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研究成果の概要： 

 肝細胞の脂肪滴について次のような成果を得た． 

(1) プロテアソーム阻害，多価不飽和脂肪酸投与などにより，小胞体内腔と細胞質の両方に面

する特殊な脂肪滴が出現することを見出し，脂質エステルが小胞体膜中に蓄積し得ること

を明確に示した． 

(2) 脂質付加後の Apolipoprotein B は小胞体の内腔にあるため，同分子が細胞質側でプロテ

アソーム分解を受けるためには特殊な機構が必要であることが示唆された． 
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１．研究開始当初の背景 

脂質滴（lipid droplet）は脂質エステル

をコアとする細胞内構造である．形態学

的には古くから認識されていたが，その

機能についての検討は十分でなく，一般

には過剰な脂質を蓄積するための構造と

考えられてきた．我々は脂質滴の機能的

重要性に着目し，おもに細胞生物学的，

超微形態学的なアプローチにより，以下

のような結果を報告してきた． 

(1) caveolin，特に caveolin-2βが脂質

滴に局在する．[JCB 152: 1079, 2001] 

(2) 脂質滴外周は特殊な脂肪酸組成を持

つ燐脂質一重層である．[JBC 277: 44507, 

2002] 

(3) ADRP, TIP47のそれぞれに固有の脂質

滴局在ドメインを持つ．[BBRC 306: 333, 

2003; 347: 279, 2006] 
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(4) Rab18 は脂質滴に特異的に局在し，

脂質滴からの ADRP 排除，および脂質滴

と ER の密着構造（Lipid 

droplet-associated membrane）形成

を誘導する．[JCS 118: 2601, 2005] 

(5) VLDL 構成蛋白質の ApoB はプロテア

ソームやオートファジーを阻害すると脂

質滴周囲に集中し，特異な構造

（ApoB-crescent）を形成する．[MBC 

17: 2674, 2006] 

 これらの結果から，脂質滴が従来考えら

れていたような静的な構造ではなく，蛋

白質分解系や細胞内脂質輸送と機能的に

連関する動的なオルガネラであることが

明らかになってきた．特に(4)(5)の結果は，

脂質滴と ER の構造的な関係が脂質滴機

能に重要であることを強く示唆している． 

 脂質滴に関する初期の研究はおもに脂

質代謝との関連で行われ，perilipin など

の脂質滴局在蛋白質の機能が明らかにさ

れてきた．一方，脂質滴への caveolin

局在が明らかになった後は，細胞内脂質

動態や小胞輸送との関係が注目を集めて

きた．過去数年の研究の進展で２つの潮

流は融合し，細胞生物学的な観点からの

研究だけでなく，肥満や脂肪肝などの疾

患予防・治療への応用を視野に入れた脂

質滴研究が急速に展開している．このよ

うな研究の動向は，申請者の結果も含め

て Science 誌の New Focus 欄 (311: 

