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研究成果の概要（和文）：血漿中の高密度リポタンパク質コレステロール（HDL-C）のレベルが上昇すると、冠
動脈疾患のリスクが低下する。 HDLは、動脈硬化病変からの脂質（コレステロール等）の引き抜き（脂質搬出）
作用や、抗炎症作用、抗酸化作用など、様々な効果により抗動脈硬化的に作用することが知られている。 本研
究では、HDLと相互作用するapoA-I結合タンパク質（AIBP）が、HDLの脂質搬出作用と抗炎症作用を向上すること
により、抗動脈硬化的に作用することを示した。 この結果は、アテローム性動脈硬化症における機能未知だっ
たAIBPの役割の一端を明らかにしたものである。

研究成果の概要（英文）：Elevated levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) reduce the 
risk of coronary artery disease. HDL is known to exhibit anti-atherogenic effects by multiple 
mechanisms such as cholesterol efflux from atherosclerotic plaque, anti-inflammatory, and 
antioxidant effects. Here we showed that apoA-I binding protein (AIBP), which potentially interact 
with HDL in plasma, exert an anti-atherosclerotic effects by enhancing the HDL ability of promoting 
lipid efflux and anti-inflammation. Our findings uncovered a novel role of AIBP in atherosclerosis. 

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 脂質　動脈硬化　リポタンパク質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HDLが上昇することで、形成された病変が縮小する動脈硬化の治療効果が期待できることから、HDL創薬の社会
的・医療経済的意義は大きい。本研究によって得られた知見は、これまでほとんど機能未知だったAIBPの生理的
な作用について明らかにしており、学術的意義のみならず、HDL創薬への新しい可能性を示したという点で、そ
れに応えるものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高密度リポタンパク質（HDL）は、その血中濃度が高いほど動脈硬化性疾患のリスクが減
少する。HDL の生理的な機能としては、末梢組織および動脈硬化病変からの余剰脂質（コレ
ステロール等）の引き抜き（脂質搬出反応）や、抗炎症作用、抗酸化作用など、様々な抗動
脈硬化的な作用が知られている。さらに、人工的に作製した HDL 様粒子を投与して一時的
に HDL 濃度上昇を促すことで動脈硬化病変が縮小したという臨床知見が報告され、現在臨
床試験も進められており、HDL には積極的な病態治癒効果があることが示唆されている。本
研究課題において研究対象とした apoA-I Binding Protein（AIBP）は、yeast-2-hybrid 法によっ
て HDL 上のアポリポタンパク質 apoA-I に結合するタンパク質として単離・同定された約
29kDa の可溶性タンパク質である（Genomics,79,693-702,2002）。ほぼ全身の組織に広く発現
が認められ、さらに、種を超えて高度に保存されていることから、生体において重要な役割
を担っていることが示唆されるが、その生理的意義や分泌機構など、多くのことが未だ解明
されていない。AIBP 遺伝子が家族性脂質代謝異常症の連鎖領域 1q21-23 内に位置している
ことから、AIBP の脂質代謝系、特に HDL 代謝系への関与が予想
されていたが、2013 年に血管形成に関する研究において、リコン
ビナント AIBP タンパク質が血管内皮細胞から HDL への脂質搬
出量を増加させることが報告され、生理的な動脈硬化抑制因子と
しての機能が示唆された（Nature,498,118-22,2013）。しかし、AIBP
が脂質搬出能を向上させるメカニズムは依然不明であり、しか
も、AIBP と類似構造を有するファミリータンパク質が細胞内で
異性化酵素として機能しているということ、また、AIBP の血中
濃度は通常極めて低く、本質的な分泌機構が不明であるというこ
とから、AIBP の細胞外における脂質搬出・血管形成反応への関
与には否定的な報告もあり（Biochem J,460,49–58,2014）、その真の
生理機能は未だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、AIBP による HDL の脂質搬出活性向上の機構解析を目指し、また、AIBP が
HDL の有する多面的な抗動脈硬化的作用にどのような影響を与えるのかを明らかにするこ
とを目的とした。それにより、殆ど理解が進んでいない AIBP の活性発現機序の解明と新し
い動脈硬化症治療薬開発への応用に資する基盤的知見の蓄積を図ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）リコンビナント AIBP の作製と改良 

HDL の抗動脈硬化的機能として抗炎症作用が知られているが、リコンビナント AIBP が
HDL の抗炎症効果に対する影響を調べるために、リコンビナント AIBP を炎症誘発因子であ
るエンドトキシンを含まない大腸菌（ClearColi® BL21（DE3）エレクトロコンピテントセル、
Lucigen Corp.）を用いて作製する手法を構築した。また、精製方法を改良することで収率の
向上を目指した。 

さらに、in vivo でのリコンビナント AIBP の利用に関して、ヒトアルブミン融合タンパク
質 AIBP およびアルブミン結合ドメイン融合 AIBP をそれぞれ作製した。 
 
（２）AIBP と HDL/apoA-I との相互作用の評価 

作製したリコンビナント AIBP をビオチン化して、試験管内でビオチン化 AIBP とそれぞ
れ、plasma 由来の apoA-I、HDL、大腸菌で作製したリコンビナント apoA-I、リン脂質と apoA-
I で人工的に作製した HDL 粒子を試験管内で室温 1 時間混合し、Streptavidin MagneSphere® 
Paramagnetic Particles（Promega）を用いた免疫沈降法によって、相互作用を確認した。 
 
