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研究成果の概要（和文）：　近年、コレステロールの消化管吸収を担い脂質異常症治療薬エゼチミブの薬効標的である
NPC1L1に関する研究が進み、コレステロール輸送以外の多彩な生理機能が明らかになりつつある。本研究は、「NPC1L1
をはじめとする消化管の脂溶性栄養物質トランスポーターが、消化管からのウィルス侵入における細胞膜受容体として
働く」という仮説を実証することを目的として立案された。本研究により、消化管モデル細胞系および動物モデルを用
いたウィルス感染経路の探索を行うための準備が整い、今後の研究の発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：     Recently, NPC1L1, which mediates the intestinal cholesterol absorption and is
 a molecular target of ezetimibe for dyslipidemia, is actively studied and several important physiological
 functions other than cholesterol transport have been revealed. The aim of this study was to prove the hyp
othesis that intestinal transporters such as NPC1L1 are important for virus entry. Since in vitro and in v
ivo models for the experiments of intestinal virus entry are arranged, key molecules for virus entry from 
the small intestine should be revealed in the near future.
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１．研究開始当初の背景 

 

 近年、数多くのトランスポーター分子が

見い出され、未解明であった多くの膜輸送

過程に関わるトランスポーターの分子実態

が明らかとなった。細胞膜成分と物性の近

い脂溶性栄養物質は受動拡散により細胞膜

を通過するという考え方が主流であったが、

HDL 形成に関わる ATP-binding cassette A1 

(ABCA1)や ABCG5/ABCG8 ヘテロダイマ

ー（後述）、Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1)

（後述）などの相次ぐ発見により、「脂溶性

栄養物質を輸送するトランスポーター」と

いう言葉が一般的に使用されるようになっ

た。 

 また、トランスポーター機能を有するタ

ンパク質の中には、トランスポーター以外

の他の生理機能を有するものも存在し、G

タンパク質共役型受容体として分類されて

い る  G protein-coupled receptor 172B 

(GPR172B) が riboflavin transporter 1 (RFT1) 

