ り 、血 清 中 総 コ

レ ス テ ロ ー ル お よ び L D L コ レ ス テ ロ ー ル の 上 昇 が 抑 制 さ れ 、

H F L C D + S t a t i n を 摂 取 し た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ で は H M G C R  

m R N A の 肝 発 現 の 増 加 傾 向 が あ る こ と を 確 認 で き た こ と か ら 、

H M G C R の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 起 き て い る と 考 え ら れ た 。

高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の 誘 発 を 抑 制 す る こ と で 、 マ イ ク ロ ミ ニ

ピ ッ グ の 腹 部 大 動 脈 の 動 脈 硬 化 病 変 は 、 ウ サ ギ で 報 告 さ れ て い

る 事 象［ 4 4］と 同 様 に 減 少 し た 。一 方 、 H F L C D + S t a t i n を 摂 取 し

た マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ に お け る L D L r  m R N A の 肝 発 現 の 上 昇 は 、

認 め ら れ な か っ た 。 こ れ は ア ト ル バ ス タ チ ン が H M G - C o A 還 元 酵

素 を 阻 害 す る 一 方 で 、ミ ニ ブ タ で は L D L 受 容 体 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー

シ ョ ン が 認 め ら れ な い と い う 報 告 ［ 9 7 ］ と 一 致 し て い る 。 さ ら に 、

L D L r - / -  家 畜 ブ タ で は ス タ チ ン に よ る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の

抑 制 が 認 め ら れ な か っ た が 、L D L r + / -  ミ ニ ブ タ で は 、ス タ チ ン に

よ る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の 抑 制 が 報 告 さ れ て い る ［ 9 2 、 9 3 ］。 ブ

タ に お け る 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 と L D L r 遺 伝 子 の 関 係 を 明 ら

か に す る た め に は 、 さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る 。  

ス タ チ ン は ヒ ト の 血 清 中 H D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 を 上 昇 さ

せ る が 、 そ の 作 用 の 強 さ は ス タ チ ン に よ っ て 異 な っ て い る 。 本

研 究 で は 、 H F L C D + S t a t i n 群 の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ は H F L C D 群
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と 比 較 し て 血 清 中 H D L コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 の 低 下 が み ら れ た 。

こ の 結 果 は 、 ア ト ル バ ス タ チ ン の 効 力 あ る い は 種 差 に よ っ て 引

き 起 こ さ れ た 可 能 性 が 考 え ら れ る ［ 8 7、 9 8～ 1 0 1］。 こ れ ら の 問

題 の 解 明 に は さ ら な る 研 究 が 必 要 で あ る 。  

酸 化 ス ト レ ス が ヒ ト の 生 活 習 慣 病 に お け る 多 様 な 障 害 や 病 態 に 関

与 す る と 報 告 さ れ て い る ［ 1 0 2 ～ 1 0 4 ］。 血 清 中 d - R O M s と B A P を

用 い た 活 性 酸 素 種 の 検 出 に お け る 最 近 の 進 歩 は 、 バ イ オ マ ー カ

ー 研 究 と し て の 可 能 性 が 広 が っ て い る 。 循 環 中 の d - R O M s 産 生

は 冠 状 動 脈 疾 患 の 発 症 と 関 連 す る こ と が 報 告 さ れ て お り ［ 1 0 4］、

血 中 B A P 濃 度 と 頸 動 脈 内 膜 中 膜 厚 の 間 に は 負 の 相 関 が あ る こ

と が 報 告 さ れ て い る ［ 1 0 5］。 さ ら に 、 肥 満 や メ タ ボ リ ッ ク シ ン

ド ロ ー ム で は 、血 中 B A P / d - R O M s 比 が 低 い こ と が 報 告 さ れ て い

る ［ 1 0 6］。 こ れ ら の 血 中 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー は 、 ス タ チ ン 摂

取 に よ る 効 果 は 観 察 さ れ な か っ た も の の 、 本 研 究 に お け る

H F L C D  摂 取 に 起 因 し た d - R O M s お よ び B A P の 変 化 は 、 ヒ ト の

動 脈 硬 化 症 に お け る 変 化 と 類 似 し て い た こ と か ら 、 マ イ ク ロ ミ

ニ ピ ッ グ 動 脈 硬 化 モ デ ル に 有 用 な パ ラ メ ー タ と な り 得 る と 考

え ら れ る 。  

2 0 2 1 年 に ミ ニ ブ タ 毒 性 病 理 用 語 集 が 発 表 さ れ ［ 1 1］、 ブ タ の 研

究 利 用 普 及 を 促 進 さ れ る こ と が 予 想 さ れ 、 ブ タ で の 病 態 モ デ ル が

今 後 よ り 必 要 に な る と 考 え ら れ 、 本 章 の 試 み は 大 変 有 用 で あ る と

考 え ら れ る 。  

本 章 の 研 究 に お い て 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の ヒ ト 型 ア テ ロ ー

ム 性 動 脈 硬 化 症 モ デ ル を 使 用 し て ス タ チ ン に よ る 薬 効 を 確 認

す る 際 、 H F L C D 中 の コ レ ス テ ロ ー ル の 最 適 含 量 は 0 . 1 %  w / w で
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あ る こ と が 判 明 し 、1 2 週 間 の 実 験 期 間 で 薬 効 を 適 切 に 確 認 す る

こ と に 成 功 し た 。結 論 と し て 、H F L C D に よ っ て 誘 導 さ れ る こ の

モ デ ル は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化

症 に 対 す る H M G C R 阻 害 剤 の 評 価 お よ び 今 後 の 治 療 薬 開 発 の 薬

効 試 験 に 貢 献 す る と 考 え ら れ る 。  
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表 お よ び 付 図  
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F i g .  1 2 .  ス タ チ ン の 作 用 機 序 の 概 略 図  
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Ta b l e  1 6 .  群 構 成 、 給 餌 お よ び ス タ チ ン 摂 取 量 の 詳 細  

群  飼 料 名  脂 肪  

（ w / w %）  

コ レ ス テ

ロ ー ル  

（ w / w %）  

ス タ チ ン  

（ m g / k g / d a y）  

動 物 数  

（ 匹 ）  

C o n t r o l  普 通 食

（ N c D） a )  

0  0  0  6  

H F L C D  

高 脂 肪 食

（ H c D） b )  

1 2  0 . 1  0  6  

H F L C D +

S t a t i n  

高 脂 肪 食

（ H c D） c )  

1 2  0 . 1  3  ç )  6  

a )  普 通 食 （ マ ッ シ ュ 状 ブ タ 用 飼 料 で あ る こ だ か ら 7 3） を 1 2 週 間

与 え た 。  

b )  普 通 食 に 1 2  w / w %脂 肪 お よ び 0 . 1 %コ レ ス テ ロ ー ル を 混 合 し た

高 脂 肪 食 を 1 2 週 間 与 え た 。  

c )  高 脂 肪 食 に 、 ス タ チ ン 3  m g / k g / d a y を 混 合 し 、 1 2 週 間 与 え

た 。  
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Ta b l e  1 7 .  血 液 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

