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研究成果の概要（和文）：  
本研究ではヒト培養肝細胞を用いて、ACAT阻害剤により細胞内のコレステロール量を増加し

た時の脂肪滴形成とアポリポ蛋白質 B(ApoB)の分泌について調べた。その結果脂肪滴の形成と

ApoBの分泌は抑制されることがわかった。細胞内の ApoBの局在を蛍光顕微鏡で調べたところ、

小胞体に蓄積することが示唆された。ApoB の分泌には脂肪滴特異的タンパク質 ADRP と Rab18

が深く関与していることも明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Cholesterol loading in ER induced the enlargement of lipid droplets and the degradation 

of major LD protein, adipose differentiation-related protein (ADRP) in cultured human 

hepatocytes. However, lipid particles were not disappeared. Instead, the lipids were 

surrounded by VLDL protein, ApoB. This step was controlled by rab18. These results 

indicate that cholesterol modulates both biogenesis/maintenance of LDs and ApoB 

secretion.  
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と、脂肪滴の形成は体内のコレステロールホ

メオスタシスに重要であることが分かってい

る。しかしVLDL分泌および脂肪滴の形成のメ

カニズムは明らかになっていない。われわれ

は最近、アシルCoA-アシルトランスフェラー

ゼ（ACAT）阻害剤が小胞体に遊離コレステロ

ールを蓄積し、その結果VLDLの分泌が抑制さ

れることを明らかにした。 

 
２．研究の目的 
肝細胞のコレステロールは中性脂質ととも

に分泌され、超低比重リポ蛋白(VLDL)となる。

VLDLの合成、分泌の異常は脂肪肝を引き起こ

す。一方、肝細胞では脂肪滴の形成も常時起

こっているが、この場合はコレステロール、

中性脂質は細胞質側に分泌される。つまり、

肝細胞の小胞体からは中性脂質を含んだ膜小

胞の形成が常に細胞質側とルーメン側の両方

向に起こっていることになる。VLDL はアポリ

ポタンパク質B(ApoB)を主なタンパク質成分

とする。VLDL およびApoBの分泌メカニズムは

良くわかっていないが、細胞のコレステロー

ルが重要な役割を果たすことが示唆されてい

る。本研究では培養肝細胞を用い、小胞体の

コレステロールレベルを変化させることによ

りApoB の分泌と脂肪滴の形成がどのように

変化するかを解析する。この研究によりVLDL

の分泌機構を知るとともに、VLDL 分泌におけ

る脂肪滴の機能を明らかにすることを目的と

する。 

 
３．研究の方法 
 
(1)ApoB を蓄積した小胞体ドメインの解析 

われわれのこれまでの結果はコレステロー

ルエステルの減少ではなく小胞体のコレステ

ロールの増加がApoB の分泌に重要な役割を

果たしていることを示唆している。 

①ACAT 阻害剤とコレステロール・サイクロデ

キストリンの複合体をヒト肝臓由来培養細胞

Huh7に作用させたときにのみApoB の分泌が

阻害される。 

②U18666A により後期エンドソームからのコレス

テロール輸送を止めるとコレステロールのエステ

ル化は抑えられるが、このときにはApoB の分泌は

影響を受けない。 

これらの結果は小胞体にコレステロールが蓄積す

ることによりApoB の分泌が阻害されることを示

唆している。蓄積したApoB は小胞体のマーカーお

よび脂肪滴のマーカーと共存することから、ApoB 

は小胞体の特殊なドメインに集積し、その後分解

を受けることが示唆された。コレステロールもま

たこのような特殊なドメインに蓄積することが示

唆される。本研究ではこの結果をさらに推し進め、

コレステロールに結合する抗生物質であるフィリ

ピンを用いた蛍光顕微鏡での観察に加え、免疫電

子顕微鏡解析によるApoB およびADRP の詳細な細

胞内分布の解析を行う。免疫電子顕微鏡解析は理

化学研究所・小林脂質生物学研究室の村手源英博

士との共同研究により行う。 

 

(2) ADRP, ApoB分解へのコレステロールの影響 

ApoB, ADRP はいずれもユビキチン経路で分解

を受けることが報告されている（Ohaski et al. 

Mol. Biol. Cell 17, 2674 (2006); Masuda et al. 

