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研究成果の概要： 

 肝細胞では脂質滴(Lipid droplet: LD)由来の脂質と Apolipoprotein B (ApoB)とが小胞体で結合

して超低比重リポプロテイン(VLDL)が合成される. 本研究は (1)脂肪滴と小胞体の一部

(ApoB が貯留する)が融合した構造(ApoB-crescent)がプロテアソーム阻害剤処理時に増加する

事, (2)脂質滴画分には多くのプロテアソーム分解系関連因子が存在する事を肝癌由来培養細

胞を用いて明らかにし, 脂質滴周辺での ApoB 代謝機構の存在を示唆した. 
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１．研究開始当初の背景 

動物細胞の多くは燐脂質一重膜と中性脂質

のコアから成る脂質滴 (Lipid droplet: LD)を

保持している. その表層には多様な蛋白質の

存在が明らかになりつつあり, 脂質滴に蓄え

られた脂質は，膜形成，β酸化によるエネル

ギー産生，肝細胞での超低比重リポ蛋白質

（VLDL）形成などへの動員が示唆される. 一

方, 肥満における白色脂肪細胞や脂肪肝, 粥

状硬化に見られる泡沫細胞などでは過剰な

脂質滴形成が病態の中心となり, 脂質滴形成

機序及び ApoB-VLDL の細胞内代謝機序の解

明は重要である.  

 肝細胞では脂質滴は小胞体(ER)での VLDL

形成に動員される脂質の供給源であり，また

脂質滴自身の形成も ER 近傍で起こると考え

られている．さらに caveolinの変異体やRab18

は ER 由来の膜と脂質滴が密着した構造

(LAM)の形成を誘導する．研究代表者らは肝

細胞の脂質滴外周に沿って見られる ApoB の

特異な集積構造（ApoB-crescent）を見出した
[Ohsaki. et. al., Mol. Biol. Cell. (2006). 17:2674]. 
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同構造は，ApoB のような脂質親和性の強い

蛋白質がプロテアソーム，オートファジーの

分解系で安全に処理されるために重要な役

割を担うと考えられる．予備的観察により，

ApoB-crescent が ER の一部または ER に由来

する構造であることが明らかになってきた．

このような実験事実から，我々は脂質滴とER

の連関の解析が ApoB-crescent を含む脂質滴

の機能を明らかにするために必須であり，脂

質滴形成を制御する機構の解明にも直結す

ると考えるに至った． 

 
２．研究の目的 
(1) 脂質滴と ER の構造的連関を明らかにする. 

 ApoB-crescent は当初, 脂質滴表層の細胞質

側に ApoB が小型脂質粒子と共に結合した構

造として想定された. しかし ApoB は単独で

脂質滴を覆う例の他に, ER シャペロン (ER

側マーカー) と一致, ないしは ADRP/TIP47 

(細胞質側マーカー)と相補的に同一脂質滴上

で共存する等バリエーションが高く, 尐なく

とも一部の ApoB-crescent は ER 膜/内腔ある

いは LAM 領域に集積した ApoB に相当する

可能性がでてきた. 脂質滴の生成過程, 次の

(2)に挙げる機能を解明する上で基盤となる

情報を得るため, 生化学的, 形態学的手法に

より以下の二点を目的とする.  

①ApoB-脂質滴-ER 間のトポロジーを決定

する. 

②ApoB-crescent を形成する脂質滴の蛋白質

組成を決定し, 脂質滴-ER の接合・解離を司

る分子を同定する. 

(2) 脂質滴-ER 複合体と ApoB のプロテアソーム

分解系との機能的連関を明らかにする. 

 脂質滴周囲には活性のあるプロテアソー

ムが存在し, 脂質滴分画の ApoB はプロテア

ソーム阻害剤に応じてユビキチン化される. 

細胞内の過剰な ApoB の大半がプロテアソー

ムによる分解を受ける際には , ApoB は

Translocon と長時間結合したまま ER 膜上か

ら直接プロテアソームへ運ばれるとされる

が [Fisher. et. al., J. Biol. Chem. (2002). 

277:17377], その詳細は不明である. 

一方 ER における一般的な蛋白質品質管理

機構(ERAD)についても, 翻訳後の遊離性蛋

白質が ER 内腔から細胞質に逆輸送される仕

組み(retro-translocation)はコレラトキシンサ

ブユニット A などの一部例を除き未解明で

ある [Forster. et. al., J. Cell Biol., (2006). 

173:853].  

