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研究成果の概要（和文）：コレステロールの消化管吸収は体内のコレステロールレベルを制御する上で重要なプ
ロセスである。しかしその吸収メカニズムには未解明な点が多い。本研究ではマウス亜系間でコレステロール吸
収効率が違うことに着目し、この違いを説明する新規のコレステロール吸収制御分子を見出すことを目的に企画
された。本研究で行われたプロテオミクス解析により複数の制御分子候補が見出され、今後の研究の発展が期待
される。

研究成果の概要（英文）：Intestinal cholesterol absorption is an important process to regulate 
cholesterol levels in the body. However, molecular mechanisms of cholesterol absorption have not 
been fully uncovered yet.  The aim of this study is to reveal novel regulators of intestinal 
cholesterol absorption by elucidating mouse substrain difference in efficiency of cholesterol 
absorption. Since various candidate molecules that might be accounted for the strain difference in 
cholesterol absorption was found by several proteomics approaches, novel key regulators of 
intestinal cholesterol absorption would be revealed in the near future. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 生体内におけるコレステロールレベルは肝

臓での生合成、胆汁酸などへの異化、胆汁中

への排泄、そして食餌からの消化管吸収のバ

ランスによって制御されている。上記 4 要素

のうち、研究代表者らはこれまでにコレステ

ロールの胆汁排泄 1, 2ならびに消化管吸収 3, 4

に焦点をあて、その分子機構に関して研究を

進めてきた。 

 Niemann-Pick C1-Like 1（NPC1L1）はそのノ

ックアウトマウスを用いた検討 5 や研究代表

者らの in vitro 機能解析４により、小腸上皮細

胞の間腔側膜において食餌中からのコレステ

ロール吸収を担うことが明らかとなっており、

消化管コレステロール吸収阻害薬として臨床

で広く使用されているエゼチミブの標的蛋白

質としても知られている。しかしながら、そ

の発現量や機能活性を制御する生理的メカ

ニズム（因子）に関しては未解明な点が多い。

また、小腸上皮細胞に取り込まれたコレステ

ロールの大部分はキロミクロンとしてリン

パ管に排出され体内に吸収されるが、この過

程を制御する因子に関しては全く明らかと

なっていない。 

 このような状況の中、研究代表者らは偶然

にも C57BL/6マウスの亜系間（J亜系と N亜

系）でコレステロールの消化管吸収効率が大

きく異なることを見出した。同一環境・餌で

飼育しているにも関わらずコレステロール

吸収量に大きな違いが見出されたことから、

何らかの遺伝的要因が原因と考えられた。ま

た、NPC1L1 をコードする遺伝子領域には塩

基配列の違いが認められなかったことから、

他の蛋白質の関与が示唆された。そこで本申

請研究は、この C57BL/6マウス亜系間で見出

された表現型の違いを手掛かりに、消化管コ

レステロール吸収を制御する新たな因子を

発見すべく企画された。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、C57BL/6Jマウスと C57BL/6Nマ

ウスのコレステロール吸収効率の違いを説

明しうる因子を明らかにすることで、新たな

コレステロール吸収制御因子を見出すこと

を目的にしている。両マウスのゲノム情報比

較やプロテオミクス解析の結果をもとに原

因因子を探索し、候補に挙がった因子に関し

ては種々の in vitro実験や（遺伝子改変）マウ

スを用いた消化管吸収実験を行うことでコ

レステロール吸収における役割を明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

(1) 消化管における NPC1L1の発現量比較 

 消化管におけるNPC1L1の発現量について

C57BL/6JマウスとC57BL/6Nマウスで比較し

た。mRNA 発現量については定量的 PCR に

より解析し、タンパク質発現量については、

Western blottingにより解析した。 

 

(2) 候補分子の探索 

① 小腸上皮細胞を用いたプロテオーム解析

による候補分子の探索 

 各マウスの小腸上皮細胞から調製した細

胞可溶化液を 2次元電気泳動にかけ、SYPRO 

Ruby染色により蛋白質スポットを比較した。

マウス亜系間で発現量の大きく異なるスポ

ットに関しては、ゲルから蛋白質を抽出し、

高分解能かつ精密質量分析が可能な Orbitrap

質量分析装置とナノフロー液体クロマトグ

ラフを組み合わせたプロテオーム解析系（研

究室に設置すみ）により蛋白質を同定した。 

また、NPC1L1 と相互作用する因子に焦点

を絞った検討も行った。NPC1L1 抗体を用い

た免疫沈降実験を行ったのち、共沈蛋白質を

上記同様の方法で解析し、NPC1L1 と相互作

用する因子を網羅的に探索した。 

 