赤 血 球

（ R B C）  

1 0 6 / m m 3  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

A D V I A 1

2 0  a ）  

白 血 球

（ W B C）  

1 0 3 / m m 3  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

 

ヘ マ ト ク リ ッ

ト （ H t）  

%  計 算 式 ： （ 平 均 赤 血 球 容

積 ×赤 血 球 ） ／ 1 0  

 

ヘ モ グ ロ ビ ン

（ H G B）  

g / d L  シ ア ン メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

変 法  

 

血 小 板

（ P L T）  

1 0 3 / m m 3  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

 

平 均 赤 血 球 容

積 （ M C V）  

f L  2 角 度 レ ー ザ ー フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー 法  

 

平 均 赤 血 球 ヘ

モ グ ロ ビ ン 量

（ M C H）  

p g  計 算 式 ： （ ヘ モ グ ロ ビ ン

／ 赤 血 球 ） × 1 0  

 

平 均 赤 血 球 ヘ

モ グ ロ ビ ン 濃

度 （ M C H C）  

g / d L  計 算 式 ： ［ ヘ モ グ ロ ビ ン

／ （ 赤 血 球 ×平 均 赤 血 球

容 積 ） ］ × 1 0 0 0  

 

a )  総 合 血 液 学 検 査 装 置 （ S i e m e n s  H e a l t h c a r e  D i a g n o s t i c s  

M a n u f a c t u r i n g  L t d . ,  I r e l a n d）  
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Ta b l e  1 8 .  血 液 生 化 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ

ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

（ A S T）  

I U / L  J S C C 標 準 化 対 応  

 

J C A -  

B M 8  a ）  

ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン

ス フ ェ ラ ー ゼ （ A L T）  

I U / L  

ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー

ゼ （ A L P）  

I U / L  

乳 酸 脱 水 素 酵 素

（ L D H）  

I U / L  

γ -グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス

ペ プ チ ダ ー ゼ （ γ - G T）  

I U / L  

ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ

（ C K）  

I U / L  

ア ミ ラ ー ゼ （ A m y）  I U / L  B G 5 P 基 質 法  

総 ビ リ ル ビ ン （ T - B i l）  m g / d L  バ ナ ジ ン 酸 酸 化 法  

直 接 ビ リ ル ビ ン  

（ D - B i l）  

m g / d L  

総 蛋 白 （ T P）  g / d L  ビ ウ レ ッ ト 法  

ア ル ブ ミ ン （ A l b）  g / d L  B C G 法  

グ ロ ブ リ ン （ G l b）  g / d L  計 算 式 ： T P − A l b  -  

A / G 比  -  計 算 式 ： A l b／ G l b  

総 コ レ ス テ ロ ー ル

（ T P）  

m g / d L  C O D · H D A O S 法  J C A -  

B M 8  a ）  

遊 離 コ レ ス テ ロ ー ル  

（ F - c h o）  

m g / d L  コ レ ス テ ロ ー ル オ キ

シ ダ ー ゼ ･D A O S 法  

ト リ グ リ セ リ ド （ T G）  m g / d L  G P O · H D A O S 法 、 グ

リ セ リ ン 消 去 法  

ブ ド ウ 糖 （ G L U）  m g / d L  ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ   G -

6 - P D H 法  
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Ta b l e  1 8 .  血 液 生 化 学 的 検 査 の 測 定 項 目 お よ び 方 法 の 詳 細  

（ 続 き ）  

検 査 項 目  単 位  測 定 方 法  機 種  

尿 素 窒 素 （ U N）  m g / d L  ウ レ ア ー ゼ  ·  

G l D H 法  

J C A -

B M 8  a ）  

ク レ ア チ ニ ン （ C r e）  m g / d L  ク レ ア チ ニ ナ ー ゼ  

·  F - D A O S 法  

無 機 リ ン （ I P）  m g / d L  P N P · X D H 法  

カ ル シ ウ ム （ C a）  m g / d L  M X B 法  

ナ ト リ ウ ム （ N a）  m E q / L  電 極 法  

カ リ ウ ム （ K）  m E q / L  電 極 法  

塩 素 （ C l）  m E q / L  電 極 法  

コ レ ス テ ロ ー ル 分 画 b ）  %、

m g / d L  

電 気 泳 動 法  エ パ ラ

イ ザ 2 c ）  

a )  自 動 分 析 装 置 （ 日 本 電 子 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ）  

b )  検 査 項 目 ： 高 比 重 リ ポ 蛋 白 （ H D L）、 低 比 重 リ ポ 蛋 白 （ L D L）、

超 低 比 重 リ ポ 蛋 白 （ V L D L）、 カ イ ロ ミ ク ロ ン （ C M）  

c )  全 自 動 電 気 泳 動 分 析 装 置 （ 株 式 会 社 ヘ レ ナ 研 究 所 、 埼 玉 、 日

本 ）  
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F i g .  1 3 .  体 重 増 加 （ H L F C D あ る い は ス タ チ ン 摂 取 1 2 週 間 の 増 加 率 ）  

 

Ta b l e  1 9 .  内 臓 脂 肪 重 量  
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F i g .  1 4 .  血 清 中 脂 質 代 謝 パ ラ メ ー タ  
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F i g .  1 5 .  q RT- P C R で 確 認 し た 肝 臓 の L D L r、 H M G C R、 N P C 1 L 1、 S R E B F 1、 S R E B F 2、 S R B I、 L I P C

お よ び 小 腸 の A P O B E C - 1、 N P C 1 L 1 の 遺 伝 子 発 現 結 果  

 

遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 対 照 群 で 観 察 さ れ た レ ベ ル に 対 す る 発 現 パ ー セ ン ト と し て 計 算 し た 。  
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F i g .  1 6 .  E n  f a c e 解 析 に よ る 動 脈 硬 化 病 変 の 肉 眼 所 見 と 定 量 解 析  

 

オ イ ル レ ッ ド O 染 色 で 検 出 さ れ た 動 脈 硬 化 性 赤 色 病 変 部 （ 円 で 囲 っ た 部 分 ）。  

オ イ ル レ ッ ド O 染 色 の 面 積 比 （ 全 表 面 積 に 対 す る オ イ ル レ ッ ド O 染 色 の 面 積 ） を 示 し た 。  

 * * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t r o l ,  # # p < 0 . 0 1  v s .  H F L C D .
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F i g . 1 7 .  腹 部 大 動 脈 に お け る 組 織 形 態 計 測 ： 内 膜 面 積 /血 管 面 積 比  

 

 

( A )  異 常 な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た (対 照 群 )。  

( B )  軽 微 な ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク （ H F L C D 群 ）  

( C )  ご く 軽 微 な ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク （ H F L C D + S t a t i n 群 ）  

( D )  内 膜 面 積 /血 管 面 積 （ I A / VA） 比 （ ％ ） の デ ー タ  

VA：  血 管 面 積 、 I A： 内 膜 面 積  

* p < 0 . 0 1  v s .  C o n t r o l ,  # p < 0 . 0 5  v s .  H F L C D .  
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F i g .  1 8 .  血 中 酸 化 ス ト レ ス マ ー カ ー  

