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研究成果の概要（和文）： 

サポシン Bは脂溶性のコエンザイム Q10 と結合してこれを可溶化する．本研究は小腸におけ

るサポシン Bの役割解明を目的とした．小腸モデルとして Caco-2 細胞を用い，遺伝子工学手法

を用いてサポシン B前駆体タンパク質プロサポシンノックダウン株を作製したところ，細胞内

コエンザイム Q10 量が低減した．細胞を 3次元培養したところ，プロサポシンノックダウン株

では経上皮電気抵抗値が上昇せず，タイトジャンクション形成がうまくできないことが明らか

となった．  

 
研究成果の概要（英文）： 

We previously reported that saposin B binds coenzyme Q10 and makes this lipid soluble 

in water.  In order to clarify the role of saposin B in intestine, we used Caco-2 cell 

line.  Saposin B is produced from its precursor protein, prosaposin.  We produced 

prosaposin knockdown caco-2 cell line.  Coenzyme Q10 contents in prosaposin knockdown 

caco-2 cell line was lower than that in control cell line.  Furthermore, prosaposin 

knockdown resulted in the loss of transepithelial resistance and disruption of tight 

junctions.  
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１．研究開始当初の背景 

 

コエンザイム Q10 は，ミトコンドリア内膜

における好気性呼吸電子伝達系の一員とし

て ATP 産生に必要不可欠な脂質である．さら

に，その還元型であるユビキノールは優れた

活性酸素消去能を有し，抗酸化物質としても

重要な役割を担っている． 

コエンザイム Q10 は，生合成される一方，

食品やサプリメントからも摂取される．特に

高齢者においてはコエンザイム Q10の組織内

濃度が減少するので(文献 1)，サプリメント

として補うことが必要と考えられる． 

本脂質を経口投与することにより，血漿中

のコエンザイム Q10 濃度が上昇すること，安

定同位体を用いた検討により，経口投与した

コエンザイム Q10が血漿中に移行しているこ

とが報告されている(文献 2)．また，実験動

物を用いた検討から，経口投与したコエンザ

イム Q10 は小腸において吸収されて，リンパ

液を経て，血流に移行することが報告されて

いる(文献 3)．興味深いことに，酸化型のコ

エンザイム Q10 を経口投与しても，リンパ液

で検出される時点では，還元型のユビキノー

ルとして検出されている(文献 3)．しかしな

がら，本脂質の小腸吸収におけるトランスポ

ーターや輸送タンパク質は明らかにされて

いない． 

 脂溶性のコエンザイム Q10が細胞内外の水

溶性空間を移動するには，本脂質と結合して

可溶化する物質の存在が示唆される．研究代

表者らは，水溶液であるヒト尿に脂質である

コエンザイム Q10 が含まれることに注目し，

尿タンパク質を分画・精製した結果，コエン

ザイム Q10 結合タンパク質としてサポシン B

を同定した(文献 4)． 

サポシン Bは，前駆体タンパク質プロサポ

シンがリソソームで加水分解して産生する

分子量 12 kDa の糖タンパク質である．立体

構造解析の結果より，外側に親水性のアミノ

酸を，内側に疎水性のアミノ酸を有しており，

タンパク質の疎水性キャビティーに脂質を

結合しうることが分かっている． 

さらに，ヒト精子中や，培養細胞（ヒト肝

癌由来HepG2， ヒト結腸癌由来Caco-2細胞）

でコエンザイム Q10 とサポシン Bとが結合し

ていることを確認した(文献 4)． 

ヒト結腸癌由来 Caco-2 細胞は，分化する

ことによりタイトジャンクションを形成し，

小腸上皮様の細胞となる．サポシン Bとコエ

ンザイム Q10 とは，生体内で複合体を形成し

て存在していること，小腸上皮細胞にサポシ

ン Bが存在すること，コエンザイム Q10 は小

腸にて吸収されていることを考え合わせる

と，コエンザイム Q10 の小腸吸収におけるサ

ポシン Bの役割を解明することはきわめて興

味深い． 
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２．研究の目的 

 

