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研究成果の概要（和文）：Apolipoprotein A-I(apoA-I)変異体を環境感受性プローブPOLARIC-maleimideにより標識す
ることでapoA-I-POLARICを作製した。ApoA-I-POLARICの蛍光強度変化により炎症反応に関わるヒトマクロファージ培養
細胞によるHDL形成を簡便に評価することに成功した。さらに、apoA-I-POLARICとインキュベートした細胞を共焦点顕
微鏡観察することで、細胞内でのHDL形成の可視化が可能であることが示された。今後、本方法を応用することで、細
胞内でのHDL形成と炎症反応の連関のさらなる解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：ABCA1 mediates the efflux of cholesterol and phospholipids into apoA-I to form 
HDL, which is important in not only the prevention of atherosclerosis but also the regulation of 
inflammation responses. To develop a novel method for the evaluation of HDL formation, we prepared an 
apoA-I-POLARIC by labeling the apoA-I variant with a hydrophobicity-sensitive fluorescence probe that 
detects the environmental change around apoA-I during HDL formation. THP-1 macrophage-mediated HDL 
formation could be measured using apoA-I-POLARIC. These results demonstrate that HDL formation by 
ABCA1-expressing cells can be specifically detected by sensing hydrophobicity change in apoA-I, thus 
providing a novel method for assessing HDL formation.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： コレステロール
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
炎症反応は本来、生体異物除去のための生

体防御のシステムであるが、過剰な炎症反応
は多くの疾患の引き金になる。動脈硬化症は
動脈壁内のマクロファージが引き起こす過
剰な炎症反応により疾患が進行する。また、
ドーパミンニューロンが欠落するパーキン
ソン病の発症では、脳内のマクロファージ様
細胞であるミクログリアが引き起こす炎症
反応が発症機序の一つであることが明らか
になってきた。このように、マクロファージ
やミクログリアでの過剰な炎症反応は疾患
の原因になるため、これらの細胞での炎症反
応を抑制することが疾患の予防と治療につ
ながると考えられる。 
 動脈硬化症の発症部位の炎症反応は悪玉
コレステロールとして知られる低密度リポ
タンパク質（LDL）が酸化修飾によりさらに
悪性化した酸化 LDL をマクロファージが貪
食することで引き起こされる。マクロファー
ジ細胞内に酸化 LDL 由来のコレステロール
が過剰に蓄積すると、炎症シグナル及び炎症
性サイトカインの放出が活性化され炎症反
応が惹起される。近年、善玉コレステロール
として知られる高密度リポタンパク質
（HDL）の生産によりマクロファージの過剰
コレステロールを除去することで炎症反応
が抑制されることが報告された。この HDL
の形成は抹消組織に発現する ABC トランス
ポーターの ABCA1 がコレステロールとリン
脂質を細胞外の apolipoprotein A-I（apoA-I）
に受け渡すことで行われる。このように、
ABCA1 による HDL 形成には“過剰コレステ
ロールの除去”と“炎症反応の抑制”の２つの
役割がある。 
 これまでに申請者は細胞生物学的、生化学
的手法により ABCA1 トランスポーターによ
る HDL 形成機構を研究し、HDL 形成の新規
の機構を提唱してきた。しかし、コレステロ
ールが過剰に蓄積し、炎症反応を引き起こし
ている組織でのコレステロール恒常性の制
御は定常状態の組織とは異なることが示さ
れており、炎症反応が活性化している動脈硬
化症やパーキンソン病の発症部位での HDL
形成についてはよくわかっていない。これら
の疾患の予防、改善のためには疾患発症部位
での HDL の形成機構を解明し、HDL 形成に
よる炎症反応の抑制機序を明らかにするこ
とが不可欠である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究ではマクロファージやミク

ログリアでの HDL 形成を可視化するために、
新規の HDL 形成検出法の開発を目指した。
また、マクロファージやミクログリアでの
ABCA1 に依存した HDL 形成と炎症反応と
の連関を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究に用いた組換え apoA-I は大腸菌発

現・精製系により作製した。タンパク質部位
特 異 的 蛍 光 標 識 の 蛍 光 色 素 と し て
POLARIC-maleimide（五稜化学）を使用し
た。ミクログリア株化細胞、BHK/ABCA1 細
胞およびTHP-1マクロファージでのHDL形
成を蛍光測定、コレステロール蛍光酵素法、
ゲルろ過クロマトグラフィーおよび抗
apoA-I 抗体を用いたウエスタンブロット法
を用いて評価した。蛍光測定は FP-6600 型蛍
光分光光度計（Jasco）およびマイクロプレ
ートリーダー infinite M200（TECAN 社）
を用いて行った。 
 