 

* * p < 0 . 0 1  v s .  C o n t r o l .  
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総 括  

第 I 章 の 研 究 に よ り 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 体 重 、 成 長 曲 線 、

血 液 学 的 検 査 お よ び 血 液 生 化 学 的 検 査 の 基 準 値 の 範 囲 を 示 す こ

と が で き 、 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ グ の 実 験 動 物 と し て の 有 用 性 を 示

す こ と が で き た 。 こ の マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ ク を 使 用 し 、 ヒ ト と 非

常 に 類 似 し た コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 を 持 つ 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血

症 誘 発 性 ヒ ト 型 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 新 し い 病 態 モ デ ル を

確 立 す る こ と で き 、 H M G C R 阻 害 剤 の 評 価 に 有 用 な 病 態 モ デ ル

で あ る こ と を 示 す こ と が で き た 。 今 後 、 本 マ イ ク ロ ミ ニ ピ ッ

グ の 動 脈 硬 化 症 モ デ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 H M G C R 阻 害 剤

の 評 価 お よ び 今 後 の 治 療 薬 開 発 の 薬 効 試 験 に 貢 献 す る と 考 え

ら れ る 。  
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r e s e a r c h :  i n  v i v o  p r o a r r h y t h m i a  m o d e l s  o f  d r u g - i n d u c e d  l o n g  

Q T  s y n d r o m e :  d e v e l o p m e n t  o f  c h r o n i c  a t r i o v e n t r i c u l a r  b l o c k  

m o d e l  o f  m i c r o m i n i p i g .  J .  P h a r m a c o l .  S c i .  11 5 :  1 2 2 – 1 2 6 .  

2 8．  Yo s h i k a w a ,  T. ,  Ta k a h a s h i ,  Y. ,  K a w a g u c h i ,  H . ,  U t s u n o m i y a ,  S . ,  

M i u r a ,  N . ,  I z u m i ,  H . ,  M i y o s h i ,  N .  a n d  Ta n i m o t o ,  A .  2 0 1 3 .  A 

d e r m a l  p h o t o t o x i c i t y  s t u d y  f o l l o w i n g  i n t r a v e n o u s  i n f u s i o n  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  c i p r o f l o x a c i n  h y d r o c h l o r i d e  i n  t h e  n o v e l  
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M i c r o m i n i p i g s .  To x i c o l  P a t h o l .  4 1 :  1 0 9 - 1 1 3 .  

2 9．  N i s s e n ,  S E . ,  T u z c u ,  E M . ,  S c h o e n h a g e n ,  P. ,  B r o w n ,  B G . ,  G a n z ,  

P. ,  Vo g e l ,  R A . ,  C r o w e ,  T. ,  H o w a r d ,  G . ,  C o o p e r ,  C J . ,  B r o d i e ,  B . ,  

G r i n e s ,  C L .  a n d  D e M a r i a ,  A N .  2 0 0 4 .  R E V E R S A L  I n v e s t i g a t o r s :  

E f f e c t  o f  i n t e n s i v e  c o m p a r e d  w i t h  m o d e r a t e  l i p i d - l o w e r i n g  

t h e r a p y  o n  p r o g r e s s i o n  o f  c o r o n a r y  a t h e r o s c l e r o s i s :  a  

r a n d o m i z e d  c o n t r o l l e d  t r i a l .  J A M A  2 9 1 ( 9 ) :  1 0 7 1 – 1 0 8 0 .  

3 0．  M a ,  P T. ,  G i l ,  G . ,  S ü d h o f ,  T C . ,  B i l h e i m e r ,  D W.  A n d  G o l d s t e i n ,  

J L .  1 9 8 6 .  B r o w n  M S :  M e v i n o l i n ,  a n  i n h i b i t o r  o f  c h o l e s t e r o l  

s y n t h e s i s ,  i n d u c e s  m R N A f o r  l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  r e c e p t o r  

i n  l i v e r s  o f  h a m s t e r s  a n d  r a b b i t s .  P ro c  N a t l  A c a d  S c i  U S A .  

8 3 ( 2 1 ) :  8 3 7 0 – 8 3 7 4 .  

3 1．  K a w a g u c h i ,  H . ,  Ya m a d a ,  T. ,  M i u r a ,  N . ,  Ta k a h a s h i ,  Y. ,  

Yo s h i k a w a ,  T. ,  I z u m i ,  H . ,  K a w a r a s a k i ,  T. ,  M i y o s h i ,  N . ,  a n d  

Ta n i m o t o ,  2 0 1 2 .  A .  R e f e r e n c e  v a l u e s  o f  h e m a t o l o g i c a l  a n d  

b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  f o r  t h e  w o r l d  s m a l l e s t  m i c r o m i n i p i g s .  

J  Ve t  M e d  S c i  7 4 ( 7 ) :  9 3 3 – 9 3 6 .  

3 2．  K a w a g u c h i ,  H . ,  Ya m a d a ,  T. ,  M i u r a ,  N . ,  N o g u c h i ,  M . ,  I z u m i ,  

H . ,  M i y o s h i ,  N .  a n d  Ta n i m o t o ,  A .  2 0 1 3 .  S e x  d i f f e r e n c e s  i n  

s e r u m  l i p i d  p r o f i l e  i n  n o v e l  M i c r o m i n i p i g s .  I n  Vi v o .  2 7 ( 5 ) :  

6 1 7 - 6 2 2 .  

3 3．  K ö h n ,  F. ,  S h a r i f i ,  A .  R .  a n d  S i m i a n e r ,  H .  2 0 0 7 .  M o d e l i n g  t h e  

g r o w t h  o f  t h e  G o e t t i n g e n  m i n i p i g .  J .  A n i m .  S c i .  8 5 :  8 4 – 9 2 .  

3 4．  J ø r g e n s e n ,  K .  D . ,  E l l e g a a r d ,  L . ,  K l a s t r u p ,  S .  a n d  S v e n d s e n ,  

O .  1 9 9 8 .  H a e m a t o l o g i c a l  a n d  c l i n i c a l  c h e m i c a l  v a l u e s  i n  
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p r e g n a n t  a n d  j u v e n i l e  G ö t t i n g e n  m i n i p i g s .  S c a n d .  J .  L a b .  

A n i m .  S c i .  2 5 :  1 8 1 – 1 9 0 .  

3 5．  N i w a ,  Ta i z a e m o n .  1 9 9 4 .  H a n d b o o k  o f  S w i n e  F a r m i n g .  Yo k e n d o  

C o r p o r a t i o n .  8 - 4 1 .  

3 6．  K l o b a s a ,  F. ,  We r h a h n ,  E .  a n d  B u t l e r  J E .  1 9 8 7 .  C o m p o s i t i o n  o f  

s o w  m i l k  d u r i n g  l a c t a t i o n .  J  A n i m  S c i .  6 4 :  1 4 5 8 - 1 4 6 6 .  

