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研究成果の概要（和文）：血清中のスフィンゴ脂質に依存して糖脂質を発現する、すなわちスフィンゴ脂質再利
用代謝経路を簡便に追跡できる細胞を樹立し、この細胞を用いたゲノムワイドなCRISPR KOスクリーニングによ
り、再利用経路に関与する遺伝子を網羅的に同定した。同定した遺伝子のKO細胞株を用いた脂質解析により、特
にLDL受容体、酸性スフィンゴミエリナーゼ(SMPD1)、スフィンゴシン1リン酸ホスファターゼ(SGPP1) において
強いサルベージ経路への寄与が見られた。またNPC1をはじめ細胞内輸送に関与する複数の因子に関しても、上記
の因子ほどではないものの、サルベージ経路への寄与が確認された。

研究成果の概要（英文）：We established cells that express glycolipids in a serum 
sphingolipid-dependent manner, i.e., the sphingolipid recycling metabolic pathway can be easily 
traced, and identified genes involved in the recycling pathway comprehensively by a genome-wide 
CRISPR KO screen using these cells. Lipid analysis using KO cell lines of the identified genes 
revealed strong contributions to the salvage pathway, especially in the LDL receptor, acid 
sphingomyelinase (SMPD1), and sphingosine monophosphate phosphatase (SGPP1). Several factors 
involved in intracellular trafficking, including NPC1, were also found to contribute to the salvage 
pathway, although to a lesser extent than the above factors.

研究分野：糖鎖生物学　脂質生物学　感染症学

キーワード： スフィンゴ脂質　サルベージ経路　CRISPRライブラリー　ゲノムワイド探索　リソソーム　血清

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はスフィンゴ脂質代謝の基礎研究のみならず、リソソームの細胞生物学的研究及びリソソーム病（脂質蓄
積症）解析等、より広い研究分野において重要な知見をもたらす。さらにスフィンゴ脂質の代謝バランスは糖尿
病等の生活習慣病に影響を及ぼすことから、本研究における血清由来スフィンゴ脂質の代謝機構解明が、これら
の疾患に対してスフィンゴ脂質制御による治療を考える上での有用な知見をもたらすものと期待する。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
哺乳動物細胞を構成する主要な脂質の１つであるスフィンゴ脂質は、基本骨格であるセラミ
ドを基点として多様な分子種を生成する。スフィンゴ脂質は細胞の生存に必須であるが、同時に
種々の細胞応答で生成されるセラミドの増加は細胞死を引き起こすことから、スフィンゴ脂質
の生合成と分解の代謝バランスが細胞の生死を決定づけているといえる。またスフィンゴ脂質
は感染症やアルツハイマー病、糖尿病などの疾患との関連性が多数報告されていることから、そ
の発現制御が個体にとっても重要であることを示している。 
スフィンゴ脂質の生合成は新生経路（de novo）経路と本申請の課題である再利用経路（サルベ
ージ経路）の 2つの経路より行われる。de novo生合成は、セリンとパルミトイル CoAの縮合反
応から始まり、基本骨格であるセラミドの生合成まで小胞体で行われる。その後ゴルジ体にて
様々な親水基が付加・修飾され、スフィンゴミエリン（SM）及びスフィンゴ糖脂質が生合成され
る。 
一方サルベージ経路においてスフィンゴ脂質は、以下のステップを経て再利用される。 
（1） 血中や形質膜に存在する SMや糖脂質等のリソソーム内腔への輸送 
（2） 種々の酵素による順次的なセラミドやスフィンゴシンへの分解・代謝 
（3） セラミドもしくはスフィンゴシンのリソソーム内腔から細胞質側へのフリップ輸送 
（4） リソソームから生合成の場である小胞体・ゴルジ体への脂質のオルガネラ膜間輸送 
（5） 小胞体におけるスフィンゴシン(Sph)からセラミド(Cer)への生合成、及びゴルジ体における
セラミドの SMや糖脂質生合成への再利用 
このうち（2）のスフィンゴ脂質分解・代謝酵素群に関しては古くより同定されており、これらの
遺伝子欠損はリソソーム代謝疾患であるスフィンゴ脂質蓄積症を引き起こすことが知られてい
る。このことはサルベージ経路において適切なスフィンゴ脂質分子種へ代謝されることの重要
性を示唆している。しかしサルベージ経路におけるスフィンゴ脂質輸送に関与する分子機構は
不明であり、特に（3）と（4）に関与するタンパク質は同定されていない。唯一分解酵素以外を原因
とするスフィンゴ脂質蓄積症は、NPC1及び NPC2を原因遺伝子とするニーマンピック病 C型で
あり、その分子機能はコレステロールをリソソーム内腔から細胞質側へフリップ輸送するタン
パクであると予想されている。ただしこれらの分子がスフィンゴ脂質に対して、同様のフリップ
輸送に関与するかは不明である。このように種々のスフィンゴ脂質蓄積症の解析より、サルベー
ジ経路の重要性は示されているものの、現時点で特にステップ（3）及び（4）の「リソソーム内腔か
ら生合成の場への輸送経路の分子機構」が解明されておらず、これらの輸送経路に関与する因子
を探索・同定することが、サルベージ経路の全容解明に必要不可欠である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究に先駆けて、血清由来のスフィンゴ脂質（サルベージ経路）にのみ依存して Gb3 を発現
する細胞を新たに樹立し、この細胞を使用して上記と同様の CRISPR KOスクリーニングを行っ
たところ、サルベージ経路に関与すると考えられる多数の遺伝子候補を同定した。 
本研究ではこれら同定した遺伝子群に対して、（1）サルベージ経路への関与の有無、（2）サルベ
ージ経路の中で影響を与えるステップ、（3）各ステップにおけるスフィンゴ脂質各分子種の代謝、
（4）リソソームを含めたオルガネラへの影響、を生化学的及び細胞生物学的に解析することで、
スフィンゴ脂質のサルベージ経路、特にリソソームでの分解から生合成の場である小胞体に至
るスフィンゴ脂質輸送機構の全容解明を目的とする。 
   
