
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年４月１２日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：LDL 由来のコレステロールのエンドソームから小胞体までの輸送は

trans-Golgi network(TGN) を 経 由 し て い る こ と 、 ま た 、 そ の 過 程 に は

VAMP4/syntaxin6/syntaxin16/Vti1a から成る soluble N-ethylmaleimide sensitive factor 

attachment protein receptor (SNARE) complex が関与する膜小胞輸送が寄与していることを

明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We show that, when parental Chinese hamster ovary (CHO) cells are 

briefly exposed to 3H-cholesteryl linoleate (CL) labeled-LDL, newly liberated 3H-LDL-CHOL 

appears in membranes rich in trans-Golgi network (TGN) long before it becomes available 

for re-esterification at the endoplasmic reticulum (ER) or for efflux at the plasma 

membrane. In mutant cells lacking NPC1, the appearance of newly liberated 3H-LDL-CHOL 

in the TGN-rich fractions is much reduced. We demonstrate that knockdown by RNAi of 3 

TGN-specific SNAREs (VAMP4, syntaxin 6, and syntaxin 16) reduces >/=50% of the LDL-CHOL 

transport in intact cells and in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 

 過去の臨床試験において、Sudhop らはエゼ

チミブ投与後のコレステロール吸収の割合

並びに血中 LDL-コレステロール低下率に有

意な個人間変動があることを突き止めた 

(Sudhop T et al. Circulation 2002)。こ

れを受けて、Simon らは SNP ジェノタイピ

ング解析の結果、エゼチミブによく反応し

てコレステロールが低下した人と、そうで

なかった人の間では NPC1L1 のいくつかの
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SNP の頻度に差があることを確認した 

(Simon JS et al. Genomics 2005)。これら

の結果は、エゼチミブの効果が NPC1L1 バリ

アント間で異なることを示唆する。また、

SEAS 試験(シンバスタチンとエゼチミブ併用

臨床試験)の結果、エゼチミブ投与群ではプ

ラセボ群に比べて癌の診断及び癌による死

亡の割合が多く観察された(Richard P et al. 

N Engl J Med 2008)。すなわち、今後の高コ

レステロール血症に対する個別化治療の進

展には新しい作用機序を持つコレステロー

ル吸収阻害薬の開発が急務の課題となって

いる。 

 小腸におけるコレステロール吸収・排泄メ

カニズムに関しては、国内外で熾烈な研究競

争が行われている。近年の報告から、小腸上

皮細胞で NPC1L1 に結合し、エンドサイトー

シスにより細胞内に吸収されたコレステロ

ールの一部は、ABCG5/G8 により再度排泄され

る が 、 ほ と ん ど は 細 胞 内 で Acyl-CoA 

cholesterol acyltransferase 2 (ACAT2)に

よりコレステロールエステルに変換されて

カイロミクロンとなりリンパ管に送り出さ

れる。(Chang TY et al. Cell Metabolism 

2008) しかしながら、その全貌を解明するに

は至っていない。 

 

２．研究の目的 

（1）コレステロールの消化管吸収機序の解

明のため、培養細胞系を用いた生化学的・免

疫学的手法を用いて精査し、個別化治療を指

向した新規コレステロール吸収阻害薬開発

の基盤確立に有用な情報を得る。 

（2）腎疾患時における薬物や脂質関連分子

の腎外クリアランス変動の機序解明を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）培養細胞を用いて、LDL-コレステロー

ルの pulse-chase 実験を行い、OptiPrepTM密

度勾配遠心法を用いた細胞分画に加え、細胞

内の各小器官特異的蛋白に対する特異抗体

を用いた免疫沈降並びに RNAi 等の手法を

組み合わせることでコレステロールの細

胞内動態を把握する。 

（2）ラット初代培養肝細胞を用いる。培

養液中に、10%健常人及び腎不全患者血清

を添加後、トランスポータ群(OATP, PGT, 

NTCP, OCT, P-gp, MRP, BSEP, BCRP)、CYP

分子種（3A4, 2C19, 2C19, 2, 2D6, 2E1, 

1A2）及び抱合酵素（NAT, UGT, SULT）な

どの発現変動を確認する。加えて、5/6 腎

臓摘出ラット(慢性腎不全モデルラット: 

CRF ラット)を作製し、肝薬物・脂質動態制

御タンパク質の発現と活性について精査

する。 

 

４．研究成果 

 CHO 細胞を用いた生化学的・免疫学的解

析により、LDL に含まれるコレステロール

エステルはLDL受容体を介して細胞内に取

り込まれた後、エンドソームの一部である

Acid lipase コンパートメントにて加水分

解を受けることでコレステロールを生成

する。生成したコレステロールのエンドソ

ームから小胞体までの輸送は trans-Golgi 

network(TGN)を経由していること、また、

そ の 過 程 に は

VAMP4/syntaxin6/syntaxin16/Vti1a から

成る soluble N-ethylmaleimide sensitive 

factor attachment protein receptor 

(SNARE) complex が関与する膜小胞輸送が

大きく寄与していることを明らかにした。 



 