ER には機能的, 構造的に異なるサブドメ

インの存在が示されているが[Sprocati. et. al., 

J. Cell Sci.(2006). 119:3249], 脂質滴-ER 複合

体の間に形成される LAM 領域の特殊な蛋白

質, 脂質構成はこの場所が蛋白質分解に特化

した ER サブドメインである可能性を示唆す

る. 項目(1)で得られた情報を基に, 以下を目

的とする. 

細胞内脂質動態や脂質滴蛋白質, ER シャペ

ロン群, 脂質滴-ER 接合調節分子の発現・機

能を操作し， 脂質滴-ER 複合体が ApoB の

レトロトランスロケーション並びにプロテ

アソーム分解系に必須であることを立証す

る. 
 
３．研究の方法 
(1) セミインタクト細胞構築法[Kano. et. al., J. 

Cell Biol. (2000). 149:357]を応用し, コレステ

ロールに対する特異性が異なる４つの薬剤 

[特異性の高いものから順に Streptolysin O 

(SLO), filipin, digitonin, Triton X-100] を用い

て細胞膜の穿孔（透過性処理）を生細胞ない

しは化学固定後細胞に対して行い，下記の実

験を行う．なお SLO は低温下で細胞に結合さ

せ，非結合のものを洗浄除去した後に加温す

ることにより，形質膜だけを選択的に穿孔し，

細胞内膜系を無傷に維持することができる．  

① ApoB, ER シャペロン（PDI, BiP, ERp72, 

calreticulin ） , ER 膜 蛋 白 質 （ calnexin, 

translocon 構成分子），細胞質蛋白質（actin, 

tubulin, Hsp70；陽性コントロール）などに

対する抗体を用いて，異なる透過性処理で

の標識の可否を免疫組織化学的に検索し，

ApoB-crescent とそれぞれの分子のトポロジ

カルな関係を明らかにする． 

② 異なる透過性処理ののち，細胞をトリプ

シンで処理し，ApoB, ER シャペロン，ER

膜蛋白質，細胞質蛋白質の分解の有無をウ

ェスタンブロッティングで解析する． 

③ SLO で形質膜だけを穿孔して第一の抗体

で標識したのち, 異なる透過性処理を行っ

て第二の抗体で標識する．この方法により

細胞質に露出した分子と何らかの膜で被わ

れた分子の分別，異なるコンパートメント

に分かれて存在する分子の定量的分布検索

を行う． 

④ 蔗糖密度勾配遠心で脂質滴分画を精製し，

異なる透過性処理ののち（または無処理で），

トリプシン消化を行う．免疫沈降及びウェ

スタンブロッティングにより諸分子の

ApoB との結合の有無と脂質滴表面への露

出度，分子を被っている膜の性質を明らか

にする． 

(2) ApoB-crescent 形成量の異なる細胞を用い



 

 

て，脂質滴と ER の構造的連関について超微

形態学的に解析する． 

①上記(1)-①の結果をもとに選択的透過性処

理を行い，ApoB, ER シャペロンなどの超微

局在をNanogold銀増感法による免疫電顕で

詳細に解析する． 

② 液体ヘリウムを用いたメタルコンタクト

法で細胞を急速凍結し，凍結置換法による

純形態観察，SDS 処理凍結レプリカ標識法

による ApoB, ADRP, ER 膜蛋白質の免疫電

顕標識などを行う．ApoB-crescent を含む精

製脂質滴の急速凍結試料についても同様に

検索する． 

 

(3) ApoB-crescent を被う膜についての解析を

以下のように行う． 

① 細胞を filipin で処理し，蛍光顕微鏡および

電子顕微鏡で ApoB-crescent を被う膜のコ

レステロール量の多寡を定性的に解析する． 

② VLDL合成の際にApoB-VLDL会合に重要

な MTP を阻害すると ApoB-crescent は消失

する．MTP 阻害細胞, 並びに ApoB-crescent

増加細胞（プロテアソーム阻害）双方から

ApoB- crescent が濃縮する分画を集め，

LC/MS での蛋白質成分同定・differential 

proteomics を試みる.  

