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研究成果の概要（和文）：先行研究により，赤血球が脂質代謝に強く関わっていることが示唆されたが，その程
度やメカニズムは明らかになっていなかったため，そこで本研究では，2017年9月21日～2018年9月26日まで，オ
ーストラリア Baker Heart and Diabetes 研究所のDmitri Sviridovの研究室にて国際共同研究を行った．結
果，赤血球が血漿中に多量のコレステロールを能動的に放出していること，コレステロールの逆輸送に関わって
いること，脂質トランスポーターの関与が強く示唆されることなどを発見した．また，本研究を通じて，米国国
立衛生研究所のAlan T. Remaley氏とも共同研究を開始した．

研究成果の概要（英文）：Previous study suggested that red blood cells are deeply associated with 
lipid metabolism. However, the mechanism had not been fully understood. In this study, we started an
 international collaboration research in Baker Heart and Diabetes Institute in Australia from Sep. 
21st,2017 to Sep. 26th, 2018. As a result, we found that red blood cells release cholesterol 
dramatically and actively to plasma, play a role in reverse cholesterol transport system and some 
transporters on their membrane could be involved in this lipid metabolism. I also built the research
 network with Alan T. Remaley in NIH.

研究分野： 脂質代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，予想通り赤血球はこれまで報告されていた以上に生体内でのコレステロールを中心とした脂質代
謝に関わっていることが明らかになった．現在，脂質異常症の検査として，血清中のリポタンパクコレステロー
ル濃度の測定が主に行われており，赤血球を対象とした脂質検査は行われていない．本研究によって築き上げら
れた国際ネットワークを活かし，今回明らかになった赤血球によるコレステロール放出能やトランスポーターに
ついてさらに追及することで，新たな脂質異常症検査の開発に繋がると考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

（１）赤血球におけるコレステロール代謝に関して 

粥状動脈硬化発症には生体内でのコレステロール代謝が深く関与しており，そのリスク評価
の検査として，血清中の低比重リポタンパク（LDL）や高比重リポタンパク（HDL）中のコレ
ステロール濃度が測定されている．その一方で，全血液中には血清以外に赤血球もまた，血清
と同程度の量のコレステロールを運搬している．近年の研究で，トリチウム標識コレステロー
ルを含有した泡沫細胞をマウスに注射すると，正常マウスではトリチウム標識コレステロール
は HDLによって引き抜かれるのに対し，HDLの主要なアポリポタンパクであるアポリポタン
パク A-I をノックアウトしたマウスでは，トリチウム標識コレステロールは HDL よりもむし
ろ赤血球に含まれ，やがて便として排出されることが報告された（Hung et al., Arterioscler 

Thromb Vasc Biol, 2012）．さらには，血管内皮細胞の生存維持，増殖などに関わっている生理
活性脂質であるスフィンゴシン 1-リン酸（Sph-1-P）の血中濃度には赤血球からの放出が最も
重要であることがマウスの実験によって示唆され（Pappu et al., Science, 2007），また研究代
表者は，この血中 Sph-1-P 濃度の測定法を確立し，実際に健常者ヒト血中において，Sph-1-P

と赤血球数に正の相関性があること，HDL中のアポリポタンパク M が Sph-1-Pの代謝に重要
であることを見出した．このように，赤血球とリポタンパクとのクロストークが，生体内にお
ける脂質代謝に非常に重要な役割を果たしていることが示唆され，研究代表者は赤血球とコレ
ステロール代謝に着目し，研究を行っている． 

研究代表者は，生理食塩水で洗浄した赤血球と血漿１：１で混和し 37℃でインキュベーショ
ンを行うと，24時間後には血漿コレステロール濃度が約 20 mg/dL増加し，さらにインキュベ
ーション後の赤血球からコレステロールを抽出し含有量を分析するとインキュベーション前よ
り含有量が低下していることを見出した．赤血球の形態学的変化や，赤血球内容物の解析によ
り，このコレステロール濃度の増加は，単に赤血球の溶血や漏出によるものではなく，赤血球
からの放出によるものであることが示唆された．この増加したコレステロールはほとんどがエ
ステル型であったが，56℃，30分の不活化処理によって，HDL中に含まれる，遊離型コレス
テロールをエステル型コレステロールに変換させる酵素である Lecithin cholesterol acyl 

