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研究成果の概要（和文）：Niemann-Pick C1 Like1 (NPC1L1) は小腸上皮細胞と肝細胞において、コレステロー
ルの吸収を担う。HEK細胞での発現系において、ORP10はNPC1L1依存性のコレステロールの取り込みを増加させ、
この効果は高LDL血症の危険因子となるORP10/D254アイソフォームでN254よりも顕著だった。ORP10はNPC1L1と蛋
白質複合体を形成した。さらにFRETにより、ORP10/ D254はN254よりも“曲がりにくい”ことがわかった。この
事は、NPC1L1の挙動に対する効果の違いが、D254が高LDL血症の危険因子となる理由である可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：In HEK cells stably expressing Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1)-YFP, 
overexpression of oxysterol-binding protein (OSBP)-related protein 10 (ORP10) increased the protein 
level of NPC1L1-YFP and enhanced cellular cholesterol uptake. The latter effect was more prominent 
with the ORP10 D254 isoform, which has been shown to predispose to hyper-LDL cholesterolemia, than 
with the N254 isoform. In reciprocal experiments, Co-immunoprecipitation (IP) assays showed that 
ORP10 interacted with both NPC1L1 and Numb via its N-terminal pleckstrin homology domain and 
C-terminal OSBP-related ligand-binding domain, respectively。Fluorescence resonance energy transfer 
(FRET) analyses revealed a clear difference in the intramolecular FRET efficacy between the two 
isoforms. These findings suggested that ORP10 regulates NPC1L1 internalization and that differential
 impact on NPC1L1-dependent cholesterol transport may underlie association of the D254 isoform with 
hyper-LDL cholesterolemia.

研究分野：生化学
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１． 研究開始当初の背景 

コレステロールの腸肝循環において、小腸上

皮細胞・肝細胞は、各々消化管・胆管内の胆

汁酸ミセルに含まれるコレステロールを取

り込み、小胞体に輸送する。いずれの細胞に

おいても、この輸送を担うのがコレステロー

ル・トランスポーター Niemann-Pick C1 

Like1 (NPC1L1)である。近年、このトランス

ポーターが高脂血症治療薬 ezetimibeの標

的であることが判明して以来、NPC1L1依存性

コレステロール輸送は脂質輸送研究のホッ

トトピックとなっている。  

NPC1L1は複数の膜貫通部位を持つ膜蛋

白質であり、それによる細胞内脂質輸送経路

の特徴として、NPC1L1自身がコレステロール

に富む小胞に乗って細胞内を移動すること

が知られている。即ち、低コレステロール時

には、NPC1L1は細胞表面に局在する。細胞に

コレステロールが負荷されると、NPC1L1はコ

レステロールとともに輸送小胞を形成して

細胞内に移動する。このような局在変化は

NPC1L1がコレステロール濃度依存性にクラ

スリン被覆小胞のアダプター蛋白質Numbと

結合・解離することによるが、コレステロー

ル濃度を感受するしくみなど未解明な点が

多く残されている。 

ORPファミリーは、酸化ステロール結合

蛋白質OSBP (oxysterol-binding protein)

と、そのホモログ（OSBP-related protein : 

