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研究成果の概要：NPC1L1 は食物由来コレステロールの吸収を司るトランスポーターであり、
その機能を阻害する物質は高コレステロール血症の治療薬となりうる。本研究では既報の阻害

剤のラベル体と NPC1L1との結合を指標とした阻害剤探索のアッセイ系を確立し、既存薬と立
体構造の類似が高い化合物の中からスクリーニングのヒット、更には医薬開発候補化合物が見

出されるか確認した。 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,600,000 0 1,600,000 

2007 年度 1,200,000 0 1,200,000 

2008 年度 600,000 180,000 780,000 

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 180,000 3,580,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・創薬化学 
キーワード：高脂血症・創薬化学・生物活性物質・有機化学 
 
１．研究開始当初の背景 
 高コレステロール血症の治療を目的とし
て開発・上市されたコレステロールの腸管吸
収抑制剤 Ezetimibe の作用点は NPC1L1 とよ
ばれるトランスポーターであることが 2004
年に報告された。Ezetimibe は単独投与なら
びにコレステロール生合成阻害剤スタチン
類との併用により血中コレステロール濃度
を有意に降下させる。しかしながら、当薬剤
は全く異なる分子標的にフォーカスした医
薬化学研究の途上で偶然見出されたもので
あり、最初から腸管吸収のメカニズムに着目
し開発されたものではない。 
腸管吸収抑制とコレステロール濃度低下

との間に良い相関が観察されたことに加え、

NPC1L1 には多形が観察されたこともあり、こ
のトランスポーターをターゲットとした阻
害剤の探索研究を行い、新たな臨床薬候補化
合物を充実させることが望まれていた。 
 
２．研究の目的 
（1）NPC1L1 の機能を阻害する物質を選別可
能な簡便なアッセイ系の構築 
（2）上記アッセイ系を利用した阻害剤スク
リーニングの実施と医薬開発へ向けたリー
ドの提示である。 
 
３．研究の方法 
 方法はアッセイ系を構築し、スクリーニン
グを実施することに集約される。以下、具体
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的に記す。 
 
（1）アッセイ系の構築 
 Ezetimibe（図 1）が NPC1L1 のトランスポ
ーターとしての機能を阻害する際、この蛋白
に結合することが報告されている。そこで、
アッセイ系の原理としてはこの結合をキャ
ンセルさせる化合物を選別するものとした。
実際には、Ezetimibe の蛍光もしくは RI ラベ
ル体を合成し、それぞれ NPC1L1 を発現して
いる細胞やその膜画分との複合体形成を観
測する方法を確立し、これに試料化合物を添
加し先の結合が観察されなくなったものを
ヒットとすることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.Ezetimibe の構造 
 
①! HepG2 を用いた系 
 ヒト由来の細胞の中で肝癌由来の細胞
HepG2は最もNPC1L1の発現量が高いものの一
つである。そこで、この細胞と Ezetimibe 蛍
光ラベル体 1)（図 2）との結合を観察するア
ッセイ系の構築を試みた。 
 
  
 
 
 
 
４．研究成果 
  
図 2.Ezetimibe 蛍光誘導体の構造 
 
まず、HepG2 細胞と大腸癌由来 RKO 細胞に

ついて市販の NPC1L1 抗体を利用して当該蛋
白の発現を調べたところ、前者と後者には有
意な差が見られた。ここで RKO 細胞をネガテ
ィブコントロールとして使用することとし
た。細胞培養用 96 穴プレートにそれぞれの
細胞を播き、37℃にて 20 時間培養する。そ
の後、前出の蛍光 Ezetimibe 誘導体の 25μ
g/mL までのPBS(-)溶液をを5μL添加し更に
6 時間インキュベートする。培地を除去した
後、PBS(-)にて 2 回洗浄、100μL の PBS(-)
を加えて蛍光分光光度計で蛍光強度を測定
した。 
 また、必要に応じ、20 時間の細胞培養の後、
2％の MβCD を含み FBS を除いた培地に置き
換え 1時間インキュベートする段階を前出の
プロトコルに加えた 2)。阻害剤を添加する必
要がある場合は、蛍光誘導体溶液に混溶させ

る方法とした。 
 
②NPC1L1 高発現 CaCo-2 細胞の利用 
 東京大学病院薬剤部の鈴木らは NPC1L1 を
強制的に高発現させた CaCo-2 細胞の樹立に
成功した 3)。そこで、この細胞の供与を受け、
アッセイ系へ利用することを試みた。全段階
として、一通り HepG2 で試みた蛍光誘導体と
の結合観察について同じ方法論を適用した
が、本細胞の増殖速度が遅いことが原因で利
用が困難と判断された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.Ezetimibe-RI 誘導体の構造 
 
