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研究成果の概要（和文）： 

大規模ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーを用いたゲノム機能遺伝学的方法で、細胞内
コレステロール代謝輸送、そして高脂血症に関与する可能性のある候補遺伝子を探索し、既知
あるいは機能未同定の遺伝子を複数明らかにすることに成功した。これまでに 188 の変異細胞
の解析から、細胞内コレステロール代謝輸送関連(候補)遺伝子として 49 の既知遺伝子と 32 の
機能未同定遺伝子の解明に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To clarify the genes involved in hypelipidemia (hypercholesterolemia), we conducted a 
functional genetic screening of the genes that play an important role in intra-cellular 
cholesterol transport and/or metabolism. So far we succeeded to isolate 188 mutants that 
defected the LDL-cholesterol uptake, intracellular cholesterol transport and/or 
metabolism from the large-scale gene-trap insertional mutants library of CHO cells, and 
to identify the 49 known genes and 32 genes of unidentified fun ction. 
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１．研究開始当初の背景 
高脂血症(高コレステロール血症)は動脈硬
化発症の重要要因で、その発症機構の解明は
予防と治療上不可欠な課題である。しかしそ
の原因遺伝子は多彩で、生活習慣病対策上重
要な複合型高脂血症を例にとっても未だ十
分には解明されていない。 

HMG-CoA 還元酵素阻害薬は、(ⅰ)コレステロ
ール合成の阻害と、(ⅱ)転写因子 SREBP 
(Sterol Regulatory Element Binding 
Protein)活性化による LDL(Low Density 
Lipoprotein)受容体発現の増加で、血清コレ
ステロール値を低下させる。このことより、
LDL の取り込みから SREBP の活性化、LDL 受
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容体発現へ関わる細胞内コレステロール輸
送の高脂血症発症への関与が指摘されてき
た。しかし、コレステロールの細胞内輸送と
高脂血症発症の機構は複雑で未だ十分には
理解されていない。 
 
これまでに様々なコレステロール代謝輸送
変異細胞が単離され、それらはコレステロー
ル代謝、細胞内輸送、シグナル伝達等の機能
を明らかにする上での貴重な材料として役
立ってきた。しかし、変異細胞が単離できて
も、その原因遺伝子の解明は通常多くの時間
と労力を要する作業であった。 
 
そこで我々は大規模ジーントラップ挿入変
異細胞ライブラリーを用いたゲノム機能学
的解析方法による細胞内コレステロール代
謝輸送そして高脂血症・動脈硬化発症に関与
する遺伝子群解明についての検討を進めた。
この方法は random mutagenesis による遺伝
学的解析法の 1つで、ジーントラップ法で遺
伝子を破壊した細胞ライブラリーの中から
目的の変異細胞を単離できれば、その責任遺
伝子の解明が可能になる(図１)。 

研究代表者は、これまでに大規模ジーントラ
ップ挿入変異CHO(Chinese Hamster Ovary)細
胞ライブラリーの作製と、その中から多数の
細胞内コレステロール代謝輸送変異細胞株
を単離することに成功しており(図２)、今回
その変異細胞株を材料に研究を進めた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 大規模ジーントラップ挿入変異細胞ラ
イブラリーを用いたゲノム機能遺伝学的方
法で、細胞内コレステロール代謝輸送に関与
する遺伝子、高脂血症発症・増悪に関与する
可能性のある候補遺伝子を探索する。具体的
には、細胞内コレステロール代謝輸送変異株
においてトラップ(破壊)されている遺伝子
188クローンについて、トラップされた遺伝
子の同定を行う。 
 
(2) 変異細胞株におけるコレステロール代
謝輸送動態の検討： 標識LDLを用いたトレ
ーサー実験、Filipin染色によるコレステロ
ール蓄積部位の検討、細胞内コレステロー
ル量の定量およびHDL産生能の検討を行い、
変異細胞におけるコレステロール代謝輸送
障害の部位と病態を明らかとする。 
 
(3) 変異細胞で明らかとなった責任遺伝子
の機能解析： 障害(責任)遺伝子が同定され
た変異細胞株への正常野生型遺伝子発現実
験、あるいは正常細胞での遺伝子ノックダ
ウン実験を順次検討することで、細胞内コ
レステロ－ル代謝輸送に対するこれらの遺
伝子産物の機能を解明していく。 
 
(4) 高脂血症の分子疫学的研究： 今回特に、
細胞内コレステロール代謝輸送変異株の責
任遺伝子であるとともに、高コレステロー
ル血症あるいは複合型高脂血症との関係が
指摘されたLamin-A/C等の遺伝子について、
高コレステロール血症と複合型高脂血症患
者での分子疫学的検討を行い、病気の発症
と進展への寄与度を明らかにする。 
 
(5) 大規模ジーントラップ挿入変異細胞ライ
ブラリーを用いた機能遺伝学的解析法の有
効性を確認する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞内コレステロール代謝輸送変異株
でトラップ(破壊)された遺伝子の同定： 大
規模ジーントラップ挿入変異細胞ライブラ
リーからこれまでに単離に成功した細胞内
コレステロール代謝輸送変異株188クロー
ンについて、トラップ(同時に破壊)された
遺伝子の同定を行う。具体的には、細胞内
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コレステロール代謝輸送変異細胞から
T.RNAを抽出し、ジーントラップ法でトラッ
プされた内在性遺伝子とレポーター遺伝子
とのキメラmRNAを5'-RACE 法で増幅し、シ
ークエンス/BLAST解析によって遺伝子を同
定する(図３)。 
 
