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研究成果の概要（和文）：8種のオキシステロール（7α-, 7β-, 4β-, 22S-, 22R-, 24S-, 25-, 27-HC）の一
斉分析が可能となった。コレステロールの自動酸化によるオキシステロール生成は、酸素の存在よりも保管温度
の影響を強く受けることがわかった。
酸化ステロール濃度はコレステロール濃度と必ずしも相関しないこと、ABCA1欠損とABCA7欠損の効果は同一でな
いことが明らかになった。同一飼料による飼育下でも、ABCA1, ABCA7発現の有無で腸内フローラパターンや胆汁
酸排泄量が異なることから、これらの変異は腸内細菌の生育に影響する胆汁酸の量や組成を変化させている可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：A method for simultaneous quantitative analysis of eight oxysterols (7α-, 7
β-, 4β-, 22S-, 22R-, 24S-, 25-, 27-HC) was established.
Oxysterol formation by autoxidation of cholesterol was found to be more strongly affected by storage
 temperature than by the presence of oxygen. Generation of 4β- HC was negligible below -80°C and 
other 7 oxysterols were not generated below -20°C. Serum oxysterol levels do not necessarily 
correlate to that of cholesterol. In addition, the effects of ABCA1 and ABCA7 deficiencies are not 
completely identical. Even kept on the same diet, differences in ABCA1 and ABCA7 expression resulted
 in different intestinal flora patterns and bile acid excretion, indicating that these mutations may
 alter the amount and composition of bile acids that affect the growth of intestinal bacteria.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ABCタンパク質は、膜結合ドメインとそれに続くATP結合ドメインを持つ一群の膜タンパク質ファミリーである。
バクテリアからヒトまで広く存在しており、トランスポーター、チャネル、レギュレーターとさまざまな機能を
持つ。ABCA1, ABCA7は高い相同性を示すABCタンパク質で、動脈硬化症とアルツハイマー病の疫学的な負のリス
クと考えられている。生体内での最強のステロール代謝制御因子であるオキシステロールの微量一斉定量法の確
立により、遺伝子改変動物由来の試料解析、各種の条件下での比較が可能となった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
低HDL血症は、欧米諸国に比べて高 LDL血症の少ない日本において、特に重視されるべき動
脈硬化性疾患の危険因子とされている。またアルツハイマー病は、高齢化とともに急増してい
る認知症の中で最大の領域を占めながら、予防・治療の方法が未確立である。 
ABCタンパク質の一つである ABCA1は家族性HDL欠損症の責任遺伝子で、細胞コレステロ
ールからのHDL粒子形成（HDL新生）に必須である。ABCA1ノックアウト(KO)マウス血中
にも、HDLは存在しない。また、慢性炎症刺激への応答も異なる<文献 1)>。一方、同じく
ABCタンパク質の一つである ABCA7は、生理機能は不明ながら、近年の疫学研究により
2011年には晩発性アルツハイマー病の遺伝的リスクであることが報告され、2015年には患者
のみに認められる機能欠失変異が確認されている。アルツハイマー病モデルマウスでは、
ABCA7欠損状態でアミロイドβ産生が高まる<文献 2)>。 ABCA1と ABCA7は高い相同性を
示すにもかかわらず、両者の生体内分布は一致しておらず、脂質代謝による転写制御機構も異
なる<文献 3)>。従って、両者は生体内では栄養状態や病態に応じて、組織毎にも異なるレベル
で協調・拮抗しながら機能しているものと考えられた。 
生体内での最強のステロール代謝制御因子は、実はコレステロール本体ではなくコレステ
ロール酸化物（オキシステロール）である。オキシステロールの各分子種は多様な特性を
示す生理活性物質で、25-ヒドロキシコレステロール(25-HC)は他のオキシステロールと比べて
血中濃度が低く、かつステロール代謝には最も影響の大きいことが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
動脈硬化症とアルツハイマー病は、高齢化が進む日本ではとりわけ大きな課題である。本研究
計画は、ABCA1, ABCA7と慢性炎症ならびに脂質栄養の関係を明らかにし、両疾患の予防・
治療策の足がかりとすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
オキシステロールはコレステロールの酸化物であり、付加した酸素の位置によって多くの種類
が存在する。これらはステロール骨格に付く水酸基の数や位置、配位のみ異なる相互に類似し
た構造であるため、分離と微量定量を可能とするために 2-ピコリン酸を誘導体化試薬として用
いる液体クロマトグラフィー／質量分析法、ならびにトリメチルシリル化による誘導体化とガ
スクロマトグラフィー／質量分析法の組み合わせという２種類の一斉分析法を構築した。 
通常条件および各種栄養条件下で飼育した野生型、ABCA1 KO、ABCA7 KOマウスから得られた血
液、糞便や各種臓器を検体として用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1)ステロール代謝制御には 25-HC の影響が大きい（上記 1.)ことを念頭に、これの定量可能な
測定系作成を最初の目標とした。重水素標識化合物を内部標準として用い、2-ピコリン酸を誘
導体化試薬として用いる液体クロマトグラフィー／質量分析法<文献 4)>を基とする測定法
を構築し、血中濃度は、野生型マウスであれば血清 50µL 以下で定量可能となったが、多種
類のオキシステロールの同時測定のためには一部精度不十分であることも判明した。この
ためトリメチルシリル化処理に続くガスクロマトグラフィー／質量分析による方法<文献 5)>を
採用し、操作中の吸着回避のための器具素材の変更やコレステロール分離のための前処理条件
の変更等により、100µL 程度のマウス血清から 8 種のオキシステロール（7α-, 7β-, 4β-, 
22S-, 22R-, 24S-, 25-, 27-HC）とコレステロール自体の一斉分析を行うことが可能となっ
た。 
 