本研究の目的は小腸における糖タンパク

質サポシン B の役割を解明することである． 

 

３．研究の方法 

 

小腸モデルとしてヒト結腸癌由来 Caco-2細

胞を用いる．Caco-2 細胞は，分化することに

よりタイトジャンクションを形成し，小腸上

皮様の細胞となる． 

 

 (1)Caco-2 細胞の培養系の確立 

本研究の核ともなる Caco-2 細胞の分化法



を確立する． Caco-2 細胞の分化とタイトジ

ャンクションの形成については，電気抵抗値

の測定（Millicell-ERS, Millipore 社）手法

により確認する． Caco-2 細胞の分化のため

の 3次元培養手法の模式図を図１に示す． 

(2) Caco-2 細胞におけるサポシン Bの発現

と局在の解析 

 分化した Caco-2細胞から分泌されるサポシ

ンＢ量を Basal 側と Apical 側とに分けてウ

エスタンプロッティング手法を用いて解析

する． 

(3) Caco-2 細胞のコエンザイム Q10輸送機構

検討手法の確立 

分化した Caco-2 細胞の Apical 側にコエン

ザイム Q10 を添加し，Basal 側への輸送を検

討する．カイロミクロン分泌刺激剤（オレイ

ン酸）の効果も検討する． 

 

(4) 遺伝子工学手法を用いたサポシン Bノッ

クダウン株の作製 

サポシン Bはその前駆体タンパク質プロサ

ポシンがリソソームで加水分解されて生成

するタンパク質である（図 2）ことから，前

駆体タンパク質プロサポシン遺伝子を miRNA

手法でノックダウンする．ノックダウンには

BLOCK-iT POL II miR RNAi Expression Vector

（Invitrogen）を用いる．プロサポシン遺伝

子ノックダウンに必要な DNAオリゴ遺伝子配

列は BLOCK-iT RNAi Designer (Invitrogen)

を用いて設計した．  

 

(5)プロサポシンノックダウン株の解析  

遺伝子工学手法を用いて作製した細胞株

を用いて，細胞内のコエンザイム Q10 動態解

析，Caco-2 細胞における吸収機構の解明と，

これに及ぼすサポシン Bの役割について検討

する． 

 

４．研究成果 

 

(1)Caco-2 細胞の培養系の確立 

コントロール Caco-2 細胞を 3 次元培養す

ることにより経上皮電気抵抗値の上昇を確

認した．また蛍光物質 Lucifer Yellow を

Apical 側に投与し，一定時間後の Basal 側へ

の漏出量を測定したところ，ほとんど漏出し

ておらず，タイトジャンクションの形成が確

認できた． 

 

(2) Caco-2 細胞におけるサポシン Bの発現と

局在の解析 

Caco-2細胞におけるサポシンBとコエンザ

イム Q10 との挙動を解析した結果，Caco-2 細

胞にはサポシン Bが存在しており，小腸上皮

様に分化するにつれてその発現が増強する

こと，Caco-2 からサポシン Bが分泌されて特

に管腔側に相当する Apical 側に強く分泌し

ていることが認められた．ウエスタンブロッ

ティング解析結果の一例を図３に示す． 

 

図 3 Caco-2 細胞培養メディウム中のサポシン B量 

培養 7 日目および１４日目のメディウムをウエスタンブロッテ

ィング手法により解析した．7 日目よりも 14 日目に顕著なサポ

シン Bの分泌を認め，また，いずれの時点においても Apical 側

により顕著な分泌を認めた． 

 

腸の管腔側（Apical側） 

血液側（Basal側） 

図1 Caco-2細胞3次元培養の模式図． 

Caco-2細胞をインサートメンブラン上で3次元培養する．

 

 