 
３．研究の方法 
1. CRISPRスクリーニングで同定された遺伝子の KO細胞作製 
同定された遺伝子候補のうち、スクリーニングによる濃縮度が高かった遺伝子、複数回膜貫通
ドメイン（トランスポーター様）等スフィンゴ脂質輸送を示唆するドメインを有するタンパク遺
伝子、あるいはサルベージ経路（エンドソーム→リソソーム→小胞体）に局在すると考えられる
タンパク遺伝子約 15-20種類を選択し、スクリーニングで使用した親株（TKO細胞）を基に KO
細胞及び cDNA発現によるレスキュー細胞を樹立した。 
2. KO 細胞における Gb3細胞表面発現量解析（FACS） 

KOによる Gb3発現への影響を調べるため、蛍光-志賀毒素 Bサブユニットを用いて細胞染色
し、FACS解析を行った。 
3. 血清のパルス投与における血清スフィンゴ脂質の代謝 
 無血清培地で数日培養して細胞内スフィンゴ脂質を低下させた後、血清を一定時間投与し、ス
フィンゴ脂質各分子種を質量分析器で測定した。 
 
 



４．研究成果 

(1) 血清由来スフィンゴ脂質の再利用は LDL 受容体(LDLR)に依存する 
 最も強い表現系を示し、サルベージ経
路への関与が予想されていたLDL受容体
(LDLR)、酸性スフィンゴミエリナーゼ
(SMPD1)(SM→Cer)、及びスフィンゴシン
1 リン酸ホスファターゼ(SGPP1)(S1P→
Sph)の 3 つのタンパク質に着目して解析
を行った(Fig. 1)。LDLR について志賀毒
素への感受性を確かめるために、TKO細
胞を親株としてさらに LDLR 遺伝子の
KO 細胞を CRISPR/Cas9 システムを用い
て樹立した(ΔLDLR)。蛍光標識した LDL
を用いてΔLDLR細胞における LDLの取
り込みを評価したところ、予想通り LDL
の取り込みが不全となることが確認された。細胞表面の Gb3発現量を調べたところ、ΔLDLRで
は Gb3 の発現がほとんど見られず、LDLR の cDNA を KO 細胞に導入したところ (Δ
LDLR/LDLR)Gb3の発現量が回復した(Fig. 2A)。このことからΔLDLR細胞で生じていた表現系
は LDLRの KOによるものであると確認した。続いてΔLDLR細胞において、血清スフィンゴ脂
質が取り込まれてからの代謝を追跡したところ、予想通り SM を含めスフィンゴ脂質分子種の
増加が見られなかった(Fig. 2B)。血清中のどのリポタンパクがスフィンゴ脂質のサルベージ経路
の供給源であるか確かめるために、Flotationにより血清中のリポタンパク質を分画し、血清枯渇
後の TKO細胞に投与することで Gb3の発現量が回復するか検討した。その結果低密度リポタン
パク(LDL)を含む画分でのみ Gb3発現量の回復が見られた。これらの結果より、スフィンゴ脂質
サルベージ経路は LDLRによる LDLの取り込みに依存しており、その KOでは再利用のための
スフィンゴ脂質が取り込まれないため Gb3が生合成されないと考えられた。 