（３）AIBP による HDL の機能への影響 

ホルボールエステル（PMA）で分化させたヒトマクロファージ細胞 THP-1 に、apoA-I、
HDL、AIBP を含む培地で 3 時間培養し、細胞より分泌されたコレステロールについて、蛍
光酵素法により定量した。また、THP-1 細胞に LPS を加えて炎症反応を誘導し、炎症性サイ
トカインの発現に対する AIBP の抑制効果について、mRNA 量をリアルタイム PCR にて評価
した。また、LPS で炎症惹起させたマウスに AIBP を静脈内投与して、血中の炎症性サイト
カインの量の変化について ELISA で評価した。 
 
４．研究成果 
（１）リコンビナント AIBP の作製と改良 

リコンビナント AIBP の作製において、大腸菌由来 LPS の糖鎖を欠損させた ClearColi® 
BL21（DE3）使用し、AIBP タンパク質精製法について改良を行った。IPTG によるタンパク
質発現の時間と温度の最適化、界面活性剤の種類と含量の検討、さらに、Ni カラム精製の後
に行っていた LPS 除去カラムの代わりに陰イオン交換カラムによる精製を追加することに
より、これまで得られていた AIBP タンパク質の約５倍程度の収量を得ることができた。 

Fig.1   マウス 
AIBP の結晶構造 



（２）AIBP と HDL/apoA-I との相互作用の
評価 

大腸菌発現系で作製したリコンビナント
AIBP タンパク質の apoA-I 及び HDL への結
合について検討した。AIBP は、HDL、plasma
由来の apoA-I または大腸菌発現系で作製し
たリコンビナント apoA-I（rapoA-I）、人工
HDL 粒子（disc）に対して、すべて同程度結
合することが明らかとなった（Fig.2）。Lipid-
free の apoA-I と HDL 上の apoA-I は二次構
造が大きく違うことが報告されており、こ
の結果は、AIBP は apoA-I との結合は apoA-
Iの二次構造に依存しないことを示唆してい
る。また、AIBP と HDL の相互作用について
は、バイオレイヤー干渉法（BLI 法）によっ
ても測定を行い、免疫沈降の結果と同様に
AIBP と HDL の結合が観察された（data not 
shown）。 

 
（３）AIBP による HDL の機能への影響 

ヒトマクロファージ細胞からの apoA-I 及び
HDL 依存的な脂質搬出活性に対する AIBP の効
果を検討したところ、AIBP は apoA-I による脂質
搬出反応に対しては影響を与えなかったが、
HDL による脂質搬出反応を有意に増加させるこ
とを明らかにした（Fig.3）。 

また、AIBP の HDL 抗炎症効果に対する影響
を調べるために、LPS で炎症を惹起させたヒトマ
クロファージ細胞に対して AIBP を添加したと
ころ、AIBP は LPS によって誘導された炎症性サ
イトカイン TNFaの発現上昇を抑制することが
示された（Fig.4）。さらに、LPS をマウスに腹腔
内投与し、２時間後に血液を回収して TNFaの量
を ELISA 法により測定したところ、投与後 1~2
時間で血液中の TNFa量は大きく上昇したが、
AIBP を静脈内に前投与したマウス個体では
TNFa量の増加が抑制される傾向を示し、AIBPは
生体においても抗炎症作用を示すことが明らか
となった（data not shown）。投与したリコンビナ
ント AIBP の血中濃度推移結果から速やかに血
中から消失していることが示唆されたため、
AIBPの血中滞留性を上昇させることを目的とし
て、ヒト血清アルブミン融合 AIBP タンパク質を
作製した。しかし、ヒト血清アルブミン融合 AIBP
タンパク質は、大腸菌による発現と精製は可能
であったものの、凝集能が極めて高く、安定的に
保持することが難しいことがわかった。そこで
方針を変更し、血中でアルブミンタンパク質と
結合能を持つアルブミン結合ドメイン（ABD）を
融合したリコンビナント AIBP を設計した。大腸
菌でタンパク質を発現、精製することに成功し、
ヒト血清アルブミン融合 AIBP タンパク質と比
較して安定に維持できることが分かった。そこ
で、その抗炎症効果についてヒトマクロファー
ジ細胞を使って評価したところ、オリジナルの
リコンビナント AIBP と比べて、ほぼ同程度の抗
炎症効果を示すことが明らかとなった（Fig.4）。 

以上本研究により、AIBP が HDL に結合して、
HDL の脂質搬出能を増強し、抗炎症効果を向上
させることを示した。現在、AIBP の活性発現メ
カニズムの解析と、マウスにおける AIBP の作用
について、さらに研究を進めている。 

Fig.2 AIBP と apoA-I または HDL の結合 

Fig.4  THP-1 における AIBP-ABD の 
抗炎症作用 

AIBPまたはAIBP-ABDを細胞に5µg/ml
添加したのち、LPS を 0.05µg/ml 添加
して炎症を誘導した。細胞を回収し、
TNF-α の mRNA 産生量をリアルタイム
PCR によって定量した。 
（**p<0.01,***p<0.001 vs. LPS） 

Fig.3 THP-1 マクロファージ細胞に 
おけるコレステロール搬出 
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