 

(4) ApoB-crescent を増加させる下記①〜④の

処理を行い， (1)(2)(3)の方法により各条件で

の ApoB- crescent・ER 膜の性質を半定量的に

比較，検索する． 

① プロテアソーム阻害剤（ALLN, MG132） 

② マ ク ロ オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 剤

（3-methyladenine, LY290042, wortmannin） 

③ ER-ゴルジ間小胞輸送阻害（brefeldin A） 

④ コレステロール欠乏（lipoprotein 除去血清 

+ statin） 

 

(5) (3)-③で同定された ApoB-crescent の成分

ついて，脂質滴-ER 接合調節分子を検索する． 

 

(6) 脂質滴蛋白質（ ADRP, TIP47, Rab18, 

caveolin）, ER シャペロン, 脂質滴-ER 接合調

節分子の発現抑制（RNAi），発現増強（トラ

ンスフェクション）を行い，ApoB-crescent

の形成，ApoB の蛋白質寿命, ApoB 分泌量, 脂

質滴分画中のプロテアソーム活性に対する

影響を検索する． 

 

(7) コレステロール欠乏食 +statin 投与, 高脂
肪食, コリン欠乏食(脂肪肝モデル)マウス肝
組織における ApoB-crescent の増減と上記関
連分子の共存の有無を確認する. 

 

４．研究成果 
(1) ApoB-crescent 構造の詳細を明らかにした. 

(研究成果；雑誌論文 (5)として発表) 

① 肝癌由来細胞株 Huh7 をプロテアソー

ム阻害剤あるいは DHA を処理し, ApoB 及

び種々の ER 蛋白質 (膜貫通分子, ER 内腔

シャペロン群, 分泌蛋白質)に対する抗体を

用いた多重蛍光免疫染色により, ApoB は

LD に密着した ER 領域に共存していた.  

② 化学固定および瞬間凍結した Huh7 細胞

の電顕観察では LD と密着した薄い膜構造

(一部はリボゾームが付着)が確認された. 

ER 特異的酵素 G6Pase に対する組織化学法

及びER分子とApoBに対する免疫電顕によ

り, ApoB-crescent とは LD-ER 密着構造であ

り, ER 側内腔に ApoB が貯留する事が判明

した. 

③ ApoBへの脂質付加を触媒する酵素MTP

を薬理的ないしは siRNA 導入により機能阻

害すると, ApoB-crescent 形成はプロテアソ

ーム阻害時でも誘導されず, LD-ER 密着構

造に集積する ApoB 分子は脂質付加を受け

たもの, すなはち ApoB-lipoprotein であるこ

とが判明した.  

④ 生化学的に精製した脂質滴画分をアル

カリ処理し再度超遠心法により分画すると, 

ApoB は脂質滴に留まり非イオン性結合に

よりLD-ER密着構造膜に強く結合していた.

様々な可溶化処理に対する感受性検査の結

果, LD に密着する ER 膜はコレステロール

に富む特異な亜領域である事が分かった. 

 

(2) ApoB-crescent 形成機序の考察と脂質滴

-ER 間の機能的連関を示唆する結果を得た. 

(研究成果；雑誌論文 (1), (3), (5), (6), 及び発

表準備中の成果) 

① ApoB-crescent の詳細な電顕観察から, 

同構造部において脂肪滴は ER の脂質二重

膜の間に包まれている事が判明した.  

②  脂質滴形成の亢進機能が推測される

ADRP, TIP47 の発現量と ApoB-crescent 形成

頻度とは逆相関を示した. 

③ ApoB-crescent は脂肪酸負荷, 小胞輸送

障害等の pre-VLDLがER内に蓄積する条件

で増加した.  

④  ADP-リボシル化阻害剤処理により

ApoB-crescent の形成が抑制された.  

⑤  ADP-リボシル化阻害剤処理により

ApoB の分泌が他の分泌蛋白質に比べて特

異的に減尐した. 

 

(1) (2)の成果から ApoB-crescent 構造は通常

時も一過性に形成されて, 脂質付加を受け



 

 

たApoB- lipoproteinを分解するER亜領域と

して機能している事が示唆された. また

ApoB-lipoproteinが脂質滴周囲に過剰に蓄積

すると脂質滴の ER からの解離が阻害され

て, 大型の ApoB-crescent が形成され得る事

が示唆された. 

 

(3) 脂質滴周囲での ApoB 分解機構を明らか

にするために ApoB-crescent が増加する条件

で培養した Huh7 細胞から脂質滴画分を精製

し, 含まれる蛋白質を網羅的に解析した所, 

複数のユビキチン化関連分子が同定された. 

(発表準備中) 

①  脂質滴局在ユビキチン化関連分子の一

部の発現量をRNAiにより抑制するとApoB

発現量が減尐した. 

②  一部の分子は ApoB と結合した. 
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