プロサポシン 

サポシン A サポシン B サポシン C サポシン D

図2 サポシンBタンパク質は前駆体タンパク質プロサポシンが加

水分解されて生成する． 

培養１４日目培養７日目

10 kDa Saposin B

Apical側 Basal側 Apical側 Basal側EMEMMW



(3) Caco-2 細胞のコエンザイム Q10輸送機構

検討手法の確立 

分化した Caco-2細胞の Apical側にコエン

ザイム Q10 を添加し，Basal 側への輸送を検

討した．カイロミクロン分泌刺激剤（オレイ

ン酸）の効果も検討した．しかしながらコエ

ンザイム Q10投与時に使用する界面活性剤の

影響で細胞のバイアビリティーが低下して

しまう等の問題が生じ，本検討項目に関して

は，研究期間内に一定の成果を上げることが

できなかった． 

 

(4) 遺伝子工学手法を用いたサポシン Bノッ

クダウン株の作製 

図 4 コントロール株とプロサポシンノックダウン株のプロサ

ポシン量の解析． 

サポシン B モノクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティ

ング手法にて解析した． 

 

プロサポシンノックダウン Caco-2 細胞株

を樹立した．研究の方法に記載のごとく，

BLOCK-iT POL II miR RNAi Expression Vector

（Invitrogen）を用いて安定株を樹立した．

作成したプロサポシンノックダウン株の培

養メディウムをウエスタンブロッティング

手法にて解析した結果を図 4に示す．サポシ

ン Bモノクローナル抗体を用いて検出を行っ

たところ，培養開始 4日後でも 8日後でもプ

ロサポシンノックダウン株ではプロサポシ

ンタンパク質量が低下していることが確認

できた． 

 

(5)プロサポシンノックダウン株の解析 

(5)-① 細胞内コエンザイム Q10 量の解析 

プロサポシンノックダウン株のコエンザ

イム Q10 量を HPLC-ECD を用いて解析した．

結果を図 5に示す．細胞内のコレステロール

値で補正したところ，播種後いずれのタイム

ポイントでもノックダウン株のコエンザイ

ム Q10 の値が低下していた． 

図 5 コントロール細胞およびプロサポシンノックダウン株の

細胞内コエンザイム Q10 量．細胞内フリーコレステロール値で補

正した． 

 

 また，コエンザイム Q10 には酸化型と還元

型が存在する．酸化型と還元型の割合を%CoQ

値（total コエンザイム Q10 量に占める酸化

型コエンザイム Q10 量の割合）で評価したと

ころ，ノックダウン株では%CoQ 値が上昇して

いた． 

(5)-② 3 次元培養によるフェノタイプ解析 

 プロサポシンノックダウン株とコントロ

ール株の細胞播種後の経上皮電気抵抗値を

測定した．結果を図 6に示す．コントロール

細胞では，電気抵抗値が上昇し，タイトジャ

ンクション形成が示唆されたが，ノックダウ

ン株では電気抵抗値の上昇が認められなか

った．そこで，Apical 側に Lucifer Yellow

を投与し膜透過性を観測した．コントロール

細胞では Basal 側から Lucifer Yellow が検

出できなかったが，ノックダウン株では，

Basal 側に Lucifer Yellow の漏出が認められ

ノックダウン株 

コントロール 

Cont K.D. Cont K.D. 

←プロサポシン

KDa 

 
50 

10 

day 4   day 8 

1 次抗体：サポシン B  

モノクローナル抗体 



た．これらの結果より，プロサポシンノック

ダウン株ではタイトジャンクション形成に

不備が生じていると考えられた． 

 

図 6 コントロール細胞とノックダウン細胞の 3 次元培

養時の経上皮電気抵抗値 

 

(6)まとめ 

 以上の実験結果より，小腸のプロサポシン

は，小腸細胞のコエンザイム Q10 量とその酸

化還元動態維持に必要であること，さらには，

小腸のタイトジャンクション形成に必要な

タンパク質であることが明らかとなった． 
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