 

(2) SMPD1はスフィンゴ脂質サルベージ経路に必須 
TKO細胞を親株としてさらに SMPD1遺伝子の KO細胞を樹立した(ΔSMPD1)。ΔSMPD1細胞
でもΔLDLRと同様、Gb3の発現がほとんど見られず、SMPD1の cDNA 導入で発現量が回復す
ることを確認した(Fig. 3A)。続いてΔSMPD1 細胞における血清スフィンゴ脂質の代謝を追跡し
た。SMPD1はリソソームで SM→Cerへの代謝を司る酵素であることより、その KO細胞では予
想通り SMが蓄積し、Cer以降の分子種の増加が見られなかった(Fig. 3B)。すなわちリソソーム
にある SMが SMPD1の KOにより Cerへ分解されなかったため、その後の糖脂質も生合成され
なかったと考えられる。血清中に含まれるスフィンゴ脂質サルベージ経路の供給源として、アル
ブミンに結合した S1Pとリポプロテイン中に含まれる SMが考えられるが、SMPD1と先ほどの
LDLRのデータを合わせて主な供給源は後者の LDLに含まれる SMであることが明らかとなっ
た。 
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Fig. 1 血清スフィンゴ脂質依存細胞(TKO細胞）
と同定されたサルベージ経路関連因子

TKO
ΔLDLR

A B

ΔLDLR
−ccagctggacccccacacgaagg−
exon8

(WT)

−ccagctggacccccac−−gaagg−  (Δ2)

−ccagctggacccccacacgaagg−  (+1)
a

−ccagctggacccccac−cgaagg−  (Δ1)

LDLR genome
(kDa)

150

100

anti LDLR

TK
O

ΔLDLR

ΔLDLR

(−)

LD
LR

STx1B-Alexa555
(����)

ΔLDLR/LDLR

TKO
ΔLDLR

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

***
** *** ** *

SM
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* * * ** **

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Cer
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* *

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Gb3

0

20

40

60

0
5

10

15

0

20

10

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

*

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

GlcCer

0

10

5

D

C

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO
LDLR

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
Stain(-)

d<1.063

VLDL

IDL, LDL, HDL

VLDL, IDL

LDL, HDL

VLDL, IDL, LDL

HDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

LDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

serum(-)

Expected 
lipoproteinserum(+)

Upper Fr.

Lower Fr.

Expected 
lipoprotein

d<1.006 d<1.019

d>1.006 d>1.019 d>1.063

1.019<d<1.063

197200g, 12hr

Floatation serum or each fractions
serum (-)��

STx1B-Alexa555
(����)

FE

0

20

40

60

80

100

LDL uptake

TK
O

ΔL
D

LR

M
ea

n 
flu

or
es

ce
nc

e 
in

te
ns

ity
(%

)

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
LDLR(+)(-)
/LDLR

***

TKO
ΔLDLR

A B

ΔLDLR
−ccagctggacccccacacgaagg−
exon8

(WT)

−ccagctggacccccac−−gaagg−  (Δ2)

−ccagctggacccccacacgaagg−  (+1)
a

−ccagctggacccccac−cgaagg−  (Δ1)

LDLR genome
(kDa)

150

100

anti LDLR

TK
O

ΔLDLR

ΔLDLR

(−)

LD
LR

STx1B-Alexa555
(����)

ΔLDLR/LDLR

TKO
ΔLDLR

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

***
** *** ** *

SM
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* * * ** **

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Cer
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* *

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Gb3

0

20

40

60

0
5

10

15

0

20

10

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

*

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

GlcCer

0

10

5

D

C

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO
LDLR

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
Stain(-)

d<1.063

VLDL

IDL, LDL, HDL

VLDL, IDL

LDL, HDL

VLDL, IDL, LDL

HDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

LDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

serum(-)

Expected 
lipoproteinserum(+)

Upper Fr.