3 7．  Wi l l i a m s ,  C M .  2 0 0 4 .  L i p i d  m e t a b o l i s m  i n  w o m e n .  P r o c  N u t r  S o c  

6 3 :  1 5 3 - 1 6 0 .  

3 8．  K r i s h n a v e n i ,  G V. ,  Ve e n a ,  S R . ,  H i l l ,  J C . ,  K e h o e ,  S . ,  K a r a t ,  S C .  

a n d  F a l l  C H .  2 0 1 0 .   I n t r a u t e r i n e  e x p o s u r e  t o  m a t e r n a l  d i a b e t e s  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  h i g h e r  a d i p o s i t y  a n d  i n s u l i n  r e s i s t a n c e  a n d  

c l u s t e r i n g  o f  c a r d i o v a s c u l a r  r i s k  m a r k e r s  i n  I n d i a n  c h i l d r e n .  

D i a b e t e s  C a re .  3 3 :  4 0 2 - 4 0 4 .  

3 9．  J a w i e n ,  J .  2 0 1 2 .  T h e  r o l e  o f  a n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  o f  a t h e r o s c l e -  

r o s i s :  a p o E - k n o c k o u t  m i c e  i n  d e v e l o p i n g  n e w  d r u g s  a g a i n s t  

a t h e r o g e n e s i s .  C u r r  P h a r m  B i o t e c h n o l .  1 3 :  2 4 3 5 - 2 4 3 9 .  

4 0．  Wo u t e r s ,  K . ,  S h i r i - S v e r d l o v,  R . ,  v a n  G o r p ,  P J . ,  v a n  B i l s e n ,  M .  

a n d  H o f k e r ,  M H .  2 0 0 5 .  U n d e r s t a n d i n g  h y p e r l i p i d e m i a  a n d  

a t h e r o s c l e r o s i s :  l e s s o n s  f r o m  g e n e t i c a l l y  m o d i f i e d  a p o E  a n d  l d l r  

m i c e .  C l i n  C h e m  L a b  M e d .  4 3 :  4 7 0 - 4 7 9  

4 1．  G e t z ,  G S .  a n d  R e a r d o n ,  C A .  2 0 1 2 .  A n i m a l  m o d e l s  o f  

a t h e r o s c l e r o s i s .  A r t e r i o s c l e r  T h ro m b  Va s c  B i o l .  3 2 :  1 1 0 4 - 1 1 1 5  

4 2．  F a n ,  J .  a n d  Wa t a n a b e  T.  2 0 0 3 .  T r a n s g e n i c  r a b b i t s  a s  t h e r a p e u t i c  

p r o t e i n  b i o r e a c t o r s  a n d  h u m a n  d i s e a s e  m o d e l s .  P h a r m a c o l  T h e r.  

7 9 :  2 6 1 – 2 8 2 .  
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4 3．  Ya m a d a ,  S . ,  Wa n g ,  K Y. ,  Ta n i m o t o ,  A . ,  F a n ,  J . ,  S h i m a j i r i ,  S . ,  

K i t a j i m a ,  S . ,  M o r i m o t o ,  M .  a n d  Ts u t s u i ,  M . ,  Wa t a n a b e ,  T. ,  

Ya s u m o t o ,  K . ,  a n d  S a s a g u r i ,  Y.  2 0 0 8 .  M a t r i x  m e t a l l o p r o t e i n a s e  

1 2  a c c e l e r a t e s  t h e  i n i t i a t i o n  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  a n d  s t i m u l a t e s  

t h e  p r o g r e s s i o n  o f  f a t t y  s t r e a k s  t o  f i b r o u s  p l a q u e s  i n  t r a n s g e n i c  

r a b b i t s .  A m  J  P a t h o l .  1 7 2 ( 5 ) :  1 4 1 9 – 1 4 2 9 .  

4 4．  L u o ,  F. ,  G u o ,  Y. ,  R u a n ,  G Y. ,  L o n g ,  J K . ,  Z h e n g ,  X L . ,  X i a ,  Q . ,  

Z h a o ,  S P. ,  P e n g ,  D Q . ,  F a n g ,  Z F.  a n d  L i ,  X P.  2 0 1 7 .  C o m b i n e d  

u s e  o f  m e t f o r m i n  a n d  a t o r v a s t a t i n  a t t e n u a t e s  a t h e r o s c l e r o s i s  i n  

r a b b i t s  f e d  a  h i g h - c h o l e s t e r o l  d i e t .  S c i  R e p .  7 ( 1 ) :  2 1 6 9 .  

4 5．  K a w a g u c h i ,  H . ,  Ya m a d a ,  T. ,  M i u r a ,  N . ,  Ay a o r i ,  M . ,  U t o - K o n d o ,  

H . ,  I k e g a w a ,  M . ,  N o g u c h i ,  M . ,  Wa n g ,  K Y. ,  I z u m i ,  H .  a n d  

Ta n i m o t o ,  A .  2 0 1 4 .  R a p i d  d e v e l o p m e n t  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  i n  t h e  

w o r l d ' s  s m a l l e s t  M i c r o m i n i p i g  f e d  a  h i g h - f a t / h i g h - c h o l e s t e r o l  

d i e t .  J  A t h e r o s c l e r  T h ro m b .  2 1 ( 3 ) :  1 8 6 – 2 0 3 .  

4 6．  L i c h t m a n ,  A H . ,  C l i n t o n ,  S K . ,  I i y a m a ,  K . ,  C o n n e l l y,  P W. ,  L i b b y,  

P.  a n d  C y b u l s k y,  M I .   1 9 9 9 .  H y p e r l i p i d e m i a  a n d  a t h e r o s c l e -  

r o t i c  l e s i o n  d e v e l o p m e n t  i n  L D L  r e c e p t o r - d e f i c i e n t  m i c e  f e d  

d e f i n e d  s e m i p u r i f i e d  d i e t s  w i t h  a n d  w i t h o u t  c h o l a t e .  

A r t e r i o s c l e r  T h ro m b  Va s c  B i o l .  1 9 :  1 9 3 8 - 1 9 4 4 .  

4 7．  G o r d o n ,  D J .  a n d  R i f k i n d ,  B M .  1 9 8 9 .  H i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n -

- t h e  c l i n i c a l  i m p l i c a t i o n s  o f  r e c e n t  s t u d i e s .  N  E n g  J  M e d .  3 2 1 :  

1 3 1 1 - 1 3 1 6 .  

4 8．  Q u i g ,  D W.  a n d  Z i l v e r s m i t ,  D B .  1 9 8 9 .  H i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

m e t a b o l i s m  i n  a  r a b b i t  m o d e l  o f  h y p e r a l p h a l i p o p r o t e i n e m i a .  
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A t h e ro s c l e ro s i s .  7 6 :  9 - 1 9 .  