 ここで、増殖速度や培養条件に左右されや
すい細胞自体を使用したアッセイ系構築が
困難を極めたため、膜画分を一旦調製し、こ
れを利用するものの確立を目指すよう方針
を転換した。結合を確認するのに用いる
Ezetimibe誘導体は図3のRIラベル体である
4) （ RI purity: 97.8%; 比放射能： 2.85 
TBq/mmol; RI 濃度: 37.0 MBq/mL in EtOH） 。 
 まず定法にて膜画分を調製する。続いて
reaction buffer（5 mM Hepes, 5.5 mM glucose, 
117 mM NaCl, 5.4 mM KCl; pH 7.40）と wash 
buffer（120 mM NaCl, 0.1% sodium cholate, 
20 mM MES; pH 6.70 ）を準備する。膜画分
を 60μL の reaction buffer に溶解、ここに
被検サンプル 30μL を加える。非特異的結合
は RI誘導体の 1000 倍量の Ezetimibe グルク
ロン酸抱合体をこのステップで添加するこ
とにより観測可能で、その値をバックグラウ
ンドとする。続いて RI 誘導体溶液を 30μL
加え、37℃にて 2 時間インキュベートする。
これを 0.5% polyethyleneimine で前処理し
た Unifilter-96GF/Cにアプライし濾過、wash 
buffer で 3回洗浄する。フィルターに残った
成分の放射活性を液体シンチレータにて観
測し、これを膜に結合した RI 誘導体の量と
する。 
必要に応じ、reaction buffer には 0.03% 
タウロコール酸ナトリウム、0.05% ジギトニ
ンの界面活性剤を加えて同実験を実施した 5)。 
 実際のアッセイには医薬化学的展開によ
る活性改善の余地を見越して 100μM のサン
プルについて実施した。 
 
（2）ヴァーチャルスクリーニングによるヒ
ット候補化合物の選択  



 

 

 既知阻害剤 Ezetimibeとの構造類似性に着
目したヴァーチャルスクリーニングを行っ
た。第一段階として緩いフィルターを採用す
ることとし、3 つの芳香環と 1 つの水素結合
受容体（ラクタムカルボニル酸素）との重な
りのよい化合物群を市販モデリングソフト
ウェアにて立体構造データベース Zinc より
抽出した。 
 
４．研究成果 
（1）アッセイ系の構築 
①HepG2 を用いた系 
最初に行った実験では 4×104/well と高密

度の HepG2 と RKO との間に蛍光強度の有意差
が観察されたケースもあったが、残念ながら
再現性を得ることができなかった。 
NPC1L1 の機能発現にはこのトランスポー

ターの膜への誘導が必要であるとの報告が
ある 2)。この誘導は培地中に Mβシクロデキ
ストリン（MβCD）を添加しコレステロール
を欠乏状態にすることで引き起こされるこ
とも知られている。そこで、MβCD による
NPC1L1 膜誘導のプロセスを組込んだアッセ
イ系の改良を試みた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.Ezetimibe蛍光誘導体と細胞との結合（M
βCD 添加の効果） 
 
 図 4 の通り、NPC1L1 を発現している HepG2
細胞では MβCD添加による蛍光誘導体の結合
増加が顕著に見られた。一方、発現していな
い RKO 細胞ではほとんど影響を受けない。し
かしながら、RKO に対する蛍光プローブの非
特異的結合が多いことも観察される。これは
RKO 細胞の増殖速度が HepG2 と比較し速いた
め、20 時間培養後の細胞数に大きな差が生じ
ていることが原因と考えられる。 
図 5では Ezetimibe のグルクロン酸抱合体

（実際に体内で Ezetimibeが薬効を示す修飾
体）をトータル 0.5μM となるように添加し
た場合にそれを行わなかった際に見られた
蛍光がキャンセルされることもわかった。こ
れは MβCDを添加させなかった場合のグラフ
とほぼ一致する。非特異的結合由来のバック
グラウンド値としてはこれらのいずれかを
採用するのが適当であると判断された。 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.Ezetimibe 蛍光誘導体と細胞との結合
（阻害剤添加の効果） 
 