Lower Fr.

Expected 
lipoprotein

d<1.006 d<1.019

d>1.006 d>1.019 d>1.063

1.019<d<1.063

197200g, 12hr

Floatation serum or each fractions
serum (-)��

STx1B-Alexa555
(����)

FE

0

20

40

60

80

100

LDL uptake

TK
O

ΔL
D

LR

M
ea

n 
flu

or
es

ce
nc

e 
in

te
ns

ity
(%

)

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
LDLR(+)(-)
/LDLR

***

TKO
ΔLDLR

A B

ΔLDLR
−ccagctggacccccacacgaagg−
exon8

(WT)

−ccagctggacccccac−−gaagg−  (Δ2)

−ccagctggacccccacacgaagg−  (+1)
a

−ccagctggacccccac−cgaagg−  (Δ1)

LDLR genome
(kDa)

150

100

anti LDLR

TK
O

ΔLDLR

ΔLDLR

(−)

LD
LR

STx1B-Alexa555
(����)

ΔLDLR/LDLR

TKO
ΔLDLR

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

***
** *** ** *

SM
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* * * ** **

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Cer
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* *

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Gb3

0

20

40

60

0
5

10

15

0

20

10

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

*

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

GlcCer

0

10

5

D

C

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO
LDLR

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
Stain(-)

d<1.063

VLDL

IDL, LDL, HDL

VLDL, IDL

LDL, HDL

VLDL, IDL, LDL

HDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002
0

10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012
0

60
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

LDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

serum(-)

Expected 
lipoproteinserum(+)

Upper Fr.

Lower Fr.

Expected 
lipoprotein

d<1.006 d<1.019

d>1.006 d>1.019 d>1.063

1.019<d<1.063

197200g, 12hr

Floatation serum or each fractions
serum (-)��

STx1B-Alexa555
(����)

FE

0

20

40

60

80

100

LDL uptake

TK
O

ΔL
D

LR

M
ea

n 
flu

or
es

ce
nc

e 
in

te
ns

ity
(%

)

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
LDLR(+)(-)
/LDLR

***

TKO
ΔLDLR

A B

ΔLDLR
−ccagctggacccccacacgaagg−
exon8

(WT)

−ccagctggacccccac−−gaagg−  (Δ2)

−ccagctggacccccacacgaagg−  (+1)
a

−ccagctggacccccac−cgaagg−  (Δ1)

LDLR genome
(kDa)

150

100

anti LDLR

TK
O

ΔLDLR

ΔLDLR

(−)

LD
LR

STx1B-Alexa555
(����)

ΔLDLR/LDLR

TKO
ΔLDLR

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

***
** *** ** *

SM
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* * * ** **

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Cer
TKO
ΔLDLR

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

* *

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

Gb3

0

20

40

60

0
5

10

15

0

20

10

pm
ol

/
m

g 
pr

ot
ei

n

*

FBS
1h

(-) (+) (-)
2h 4h 6h 8h 24h

GlcCer

0

10

5

D

C

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO
LDLR

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
Stain(-)

d<1.063

VLDL

IDL, LDL, HDL

VLDL, IDL

LDL, HDL

VLDL, IDL, LDL

HDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002
0

10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

LDL

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

S
S
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.003

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.004

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.005

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.003

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.004

R1

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.005

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.015

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.013

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.013

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.015

R1

0
50

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.006

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.006

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

Page 1

(-)

FCS

1L (-VLDL)

2L (-VLDL, -IDL)

3L (-VLDL, -IDL, -LDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL)

AL (-VLDL, -IDL, -LDL, -HDL)

2L-3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2

7.75

160.30

163.28

146.19

19.35

19.03

11.04

16.91

3L(-VLDL, -IDL, -LDL) 1/2 20.32

555-STx(+)