transferase（LCAT）を失活させた後，同様の操作を行うと，エステル型ではなく遊離型コレ
ステロールが増加していた．さらに，超遠心により血漿を各リポタンパク分画に分け，それぞ
れの分画と赤血球を反応させると，HDL 分画を添加した際には赤血球からのコレステロール
の放出が起こるが，それ以外の分画ではほとんど放出されず，LDL 分画と混和すると赤血球は
むしろ LDLからコレステロールを取り込むことを見出した．ところが，HDL 中のアポリポタ
ンパク A-I（apoA-I），A-II単体を赤血球に作用させても，コレステロールの放出は認められな
かった．以上より，赤血球は HDL を介して血漿中に多量の遊離型コレステロールを能動的に
放出していることを示唆していた． 

一方，HDL の抗粥状動脈硬化作用の中で最も重要とされる機能として，泡沫細胞からのコ
レステロールの引き抜きを初めとするコレステロール逆転送機構が知られている．基課題の研
究において，ヒト単球性白血病細胞（THP-1）とトリチウム標識したコレステロールを用いた
HDL による泡沫細胞からのコレステロールの引き抜きの実験において，赤血球もまた，泡沫
細胞からのコレステロールの引き抜きに関わっているという大変興味深い結果が示唆された． 

以上のように，赤血球はリポタンパクと双方向性にコレステロールの受け渡しを行っており，
粥状動脈硬化症の進展に関わっていることが予想されるが，そのメカニズムの詳細は明らかに
なっていない． 

 

２．研究の目的 

これまでの基課題の研究により，赤血球という小さな無核の細胞が血液中のコレステロール
代謝に非常に大きな影響を与えている可能性が示唆された．この現象をさらに裏付けるために
は，赤血球関連コレステロール代謝のメカニズムを分子レベルで解明する必要がある．したが
って，本研究ではコレステロールの輸送や代謝関連タンパクについて専門的に研究を実施して
いるオーストラリアにあるBaker Heart and Diabetes InstituteのSviridov氏と国際共同研究
を行い，基課題の研究で得られた糸口から，より詳細にその機序について紐解き，粥状動脈硬
化症進展のメカニズムの一端を明らかにすることを目的とした． 

３．研究の方法 

（１）赤血球によるコレステロール代謝への関与 

  ① 赤血球コレステロール放出の閾値および赤血球膜含有脂質の変化の確認 

赤血球によるコレステロール放出の閾値を確認するために，洗浄赤血球と血漿を混和し，イ

ンキュベーションする間，12 時間おきに新しい血漿に交換し，48 時間まで血漿中のコレステロ

ール濃度の変動を確認した．また，同様の実験を 12 時間おきに洗浄赤血球を交換し，72 時間

まで血漿中の総コレステロール，HDL コレステロール，LDL コレステロール濃度を確認した．

また，赤血球膜における様々な脂質の濃度変化を質量分析装置（LC-ESI-MS/MS）で定量した． 

② トリチウム標識コレステロールを用いた赤血球によるコレステロール放出・取り込みの

モニタリング 

5 × 106 cells/mL に調整した赤血球をトリチウム標識コレステロールでラベルした後，標識赤



血球に apoA-I（2.5 μg/mL，25 μg/mL）および HDL を添加し，インキュベーション後の上清の

放射活性を測定した．さらに，各種コレステロールキャリアーとして MβCD（0.1 mmol/L，1.0 

mmol/L），apoA-I（2.5 μg/mL，25 μg/mL）, HDL（2.5 μg/mL，25 μg/mL），plasma（0.05%，

0.5%）をそれぞれトリチウム標識コレステロールとともに赤血球に添加し，インキュベーショ

ン後の上清および赤血球内の放射活性を測定し，赤血球のコレステロール取り込み能力を調べ

た．健常者赤血球内の ATP-binding cassette transporter A1（ABCA1），ABCG1，LDL 受容体，SRB1

のmRNA量および赤血球膜上の ABCA1タンパクの発現量をウェスタンブロットによって確認

した．さらに，siRNA によって ABCA1 をノックダウンした赤血球，ABCA1 ノックアウトマウ

ス赤血球，各種 ABCトランスポーター阻害剤であるバナジン酸，ABCA1 阻害剤のプロブコー

ル，赤血球内 ATP 濃度を増加させる PIPA で処理した後，上記の方法で赤血球コレステロール

放出・取込み能を評価した． 

（２）赤血球によるコレステロール逆輸送への関与 

① 細胞培養及びコレステロール引き抜き能アッセイの準備 

THP-1 単球細胞を RPMI-1640 で培養し，phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）にて THP-1

