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研究成果の概要（和文）：生体内コレステロールの排出機構の主となる肝-胆管-小腸軸とは別のTICEと呼ばれる
小腸を介した循環からの直接的な排出機構が注目されている。本プロジェクトは我々が小腸吸収上皮細胞基底膜
に局在を確認したSR-BI受容体のTICEでの役割を検討する事を目的としている。本研究期間に小腸特異的なSR-BI
欠損モデル動物を交配により作成・比較できる複数の遺伝子改変マウスを確保するに至った。またマウスリポ蛋
白質に対するratモノクローナル抗体の作成にも成功した。更にin vivoでの代謝測定に必要なマウス血漿プール
を得た。今後これらを用いて小腸を介する血中LDLとHDLからのコレステロール排出を評価する。

研究成果の概要（英文）：The TICE is alternative pathway for reverse cholesterol transport. 
Acceleration of TICE pathway may become one of the new strategies without causing cholesterol 
polypus leading cholecystolithiasis, or gallbladder inflammation. We aim to evaluate SR-BI function 
on TICE which SR-BI receptor also localized at basolateral membrane in intestinal absorptive cell. 
In the project, SR-BI flox and CAG-Cre mice were obtained. The SR-BI fx/fx-CAG+ mice was created. 
The plasma analysis indicated accumulation of large HDL. This result proved the quality of the SR-BI
 flox mice and current propagation system. Vil-Cre mice and Alb-Cre mice have arrived from the 
collaborator to create intestinal- and liver-specific SR-BI KO mic for the future study. WT mice 
plasma was harvested and the isolated mouse LDL, HDL, and mouse apoA-I were shipped to the company 
and the rat monoclonal antibodies were successfully ready. They will be also useful tool for mouse 
lipoprotein analyses for up-coming experiments.

研究分野： 脂質・リポ蛋白質

キーワード： SR-BI flox　CAG cre　Villin cre　mouse apoA-I　mouse HDL　mouse LDL　TICE
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１．研究開始当初の背景 

脂質異常症に起因するアテローム性動脈

硬化疾患の予防・治療の更なるブレークスル

ーとして現在その詳細が明らかにされてい

ない小腸からの新規排出経路の分子機構の

解明が重要課題である。肝臓からの生体内

cholesterol の 過 剰 な 排 出 は 胆 嚢 で の

cholesterol 結晶化やその蓄積を引き起こし、

胆嚢炎等の副作用を伴う。そのため血中リポ

蛋白質cholesterolの排出経路として小腸か

らの cholesterol 排出機構である TICE

（Transintestinal cholesterol efflux）の

機序を明らかにし、TICE を介する新規の“コ

レステロール逆輸送系”により安全性の高

いcholesterol排出促進治療法の確立が必要

とされている。 

本課題以前の我々の成果においてマウス

小腸吸収上皮細胞の基底膜にSR-BIの局在を

確認している。SR-BI は血中 HDL コレステロ

ールの受容体として知られているが、LDL コ

レステロールも受容することが報告され、血

中リポタンパク質コレステロールの排出経

路の最も有力な候補受容体であると考えら

れる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では肝臓・副腎皮質・小腸などの臓

器に高く発現するSR-BI受容体をマウス腸特

異的に欠損させた組織特異的欠損マウス、す

なわちコンディショナルノックアウトマウ

スを作成し、TICE の検討を行うことを目的と

している。まずリポタンパク質受容体 SR-BI

の flox マウスの確保と Villin プロモーター

を有する Cre マウスの入手を計画した。実験

動物の準備の他にリポ蛋白質の解析に必要

なモノクローナル抗体の作成を試みた。また

その生体内での代謝を評価する為の放射標

識リポ蛋白質作成に必要なマウス血漿を回

収・保存した。 

 

３．研究の方法 

(1) SR-BI のコンディショナルマウスの作成

の準備並びに Cre マウスの購入手配。 

SR-BI floxマウスを既に作成している研究機

関の研究者からの譲渡の可能性について調

査する。 また Villin プロモーターを有する

Cre 導入マウスの購入手配を行う。対照とし

て全細胞で Cre の発現が期待できる CAG 

(cytomagalovirus immediate early 

enhancer-chiken β-actin hybrid）をプロモ

ーターとしたCre導入マウスを本学実験動物

センターより提供を受ける。 

(2) マウスリポ蛋白質の単離と抗マウス

apoA-I 並びに抗マウス apoE ラットモノクロ

ーナル抗体の作成。 

野生型マウスを飼育し、20 から 30 週令で麻

酔下に眼窩採血し、その後安楽死させる。マ

ウス１匹から 400から 500μLの血漿を得る。

マイナス 30℃に凍結し保管する。実験動物を

用いた実験操作は全て名古屋市立大学大学

院医学研究科実験動物委員会の承認を得て

いる。保存マウス血漿を一部解凍し NaBr を

用いて比重を調製し超遠心法によりリポ蛋

白質の単離を行った。マウス LDL 画分並びに

マウス HDL 画分を透析後一部は apoA-I の精

製を行い 50％グリセロール溶液中可溶化し

モノクローナル抗体作成の為に MabTech AB

社(Sweden)へ提供した。 

 

