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研究成果の概要（和文）：コレステロールが水酸化を受けたオキシステロール(25-ヒドロキシコレステロール
(25-HC)など)はコレステロールやリン脂質合成酵素の転写を抑制する。本研究により、25-HCはこれら酵素のプ
ロモーターに結合した転写促進因子NF-Yとp300との結合を阻害し転写を抑制することを明らかにした。そこで、
細胞内の25-HCの濃度の調節機構に関与するコレステロールから25-HCを産生するコレステロール25-ヒドロキシ
ラーゼ(CH25H)の細胞レベルでの活性制御に興味をもち研究を進めた。結果、FBS中にCH25Hの転写を抑制する因
子の存在を見出し、現在精製中ではあるが、糖タンパクである事をつきとめた。

研究成果の概要（英文）：Oxysterols are hydrolyzed cholesterol and one of which such as 
25-hydroxycholesterol suppressed transcription of rate limiting enzymes for cholesterol and 
phospholipid biosynthesis (phosphatidylethanolamine (PE)), HMG-CoA reductase and CTP:
phosphoethanolamine citydylyltransferase, respectively. In this study, 25-hydroxycholesterol was 
found to suppress the interaction between NF-Y and p300 on their enzyme promoters and suppressed 
their  transcription. Therefore, we were interested in the regulation of 25-hydroxycholesterol 
concentration in cells and regulation of transcription and enzyme activity of cholesterol 
25-hydroxylase which catalyze cholesterol to 25-hydroxycholesterol in cells. We found that unknown 
factors in fetal bovine serum suppressed transcription and enzyme activity of cholesterol 
25-hydroxylase, are now tring to purify the factor which may be a glycoprotein.     

研究分野： 脂質生化学

キーワード： オキシステロール　コレステロール25-ヒドロキシラーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
25-HCは細胞膜を構成するコレステロールやリン脂質合成酵素の転写を抑制し、細胞増殖に深く関与することが
推定される。また、マクロファージがインターフェロンにより刺激を受けるとCH25Hの転写が促進し、25-HCが放
出され、paracrine様に25-HCが抗ウイルス作用を示すことが報告された(Cell Immunity, 2017)。本研究で見出
した、FBS中のCH25H転写抑制因子の同定と治療目的の除去や阻害剤の開発は、ウイルス疾患や細胞増殖の盛んな
がんの治療、およびオキシステロールが脂肪酸合成を調節することからメタボリック症候群などの脂質代謝異常
症などの治療への応用も期待できる。
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１．研究開始当初の背景 

細胞膜を構成する主な脂質は、リン脂質であるホスファチジルコリン(PC)やホスファチジル

エタノールアミン(PE)およびコレステロールであり、これら脂質組成はほぼ一定に保たれてい

る。これら脂質の調和ある合成調節機構を解明するため、はじめに PC 合成の律速酵素

CTP:phosphocholine cytidylyltransferase (CT)の転写調節機構を解析し、TEF-4や強力な転

写促進因子 Ets-1 で転写調節を受けることを見出した (Sugimoto H et al. J. Biol. Chem. 

276:12338-12344 (2001), J. Biol. Chem. 278:19716-19722 (2003), J Biol Chem. 