(2)同一条件で飼育した野生型、ABCA1 KO、ABCA7 KOのマウス血清を比較すると、血清コレス
テロール濃度は、ABCA1 KOでは野生型の 20%未満、ABCA7 KOでは野生型と同レベルであり、こ
れまでに酵素法による定量で示されていた結果と一致していた。一方オキシステロールの濃度
は、全ての遺伝子型で同程度のもの、ABCA1, ABCA7いずれの欠損でも野生型と異なるもの、
ABCA1 KOのみで低いものに分かれた。これらの結果から、オキシステロール濃度はコレステロ
ール濃度と必ずしも相関しないこと、また ABCA1欠損と ABCA7欠損効果は完全には同一でない
ことが示された。なお、25-HC 濃度に関しては２種類の測定方法で差がないことが確認され
た。 
 
(3)オキシステロールの生成経路には、酵素反応による変換以外に自動酸化のあることが知られ



 

 

ている。保存条件によるコレステロールの自動酸化の程度を調べるため、 野生型マウス血清を
窒素/空気/酸素で置換して密栓の上、-80℃/-20℃/20℃で 28日間保存し、コレステロールなら
びにマウス血中主要オキシステロール８種の濃度を測定した。条件により、7α,7β, 4β-HC
には顕著な、25-HC には若干の増加が見られたが、最大の増加率を示した 4β-HC でも-80℃、 
他は-20℃以下での保存であれば置換条件にかかわらず濃度は上昇しなかった。コレステロール
濃度には保存条件による差はなかった。これらの結果より、採取後の検体中でのコレステロー
ルの自動酸化によるオキシステロール生成は、酸素の存在よりも保管温度の影響を強く受ける
ことがわかった。 
 
(4)血液以外でのオキシステロール分析を可能とするため、マウス肝臓ならびに糞便を用いた場
合の測定条件最適化を行なった。狭雑物の多い肝臓と糞便であっても、抽出方法や希釈倍率調
整等の前処理方法の改変を行うのみで血清と同様の方式を用いて測定できることがわかった。
これら３種類の検体間では、オキシステロールのパターンならびにコレステロールとの比がと
もに異なることが示された。 
 

(5) 野生型、ABCA1 KO、ABCA7 KOマウスの腸管内容物ならびに糞便を用いて 16S rRNA を用

いた T-RFLP フローラ解析と胆汁酸定量を行なったところ、同一飼料による飼育下でも、

ABCA1, ABCA7発現の有無で腸内フローラパターンや胆汁酸排泄量が異なることが明らかとなっ

た。これらの ABC トランスポーターの変異が、腸内細菌の生育に影響する胆汁酸の量や組成の

差異をもたらしている可能性が示された。 

 

(6)遺伝子改変マウスの繁殖と維持に関し、KO メスマウスへの過剰排卵誘起剤投与で得た卵へ

の人工授精、受精卵の ICR 偽妊娠マウスへの移植を組み合わせた繁殖方法を試み、良好な成績

を得た。これにより、自然交配では妊娠の成立しづらい ABCA1 KOマウスであっても、必要に応

じて出生日を揃えた個体を得られるようになった。 
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