マクロファージへと分化誘導した．刺激後 3 日目に，培地にアセチル化 LDL（Andersen らの方

法（Lipids, 2013）により LDL をアセチル化したもの）およびコレステロールの移動を追跡する

ための 3H 標識コレステロールを同時に添加し，泡沫細胞へと分化させた．上記の泡沫細胞へ

の分化の際，泡沫細胞のトランスポーター発現が赤血球によるコレステロール引き抜き能に及

ぼす影響を観察するため，コレステロール引き抜き能に関連する ABCA1 の発現を増加させる

T0901317（T0，1 μmol/L）の添加し，無添加と比較した． 

② コレステロール引き抜き能測定：一次エフラックス/二次エフラックス 

THP-1 を PMA で刺激して 5 日目にコレステロール引き抜き能測定を行った．泡沫細胞にコ

レステロールアクセプターとして apoA-I（10 μg/mL）または HDL（50 μg/mL），さらに濃度の

異なる赤血球（培地に対する濃厚赤血球液の体積が 0，1/64，1/32，と 1/16 になるもの）を添

加した．4 時間後，泡沫細胞，培地および赤血球をそれぞれ回収し，液体シンチレーションカ

ウンターで泡沫細胞や培地，赤血球中に占める放射活性の全分画に対する割合（％）を算出し

た．これを一次エフラックスにおけるコレステロール引き抜き能とした． 

さらに，培地中のコレステロールアクセプターと赤血球間のコレステロールの移動を観察す

るため，一次エフラックスにより 3H 標識コレステロールを含んだ培地あるいは赤血球を回収

した．3H 標識コレステロールを引き抜いたコレステロールアクセプター（apoA-Iまたは HDL）

を含んだ培地と未標識の赤血球と再インキュベーションし，培地中の放射活性の増減を評価し

た．これを二次エフラックスにおけるコレステロール引き抜き能とした．同様に，3H 標識コレ

ステロールを含まないコレステロールアクセプター（apoA-I または HDL）含有培地と 3H 標識

コレステロールを含む赤血球を用いて二次エフラックスの実験を行った．さらに上記の条件に

アルブミンのコレステロール引き抜きへの相乗効果を評価するため，ヒト血清由来アルブミン

（HSA，1.2 mg/mL）の添加の有無による影響を調べた． 

 

（３）赤血球コレステロール放出による HDL への影響，コレステロール放出能の評価 

① 赤血球から放出されたコレステロールのリポタンパク内での動態 

BODIPY (2,3-dipyrrometheneboron difluoride-24-nor- cholesterol)-コレステロール溶液を洗浄赤

血球に添加し，標識赤血球を作製した．標識赤血球を洗浄後，同一個体の血漿と１：１の割合

で混和，インキュベーションを行いコレステロールを放出させた．インキュベーション後の血

漿から超遠心にて全リポタンパクを分離，その後，高速液体クロマトグラフィー（サイズ除去

クロマトグラフィーカラム）を用いて各種リポタンパク分離しながら，各種リポタンパク中の

蛍光強度（励起波長 480 nm，蛍光波長 510 nm）をモニターした．この実験は以前，既に行い

赤血球から HDL と LDL への蛍光コレステロールの移動は見られていたが，定量性に乏しかっ

たが，赤血球との混和後の血漿の分離などの方法を改善し，再び試みた． 

 

② 赤血球から放出されたコレステロールによる HDL の変化 

洗浄赤血球と同一個体の血漿と１：１の割合で混和，インキュベーションを行った後，再分

離した血漿から超遠心を用いて HDLを分離した．分離した HDLのコレステロール濃度を測定，

また，非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびアガロースゲル電気泳動にて，HDL の粒

子サイズおよび表面荷電の変化を調べた．さらに，（２）①の方法で，コレステロール引き抜き

能の評価も行った． 

③ HDL 中の LCAT 阻害による赤血球コレステロール放出反応の違い 

HDL 中の LCAT を 0.5 mM DTNBにて阻害した後，赤血球と混和し（HDL, 3 mg protein/mL），

コレステロール放出反応の違いを総コレステロール濃度および遊離型コレステロール濃度を測

定することにより評価した． 



図２．赤血球によるコレステロー
ル転送．放出（A），取り込み（B） 

４．研究成果 

2017年 9月 21日～2018年 9月 26日までオース
トラリアにある Baker Heart and Diabetes 研究所の
Department of Lipoproteins and Atherosclerosis 研究
室に Visiting Academic として配属，Dmitri Sviridov