(2)コレステロール代謝輸送動態の解析 
① 細胞生物学的･組織化学的解析： 変異細
胞株について、標識LDL(DiI-LDL)を用いたト
レーサー実験とFilipin染色によるコレステ
ロール蓄積部位の検討を行い、細胞内コレス
テロール代謝輸送の障害部位を推定する。 
② 生化学的解析：これまでに、細胞内コレ
ステロール輸送が、LDLの取込みだけでなく、
HDL新生反応にも重要な役割を果たしている
可能性が示されてきた。そこで、変異株のLDL
取り込み能、細胞内コレステロール量とHDL
新生能を検討する。 
 
(3) 障害遺伝子の細胞内コレステロ－ル代謝
輸送における作用機構の解明：トラップされ
た遺伝子の機能解析を目的に、micro-RNA 
(miRNA)を用いた遺伝子ノックダウン細胞、
あるいは変異細胞への正常遺伝子導入細胞
を樹立し、コレステロールの取り込み、HDL
放出能の検討を行う。 
 
(4) 高脂血症患者の候補遺伝子解析 
高コレステロール血症、複合型高脂血症患者
での、Lamin-A/C遺伝子等の分子疫学的解析
を行う。DNAサンプルは患者抹消血白血球よ
り調整する。患者サンプルの採取、取り扱い
と解析は、広島大学医学部倫理委員会より承
認を受けた計画に則り、個人情報保護に留意
し行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) 大規模ジーントラップ挿入変異細胞ラ
イブラリーを用いた細胞内コレステロール
代謝輸送に関与する遺伝子群と高脂血症・動
脈硬化関連候補遺伝子群の探索： 細胞内コ
レステロール代謝輸送変異株でトラップさ
れた遺伝子の同定：変異細胞株 188 クローン

について、5'-RACE/シークエンス/BLAST 検
索によるトラップ(同時に破壊)された遺伝
子の解析と同定を進め、122 クローンの変異
細胞で 5'-RACE 法による遺伝子断片の増幅
に成功した。さらにそのシークエンスと
BLAST 検索によって、49 の既知の遺伝子と
32 の機能未同定 cDNA を細胞内コレステロー
ル代謝輸送関連(候補)遺伝子として明らか
にすることに成功した。これらの遺伝子に関
する情報は、今後の細胞内コレステロール代
謝輸送はもちろんのこと、高脂血症、動脈硬
化の病態解明を進めていく上での重要な手
がかりとなると考えられる。またその中には、
神経変性疾患の原因遺伝子も含まれており、
細胞内コレステロール代謝輸送異常と神経
変性疾患との関連性を研究する上での重要
な情報になると考えられた。また、この機能
遺伝学的解析法では機能喪失変異だけでな
く、内在性遺伝子とレポーター遺伝子のキメ
ラ RNA 産物が dominannt negative mutant で
ある場合も検出されてくることが明らかと
なった。 
 
(2)コレステロール代謝輸送の解析 
① コレステロール代謝輸送関連遺伝子の機
能解析：トラップされた遺伝子の機能解析を
目的に、micro-RNA(miRNA)を用いた遺伝子ノ
ックダウン、あるいは変異細胞への正常遺伝
子導入実験を進めた。ABCA7 誘導発現 293 細
胞を作製するとともに、変異 Lamin A/C 遺伝
子発現、miRNA を用いた薬剤誘導制 PIK3CA
遺伝子ノックダウン細胞株を樹立した。更に、
miRNA(micro-RNA)を用いた遺伝子ノックダ
ウンによるコレステロール代謝輸送関連候
補遺伝子群の機能解析を目的に、PLEKHB1、
PLEKHB2、SPAG7、ZBTB17-miRNA 発現プラス
ミドを作製した。 
② miRNA を用いた PIK3CA 遺伝子誘導性ノッ
クダウン細胞の解析から、インスリンによる
apoA-I 依存性 HDL 新生抑制作用に PIK3CA が
関与していることを明らかにした。 
③ ポリスチレンビーズを用いた定量的ファ
ゴサイトーシス評価システムを作成した。こ
れを用い、アポリポタンパク質がマクロファ
ージの ABCA7 タンパク質分解抑制を通じて
ファゴサイトーシス増強をもたらすことを
明らかにした。 
④ インスリンが、(ⅰ)PI3 キナーゼ活性化
による ABCA1 蛋白の分解促進、(ⅱ)インスリ
ンレセプターを介したABCA1リン酸化の2つ
のメカニズムにより apoA-I 依存性 HDL 新生
を抑制することを明らかにした。 
 
(3) 高脂血症患者の候補遺伝子解析 
高脂血症患者 83 症例で、Lamin-A/C 遺伝子
の全 12 エクソンついて、ゲノム DNA の PCR/
シークエンス解析を進めた。しかし、これま



 

 

でに新たな高脂血症の原因となる遺伝子変
異は見つかっていない。 
 
(4) 大規模ジーントラップ挿入変異細胞ラ
イブラリーを用いた遺伝子探索法の応用と
一般化： このゲノム機能学的遺伝子探索法
の応用と一般化を目指して研究を進め、ヒ素
(三酸化ヒ素)あるいは貝毒(クロロスルフォ
リピッド)感受性低下を示す変異細胞の単離
に成功した。さらに、それぞれ P450 関連遺
伝子、がん抑制遺伝子あるいはアクチン結合
蛋白をコードする遺伝子がトラップされた
変異細胞を同定することに成功した。 
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