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研究成果の概要（和文）：HDLは動脈硬化巣マクロファージから余剰なコレステロールを引き抜いて肝臓へ戻すコレス
テロール逆転送作用を有する。我々は、コーヒーに含まれるポリフェノールであるフェルラ酸の他、アントシアニンに
もコレステロール逆転送作用を有することをマウスを用いた実験で明らかにした。また、フェルラ酸はマウスよりもよ
りヒトに近いHDL組成を有するハムスターにおいてもコレステロール逆転送を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：Reverse cholesterol transport (RCT) is pivotal in the return of excess cholesterol
 from peripheral tissues to the liver for excretion in bile and eventually feces. RCT from macrophages is 
a critical anti-atherogenicity mechanism of HDL. Coffee polyphenol; ferulic acid and anthocyanin showed to
 increase macrophage RCT in mice. In addition, we found that ferulic acid enhanced it in hamsters which ha
ve lipoprotein file like as human.
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１．研究開始当初の背景 
わが国において、動脈硬化を基盤とした心血

管疾患は癌と並ぶ主要な死因を占めている。

動脈硬化は、酸化した低密度リポタンパク質

（LDL）をマクロファージが貪食・泡沫化し

て血管を肥厚させることにより発症および

進展する。現在、動脈硬化性疾患の予防には

肝臓でのコレステロール合成を阻害するこ

とによって LDLコレステロールを低下させ

るLDL低下療法が最も有効とされているが、

その効果は多くの疫学研究により 3割程度に

留まることが示されている。一方、HDLは

多くの前向き疫学研究により高密度リポタ

ンパク質（HDL）コレステロールレベルと心

血管疾患の負の相関を示すことから抗動脈

硬化性リポタンパク質と考えられている。

HDLの機能としては、コレステロール逆転

送作用、抗酸化作用、抗炎症作用、血管内皮

機能改善作用などが報告されているが、中で

も動脈硬化巣マクロファージ中の余剰なコ

レステロールを引き抜き、肝臓へと戻して糞

便中へと排出するコレステロール逆転送作

用の機能が最も重要な機能と位置付けられ

ている。細胞からのコレステロール引き抜き

機構は、HDLの主要な担体タンパク質であ

るアポリポタンパク質A-I(アポA-I)は細胞膜

に存在するトランスポーターである ATP 結

合カセットトランスポーター（ABC）A1を

介しコレステロールを引き抜く。一方、HDL

は ABCG1およびスカベンジャー受容体クラ

ス B タイプ I（SR-BI)を介して細胞中の余剰

なコレステロールを引き抜いている。 
 
２．研究の目的 

HDLコレステロールの量を増加させるこ

とに加えてHDLの質的および機能的な改善

などがLDL低下療法で予防出来ない残り7割

のリスクを軽減させるものの1つとして盛ん

に研究されている。本稿では、動脈硬化性疾

患を予防するために、HDLの機能であるコレ

ステロール逆転送作用に着目し、効果的な食

事因子中でもコーヒー由来ポリフェノー

ルを中心に著者らの得た結果を報告する。 
 
３．研究の方法 
１）マクロファージ様細胞にポリフェノー

ルを添加し、1) 放射性同位元素を用いた

コレステロール引抜き能の測定、2) real 

time PCR法を用いたコレステロール引抜き

関連分子の遺伝子発現の検討、3) western 

blot 法を用いたコレステロール引抜き関

連分子の蛋白発現レベルの検討、さらに 4)