氏と共同研究を行った．背景で述べた赤血球関連
脂質代謝分子の検索を中心に実験を行い，その研
究成果を Journal of Lipid Research 誌に掲載した．
また，Sviridov 氏の紹介により，米国国立衛生研
究所（NIH）の Alan T. Remaley 氏も本研究に参画
した． 

 

（１）赤血球によるコレステロール代謝への関与 

  ① 赤血球コレステロール放出の閾値および
赤血球膜含有脂質の変化の確認 

赤血球とインキュベーションする間に血漿を交
換した場合，12，24，36 時間のいずれの時点にお
いても赤血球からのコレステロール放出量は交換
しない場合と比較して増加した（図 1A）．ただし，
どの時点で交換しても最大のコレステロール濃度
増加量は約 40 mg/dL で収束した（平均血漿コレス
テロール濃度，196.7 mg/dL）．また，赤血球を交
換した場合，インキュベーション 36 時間後までは
コレステロール放出は赤血球交換なしと比較して
促進され，血漿中コレステロール濃度は 40 mg/dL

まで増加した（図 1B）．以降はコレステロール濃

度は漸増にとどまった．また，HDL 中のコレステ
ロール濃度も同様に 36 時間まで増加したが，以降
はほとんど変化が認められなかった．LDL 中のコ
レステロール濃度は 36 時間まで減少し，その後，
72 時間までは増加が認められた．以上より，赤血
球からのコレステロール放出に関して，赤血球，
血漿ともに律速となり得ることが明らかになった． 

② トリチウム標識コレステロールを用いた赤血
球によるコレステロール放出・取り込みのモニタ
リング 

トリチウム標識コレステロールで赤血球を標識
した後，apoA-I および HDL を添加し，コレステ
ロールの放出量を確認した．結果，HDL は濃度依
存的に赤血球由来のコレステロールの増加が認め
られた．一方，apoA-I を赤血球に添加した場合，
コレステロールの放出は認められなかった（図
2A）．この赤血球から HDL へのコレステロール放
出は時間依存的であることも確認した． 

次に，４種のコレステロールキャリアー（MβCD，
apoA-I，HDL，plasma）をトリチウム標識とともにそれぞれ赤血球に添加し，赤血球によるコ
レステロールの取り込みを確認した（図 2B）．コレ
ステロールの取込み量はコレステロールキャリアー
によって大きく異なり，apoA-I（2.5 および 25 μ
g/mL）や低濃度の MβCD（0.1 mmol/L）ではほとん
どのコレステロールが取り込まれた．一方，高濃度
MβCD（1.0 mmol/L），HDL，血漿ではアッセイ後の
赤血球内の放射活性は低かった．これは，これらの
キャリアーは赤血球と双方向性にコレステロール転
送するためであると考えられる． 

上記のコレステロール放出，取り込み評価法を用
いて，各種 ABCトランスポーター阻害剤であるバナ
ジン酸，ABCA1 の阻害剤であるプロブコールを作用
させたところ，興味深いことに両者によって，コレ
ステロールの取り込みは抑制され，コレステロール
放出は促進された．また，PIPA で処理した赤血球は
未処理と比較して，コレステロールの放出，取り込

図１．血漿および赤血球交換によるコ
レステロール放出の変化．A．血漿交
換，B．赤血球交換 

A 

B 

A 

B 



みが共に促進された．一方，ABCA1 ノックアウトマウスを用いて，同様にコレステロール放
出および取り込みを評価したところ，ワイルドタイプとの違いは認められなかった．また，ヒ
ト赤血球内には豊富な ABCA1 の mRNA が存在した．さらに，既報において，赤血球内の様々
な mRNA やプロテオミクスの解析により，赤血球内タンパク合成の可能性を述べている論文も
あることから，赤血球内 ABCA1 の発現に関して siRNA による抑制を試みた．ウェスタンブロ
ットにおいて，ABCA1 のタンパク量のわずかな低下は認められたものの，この赤血球を用い
てコレステロール放出・取り込みを確認したところ，Scramble との差は認められなかった． 
 