4 9．  B r i n t o n ,  E A . ,  E i s e n b e r g ,  S . ,  a n d  B r e s l o w,  J L .  1 9 9 0 .  A l o w - f a t  

d i e t  d e c r e a s e s  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  ( H D L )  c h o l e s t e r o l  l e v -  

e l s  b y  d e c r e a s i n g  H D L  a p o l i p o p r o t e i n  t r a n s p o r t  r a t e s .  J  C l i n  

I n v e s t .  8 5 :  1 4 4 - 1 5 1 .  

5 0．  H a y e k ,  T. ,  I t o ,  Y. ,  A z r o l a n ,  N . ,  Ve r d e r y,  R B . ,  A a l t o - S e t a l a ,  K . ,  

Wa l s h ,  A .  and  B r e s l o w,  J L .  1 9 9 3 .  D i e t a r y  f a t  i n c r e a s e s  h i g h  

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  ( H D L )  l e v e l s  b o t h  b y  i n c r e a s i n g  t h e  t r a n s p o r t  

r a t e s  a n d  d e c r e a s i n g  t h e  f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  r a t e s  o f  H D L  

c h o l e s t e r o l  e s t e r  a n d  a p o l i p o p r o t e i n  ( A p o )  A - I .  J  C l i n  I n v e s t .  

9 1 :  1 6 6 5 - 1 6 7 1 .  

5 1．  G r e e v e ,  J . ,  a l t k e m p e r ,  I . ,  D i e t e r i c h ,  J H . ,  G r e t e n ,  H .  a n d  Wi n d l e r ,  

E .  1 9 9 3 .  A p o p r o t e i n  B  m R N A  e d i t i n g  i n  1 2  d i f f e r e n t  m a m m a -  

l i a n  s p e c i e s :  h e p a t i c  e x p r e s s i o n  i s  r e f l e c t e d  i n  l o w  c o n c e n -  

t r a t i o n s  o f  a p o B - c o n t a i n i n g  p l a s m a  l i p o p r o t e i n s .  J  L i p i d  R e s .  

3 4 :  1 3 6 7 - 1 3 8 3 .  

5 2．  G r e e v e ,  J . ,  J o n a ,  V K . ,  C h o w d h u r y,  N R . ,  H o r w i t z ,  M S .  A n d  C h o w -  

d h u r y,  J R .  1 9 9 6 .  H e p a t i c  g e n e  t r a n s f e r  o f  t h e  c a t a l y t i s  s u b u n i t  o f  

t h e  a p o l i p o p r o t e i n  B  m R N A  e d i t i n g  e n z y m e  r e s u l t s  i n  a  

r e d u c t i o n  o f  p l a s m a  L D L  l e v e l s  i n  n o r m a l  a n d  Wa t a n a b e  

h e r i t a b l e  h y p e r l i p i d e m i c  r a b b i t s .  J  L i p i d  R e s .  3 7 :  2 0 0 1 - 2 0 1 7 .  

5 3．  H a r d t m a n n ,  D A . ,  P u l l i n g e r ,  C R . ,  H a m i l t o n ,  R L . ,  K a n e ,  J P.  a n d  

M a l l o y,  M J .  1 9 9 1 .   M o l e c u l a r  a n d  m e t a b o l i c  b a s i s  f o r  t h e  m e t a -  

b o l i c  d i s o r d e r  n o r m o t r i g l y c e r i d e m i c  a b e t a l i p o p r o t e i n e m i a .  J  

C l i n  I n v e s t .  8 8 :  1 7 2 2 - 1 7 2 9 .  
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5 4．  B r o w n ,  M S .  A n d  G o l d s t e i n ,  J L .  1 9 8 6 .  A  r e c e p t o r - m e d i a t e d  

p a t h w a y  f o r  c h o l e s t e r o l  h o m e o s t a s i s .  S c i e n c e .  2 3 2 :  3 4 - 4 7 .  

5 5．  G o e d e k e ,  L .  a n d  d e r n a n d e z - H e r n a n d o ,  C .  2 0 1 2 .  R e g u l a t i o n  o f  

c h o -  l e s t e r o l  h o m e o s t a s i s .  C e l l  M o l  L i f e  S c i .  69 :  9 1 5 - 9 3 0 .  

5 6．  R u d l i n g ,  M .  1 9 9 2 .  H e p a t i c  m R N A l e v e l s  f o r  t h e  L D L  r e c e p t o r  

a n d  H M G - C o A r e d u c t a s e  s h o w  c o o r d i n a t e  r e g u l a t i o n  i n  v i v o .  J  

L i p i d  R e s .  3 3 :  4 9 3 - 5 0 1 .  

5 7．  R u d l i n g ,  M . ,  A n g e l i n ,  B . ,  S t a h l e ,  L . ,  R e i h n e r ,  E . ,  S a h l i n ,  S . ,  

O l i v e c r o n a ,  H . ,  B j o r k h e m ,  I .  a n d  E i n a r s s o n ,  C .  2 0 0 2 .  

R e g u l a t i o n  o f  h e p a t i c  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  r e c e p t o r ,  3 -

h y d r o x y - 3 -  m e t h y l g l u t a r y l  C o e n z y m e  A r e d u c t a s e ,  a n d  

c h o l e s t e r o l  7 α - h y d r o x y l a s e  m R N A s  i n  h u m a n  l i v e r .  J  C l i n  

E n d o c r i n o l  M e t a b .  8 7 :  4 3 0 7 - 4 3 1 3 .  

5 8．  K o n g ,  W J . ,  L i u ,  J .  a n d  J i a n g ,  J D .  2 0 0 6 .  H u m a n  l o w - d e n s i t y  

l i p o p r o -  t e i n  r e c e p t o r  g e n e  a n d  i t s  r e g u l a t i o n .  J  M o l  M e d .  8 4 :  

2 9 - 3 6 .  

5 9．  L a m m e r t ,  d .  a n d  Wa n g ,  D Q .  2 0 0 5 .  N e w  i n s i g h t s  i n t o  t h e  g e n e t i c  

r e g u l a t i o n  o f  i n t e s t i n a l  c h o l e s t e r o l  a b s o r p t i o n .  G a s t r o e n t e ro l -  

o g y .  1 2 9 :  7 1 8 - 7 3 4 .  

6 0．  R e d i n g e r ,  R N .  2 0 0 3 .  N u c l e a r  r e c e p t o r s  i n  c h o l e s t e r o l  

c a t a b o l i s m :  m o l e c u l a r  b i o l o g y  o f  t h e  e n t e r o h e p a t i c  c i r c u l a t i o n  

o f  b i l e  s a l t s  a n d  i t s  r o l e  i n  c h o l e s t e r o l  h o m e o s t a s i s .  J  L a b  C l i n  

M e d .  1 4 2 :  7 - 2 0 .  

