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研究成果の概要（和文）： 

HEK293 細胞での発現系を用いて、NPC1-L1 のコレステロール濃度依存性の局在変化に関与する
Rab 蛋白質を同定した。また、HepG2 細胞を用いて免疫化学的方法により内因性 NPC1-L1 の細胞内
局在を検討した。その結果、内因性の NPC1-L1 も細胞膜のコレステロール濃度依存性にその局在が
変化することが確かめられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
By using transient gene expression system in HEK293 cells, we identified Rab proteins 
that participate in cholesterol-dependent intracellular sorting of Niemann-Pick 
C1-Like1 (NPC1-L1) protein. We also studied intracellular localization of endogenous 
NPC1-L1 in HepG2 cells and found that localization of the endogenous NPC1-L1 was 
also regulated in a cholesterol-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 

NPC1 は小児の遺伝性脂質蓄積症である
Niemann-Pick 病C型の原因遺伝子として 1997
年に同定された。そのホモログである NPC1-L1
は小腸上皮細胞の細胞表面からのコレステロー
ルの取り込みに必要であり、培養細胞の発現系
ではコレステロール濃度依存性にその細胞内局
在が変化することがわかっていた。 
 

２．研究の目的 

(1) 細胞内局在の変化に関与する Rab 蛋白質

を同定すること。 
(2) HepG2細胞において、コレステロール濃度の
増減により NPC1-L1 の細胞内局在が変化する
ことを実証すること 
 

３．研究の方法 

HEK293 細胞での発現系を用いて、NPC1-L1
のコレステロール濃度依存性の局在変化に関
与する Rab 蛋白質を探索する。また、HepG2 細
胞を用いて免疫化学的方法により内因性
NPC1-L1 の細胞内局在を検討する。 
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４．研究成果 
低分子量G蛋白質Rabは輸送小胞のbudding, 
fusion をコントロールするスイッチ分子と
して働く。NPC1-L1 の細胞内移動に関与する
Rab を同定することを目的として、エンドゾ
ーム系で働くと想定されている 5種類の Rab
について、各々の
wild-type/dominant-negative 
form/constitutive active form の 3 種類の
cDNA コンストラクトを、NPC1-L1-YFP を安定
に発現する HEK293 細胞に発現させ、NPC1-L1
のコレステロール濃度依存性の局在変化に
対する効果を検討した。実際の観察には、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて Rab-GFP と
NPC1-L1-YFP のシグナルを分離してリアルタ
イムで各々の蛋白質の局在をイメージング
した。結果は以下の３点にまとめられる。(1) 
コレステロール負荷による NPC1-L1-YFP の
internalization は、constitutive active 
formのRab7, Rab9, Rab11により阻害された。
(2) dominant-negative form の Rab7, Rab9, 
Rab11 も同様の効果を示した。(3) Rab4, Rab5 
の変異体の発現は効果が無かった。また、
NPC1-L1-YFP を含む細胞内小胞は、蛍光標識
トランスフェリンを含まず、Lamp2 に陽性で
あった。これらの結果は、HEK293 細胞では
NPC1-L1-YFP は後期エンドゾームおよびライ
ソゾームに局在することを示唆する。 

培養細胞に発現させたNPC1-L1の細胞内局

在は細胞膜のコレステロール濃度依存性に変

化する。すなわち、コレステロール濃度が低

いときには細胞膜に局在し、それが高いとき

には細胞内小胞に局在する。このようなコレ

ステロール濃度依存性の局在変化が内因性の

蛋白質でも生じることを確認する目的で、

HepG2細胞を用いて免疫化学的検索を行った。 

 コレステロールを枯渇した状態では、

NPC1-L1はHepG2細胞の細胞膜に局在した。こ

れにコレステロールを負荷した標本では、

NPC1-L1は主に細胞内小胞に存在した。この小

胞の一部はLAMP2、Rab7、Rab11の抗原性が陽

性であったことから、ライソゾームであると

考えられた。Ezetimibe はNPC1-L1に結合して

その活性を阻害する薬物である。Ezetimibe

の存在下では、このようなコレステロール濃

度依存性の局在変化は起こらず、NPC1-L1のほ

とんどは細胞膜に局在したままだった。

Ezetimibeはコレステロール負荷による細胞

コレステロール濃度の上昇を部分的に阻害し

た。以上の結果から、内因性のNPC1-L1も細胞

膜のコレステロール濃度依存性にその局在が

変化することが確かめられた。同様の変化が

小腸上皮細胞でも認められるかどうか検討す

る予定である。 
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