として同定されたのもその一例である 

(Am J Physiol Cell Physiol (2008))。NPC1L1

に関しても、コレステロールや脂溶性ビタ

ミントランスポーター以外の機能として、

ABCG5/G8 によるコレステロール胆汁排泄

の促進因子である NPC2 タンパク質の分解

促 進 作 用 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 

(Hepatology (2012))。本研究で扱うウィルス

感染に関しても、生体側がウィルスのため

に専用の受容体を用意しているとは考えに

くく、他の生理機能を有するトランスポー

ターなどの膜タンパク質を感染の入口とし

て利用することは十分に考えられた。 

研究代表者らは脂溶性栄養物質のトラン

スポーターを介した輸送機構に着目し、特

にコレステロールの消化管吸収を担い脂質

異常症治療薬エゼチミブの薬効標的である

NPC1L1 (Science (2004)) とその逆方向の

輸送を担う ABCG5/G8 (Science (2000); Nat 

Genet (2001)) を中心に研究を行っている。

研究の過程でNPC1L1やABCG5/G8を発現

するためのアデノウィルスベクターを構築

し、培養細胞へのウィルス感染により高発

現細胞株を作成することに成功した。

ABCG5/G8 については高発現に伴うコレス

テロール輸送活性の上昇を見い出したが 

(Gastroenterology (2011))、NPC1L1 に関して

は何故か機能変化が検出されなかった。こ

のような状況の中、NPC1L1 の類縁分子で

ある NPC1 がエボラウィルスの細胞内への

侵入に必要であるとの報告がなされたこと

か ら  (Nature (2011); Nature (2011)) 、

NPC1L1 をはじめとする脂溶性栄養物質の

消化管トランスポーターがウィルスの生体

内侵入経路になりうるのではないかと考え、

本研究を着想した。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究で取り組む、「消化管の脂溶性栄養

物質トランスポーターからのウィルス侵入

仮説」は、（１）脂溶性物質トランスポータ

ーの類縁分子である NPC1 とエボラウィル

ス感染に関する報告 (Nature (2011); Nature 

(2011))、（２）NPC1L1 のトランスポーター

機能がアデノウィルス存在下において検出

されないこと、を発想のきっかけとしてい

るが、その他にも（３）NPC1L1 がエンド

サイトーシスを介した細胞内局在制御を受

けること、（４）NPC1L1 は消化管上皮細胞

刷子縁膜にきわめて高発現していること、

なども理由として挙げられる。（３）につい

ては、ウィルスの細胞内侵入はウィルス受

容体の内在化を伴うという一般的な事実と

一致しており、コレステロール依存的な

NPC1L1 の内在化 (Cell Metab (2008)) と類

似した機序でウィルス侵入が行われている



可能性を示唆する。（４）は論文で報告され

たプロテオーム解析の結果であるが (Am 

J Physiol Gastrointest Liver Physiol (2011))、

NPC1L1 は ”Transporters and Channels” の

カテゴリー内で、Na+-K+-ATPase などと同

様にきわめて高い発現が観察されている。 

 このような背景のもと、NPC1L1 ととも

に脂溶性栄養物質の消化管吸収に関与し、

輸送特性や組織局在における類似性の高い

scavenger receptor class B type I (SR-BI) お

よび CD36 をウィルス受容体候補分子に含

め、本研究は企画された。 

 

 

 

３．研究の方法 

 

消化管モデル細胞系を用いたアデノウィル

ス感染経路の探索 

 研究代表者らは、消化管からのコレステ

ロール吸収を担う NPC1L1 の機能評価系と

して、ヒト消化管由来の Caco-2 細胞を用い

た消化管吸収モデルの構築に成功しており 

(J  Pharmacol Exp Ther (2007))、本研究にお

いてもこの実験系を用いて解析を行う。 

 消化管からの脂溶性栄養物質吸収経路と

して知られる SR-BI、CD36 の両分子につい

ても、同様の検討を行う。SR-BI の発現ベ

クターは作成済みであったが、CD36 につ

いては遺伝子クローンを保有していなかっ

たため、PCR により cDNA を得たのち、高

発現細胞株を構築し、実験に用いることに

なる。 

 アデノウィルス感染効率の評価は、GFP

発現アデノウィルスを用いて行う。過去の

申請者らの研究により GFP 発現アデノウ

ィルスは構築済みであり (Mol Pharmacol 

(2011))、細胞を GFP 発現ウィルス存在下で

培養後、GFP タンパク質の発現量をウェス

タンブロット解析により定量的に評価する。 

 

動物モデルを用いたアデノウィルス侵入効

率の評価 

 コレステロールや脂溶性ビタミンの消化

管吸収に関して、申請者らは人工胆汁酸ミ

セルを用いた腸管吸収実験の技術を既に確

立しているため (Mol Pharmacol (2008))、

アデノウィルスの侵入効率の評価について

も同様の手法により進める。 

 

 

 

４．研究成果 

 

消化管モデル細胞系および動物モデルを

用いたウィルス感染経路の探索を行うため

の準備を進めた。 

 本研究において研究対象としている脂溶

性栄養物質トランスポーターのNPC1L1、

SR-BI、CD36のうち、NPC1L1およびSR-BI

の発現ベクターは構築済みであった。そこ

で、CD36のcDNAをPCRにより増幅し、遺

伝子組み換えにより、哺乳類細胞系への強

制発現に用いる発現ベクターを構築した。

これらの発現ベクターを培養細胞に導入し、

ウェスタンブロットを行った結果、期待さ

れる分子量のバンドを検出することができ

た。現在、脂溶性栄養物質トランスポータ

ーの高発現細胞にGFP発現ウィルスを感染

させ、細胞におけるGFPタンパク質の発現

量を定量的に解析することにより、アデノ

ウィルス感染効率の評価を行う実験を進め

ている。 

 動物モデルを用いた解析に関しては、

NPC1L1 遺伝子欠損マウスの作成、および、

NPC1L1 発現アデノウィルスを用いた肝臓

特異的一過性トランスジェニックマウスの

作成に成功した。現在は、NPC1L1 遺伝子

の有無や阻害剤処理の有無による感染効率

の違いに関する検討を進めている。 
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