6 1．  B e t t e r s ,  J L .  a n d  Yu ,  L .  2 0 1 0 .  N P C 1 L 1  a n d  c h o l e s t e r o l  t r a n s p o r t .  

d E B S  L e t t .  5 8 4 :  2 7 4 0 - 2 7 4 7 .  
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6 2．  P r a m f a l k ,  C . ,  J i a n g ,  Z Y. ,  C a i ,  Q . ,  H u ,  H . ,  Z h a n g ,  S D . ,  H a n ,  T Q . ,  

E r i k s s o n ,  M . ,  P a r i n i ,  P.  2 0 1 0 .  H N d 1 α  a n d  S R E B P 2  a r e  i m p o r t a n t  

r e g u l a t o r s  o f  N P C 1 L 1  i n  h u m a n  l i v e r .  J  L i p i d  R e s .  5 1 :  1 3 5 4 -

1 3 6 2 .  

6 3．  A l r e f a i ,  WA . ,  A n n a b a d . ,  S a r w a r ,  Z . ,  D w i v e d i ,  A . ,  S a k s e n a ,  S . ,  

S i n g l a ,  A . ,  D u d e j a ,  P K .  A n d  G i l l ,  R K .  2 0 0 7 .  M o d u l a t i o n  o f  

h u m a n  N i e m a n n - P i c k  C 1 - l i k e  1  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  s t e r o l :  R o l e  

o f  s t e r o l  r e g u l a t o r y  e l e m e n t  b i n d i n g  p r o t e i n  2 .  A m  J  P h y s i o l  

G a s t ro i n t e s t  L i v e r  P h y s i o l .  2 9 2 :  G 3 6 9 -  G 3 7 6 .  

6 4．  Ya m a s h i t a ,  S . ,  H i r a n o ,  K . ,  S a k a i ,  N .  a n d  M a t s u z a w a ,  Y.  2 0 0 0 .  

M o l e c u l a r  b i o l o g y  a n d  p a t h o p h y s i o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  p l a s m a  

c h o l e s -  t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n .  B i o c h i m  B i o p h y s  A c t a .  

1 5 2 9 :  2 5 7 - 2 7 5 .  

6 5．  R o s e n s o n ,  R S . ,  B r e w e r ,  J r  H B . ,  D a v i d s o n ,  W S . ,  d a y a d ,  Z A . ,  

d u s t e r ,  V. ,  G o l d s t e i n ,  J . ,  H e l l e r s t e i n ,  M . ,  J i a n g ,  X C . ,  P h i l l i p s ,  

M C . ,  R a d e r ,  D J . ,  R e m a l e y,  AT. ,  R o t h b l a t ,  G H . ,  Ta l l ,  A R . ,  a n d  

v a n -  C h a r v e t ,  LY.  2 0 1 2 .  C h o l e s t e r o l  e f f l u x  a n d  

a t h e r o p r o t e c t i o n :  A d v a n c i n g  t h e  c o n c e p t  o f  r e v e r s e  c h o l e s t e r o l  

t r a n s p o r t .  C i rc u l a t i o n .  1 2 5 :  1 . 9 0 5 - 1 9 1 9 .  

6 6．  G u y a r d - D a n g r e m o n t ,  V. ,  D e s r u m a u x ,  C . ,  G a m b e r t ,  P. ,  L a l l e -  

m a n t ,  C . ,  L a g r o s t ,  L .  1 9 9 8 .  P h o s p h o l i p i d  a n d  c h o l e s t e r y l  e s t e r  

t r a n s f e r  a c t i v i t i e s  i n  p l a s m a  f r o m  1 4  v e r t e b r a t e  s p e c i e s .  

R e g u l a t i o n  t o  a t h e r o g e n e s i s  s u s c e p t i b i l i t y .  C o m p  B i o c h e m  

P h y s i o l  B  B i o c h e m  M o l  B i o l .  1 2 0 :  5 1 7 - 5 2 5 .  

6 7．  H o g a r t h ,  C A . ,  R o y,  A .  a n d  E b e r t ,  D L .  2 0 0 3 .  G e n o m i c  e v i d e n c e  
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f o r  t h e  a b s e n c e  o f  a  f u n c t i o n a l  c h o l e s t e r o l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  

g e n e  i n  m i c e  a n d  r a t s .  C o m p  B i o c h e m  P h y s i o l  B  B i o c h e m  M o l  

B i o l .  3 5 :  7 1 - 8 1 .  

6 8．  M a r o t t i ,  K R . ,  C a s t l e ,  C K . ,  B o y l e ,  T P. ,  L i n ,  A H . ,  M u r r y,  RW.  

a n d  M e l c h i o r ,  G W.  1 9 9 3 .  S e v e r e  a t h e r o s c l e r o s i s  i n  t r a n s g e n i c  

m i c e  e x p r e s s i n g  s i m i a n  c h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n .  

N a t u re .  3 6 4 :  7 3 - 7 5 .  

6 9．  Z u c k e r m a n ,  S H . ,  E v a n s ,  G d . ,  S c h e k m ,  J A . ,  E a c h o ,  P I .  A n d  S a n -  

d u s k y,  G .  1 9 9 9 .  E s t r o g e n - m e d i a t e d  i n c r e a s e s  i n  L D L  

c h o l e s t e r o l  a n d  f o a m  c e l l - c o n t a i n i n g  l e s i o n s  i n  h u m a n  a p o  B 1 0 0  

x  C E T P  t r a n s g e n i c  m i c e .  A r t e r i o s c l e r  T h r o m b  Va s c  B i o l .  1 9 :  

1 4 7 6 - 1 4 8 3 .  

7 0．  H a y e k ,  T. ,  L ,  M a s s u c i - M a g o u l a s . ,  J i a n g ,  X . ,  Wa l s h ,  A . ,  R u b i n ,  

E . ,  B r e s l o w,  J L .  a n d  Ta l l ,  A R .  1 9 9 5 .  D e c r e a s e d  e a r l y  

a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  h y p e r t r i g l y c e r i d e m i c  m i c e  e x p r e s s i n g  

c h o l e s t e r y  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  t r a n s g e n e .  J  C l i n  I n v e s t .  9 6 :  

2 0 7 1 - 2 0 7 4 .  

7 1．  D ö g e r ,  B . ,  C h a s e ,  M . ,  A m a r ,  M J . ,  Va i s m a n ,  B L . ,  S h a m b u r e k ,  

R D . ,  P a i g e n ,  B . ,  d r u c h a r t - N a j i b ,  J . ,  P a i z ,  J A . ,  K o c h ,  C A . ,  H o y t ,  

R d . ,  B r e w e r ,  H B  J r .  a n d  S a n t a m a r i n a - d o j o ,  S .  1 9 9 9 .  C h o l e s t e r y l  

e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  c o r r e c t s  d y s f u n c t i o n a l  h i g h  d e n s i t y  l i p o -  

p r o t e i n s  a n d  r e d u c e s  a o r t i c  a t h e r o s c l e r o s i s  i n  l e c i t h i n  c h o -  

l e s t e r o l  a c y l t r a n s f e r a s e  t r a n s g e n i c  m i c e .  J  B i o l  C h e m .  2 7 4 :  

3 6 9 1 2 - 3 6 9 2 0 .  

7 2．  G a r d n e r ,  C D . ,  d o r t m a n n ,  S P.  a n d  K r a u s s  R M .  1 9 9 6 .  A s s o c i a t i o n  
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o f  s m a l l  l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e s  w i t h  t h e  i n c i d e n c e  o f  

c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e  i n  m e n  a n d  w o m e n .  J A M A .  2 7 6 :  8 7 5 -

8 8 1 .  