４．研究成果 

(1) 副腎皮質特異的なSR-BI欠損マウスの成

果報告からフランスの研究者へ問い合わせ

を行ったが良好な返事を貰えなかった。一方、

米国 UT サウスウエスタン医学研究所 PW 

Shaul 教授より承諾が得られ凍結精子の提供

を受けることになった。本学遺伝子組み換え

実験の許可を得て施設間での MTA を結び、輸

送の手配を行った。ドライシッパーによる凍

結精子の輸送が完了し、本実験動物研究セン

ターにて個体化が行われた。飼育室への搬入

後に CAG-Cre マウスとの交配を行った。各



genotypeing に必要な purimer をデザインし

SR-BI のエクソン 2 の上流に導入されている

LoxP の有無を同定した。また CAG-Cre は CAG

領域の 3’付近と Cre の 5’付近を認識する

primer pair を選択し CAG-Cre 以外の異なる

Cre マウスが区別できる同定方法を確立した。

Tail DNA は proteinalse K にて消化後に希釈

した DNA をテンプレートとして用いて Power 

UP SYBR master mix 試 薬 に よ り ABI 

StepOnePlus system で PCR を増幅後に melt 

curve にて PCR 産物を評価した。 また新規

primer  pair を使用時には PCR 産物を

sequence 法にて遺伝子配列を確認した。LoxP

配列を有するSR-BIfloxアリルのホモ型マウ

スを CAG-cre マウスと交配し、CAG-cre ヘテ

ロ型 SR-BIflox/flox マウスの仔を得た。リ

ポ蛋白質プロファイル(図)から通常の SR-BI

欠損マウスと同じく血漿HDLの増加とその大

型化が確認された。全 SR-BI 欠損マウスは副

腎皮質や性腺への血中リポ蛋白質コレステ

ロールの運搬に障害がありステロイド産生

不全となっている。このため繁殖効率が極度

に低下している。今回も SR-BIflox ホモ型で

CAG-cre 陽性の仔は 1 匹が離乳したのみであ

る。小腸や肝臓のみ cre が発現する場合には

正常の繁殖を期待している。 

Villin-Cre マウスの購入については事務的

な手配に問題があり予定の価格を大幅に超

えていた為に共同研究として Dr. AT Remaley

より提供を受ける事となった。遺伝子組み換

え実験並びに動物実験の承諾後、施設間の

MTA を締結し、Villin-Cre と Albumin-Cre マ

ウス個体の提供を受け、本学実験動物研究教

育センターへ搬入された。本研究期間終了時

にはクリーンナップが終了している。 

また検疫室飼育時に搬入個体の組織を一部

得ている。これらについて Villin-Cre 並び

に Albumin-Creを検出する為にデザインした

primer pair の評価を行った。いずれも目的

の配列の増幅が確認している。今後これらの

SR-BIflox マウスとの交配により腸特異的

SR-BI 欠損マウスと対照として肝特異的

SR-BI 欠損マウスを作成し、SR-BI の機能に

ついて評価する準備が整った。 

 (2)抗マウス apoA-I の作成は Mab Tech AB

社で成功し、本研究室が提供したマウスアポ

リポ蛋白質を抗原として利用されているマ

ウス apoA-I ELISA Pro キット

(https://www.mabtech.com/products/mouse

-apoa1-elisa-pro-kit-3750-1hp)が現在販

売されている。この抗体により今後血漿リポ

蛋白質のプロファイルのより詳細な同定が

可能となる。またリポ蛋白質コレステロール

の実験動物生体内での代謝速度の測定に利



用できる放射標識マウス HDL並びに LDL作成

はマウス個体数が整った後に行う。それに必

要な野生型マウス血漿は現在凍結サンプル

として確保できている。 

目的の組織特異的なSR-BI欠損マウスが交

配により作成可能であり、遺伝子改変マウス

の genotyping や血漿リポ蛋白質プロファイ

ルの検討に用いるラットモノクローナル抗

体もある。リポ蛋白質の標識に用いるマウス

リポ蛋白質の準備も整った。研究期間内に実

際の操作が終了しなかったのは残念である

が、目的の実験動物や抗体、リポ蛋白質は全

て本期間内に名古屋市立大学大学院医学研

究科施設に集めることを達成した。関係者の

方々に心より御礼申し上げる。 
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