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.002

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.008

R1

0
70

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.009

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.010

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.002

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.012

0
60

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.008

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.009

R1

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.010

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.001

0
15
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.014

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.014

R1

0
18
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.011

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.011

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.012

R1

0
80

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Data.016

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.001

R1

0
10
00

SS
C
-H

00 1000
FSC-H

Data.016

R1

Page 1

(-)

FCS

(-)

7.75

160.30

7.45

1U (VLDL)

2U (VLDL, IDL)

3U (VLDL, IDL, LDL)

2L-3U (LDL)

AU (VLDL, IDL, LDL, HDL)

2L-3U (LDL) 1/2

11.04

26.02

164.77

161.90

152.99

155.90

555-STx(+)

serum(-)

Expected 
lipoproteinserum(+)

Upper Fr.

Lower Fr.

Expected 
lipoprotein

d<1.006 d<1.019

d>1.006 d>1.019 d>1.063

1.019<d<1.063

197200g, 12hr

Floatation serum or each fractions
serum (-)��

STx1B-Alexa555
(����)

FE

0

20

40

60

80

100

LDL uptake

TK
O

ΔL
D

LR

M
ea

n 
flu

or
es

ce
nc

e 
in

te
ns

ity
(%

)

0
20

40
60

80
10
0

12
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
20

40
60

80
10
0

C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

0
10

20
30

40
50

60
70

80
C
ou
nt
s

100 101 102 103 104
FL2-H

Page 1

TKO

SPNS1
SPNS1/NPC1(+)

TKO
LDLR(+)(-)
/LDLR

***

Fig. 2 LDL受容体KO細胞における(A)糖脂質Gb3発現量、
及び(B)取り込まれたスフィンゴ脂質の代謝
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Fig. 3 SMPD KO細胞における(A)糖脂質Gb3発現量、
及び(B)取り込まれたスフィンゴ脂質の代謝
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(3) SGPP1はスフィンゴ脂質サルベージ経路に重要 
次に TKO細胞を親株としてさらに SGPP1遺伝子のKO細胞(ΔSGPP1)を樹立したところ、Gb3
の発現量は大幅に減少した。野生型SGPP1 cDNAをKO細胞に導入したところ (ΔSGPP1/SGPP1)、
Gb3の発現量が回復する一方、S1Pの脱リン酸化活性を欠損した SGPP1では回復されなかった。

このことからΔSGPP1細胞で生じていた表現系は SGPP1の脱リン酸化活性の欠損によるもので

あることが確認された(Fig. 4A)。続いてΔSGPP1細胞における血清スフィンゴ脂質の代謝を追跡

した。SGPP1は小胞体で S1P→Sphへの脱リン酸化を司る酵素なので、その KO細胞では Cerま
での代謝は TKO と有意な差が見られないが、糖脂質の生合成は強く抑制されていた(Fig. 4B)。
これまで報告されているサルベージ経路の知見と本研究の結果を合わせると、リソソームで SM
→Cer→Sph と分解され、細胞質にて S1P へとリン酸化を受けた後、小胞体で再度 Sph(or 分解)
→Cer→糖脂質へと代謝されると考えられた。SGPP1 は小胞体で S1P→Sph に戻す役割を担うの

で、その KO では S1P が小胞体で Cer の方へ再利用されず不可逆的な分解経路に流れる。その

ため再利用できる Cer が減少し、糖脂質の量も減少するという表現系を示すと考えられた(Fig. 
4C)。また SGPP1は小胞体に局在することから、取り込まれたスフィンゴ脂質が再利用されるた

めにはリソソームから小胞体へ運ばれる必要があることも示唆された。 
 

(4)リソソームから Cerのままでも脱出可能であるが、再利用効率は Sphより低い 
スクリーニングで単離されなかったものの、リソソームで Cer→Sphへの代謝を司る因子であ