7 3．  L a m a r c h e ,  B . ,  Tc h e r n o f ,  A . ,  M o o r j a n i ,  S . ,  C a n t i n ,  B . ,  D a g e -  

n a i s ,  G R . ,  L u p i e n ,  P J . ,  D e s p r é s ,  J P.  1 9 9 7 .  S m a l l ,  d e n s e  l o w -

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e s  a s  a  p r e d i c t o r  o f  t h e  r i s k  o f  

i s c h e m i c  h e a r t  d i s e a s e  i n  m e n .  P r o s p e c t i v e  r e s u l t s  f r o m  t h e  

Q u é b e c  C a r d i o v a s c u l a r  S t u d y.  C i rc u l a t i o n .  9 5 :  6 9 - 7 5 .  

7 4．  S c h a e f e r ,  E J . ,  M c N a m a r a ,  J R . ,  Ta y l e r ,  T. ,  D a l y ,  J A . ,  G l e a s o n ,  

J A . ,  S e m a n ,  L J . ,  d e r r a r i ,  A .  a n d  R u b e n s t e i n ,  J J .  2 0 0 2 .  E f f e c t s  

o f  a t o r v a s -  t a t i n  o n  f a s t i n g  a n d  p o s t p r a n d i a l  l i p o p r o t e i n  

s u b c l a s s e s  i n  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  p a t i e n t s  v e r s u s  c o n t r o l  

s u b j e c t s .  A m  J  C a r d i o l .  9 0 :  6 8 9 - 6 9 6 .  

7 5．  B r o u s s e a u ,  M E . ,  S c h a e f e r ,  E J . ,  Wo l f e ,  M L . ,  B l o e d o n ,  LT. ,  

D i g e n i o ,  A G . ,  C l a r k ,  RW. ,  M a n c u s o ,  J P.  a n d  R a d e r ,  D J .  2 0 0 4 .  

E f f e c t s  o f  a n  i n h i b i t o r  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  o n  

H D L  c h o l e s t e r o l .  N  E n g l  J  M e d .  3 5 0 :  1 5 0 5 - 1 5 1 5 .  

7 6．  I s h i g a m i ,  M . ,  Ya m a s h i t a ,  S . ,  S a k a i ,  N . ,  A r a i ,  T. ,  H i r a n o ,  K . ,  

H i r a o k a ,  H . ,  K a m e d a - Ta k e m u r a ,  K .  a n  M a t s u z a w a ,  Y.  1 9 9 4 .  

L a r g e  a n d  c h o l e s t e r y l e s t e r - r i c h  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  i n  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  d e f i c i e n c t  c a n  n o t  p r o t e c t  

m a c r o p h a g e s  f r o m  c h o l e s t e r o l  a c c u m u l a t i o n  i n d u c e d  b y  

a c e t y l a t e d  l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s .  J  B i o c h e m .  1 1 6 :  2 5 7 - 2 6 2 .  

7 7．  O r d o v a s ,  J M . ,  C u p p l e s ,  L A . ,  C o r e l l a ,  D . ,  O t v o s ,  J D . ,  O s g o o d ,  

D . ,  M a r t i n e z ,  A . ,  L a h o z ,  C . ,  C o l t e l l ,  O . ,  Wi l s o n ,  P W.  a n d  
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S c h a e f e r  E J :  2 0 0 0 .  A s s o c i a t i o n  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  

p r o t e i n - Ta q I B  p o l y m o r p h i s m  w i t h  v a r i a t i o n s  i n  l i p o p r o t e i n  

s u b c l a s s e s  a n d  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  r i s k :  t h e  d r a m i n g h a m  

s t u d y.  A r t e r i o s c l e r  T h ro m b  Va s c  B i o l .  2 0 :  1 3 2 3 - 9 1 3 2 .  

7 8．  B r o u s s e a u ,  M E . ,  O ’ C o n n o r ,  J J  J r . ,  O r d o v a s ,  J M . ,  C o l l i n s ,  D . ,  

O t v o s ,  J D . ,  M a s s o v,  T. ,  M c N a m a r a ,  J R . ,  R u b i n s ,  H B . ,  R o b i n s ,  

S J . ,  a n d  S c h a e f e r ,  E J .  2 0 0 2 .  C h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  

Ta q I  B 2 B 2  g e n o t y p e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  h i g h e r  H D L  c h o l e s t e r o l  

l e v e l s  a n d  l o w e r  r i s k  o f  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  e n d  p o i n t s  i n  

m e n  w i t h  H D L  d e f i c i e n c y :  Ve t e r a n s  A f f a i r s  H D L  C h o l e s t e r o l  

I n t e r v e n t i o n  T r i a l .  A r t e r i o s c l e r  T h r o m b  Va s c  B i o l .  2 2 :  1 1 4 8 -

1 1 5 4 .  

7 9．  Ya m a s h i t a ,  S . ,  H u i ,  D Y. ,  We t t e r a u ,  J R . ,  S p r e c h e r ,  D L . ,  H a r -  

m o n y,  J A K . ,  M a t s u z a w a ,  Y.  a n d  Ta r u i  S .  1 9 9 0 .  To t a l  d e f i c i e n c y  

o f  p l a s m a  c h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  i n  s u b j e c t s  h o m o -  

z y g o u s  a n d  h e t e r o z y g o u s  f o r  t h e  i n t r o n  1 4  s p l i c i n g  d e f e c t .  

B i o c h e m  B i o p h y s  R e s  C o m m u n .  1 7 0 :  1 3 4 6 - 1 3 5 1 .  

8 0．  H i r a n o ,  K . ,  Ya m a s h i t a ,  S . ,  K u g a ,  Y. ,  S a k a i ,  N . ,  N o z a k i ,  S . ,  

K i h a r a ,  S . ,  A r a i ,  T. ,  Ya n a g i ,  K . ,  Ta k a m i ,  S . ,  M e n j u ,  M ,  I s h i g a m i ,  

M . ,  Yo s h i d a ,  Y. ,  K a m e d a - Ta k e m u r a ,  K . ,  H a y a s h i ,  K .  a n d  

M a t s u z a w a ,  Y.  1 9 9 5 .  A t h e r o s c l e r o t i c  d i s e a s e  i n  m a r k e d  

h y p e r a l p h a l i p o -  p r o t e i n e m i a .  C o m b i n e d  r e d u c t i o n  o f  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  a n d  h e p a t i c  t r i g l y c e r i d e  

l i p a s e .  A r t e r i o s c l e r  T h ro m b  Va s c  B i o l .  1 5 :  1 8 4 9 - 5 6 1 8 .  

8 1．  H i r a n o ,  K . ,  Ya m a s h i t a ,  S . ,  S a k a i ,  N . ,  A r a i ,  T. ,  Yo s h i d a ,  Y. ,  
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N o z a k i ,  S . ,  K a m e d a - Ta k e m u r a ,  K .  a n d  M a t s u z a w a  Y.  1 9 9 5 .  