② ゲノム配列の比較による候補分子の探索 

 C57BL/6JマウスとC57BL/6Nマウスに関し

ては、全長ゲノム配列を比較した論文 6が報

告されている。この論文上で明らかとなって

いるミスセンス変異や挿入(欠失)を伴う遺伝

子変異は全部で 36 種類あり、また、染色体

の構造異常により影響を受ける遺伝子コー

ド領域は 2 つ存在していた。これら計 38 遺

伝子の中には、様々な輸送担体の膜局在を制

御する PDZK-1蛋白質や中性脂質量を制御す

ることが知られている JMJD1Cといった脂質

関連蛋白質も含まれており大変興味深い。こ



れら計 38 遺伝子に関しては、消化管におけ

る発現の有無を検討し、解析候補分子の絞り

込みを行った。 

 

(3) 候補分子の機能解析 

上記 IIの検討で解析候補に挙がった分子につ

いては、発現プラスミドまたは、発現（また

はノックダウン）アデノウィルスを構築し、

NPC1L1 の発現量や局在・機能活性に及ぼす

影響を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) NPC1L1に対する検討 

 まず、C57BL/6Jマウスと C57BL/6Nマウス

で、NPC1L1 の消化管発現量を検討した。そ

の結果、mRNA発現量・タンパク質発現量と

もにマウス亜系間で違いを見出すことはで

きなかった。これらの結果から、C57BL/6J

マウスと C57BL/6Nマウスで認められる消化

管コレステロール吸収量の違いは、NPC1L1

の発現量の違いによって引き起こされてい

るわけではないことが示唆された。 

 

(2) NPC1L1以外の候補分子の探索 

 次に、消化管に発現する蛋白質のうち、

C57BL/6Jマウスと C57BL/6Nマウスで、発現

量の異なる分子を網羅的に探索した。まず、

Orbitrap 型質量分析装置とナノフロー液体ク

ロマトグラフを組み合わせた nanoLC-MS/MS

システムを用いて、生体（臓器）試料や培養

細胞試料のプロテオーム解析を可能とする

実験系の構築を行った。 

 次に構築したプロテオーム解析系を用い

て候補分子の探索を行った。各マウスの小腸

から調製した組織可溶化液を用いて、２次元

電気泳動を行い、泳動後のゲルを SYPRO 

Rubyで染色したところ、各マウス間で発現量

の異なる染色スポットを複数見出すことに

成功した。これら染色スポットを切り出し、

タンパク質を抽出したのち、nanoLC-MS/MS

システムを用いたショットガンプロテオミ

クスを行った結果、各マウス間で発現量の異

なる候補分子を複数見出すことに成功した。 

 並行して、NPC1L1 と相互作用する分子の

網羅的探索も行った。NPC1L1 抗体を用いた

免疫沈降実験を行い、沈降サンプルをショッ

トガンプロテオミクスで解析した。その結果、

沈降サンプルから NPC1L1が検出され、構築

した実験系が機能することが確かめられた。

また、NPC1L1 と共沈する蛋白質を複数見出

すことにも成功した。 

 加えて、報告されているゲノム情報の比較

から、C57BL/6Jマウスと C57BL/6Nマウス間

で遺伝子変異（ミスセンス変異や挿入（欠失）

を伴う遺伝子変異）が認められる 38 遺伝子

のうち、22 遺伝子は消化管での発現が確認

（報告）されており、これら分子も、コレス

テロール吸収の新たな制御分子の候補に挙

がった。 

 

(3) 候補分子の機能解析 

 IIの検討結果で候補に挙がった各分子につ

いては順次、発現プラスミドを構築した。構

築したプラスミドを、培養細胞に遺伝子導入

し、目的の分子量にバンドが検出されること

が確かめられた。現在、各候補分子がコレス

テロール輸送活性を有しているのかどうか、

また、NPC1L1 の発現量や局在、機能活性に

影響を及ぼすのか否かについて、検討を進め

ている。 
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