ORP1-11）計12種類の蛋白質からなり、ORP5, 

8を除いてすべて細胞質の可溶性蛋白質であ

る。共通する構造上の特徴として2つの脂質

結合部位PHDとORDを持ち、その各々が細胞

内の特定の場所で、特定の脂質のセンサーま

たはキャリアーとして働くことが明らかに

なりつつある（図1）。 

われわれは、NPC1L1によるコレステロー

ル輸送にORPが関与するのではないかと考え、

まず、NPC1L1（YFP標識）を恒常的に発現す

るHEK細胞に各々のORP（Xpress標識）を発 

現させ、NPC1L1の細胞内局在に対する効果を

検討した。NPC1L1-YFPは、コレステロール濃

度が低いときには細胞膜に、高いときにはエ

ンドゾーム系に局在するが、ORP10の発現に

より、NPC1L1-YFPのエンドゾーム系でのシグ

ナルが増強した。逆にsiRNAによりORP10の

発現を抑制すると、コレステロール負荷によ

るエンドゾーム系への移動が阻害された。さ

らに、HEK細胞の一過性発現系で免疫沈降実

験を行ったところ、ORP10-Xpressは

NPC1L1-YFPと共免沈され、その結合は特に低

コレステロール条件下で顕著だった。一連の

結果は、ORP10がNPC1L1依存性コレステロー

ル輸送に関与することを示唆しており、具体

的な機序としてORP10がコレステロールセン

サーとしてNPC1L1とNumbの結合・解離を制

御するという仮説を設定した。 

上記のようなわれわれの実験結果とは

別に、ORP10に関して注目すべき結果として、

この遺伝子の複数のSNP (single-nucleotide 

polymorphism) が血清脂質異常症、動脈硬化

性疾患と相関することがゲノムワイドスク

リーニングにより判明している。特に、大阪

大学のグループからの報告 (Koriyama et 

al., Hypertens. Res., 33, 511, 2010） に

よれば、日本人高LDL血症患者のゲノムにお

いて、254番目がアスパラギン酸である

ORP10/D254 をコードするアリールは、アス

パラギンであるN254をコードするアリール

よりも頻度が高い。 

 

 

 

図1．ORP蛋白質の一般的な1次構造： ２

つの脂質結合部位PHD (pleckstrin 

homology domain) とORD (OSBP-related 

domain) を持つ、細胞質の可溶性蛋白質

である。 

 



２．研究の目的 

本研究では、NPC1L1依存性コレステロール輸

送におけるORP10の役割を解明することを目

的とする。そのために、まず、内因性のNPC1L1

とORP10の間でコレステロール濃度依存性の

相互作用が生じることを確かめる。これが確

認され次第、ORP10がコレステロールセンサ

ーとしてNPC1L1とNumbの結合・解離を制御

するという仮説を検証する。さらに、

ORP10/D254とN254との機能的な違いを検討

する。 

 

３． 研究の方法 

主にHEK細胞での発現系を用いて、NPC1L1と

ORP10との相互作用を解析し、ORP10/ D254

アイソフォームとN254アイソフォームの機

能を比較する。 

 

４．研究成果 

(1)ORP10はNPC1L1とNumbをリンクする。 

HepG2細胞を用いて、内因性のNPC1L1

とORP10の間でコレステロール濃度依存性の

相互作用が生じることを確認した。 

HEK細胞での発現系では、ORP10はその

PHDを介してNPC1L1と蛋白質複合体を形成し、

この形成はORP10のORDにコレステロールが

結合することで抑制された。この蛋白質複合

体には、NPC1L1とclathrinの間のアダプタ

ー蛋白質であるNumbも含まれていた。ORP10

はそのORDを介してNumbと結合し、siRNAに

よりORP10の発現を抑制すると、NPC1L1と

Numbとの結合が抑制された。 

これらの結果は、ORP10がNPC1L1とNumb

をつなぐリンカーとして働き、コレステロー

ル濃度依存性の挙動をコントロールするこ

とを示している（図2）。 

 

(2)ORP10はNPC1L1によるコレステロールの

取り込みを増強し、この効果はD254アイソ

フォームのほうがN254アイソフォームより

も顕著である。 

NPC1L1-YFP細胞にORP10を発現させる

と、NPC1L1依存性のコレステロールの取り込

み量が増加し、その増加はD254アイソフォ

ームのほうがN254アイソフォームよりも顕

著だった。D254アイソフォームは、コレステ

ロール負荷によるNPC1L1-YFPの細胞内移行

を遅延させた。NPC1L1、Numb との結合活性

にはD254 とN254アイソフォームの間に明ら

かな違いは見いだせなかったが、FRET 

(fluorescence resonance energy transfer）

により、ORP10/D254アイソフォームはN254

アイソフォームよりも“曲がりにくい”こ

とがわかった。 

これらの結果は、NPC1L1の挙動に対する

効果の違いが、D254アイソフォームが高LDL

血症の危険因子となる理由である可能性を

示唆する。 

 

 

図2 ORP10によるNPC1L1局在制御 

コレステロール濃度が低いとき、ORP10は

NPC1L1とNumbをリンクする。コレステロール

濃度が上がると、ORP10のコンフォーメーショ

ンが変化し、NPC1L1はNumbからかい離し輸送

小胞に入る。ORP10/D254ではこのコンフォー

メーションの変化がN254に比較して生じにく

いため、コレステロールが負荷されたときの

NPC1L1の細胞内移行が遅延し、その結果とし

て取り込みが増加すると予想される。 
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