しかしながらここでも培養条件によって
は MβCD の毒性が出てしまい、再現性よく上
記の結果を得るには至らず、安定なアッセイ
系を構築することができなかった。加えて、
低感度に起因する生データのぶれの大きさ
（図 5 のエラーバーを参照）、貴重な蛍光誘
導体を高濃度使用する必要性があること、更
には蛍光誘導体の保存不安定性から本法の
これ以上の改善を断念することとした。 
 
②NPC1L1 高発現 CaCo-2 細胞の利用 
 図 6 に膜画分への RI 誘導体の結合を示し
た。ここで緑色の棒グラフがトータル結合量
から非特異的結合の差分を取った特異的結
合量となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. NPC1L1 高発現 CaCo-2 細胞膜画分と
Ezetimibe－RI 誘導体との結合 
 
 200μg 蛋白量相当の大量な試料を用い
れば界面活性剤非添加でも特異的結合を観
測することは可能である。一方、界面活性剤
は膜上で NPC1L1 が提示される様式に変化を
与え、Ezetimibe に対する有効な結合領域を
増加させるとの報告もある。そこで、タウロ
コール酸とジギトニンの効果を検証するこ
ととした。 
図 7左右各組はそれぞれ界面活性剤の有無
に対応する。これを加えることで感度が約 9
倍上昇し、必要膜試料が大幅な減量への可能
性が示され、実際のスクリーニングへの対応
に道を拓いた。 
  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7.NPC1L1 高発現 CaCo-2 細胞膜画分と
Ezetimibe－RI 誘導体との結合-界面活性剤
添加の影響- 
 

 上記界面活性剤の感度上昇への効果に基
づき、膜量の減量について更に検討した結果
について図 8に示す。 
これによれば膜量は蛋白 12.5μg 相当と、

界面活性剤なしの場合と比較し 16 分の 1 に
抑えることが可能となり、RI 基質も 0.83 nM
あれば十分との結果になった。以降の測定は
この条件を採用することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8.必要膜画分量の検討 
  
 実際のサンプル測定をする前に、既知阻害
剤でこのアッセイ系が妥当に機能するか検
討を行った。阻害剤には Ezetimibe（図 9 グ
ラフでは EZE と表記）とそのグルクロン酸抱
合体を使用し、その濃度と RI 誘導体の結合
キャンセルとの間の相関を調べた。過去の報
告ではそれぞれの Ki 値(µM)は前者が 1.59、
後者が 0.66,となっている。更に活性差の大
きな阻害剤との比較も今後必要と考えられ
るが、図 9にはその活性の強弱と矛盾しない
測定結果が示されている。 
この段階でアッセイ系の確立は達成され

たと判断し、（2）項で述べるヴァーチャルス
クリーニングのヒット化合物約 100点につい
て実際の活性確認を実施した。しかし、残念
ながら現時点では活性化合物を見出すには
至っていない。これはスクリーニング数を増
やすこととヴァーチャルスクリーニングの
精度を向上させることで解決される問題で
あると考えているので、助成期間が終了後も
鋭意継続中である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9.既存阻害剤によるアッセイ系の妥当性
の確認 
 
（2）ヴァーチャルスクリーニングによるヒ
ット候補化合物の選択 
 
 研究実施順序が前後するが、ヴァーチャル
スクリーニング結果について述べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10.ヴァーチャルスクリーニングヒットの 
一例 
 
 図 10 にヴァーチャルスクリーニングによ
る阻害剤候補化合物の例を示す。下側の化合
物が Zinc より抽出された化合物である。こ
れは図 11 に示すような重ね合わせを評価す
ることで選別されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11.図 10 の化合物の重ね合わせ 
 
 図 10 において青色で示した芳香環部分と
緑色で示した水素結合受容体の重なりにつ
いて計算化学的に評価し、スコア化した。ス
コア値そのものには科学的意味がないので
ここでは割愛する。上位 500 化合物のうち安



 

 

価かつ短い納期で入手可能な 100化合物につ
いて選択し購入、アッセイに付した。 
結果は前項で記述した通りである。活性化

合物が得られなかった理由としては緩すぎ
るフィルターの影響が考えられる。構造多様
性を考慮したものだが、アリファティックな
水酸基やラクタム窒素など、構造要素から除
外した官能基が NPC1L1 との結合に重要な役
割を果たしている可能性が高い。今後、「真
のヒット化合物」を見出すためにはより構造
制約の大きなヴァーチャルスクリーニング
を実施して化合物を絞るとともに、構造多様
性重視の自家小分子ライブラリのスクリー
ニングも行い、活性を左右する構造要件を詳
細に考察する必要があると考えている。 
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