1232-1234, 2006)で紹介され，幅広い領

域の関心を集めている． 

 
２．研究の目的 

 脂質滴と ER の構造的・機能的連関に焦

点を当てて研究を進める．肝細胞の脂質滴

に見られる ApoB-crescent は脂質親和性

の高い蛋白質がプロテアソーム，オートフ

ァジーの分解系で処理される過程で重要

な役割を担うと考えられる．

ApoB-crescent が ER の一部または ER に

由来する構造であることが明らかになっ

てきた．我々は ApoB-crescent の解析が

脂質滴と ER の構造的・機能的連関を明ら

かにする上で重要であり，脂質滴形成機構

の解明にも直結すると考えている．この観

点から次の２点を目的として研究を進め

る． 

(1) ApoB-crescent を手がかりとして，脂

質滴と ER を構造的に連関させる分子機構

を解明する． 

(2) 脂質滴と ER の構造的連関が ApoB 分

解，細胞内脂質動態に果たす役割を明らか

にする．脂質滴蛋白質や caveolin などの

関与も検索する． 

 
３．研究の方法 

脂質滴周囲にある ApoB の特異な集積構

造（ApoB-crescent）を手がかりとして，

脂質滴と ER の構造的連関，脂質滴と蛋白

質分解機構，細胞内脂質動態の機能的関係

を解析する． 

(1) コレステロールに対する特異性が異

なる４つの薬剤 [コレステロール特異性

の高いものから順に Streptolysin O 

(SLO), filipin, digitonin, Triton X-100] を

用いて細胞膜の穿孔（透過性処理）を行

い，下記の実験を行う．なお SLO は低温

下で細胞に結合させ，非結合①⑤⑥のも

のを洗浄除去した後に加温することによ

り，形質膜だけを選択的に穿孔し，細胞

内膜系を無傷に維持することができる． 

① ApoB, ER シャペロン（PDI, BiP, 

ERp72, calreticulin），ER 膜蛋白質

（calnexin），細胞質蛋白質（actin, 

tubulin, Hsp70）などに対する抗体を用

いて，異なる透過性処理での標識の可

否を免疫組織化学的に検索し，

ApoB-crescent と各分子のトポロジ

カルな関係を明らかにする． 

② 異なる透過性処理ののち，細胞をト

リプシンで処理し，ApoB，ER シャペ

ロン，ER 膜蛋白質，細胞質蛋白質の分

解の有無をウェスタンブロッティング

で解析する． 



 

 

③ SLO で形質膜だけを穿孔して第一

の抗体で標識したのち，異なる透過性

処理を行って第二の抗体で標識する．

この方法により細胞質に露出した分子

と何らかの膜で被われた分子の分別，

異なるコンパートメントに分かれて存

在する分子の定量的分布検索を行う． 

④ 蔗糖密度勾配遠心で脂質滴分画を

精製し，異なる透過性処理ののち（ま

たは無処理で），トリプシン消化を行う．

ウェスタンブロッティングにより各分

子の脂質滴表面への露出度，分子を被

っている膜の性質を明らかにする． 

(2) ApoB-crescent を被う膜の脂質につ

いての解析を以下のように行う． 

① 細胞を filipin で処理し，蛍光顕微鏡

および電子顕微鏡で ApoB-crescent

を被う膜のコレステロール量の多寡を

定性的に解析する． 

② lo相に入る DiIC16(3)，ld相に入る

FAST-DiI で細胞を標識して，

ApoB-crescent の標識強度を ER と比

較し，ApoB-crescent の膜の脂質の性

質を検索する． 

③ ApoB-crescent の含量が異なる細

胞から得た2群の脂質滴を材料として，

薄層クロマトグラフィー，生化学的定

量，質量分析法で脂質成分の比較解析

を行う．質量分析は田口良教授（東京

大学）の協力を得る． 

(3) ApoB-crescent 含量が異なる細胞から

得た脂質滴を材料として，質量分析法で蛋

白質の比較解析を行い，ApoB-crescent

を被う膜に特異的な蛋白質を同定する．質

量分析は谷口寿章教授（徳島大学）との共

同研究として行う． 

(4) 脂質滴と ERの構造的連関について下

記の方法で超微形態学的に解析する． 

① 上記(1)-①の結果をもとに選択的透

過性処理を行い，ApoB, ER シャペロン

などの超微局在をNanogold銀増感法

による免疫電顕で詳細に解析する． 

② 液体ヘリウムを用いたメタルコン

タクト法で細胞を急速凍結し，凍結置

換法による純形態観察，SDS 処理凍結

レプリカ標識法による ApoB, ADRP, 

ER 膜蛋白質などの免疫電顕標識を行

う．ApoB-crescent を含む精製脂質滴

を急速凍結した試料についても同様に

検索する． 

③ ApoB を発現しない細胞に種々の

脂質を負荷し，ER シャペロンの局在を

もとに ApoB-crescent に相当する構

造を免疫電顕的に同定する． 

 
 
４．研究成果 

 ApoB-crescentの ApoB は ER 内腔の可

溶性蛋白質である MTP の作用で脂質付加

された pre-VLDL であること，

ApoB-crescent には ApoB だけでなく ER

可溶性シャペロン，ER 膜蛋白質，分泌蛋白

質が存在すること，ApoB-crescent が脂質

滴に扁平な ER 槽（以下，扁平槽）が融合

した構造であり，ApoB や上記の可溶性蛋

白質が扁平槽内にあること，扁平槽の外側

は単位膜構造を示すのに対し，内側（脂質

滴側）には膜構造が見られないこと，さら

に扁平槽がフリーコレステロールを豊富に

含み，streptolysin O などで透過性になる

こと，ApoB-crescent には脂質付加された

ApoB が強固に結合していることなどを見

出した．ApoB-crescent の構造はトポロジ

カルには従来想定されてきた脂質滴形成モ

デルの中間段階（脂質エステルが ER 膜の

内部に蓄積する状態）と同等である．今回

の結果は，脂質二重層の中に脂質エステル

が蓄積し得ることを初めて明確に示したも

のであり，脂質滴形成と VLDL 形成過程の

密接な連関を示唆する． 
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