上記遺伝子上流の核内受容体、転写制御因

子の発現を検討する。 

２）ポリフェノールを摂取した健常人の単

核球をポリフェノール摂取前後の血清で

マクロファージに分化させ、コレステロー

ル引抜き能を ex vivo で検討する。 

３）マウスに in vitro 実験で増強作用を

有したポリフェノールを含む食餌を摂取

させ、コレステロールトリチウム標識した

マクロファージを腹腔内投与した後、糞便

中および胆汁中のトリチウムをカウント

することにより、コレステロール引抜きを

in vivo で評価する。 

 
４．研究成果 

１）コーヒー由来ポリフェノールのコレス

テロール引き抜き作用 

オランダで行われた疫学調査 Zutphen 

Elderly Studyから、食事由来のフラボノ

イド摂取が高いほど、心血管疾患の発症リ

スクが低下することが示され、フラボノイ

ドをはじめとしたポリフェノールの生理

機能に対する関心が高まった。コーヒーの

摂取と動脈硬化性疾患については、以前は

動脈硬化惹起性に働く可能性が指摘され

ていた。しかし最近、喫煙など他の動脈硬

化危険因子の影響を排除したより厳密な

疫学調査により、コーヒーを摂取する群は

摂取しない群に比較して脳梗塞や脳卒中

発症リスクが低下することが報告され、そ



の効能としてコーヒーに含まれるポリフェ

ノールであるクロロゲン酸に注目が集まっ

ている。クロロゲン酸は速やかに代謝されて、

生体内ではカフェ酸とフェルラ酸として存

在している。したがって、著者らはカフェ酸

とフェルラ酸がコレステロール引き抜きに

及ぼす効果について、ヒト由来 THP-1マク

ロファージ細胞を用いて検討した。トリチウ

ム標識したコレステロールを取り込ませた

THP-1マクロファージ細胞にカフェ酸とフ

ェルラ酸を作用させると、アポ A-Iによるコ

レステロール引き抜きに変化は認めなかっ

たが、HDLによるコレステロール引き抜き

はコントロールと比べて用量依存的に増大

した。 

２）コーヒー由来ポリフェノールのコレステ

ロール引き抜き機構 

カフェ酸とフェルラ酸による HDL を介し

たコレステロール引き抜き増大作用に関わ

る分子機構を明らかにするために ABCG1と

SR-BIの遺伝子発現およびタンパク質発現を

検討したところ、遺伝子発現とタンパク質発

現ともに増加した。さらに、その発現増大機

構を明らかとするために、転写阻害剤アクチ

ノマイシン D（ActD）を用いて ABCG1 と

SR-BIの遺伝子発現を測定したところ、ActD

の有無にかかわらずカフェ酸とフェルラ酸

は増加させたことから、転写制御ではなく

mRNA の安定性に関与している可能性を示

唆した。メッセンジャーRNA の安定性を制

御している mRNAの 3’非翻訳領域（UTR）

が着目されていることから、ヒト ABCG1お

よび SR-BI の 3’UTR領域を挿入したプラス

ミドベクターを作成し、RAW264.7細胞に導

入してルシフェラーゼアッセイを行ったが、

カフェ酸およびフェルラ酸による mRNA 安

定性の増大は認められなかった。最近になり、

mRNAの安定性には 5’UTRも関与している

という報告もあり、その他の機序については

現在も検討中である。 

３）コーヒーおよびフェルラ酸の 

コレステロール逆転送モデルマウスを用

いた検討 

細胞培養実験の検討よりカフェ酸とフ

ェルラ酸はコレステロール引き抜き作用

を促進することが明らかとなったが、動物

実験においても実際にコレステロール引

き抜きを有するか否か、Raderらによって

確立されたコレステロール逆転送モデル

マウスを用いて検討した。7週齢の雄性

C57BL/6Jマウス 18匹をコントロール、

コーヒー(5 mg/kg/day)、フェルラ酸(50 

mg/kg/day)の 3群に分けて飼育した。7日

後、これらのマウスにトリチウム標識した

コレステロールを含む RAW264.7細胞 0.5 

mlを腹腔注射した。腹腔注射後 24および

48時間後に採血および糞便を回収し、肝臓

と胆嚢を 4時間の空腹期間のあと採取した。

その結果、血清、肝臓、胆嚢中のトリチウ

ムの放射活性に変化は認められなかった

が、糞便中へのコレステール排出はコント

ロール群に比べてコーヒー投与群で 14％

増加、フェルラ酸投与群では 37％の有意な

増加が認められた。以上より、フェルラ酸

はマクロファージ由来のコレステロール

を糞便へ排出促進して、コレステロール逆

転送を活性化することが明らかとなった。 

４）ヒトを用いたコーヒー由来ポリフェノ

ールのコレステロール引き抜き能の検討 

細胞培養実験の検討よりカフェ酸とフ

ェルラ酸はコレステロール引き抜き作用

を促進すること、動物実験において実際に

コレステロール逆転送を活性化すること

が明らかとなったが、われわれヒトにおい

ても同作用を有するか否かは重要な問題

である。コーヒーの飲用を 3日間中止した

健常成人 8名を対象に水飲用群とコーヒー

飲用（インスタントコーヒー5g／350mL）

群に分けてクロスオーバー試験を行った。

採血は飲用前と最も血中コーヒーポリフ



ェノールの濃度は増加するとの報告されて

いる飲用後 0.5時間で行った。まず、飲用前

後での被験者の血清中のポリフェノール濃

度を液体クロマトグラフィータンデム質量

分析法で測定したところ、コーヒー飲用前に

比べて飲用後でフェルラ酸＞カフェ酸＞フ

ェルラ酸抱合体＞カフェ酸抱合体の順で有

意な増加を認めた。次に、飲用前後に得た血

液より Ficol /Hypaque密度濃度勾配法によ

り単球を採取し、飲用前後に得た自己血清

10％含有 RPMI培地で 10日間培養すること

でマクロファージに分化させた後、トリチウ

ム標識したコレステロールを取り込ませて

HDLを添加した。その結果、コーヒー飲用

前に比べて飲用後のカフェ酸やフェルラ酸

を豊富に含む血清で単球から分化させたマ

クロファージでは、HDLによるコレステロ

ール引き抜き能とABCG1とSR-BIの遺伝子

発現およびタンパク質発現を増加すること

が明らかとなった。また、コーヒー飲用後の

HDLそのものはHDLによるコレステロール

引き抜き能に影響を及ぼさないことをあわ

せて報告した。この研究結果は、コーヒー摂

取による抗動脈硬化作用の一部にコレステ

ロール逆転送活性化作用が寄与する可能性

を期待できるものと考えられた。 

５）コーヒーポリフェノール以外の食事因子

のコレステロール引き抜き作用 

鮭や甲殻類などのピンク色の色素の元とな

るカロテノイドのアスタキサンキンは、

RAW264.7細胞においてアポ A―Iおよび

HDLによるコレステロール引き抜きを増大

させ、ABCA1および ABCG1のmRNAおよ

びタンパク質発現を増加させた。アスタキサ

ンチンが ABCA1および ABCG1を転写制御

している Liver X 受容体（LXR）を介する

か否かを検討するために、ヒト ABCA1およ

び ABCG1プロモーターを含むベクターを

RAW264.7細胞に導入して、ルシフェラーゼ

アッセイを行った結果、アスタキサンチンは

LXR非依存性にABCA1とABCG1の転写

活性化によりこれらの発現を高めること

が明らかとなった。これより、アスタキサ

ンチンはコーヒー由来ポリフェノールと

は異なる機序でマクロファージからのコ

レステロール引き抜きを促進することが

示唆された。 
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