Fig.1 Association of 3H-LDL-CHOL with 

syntaxin 6-rich and syntaxin 16-rich 

membranes in intact 25RA cells. The 25RA 

and CT43 cells were pulsed with 3H-CL-LDL 

and chased in Medium A for 20 min. (A and 

C) The PNSs were immunoadsorbed with 

rabbit anti-syntaxin 16 (antiS16) 

antibodies or nonspecific rabbit 

antibodies (CNTL). (B and D) The PNSs were 

fractionated by OptiPrep density gradient 

ultracentrifugation; the syntaxin 6-rich 

fractions (fraction 5) were isolated and 

immunoadsorbed with rabbit anti-syntaxin 

6 (antiS6) antibodies or nonspecific 

rabbit antibodies (CNTL). (A and B) 

Associated proteins were analyzed by 

immunoblot using appropriate antibodies 

as indicated. The 25RA cells were used. (C 

and D) 3H-LDL-CHOL counts in the eluates 

were analyzed after lipid extraction and 

TLC. Values are presented as the 

percentage of total labeled sterol (C). 

The data are means ± SD from 2 experiments. 

*, P < 0.05 by Student's t test. 

 

Fig.2 Syntaxin 16 KDs reduce 3H-LDL-CHOL 

re-esterification in intact 25RA, WT cells, 

or reconstituted 25RA cell system. The 

25RA, CT43, or WT cells were transfected 

with control (CNTL) or syntaxin 16 

(iS161-iS163) siRNA and incubated for 72 h, 

then pulsed with 3H-CL-LDL. (A) 

Re-esterification in the 25RA or CT43 

cells; chase time, 3 h. Data are means ± 

SD from 3 experiments. (B) 

Re-esterification in the WT cells treated 

with or without 0.3 μM U-18666A; chase 

time, 6 h. Data are means ± SD from 2 

experiments. (C) Efflux to CD in the 25RA 

cells; chase time, 3 h. Data are means ± 

SD from 3 experiments. (D) 

Re-esterification in reconstituted 25RA 

cell system. Incubation time, 3 h. Data are 

means ± SD from 2 experiments. **, P < 

0.01 by Student's t test. 

 

 次に、CRF ラットにおける肝臓に局在す

るトランスポータ、代謝酵素の mRNA 発現

量評価を行った。その結果トランスポータ

については MDR1a、MRP3 において mRNA 発

現レベルの優位な上昇が見られた。CYP に

ついては CYP1A2において有意な mRNA 発現

量の上昇が、CYP3A2 において有意な mRNA

発現レベルの現象が見られた。抱合酵素に

ついては UGT1a1 において上昇傾向が見ら

れた。 

Fig. 3 Expression of hepatic transporters 

and metabolic enzymes in CRF rats. 

Expressions were determined by real-time 

RT PCR. **:P < 0.01 compared vs control 

Values are expressed as mean ±SE 

 

 さらに、血清クレアチニン濃度と mRNA 発



現レベルの変化について相関を調べてみた

ところ、MDR1a, MRP3, CYP1A2 について有意

な正の相関が見られ、CYP3A2 について有意な

負の相関が見られた。よって腎障害の程度と

発現量の変化が関連しているということが

示唆された。 

Fig. 4 Correlation between SCr and the 

expression of hepatic transporters or 

metabolic enzymes. Expressions were 

determined by real-time RT PCR.  

 

 腎不全時に血中に高濃度蓄積する尿毒症

物質の中でも副甲状腺ホルモン（iPTH）に着

目し、iPTH を過去の報告におけるヒトの最大

血中濃度の Cmaxおよび尿毒症患者における平

均血中濃度 Cuで 12 時間処理を行い、上述し

たタンパク質の発現量に及ぼす iPTH の影響

について、ラット由来初代培養肝細胞を用い

て検討を行った。その結果、各種肝トランス

ポータの発現量は全てのトランスポータ

(MDR1a, MRP2, BSEP, NTCP, Oatp2 MRP3)に

ついて iPTH 濃度依存的な上昇傾向が観察さ

れた。同様の条件で各種 CYP について検討し

たところ CYP1A2, CYP3A2 について減少傾向

が観察され、CYP2E1 については有意な差は観

察されなかった。さらに、抱合酵素について

も検討してみたところ、UGT1a1, SULT1a1 に

ついて濃度依存的な上昇傾向が観察され、

Nat1 については有意な変化は観察されなか

った。以上のように、腎不全時に体内に蓄積

する iPTH がトランスポータや代謝酵素の発

現量を変動させる因子であることを明らか

にした。 
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