（２）赤血球によるコレステロール逆輸送への
関与 

トリチウム標識コレステロールを含有した泡

沫細胞と apoA-I や HDL を用いたコレステロー

ル引き抜きモデルに，さらに赤血球を添加し，

そのコレステロールのフローを解析した（図 3）．

apoA-I や HDL が引き抜いたトリチウム標識コ

レステロールが赤血球の数依存的に赤血球に移

動することが明らかになった．泡沫細胞の

ABCA1 の発現を促進させ，同様の実験を行う

と，赤血球内へのトリチウム標識コレステロー

ルの量は増加した．また，一度 apoA-I や HDL

を用いて泡沫細胞からトリチウム標識コレステ

ロールの引き抜きを行い，その後，未標識の赤

血球と混和し反応させたところ，両者から赤血球へのトリチウム標識コレステロールの移動が

認められた．さらに，この apoA-I や HDL から赤血球へのコレステロールの移動は，アルブミ

ンの存在下で促進された．この赤血球の添加により，泡沫細胞からのコレステロールの引き抜

き量は約 50%増加することも明らかになった．以上より，赤血球によるコレステロール逆輸送

への大きな関与が示唆された． 

 

（３）赤血球コレステロール放出による HDL への影響，コレステロール放出能の評価 

① 赤血球から放出されたコレステロールのリポタンパク内での動態 

赤血球を蛍光標識コレステロールで標識し，各種リポタンパクへの移動を観察した．HDL 分

画の蛍光強度の増加の程度は，4 時間，24 時間のそれぞれのインキュベーション時間において，

4.4±1.2，10.8±3.4 （×106 AU）であった．また，LDL 分画ではそれぞれ，2.5±0.8，7.7±3.2

（×106 AU）であり，HDL へより蛍光標識コレステロールの移動が認められた．一方，VLDL

分画へは 24 時間後においても 0.2±0.3 （×106 AU）の増加にとどまった． 

② 赤血球から放出されたコレステロールによる HDL の変化，LCAT 阻害によるコレステロ

ール放出反応の違い 

赤血球によるコレステロール放出によって HDL の粒子サイズや表面荷電に大きな変化は認

められなかった．また，HDL のコレステロール引き抜き能にも大きな変化は認められなかった． 

また，DTMB を用いて LCAT を阻害し，コレステロールのエステル化を抑制した HDL を用
いた場合，DTNB を用いない場合と比較して，赤血球のコレステロール放出効率は低下した． 

以上，（１）～（３）の研究成果によって，赤血球は生体内における脂質代謝に大きく関与し

ており，また，単なるコレステロールプールとしてではなく，むしろ能動的に代謝に関わって

いると考えられた．しかしながら，ABCA1 トランスポーターや他の阻害剤によって脂質トラ

ンスポーターの関与が強く疑われたが，矛盾した結果もあり，今後のさらなる解析が必要であ

った． 

 

（４）その他の Baker Heart and Diabetes 研究所との共同研究 

①ABCA1 は HIV-1 タンパクによりのダウンレギュレーションされる 

赤血球に多く発現されていることが明らかになった ABCA1 が HIV-1 タンパクの一つである

Nef を含有するエキソソームによってダウンレギュレーションされることを今回の共同研究に

より明らかにした．Nef を含むエキソソームをマクロファージに取り込ませると，ABCA1 の発

現の減少が引き起こり，同時に，細胞表面の脂質ラフトの変化に伴う炎症シグナルの再配置，

炎症性サイトカインの分泌を引き起こすことが明かになった． 

②apoA-I 結合タンパクによってコレステロール引き抜きに依存した脂質ラフトの修飾 

apoA-I に結合するタンパクである AIBP が脂質ラフトの修飾を起こす機序として，ホスファ

チジルイノシトール 3-リン酸を介した細胞骨格の再編成が関与していることを報告した． 

図３．赤血球によるコレステロール逆輸送
の促進 
（Biological Chemistry, 2019, 一部改変） 
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