J. Lipid Res. 47, 87 (2006)）。われわれの予備

的な結果はコレステロールの小胞体への蓄積が、

これらのタンパク質の分解に関与していることを

示唆している。本研究ではACAT 阻害剤添加に伴う

ApoB, ADRP の減少の経時変化の測定とApoB, ADRP 

分解に対するユビキチン化阻害剤の影響の測定を

行う。 

 

(3) ADRP,Rab18と ApoB分解の関連性 

われわれはADRP を過剰発現することにより細

胞内にApoB が蓄積しなくなる、ということを見出

している。この結果は脂肪滴の形成とVLDL の分泌

がカップリングしていることを示唆している。脂

肪滴の動態は低分子量G タンパク質rab18 によっ

てコントロールされている（Ozeki et al. J. Cell 



 

 

Sci. 118, 2601 (2005)）。Rab18 のGTP型

（constitutive active）およびGDP 型

（dominant negative）をそれぞれHuh7 細胞

に過剰発現し、ApoB の分泌への影響を測定す

る。 

 

４．研究成果 
 
(1) 蛍光顕微鏡による小胞体ドメインの解析 

本研究ではヒト培養肝細胞 Huh7 を用いて

細胞内のオルガネラの染色を行った。ACAT阻

害剤の F1394を細胞に２４時間処理した時の

ApoBの細胞内局在を調べたところ、細胞内に

大きなリング状の構造が観察された。小胞体

タンパク質 PDIとの二重染色を試みたところ、

通常の条件では PDIの染色が見られなかった。

小胞体はコレステロールの少ないオルガネ

ラであることから、通常穴あけに用いる

digitonin では小胞体に十分な効果が見られ

なかったことが示唆されたため、可溶化剤を

Tx100 に変えて再び実験を行ったところ、PDI

と ApoBが共局在することが分かった。F1394

により細胞内のコレステロールの量を変化

させたとき、ApoBが小胞体に蓄積することが

示唆された。 

図 1 小胞体蛋白 PDIと ApoB の二重染色 

 
(2) 電子顕微鏡による小胞体ドメインの解析 

理化学研究所・小林脂質生物学研究室の村

手源英博士との共同研究により、電子顕微鏡

による観察を行った。細胞に F1394 を６時間

処理した細胞では、肥大化した脂肪滴様の構

造物がミトコンドリアの近傍に局在するこ

とがわかった。処理していない細胞では脂肪

滴は小さく、細胞全体に均一に局在している。 

 
 

 
 
 
 
 
 
図２  
電子顕微
鏡による
観察 
 

(3) ユビキチン阻害剤の影響 

細胞に F1394 を処理すると時間依存的に ADRP

が減少することがわかった。文献では ADRPはユビ

キチン経路により分解されることが分かっている

ので、F1394 による分解がユビキチン経路を介し

ているか調べた。ユビキチン阻害剤を処理した細

胞では ADRP の量が増加したが、F1394を同時に処

理した細胞ではコントロールに比べて ADRP の減

少が少ないことから、小胞体にコレステロールが

蓄積した条件では ADRP はユビキチン経路では分

解されないことが示唆された。 

 
(4) ADRP,Rab18と ApoB 分解の関連性 

これまでの研究で ApoB と ADRP の間に密接な関

係があることが示唆された。Rab18 は脂肪滴に局

在するタンパク質で脂肪滴が小胞体へ融合すると

きに重要であることが報告されている。そこで細

胞内の Rab18 の局在を調べたところ、細胞全体に

小さなドット状に染色像を示した。しかしこれは

ADRPとは一致せず、ADRP が存在する脂肪滴とは異

なる脂肪滴に Rab18 が存在することを示唆してい

る。次に細胞に F1394 を時間を変えて処理したと

ころ、薬剤処理３時間後くらいから Rab18 のシグ

ナルは減少し 24 時間後には完全になくなった。

F1394を処理して３時間後くらいから ApoBのシグ

ナルは観察され始めることから、Rab18と ApoBに

は関連性があることが示唆された。次に Rab18 の

Rab18 の GTP 型（constitutive active）および

GDP 型（dominant negative）を用意し、それぞれ

細胞に高発現させた。その結果、GTP 型を発現し

た細胞では F1394 処理をすると発現していない細

胞と同様、ApoB が小胞体に蓄積するが、GDP 型を

発現した細胞では ApoB の蓄積が見られないこと



 

 

が分かった。以上の結果からも ApoBと Rab18

の関連性が示唆される。この点についてはさ

らに詳細な研究が必要である。 

 
図３ 上：コント
ロ ー ル 、 中 ：
F1394 処理 4 時
間後、下：F1394
処理 24時間後の
ApoB と Rab18 の
染色 
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