280:40857-40866 (2005))。 

そこで細胞膜の他の脂質にも興味を持ち、脂質合成の律速酵素がどのような転写や活性制御

を受けているのか興味を持ち解析を進めた。その結果、コレステロール合成の律速酵素 HMG-CoA

レ ダ ク タ ー ゼ (HMGCR) お よ び PE 合 成 の 律 速 酵 素 CTP:phosphoethanolamine 

cytidylyltransferase (ET)の転写や活性が、同様な容量依存性を示しながら、細胞培養液中

の fetal bovine serum(FBS)濃度(0.5%〜10%)を上げると抑制されることを見出した。そこで

FBS に含まれるこれら律速酵素の転写抑制因子を同定し、この因子がリポタンパク質などに含

まれるオキシステロール(25-hydroxycholesterol) (25-HC)であることを見出し報告した

(Ando H, et al. Biochim. Biophys. Acta 1801: 487–495 (2010)), (11)。 

これまでの研究から LDLにはオキシステロールが含まれる事が知られている。しかしながら

培養細胞内において、内因性に産生される 25-HC濃度の調節機構およびコレステロールからの

オキシステロール合成に関与する内因性酵素の転写および活性の制御機構の研究は少ない。そ

こで NIH3T3 細胞等の培養細胞レベルでも生理的条件下で細胞内オキシステロール量の変化が

おきる可能性を考え、細胞内オキシステロール量の定量や、一連のオキシステロール合成の律

速酵素の活性調節機構に興味を持ち、本研究遂行の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

生体内にはコレステロールがヒドロキシル化を受けた種々のオ

キシステロールが存在する。肝臓が産生し、血液中においては、

リポタンパク質、特にLDLに取り込まれている事が知られている。

研究代表者はfetal bovine serum (FBS)中のオキシステロールが

培養細胞のコレステロールやホスファチジルエタノールアミン

(PE)合成の律速酵素の転写や活性を抑制し、細胞膜脂質組成の調

節に寄与することを見出し報告した(Ando H, et al. Biochim. 

Biophys. Acta 1801: 487–495 (2010)), (11)。そこで培養細胞

自身が有する内因性オキシステロール合成の制御機構を解明す

るため研究を進めた。 

 

３．研究の方法 

細胞内の主なオキシステロール産生経路は、コレステロールか

ら「Cholesterol 25-hydroxylase (CH25H)や cytochrome3A (Cyp3A)による 25-HC の産生」、

「CYP27A1 による 27-HC の産生」、「CYP46A1 による 24-HC の産生」が知られている(右上図)。

そこでこれら一連のオキシステロール産生酵素の mRNA量がどのような転写制御を受けるのか、

細胞への FBSの添加で変化するのか否かを解析した。FBS 由来の各種精製分画を NIH3T3 細胞に

添加後、これらオキシステロール産生酵素の mRNA 量を RT-PCR により測定し、FBS に由来する

転写抑制因子の部分精製や精製を試みた。CH25H 酵素への抗体を作成するため、遺伝子情報か



らペプチドを作成し、ウサギを免疫することで CH25Hへの特異的抗体を作成し、western blot

により細胞内でのタンパク質レベルでの発現を解析した。 

 
４．研究成果 

結果、これらオキシステロール産生酵素のなかでも、

25-HC 合成に関与する CH25H が培養液中の FBS 濃度

の増加(0.5〜10%)により転写や酵素活性が抑制さ

れることをはじめて見出した。質量分析装置を用い

た最近の研究からも、内因性 25-HC の産生や、

Cholesterol-d7(重水素ラベル-コレステロール)か

らの 25-HC-d 産生も FBS添加により抑制された。以

上の結果から、研究代表者は FBS中に CH25H の転写

を抑制する因子が存在することを確信した。  

そこで、生成物阻害を考慮しオキシステロールを

NIH3T3 細胞に添加したが、CH25H の転写レベルに変

化はなかった。このことは同じ FBSが関与するが、

血液に由来するオキシステロールが関与する HMGCR

や ETの転写抑制機構と CH25H の転写抑制機構は大きく異なることが推測された。 

FBS 由来の精製分画を NIH3T3 細胞に添加し、CH25H の mRNA 量を RT-PCR により測定し、FBS

に由来する転写抑制因子の精製を試みた。その結果、本抑制因子は Bligh-Dyer 法(クロロホル

ム・メタノール分画)の水溶性画分に存在し,分子量フィルター解析や、protease K および

glycopeptidase F の処理により失活することから糖タンパク質ではないかと推測した。 

本抑制因子を精製するため、FBSから

Bligh-Dyer 法の水溶性画分から得られ

た本抑制因子を,HPLC逆相 C18 カラムに

かけた。結果、本因子は逆相 C18カラム

に結合しアセトニトリルにより溶出す

る分子であった(右図)。 

今後推測分子に即した糖タンパク質

精製カラムによりさらに精製を進め、本

大 学 で 保 有 す る 質 量 分 析 装 置 

(LC-MS/MS (Qtrap 5500 Sciex) 、

nanoLC-MS/MS(Triple-TOF/MS 6600 、

Sciex))により分子を同定する予定である。 
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