４．研究成果 
（１）新規 HDL 形成検出法の開発とその応
用 

ApoA-I V53C 変 異 体 を
POLARIC-maleimide で標識することによ
り apoA-I-POLARIC を 作製した。また、作
製した apoA-I-POLARIC を用いてコール酸
透析法によりapoA-I-POLARIC HDLを調製
した。ApoA-I-POLARIC が HDL を形成する
ことによって、apoA-I-POLARIC の蛍光スペ
クトルが変化することを確かめるため
apoA-I-POLARIC と apoA-I-POLARIC 
HDL の蛍光スペクトルをそれぞれ測定した
（ 図 1 ）。 HDL を 形 成 す る こ と で
apoA-I-POLARIC の蛍光強度が増加し、500 
nm～700 nm 区間の曲線下面積が 3.9 倍に増
加した。この結果より、apoA-I-POLARIC は
HDL を形成することによって標識した
POLARIC の周囲の環境が変化すること、そ
して apoA-I-POLARIC の蛍光強度変化を用
いて HDL 形成を評価できるということが示
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 蛍光スペクトル測定 
点 線 は apoA-I-POLARIC 、 実 線 は
apoA-I-POLARIC HDL を示す。 

 
ABCA1 発現細胞における HDL 形成を

POLARIC 蛍光測定により評価できるのかを
確かめるため、濃度 0.625 g/ml～5 g/ml
の apoA-I-POLARICをBHK/ABCA1細胞に
添加しその培養培地のPOLARIC蛍光を測定
し た （ 図 ２ ）。 ABCA1 発 現 細 胞
（ Mifepristone ） に お い て は ど の



apoA-I-POLARIC 濃 度 に お い て も 、
POLARIC 蛍光強度が培養前と比較して増加
した。一方、ABCA1 非発現細胞（DMSO）
では培養前と比べてPOLARIC蛍光の増加は
みられなかった。これらのことより、ABCA1
の発現に依存してPOLARICの蛍光強度が増
加することが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ BHK/ABCA1 細胞における HDL 形成
の apoA-I-POLARIC による評価 

BHK/ABCA1 細胞を DMSO または 10 nM 
Mifepristone で 20 時間処理し、その後 0～5 
g/mlのapoA-I-POLARICと6時間培養し、
培地中の POLARIC 蛍光を測定した。白ダイ
ヤは細胞非添加培地、白丸は DMSO、黒丸は
Mifepristone 処理した BHK/ABCA1 細胞で
の値を表す。 

 
次にTHP-1マクロファージによるHDL形

成の apoA-I-POLARICにより評価を試みた。
まず、LXR のアゴニストである TO901317
で処理することによって ABCA1 を発現誘導
した細胞と誘導していない細胞での ABCA1
量をウエスタンブロッティングにより評価
した。これにより THP-1 マクロファージは
ABCA1 発現誘導を行っていないものでも
ABCA1 を発現しており、発現誘導を行うこ
とにより ABCA1 の量が 2.2 倍になることが
示された。続いて、THP-1 マクロファージの
培地の apoA-I-POLARIC 蛍光を測定したと
ころ、ABCA1 の発現を誘導することにより
apoA-I-POLARIC の蛍光強度が増加した（図
３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ THP-1 マクロファージによる HDL 形
成の apoA-I-POLARIC による評価 
THP-1 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 10 M の
TO901317 で 24 時間処理し、その後 2.5 
g/mlのapoA-I-POLARICと6時間培養し、
培地中 POLARIC 蛍光を測定した。斜線は細
胞 非添加の 培地、白 は DMSO 、 黒 は
TO901317 処理した THP-1 マクロファージ
での値をそれぞれ表す。 
 
これらの結果より、apoA-I-POLARIC の蛍

光強度増加は内因性の ABCA1 発現細胞でも
同様に HDL 形成を評価できることが示され
た。 
 
次に apoA-I-POLARIC を用いて細胞での

HDL形成の可視化を試みた。図４のように、
ABCA1発現細胞をapoA-I-POLARICと培養
後に共焦点顕微鏡観察を行ったところ、
apoA-I-POLARICに起因する蛍光がABCA1
発現細胞の細胞膜と細胞内ベシクルにおい
て観察された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ BHK/ABCA1 細胞における HDL 形成
の apoA-I-POLARIC による可視化 

10 nM Mifepristone で 20 時間処理した
BHK/ABCA1 細 胞 を 5 g/ml の
apoA-I-POLARIC と 15 分間培養した後、共
焦点顕微鏡観察を行った。 
 
（２）ミクログリア細胞における HDL 形成
を介した炎症反応制御機構の解析 
 
 先ず、ミクログリア株化細胞においても
ABCA1 に依存した HDL 形成が起こるのか
を評価した。ミクログリア株化細胞を
TO901317 で処理した後、10 g/ml の apoA-I
とインキュベートした。その結果、apoA-I
と TO901317 に依存した HDL 形成活性が観
察された（図５）。さらに、ミクログリア株
化細胞における LPS 誘導性の IL-1の発現
誘導を評価したところ、TO901317 存在下で
IL-1の発現が低下した（図６）。以上の結果
から、ミクログリア株化細胞においても
ABCA1 に依存した HDL 形成が起こり、そ
の活性化により LPS への応答が抑制される
ことが示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ ミクログリア株化細胞における HDL
形成活性 
ミクログリア株化細胞を TO901317 で処

理した後、apoA-I（10 g/ml）とインキュベ
ートした。培地中のコレステロール量を評価
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ ミクログリア株化細胞における Il-1
発現制御 
ミクログリア株化細胞を TO901317 で処

理した後、0-200 ng/ml の LPS とインキュベ
ートした。 
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