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研究成果の概要（和文）：LDL受容体（LDLR)にPCSK9が細胞外に結合すると、LDLRがエンドソームから形質膜へ
リサイクルされず、リソソームへ運ばれ分解され、LDLR量が減少し、LDLの細胞内取り込み量が減少する。PCSK9
の細胞内における分子機構についてはほとんど不明である。ラクダ科一重鎖免疫グロブリンであるナノボディラ
イブラリーを発現させ、LDLの取り込みを指標として。PCSK9の機能阻害ナノボディのスクリーニング法の構築を
進めた。さらに、いくつかの基地LDLR細胞質領域結合蛋白質を遺伝子操作にてLDLRの量への影響を順次解析して
きた。

研究成果の概要（英文）：When PCSK9 binds LDL receptor (LDLR) extracellularly, LDLR receptor does not
 become recycle back to plasma membrane from endosome, but transported to lysosome, resulting in 
degradation in lysosome, decrease of cellular LDLR, and decrease incporporation of LDL into cethe 
cell. So far, the intracellular function of PCSK9 remains to be elucidated.  In the study, we have 
tried to develop a experession cloning ssytem to find a nanobody, immnoglobulin of Camel consisting 
of one protein. Then, we tried to identify factors involved in the PCSK9 pathway by alteration of 
the expression levels of genes of already-known proteins, which have been demonstrated to bind to 
intracellular domain of LDLR. We are under improvement of these projects. 

研究分野：生化学、内科学

キーワード： PCSK9　低比重リポ蛋白質受容体　家族性高コレステロール血症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
家族性高コレステロール血症の10％はPCSK9の遺伝子変異であり、またPCSK9阻害薬がコレステロール降下薬とし
て診療現場で使われている。本研究は、PCSK9の細胞内での作用メカニズムを明らかにすることで薬剤の理解を
深め、さらにこの経路での新規重要因子の発見は、新たな薬剤ターゲットとなろう。そのため、完成に向け、本
能ロジェクトを継続、発展させている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景： 低比重リポ蛋白質（LDL）の受容体（LDLR）の遺伝的欠損は家族
性高コレステロール血症（FH）となり、血清LDL値が高値のため若年時より動脈硬化性疾患を
来す。LDL が結合した細胞膜上の LDLR はエンドソームに小胞輸送される。エンドソームで
LDLR と LDLは解離し、LDLRは形質膜にリサイクルされ、LDLはリソソームに運ばれ分解さ
れる(図 1A)。PCSK9 が細胞外で LDLR に結合すると、LDLR がエンドソームから形質膜へリ
サイクルされず、リソソームへ運ばれ分解される (図 1B)。その結果、LDLR 量が減少し、LDL
の細胞内取り込み量が減少するため血清LDL値が上昇する。FHの約 10％はPCSK9の gain 
of function変異が原因である。PCSK9阻害抗体が強力な LDL降下薬として診療現場で用い
られている。このように臨床的に重要な PCSK9 であるが、LDLR の輸送をリサイクル経路から
リソソーム経路に変更させる分子メカニズムについてはほとんど明らかになっていなかった。 
 

 
２．研究の目的： 本研究ではこの PCSK9 の作用機構を分子レベルで解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法： 細胞内に取り込まれた分子は小胞輸送で輸送される。各小胞は決められ
た小器官に輸送される‘荷札’を持つ。細胞内で LDLRは PCSK9の結合によってリサイクリング
小胞からリソソームへ輸送される小胞に乗り換えると考えられるが、本研究ではこの PCSK9 の
輸送経路乗り換えを担う分子を同定する。PCSK9 は蛋白分解酵素としての活性を有するが、
この蛋白質分解酵素活性はLDLRの輸送経路の変更には必要ないことが報告（Nat Struct Mol 
Biol, 2007）されている。PCSK9の結合により、LDLRに何らかの構造変化が生じてリソソーム輸
送へ誘導する‘荷札’分子と結合することによって輸送小胞を乗り換える可能性等を想定して
いる。あるいは PCSK9 がそのような分子と結合することによって輸送小胞を乗り換えているの
かもしれない。 
本研究では以下の二つのアプローチをとった。 
（1）細胞内発現 nanobody ライブラリースクリーニング：ラクダ科動物の免疫グロブリンは重鎖の
みよりなる一本鎖であり、その抗原認識部位は nanobody と呼ばれる。我々は米国より 108種類
の人工 nanobody ライブラリーの供与を受け、細胞質に nanobody を発現させ、LDLRの分解を
阻害する nanobodyの同定を試みた。このような nanobodyの中に、PCSK9の作用を担う因子を
標的とするものがあると考えた。 
（2）LDLR結合蛋白質の解析：報告されている十数個のLDLR結合分子の中にはLDLRのリ
サイクルに重要なsorting nexin 17(SNX17)やリソソームへの輸送に重要なinducible degrader of 
low-density lipoprotein receptor (IDOL)も含まれている。これらの遺伝子欠損あるいは減弱細
胞を作製し、PCSK9のLDLRのリソソーム輸送に対する効果を解析する。減弱していれば
PCSK9の効果を担っている可能性があると考えた。 
 
４．研究成果:  
 (1) 細胞内発現阻害抗体スクリーニングによる責任分子の同定:  nanobody ライブラリ
ーから、特定の蛋白質の nanobodyを作成する方法については確立できた。また、DiI-LDL蛍
光標識 LDL を用いて、細胞表面上の LDL 受容体量を FACS によって評価する系を構築す
ることができた。ただ、nanobody ライブラリーの細胞質内発現については十分な効率が得られ
ておらず、改良を重ねた。 
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 (2) LDLR 結合蛋白質の解析: 報告されている LDLR 結合分子の中のいくつかを解
析したが、PCSK9 の機能に影響を与えるものはなかった。さらに、他の LDLR 結合分
子について、解析を継続している。 
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