る酸性セラミダーゼ(ASAH1)がスフィンゴ脂質サルベージ経路に影響を及ぼすか検証した。

ASAH1遺伝子の KO細胞（ΔASAH1）を樹立し、細胞表面の Gb3発現量を FACSで調べたとこ

ろ、Gb3の発現量の低下が見られた。ただし上記の 3因子(LDLR、SMPD1、SGPP1）と比較して、

KO による Gb3 減少の度合いは小幅であった(Fig. 5A)。ΔASAH1 細胞における血清スフィンゴ

脂質の代謝を追跡したところ、予想通り Cer の蓄積が見られ、糖脂質の生合成が抑制されてい

た。さらにΔASAH1細胞の定常状態における Gb3発現量に関して Cer 部分の脂肪酸別で解析し

たところ、TKO 細胞と異なりΔASAH1 細胞では C24 の Gb3 が少なくなり、C16 の Gb3 量が

dominantな組成パターンとなった(Fig. 5B)。この脂肪酸組成パターンは取り込まれる血清中の

SM と非常に類似していた。このことよりΔASAH1 細胞においては、血清由来 SM から分解さ
れる Cerがそのま
ま再利用されて

いると考えられ

る。以上のことを

まとめると、Cer
としてもリソソ

ームから脱出し

再利用出来るも

のの、再利用効率

は Sphを経る経路
と比較すると低

いということが

明らかになった。 
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Fig. 5 ASAH1 KO細胞における(A)糖脂質Gb3発現量、
及び(B)定常時のGb3の脂肪酸組成



(5) Sphのリン酸化ステップはスフィンゴ脂質サルベージ経路に必須ではない 
Sph→S1Pへのリン酸化を司るスフィンゴシンキナーゼ(SPHK)がスフィンゴ脂質サルベージ経
路に影響を及ぼすか検証した。TKO細胞を親株として 2つある SPHK遺伝子 SPHK1、SPHK2の
それぞれの KO細胞（ΔSPHK1、ΔSPHK2）及び 2つを同時に KOした細胞（ΔSPHK1&2）を
樹立した。細胞表面の Gb3発現量を調べたところ、ΔSPHK1、ΔSPHK2及びΔSPHK1&2で Gb3
の発現量に変化は見られなかった(Fig. 6A)。さらに上記(3)で記したΔSGPP1細胞（Gb3の発現が
著しく減少）において、さらに SPHK1、SPHK2及び 2つを同時に KOした細胞を樹立したとこ

ろ、ΔSGPP1/ΔSPHK2及びΔSGPP1/ΔSPHK1&2細胞において Gb3の発現量が回復した。これ

らのことより、ΔSPHK2細胞においては、小胞体に局在する SGPP1による S1Pの脱リン酸化ス

テップをバイパスして Sphのまま糖脂質の再利用に使われていることが示唆された(Fig. 6B)。  

 
(6) NPC1はサルベージ経路に影響を与える 
 NPC1はリソソームに局在する複数回の膜貫通型タンパク質で、リソソームのコレステロール

を細胞質側へ輸送すると考えられている。この NPC1 がスフィンゴ脂質サルベージ経路にどの
ように影響を及ぼしているか検証した。TKO 細胞を親株としてさらに NPC1 遺伝子の KO 細胞
(ΔNPC1)を樹立した。ΔNPC1細胞での細胞表面の Gb3発現量は TKO細胞と比較して若干減少

していた。この減少は NPC1の cDNAを KO細胞に導入したところ(ΔNPC1/NPC1)回復したこと

から、確かにこの減少は NPC1遺伝子を KOしたことによることが明らかになった(Fig. 7A)。続

いて血清スフィンゴ脂質代謝解析を行ったところ、ΔNPC1 細胞では SM→Cer の脂質の代謝が
遅れ、さらに糖脂質の生合成が大幅に抑制されていた(Fig. 7B)。脂質枯渇後の血清投与による時

間経過に伴った Gb3 の発現量を検討すると初めの 24hr は親株である TKO 細胞と比較して Gb3
発現の効率が悪いが、その後の 48 及び 72hr では Gb3 の発現量が回復してきた。さらに蛍光標

識した LDLを用いてΔNPC1細胞における LDLの取り込みを評価したところ、サルベージ経路

の基質である LDL の取り込みが親株である TKO細胞と比較して優位に減少していた(Fig. 7C)。
このことからNPC1のKOは少なくとも LDLのエンドサイトーシス及び SM→Cerのステップに
影響を及ぼしていることが示唆された。 
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