M o l e c u l a r  d e f e c t  a n d  a t h e r o g e n i c i t y  i n  c h o l e s t e r y l  e s t e r  

t r a n s f e r  p r o t e i n  d e f i c i e n c y.  A n n  N  Y  A c a d  S c i .  7 4 8 :  5 9 9 - 6 0 2 .  

8 2．  S c h w a r t z ,  G G . ,  O l s s o n ,  A G . ,  A b t ,  M . ,  B a l l a n t y n e ,  C M . ,  B a r t e r ,  

P J . ,  B r u m m ,  J . ,  C h a i t m a n ,  B R . ,  H o l m e ,  I M . ,  K a l l e n d ,  D . ,  L e i t e r ,  

L A . ,  L e i t e r s d o r f ,  E . ,  M c M u r r a y,  J J . ,  M u n d l ,  H . ,  N i c h o l l s ,  S J . ,  

S h a h ,  P K . ,  Ta r d i f ,  J C .  a n d  Wr i g h t ,  R S .  2 0 1 2 .  E f f e c t s  o f  

d a l c e t r a p i b  i n  p a t i e n t s  w i t h  a  r e c e n t  a c u t e  c o r o n a r y  s y n d r o m e .  

N  E n g l  J  M e d .  3 6 7 :  2 0 8 9 - 2 0 9 9 .  

8 3．  P e t e r s o n ,  J . ,  B e n g t s s o n - O l i v e c r o n a ,  G . ,  O l i v e c r o n a ,  T.  1 9 8 6 .  

M o u s e  p r e h e p a r i n  p l a s m a  c o n t a i n s  h i g h  l e v e l s  o f  h e p a t i c  l i p a s e  

w i t h  l o w  a f f i n i t y  f o r  h e p a r i n .  B i o c h i m  B i o p h y s  A c t a .  8 7 8 :  6 5 -

7 0 .  

8 4．  M e z d o u r ,  H .  a n d  J o n e s ,  R .  1 9 9 7 .  D e n g r e m o n t  C ,  C a s t r o  G ,  

M a e d a  N :  H e p a t i c  l i p a s e  d e f i c i e n c y  i n c r e a s e s  p l a s m a  

c h o l e s t e r o l  b u t  r e d u c e s  s u s c e p t i b i l i t y  t o  a t h e r o s c l e r o s i s  i n  

a p o l i p o p r o t e i n  E - d e f i c i e n t  m i c e .  J  B i o l  C h e m .  2 7 2 :  1 3 5 7 0 -

1 3 5 7 5 .  

8 5．  D i c h e k ,  H L . ,  Q i a n ,  K .  a n d  A g r a w a l ,  N .  2 0 0 4 .  D i v e r g e n t  e f f e c t s  

o f  t h e  c a t a l y t i c  a n d  b r i d g i n g  f u n c t i o n s  o f  h e p a t i c  l i p a s e  o n  a t h -  

e r o s c l e r o s i s .  A r t e r i o s c l e r  T h ro m b  Va s c  B i o l .  2 4 :  1 6 9 6 - 1 7 0 2 .  

8 6．  D a n ,  J . ,  Wa n g ,  J . ,  B e n s a d o u n ,  A . ,  L a u e r ,  S J .  a n d  D a n g ,  Q .  1 9 9 4 .  

O v e r e x -  p r e s s i o n  o f  h e p a t i c  l i p a s e  i n  t r a n s g e n i c  r a b b i t s  l e a d s  

t o  a  m a r k e d  r e d u c t i o n  o f  p l a s m a  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  a n d  

i n t e r m e d i a t e  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s .  P ro c  N a t l  A c a d  S c i  U S A .  9 1 :  
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8 7 2 4 - 8 7 2 8 .  

8 7．  Ta n i ,  S . ,  Ta k a h a s h i ,  A . ,  N a g a o ,  K . ,  a n d  H i r a y a m a .  2 0 1 5 .  A .  

C o n t r i b u t i o n  o f  a p o l i p o p r o t e i n  A - I  t o  t h e  r e d u c t i o n  i n  h i g h -

s e n s i t i v i t y  C - r e a c t i v e  p r o t e i n  l e v e l s  b y  d i f f e r e n t  s t a t i n s :   

c o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  p i t a v a s t a t i n  a n d  a t o r v a s t a t i n .  H e a r t  

Ve s s e l s .  3 0 ( 6 ) :  7 6 2 – 7 7 0 .  

8 8．  J o n e s ,  P. ,  K a f o n e k ,  S . ,  L a u r o r a ,  I .  a n d  H u n n i n g h a k e ,  D .  1 9 9 8 .  

C o m p a r a t i v e  d o s e  e f f i c a c y  s t u d y  o f  a t o r v a s t a t i n  v e r s u s  

s i m v a s t a t i n ,  p r a v a s t a t i n ,  l o v a s t a t i n ,  a n d  f l u v a s t a t i n  i n  p a t i e n t s  

w i t h  h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a  ( t h e  C U RV E S  s t u d y ) .  A m  J  C a r d i o l .  

8 1 ( 5 ) :  5 8 2 – 5 8 7 .  

8 9．  G e n t i l e ,  S . ,  T u r c o ,  S . ,  G u a r i n o ,  G . ,  S a s s o ,  C F. ,  A m o d i o ,  M . ,  

M a g l i a n o ,  P. ,  S a l v a t o r e ,  T. ,  C o r i g l i a n o ,  G . ,  A g r u s t a ,  M . ,  D e  

S i m o n e ,  G . ,  G a e t a ,  I . ,  O l i v i r o ,  B .  a n d  To r e l l a ,  R .  2 0 0 0 .   

C o m p a r a t i v e  e f f i c a c y  s t u d y  o f  a t o r v a s t a t i n  v s  s i m v a s t a t i n ,  

p r a v a s t a t i n ,  l o v a s t a t i n  a n d  p l a c e b o  i n  t y p e  2  d i a b e t i c  p a t i e n t s  

w i t h  h y p e r c h o l e s t e r o l a e m i a .  D i a b e t e s  O b e s  M e t a b .  2 ( 6 ) :  3 5 5 –

3 6 2 .  

9 0．  M a r t í n e z - G o n z á l e z ,  J . ,  A l f ó n ,  J . ,  B e r r o z p e ,  M .  a n d  B a d i m o n ,  L .  

2 0 0 1 .  H M G - C o A r e d u c t a s e  i n h i b i t o r s  r e d u c e  v a s c u l a r  m o n o c y t e  

c h e m o t a c t i c  p r o t e i n - 1  e x p r e s s i o n  i n  e a r l y  l e s i o n s  f r o m  

h y p e r c h o l e s t e r o l e m i c  s w i n e  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e i r  e f f e c t  o n  

p l a s m a  c h o l e s t e r o l  l e v e l s .  A t h e ro s c l e r o s i s .  1 5 9 ( 1 ) :  2 7 – 3 3 .  
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