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研究成果の概要（和文）：肝臓内コレステロール含量を増加させる経路は3経路存在するが、どの経路で肝臓内コレス
テロールを増加させても、ERストレスは惹起されないことが判明した。さらに、どの経路を活性化させても血糖値低下
をもたらすが、その機序は同一ではないことも判明した。また、薬剤によりERストレスを惹起あるいは軽減しても肝臓
中性脂肪蓄積を認めており、肝臓におけるERストレスと糖・脂質代謝との関係は、複雑であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：There are three pathways which increase hepatic cholesterol contents.  In this stu
dy, these 3 pathways have been up-regulated by adenoviral gene transfer.  All these pathways increased the
 hepatic cholesterol contents; however, none did induce the ER stress.  On the other hand, all three pathw
ays caused the amelioration of blood glucose level; however, the molecular mechanisms underlying the ameli
oration of blood glucose were different among the pathways.  Both the pharmacological induction and inhibi
tion of ER stress evoked the accumulation of hepatic triglycerides.  These results suggest that the associ
ation between hepatic ER stress and glucose and lipid metabolism would not be straightforward. 
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化巣構成細胞である内皮細胞やマク
ロファージにおいては、小胞体ストレス（ER 
ストレス）が動脈硬化形成・進展に重要であ
ることが注目されている。 
一方、肝臓においては、脂肪肝などの肝臓
内中性脂肪蓄積性病態で ER ストレスが増強
し、また肝細胞での ER ストレス増強がさら
に中性脂肪を蓄積させて、インスリン抵抗
性・メタボリックシンドロームを引き起こす
こと、その結果 脂質異常症や糖尿病などが
もたらされ、動脈硬化性疾患につながること、
が提唱されている。このように中性脂肪の肝
細胞における蓄積と ER ストレスとの関係は
ある程度解明されているのに対し、肝細胞に
おけるコレステロール蓄積の ER ストレスへ
の関与は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 肝細胞におけるコレステロールのハンド
リング経路（コレステロール合成経路、血中
からのコレステロール取り込み経路、胆汁か
らのコレステロール再吸収経路）の ER スト
レスへの影響を調べることにより、肝臓の ER
ストレスに注目した望ましい脂質異常症改
善方法を解明することを目的とする。 
 また、逆に肝細胞における ER ストレスを
変化させることが、肝臓内コレステロール代
謝、血液中のコレステロール代謝にどのよう
な影響を与えるかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
[1]  in vitro におけるコレステロールと小
胞体ストレスの関係の検討 
肝細胞株である HepG2 細胞に cholesterol, 
sitosterol, campesterol を投与し、ER スト
レスについて検討する。また、脂肪酸誘導 ER
ストレスに対するcholesterolの影響を検討
する。 
[2] アデノウイルスを用いたコレステロー
ルハンドリング蛋白と小胞体ストレスの関
係の in vivo での検討 
HMG-CoA reductase, Lanosterol synthase 
(コレステロール合成経路)、LDL 受容体(血中
からのコレステロール取り込み経路)、
NPC1L1(胆汁からのコレステロール再吸収経
路)を発現させるアデノウイルスを作成し、
マウス肝臓にこれらの蛋白を過剰発現させ、
ER ストレス、肝臓脂質含量、糖代謝について
検討する。 
[3] 薬剤誘発小胞体ストレスの肝臓脂質、糖
代謝への影響の検討 
マウスに ER ストレス惹起薬剤である
tunicamycin および thapsigargin を投与し
て、血中脂質レベル、肝臓脂質含量、血糖値
について検討する。 
 
４．研究成果 
[1] in vitro におけるコレステロールと小胞
体ストレスの関係の検討 

(図 1)sterol の Grp78 発現への影響。 
 

 
（図２）コレステロール(chol)はパルミチン
酸(Pal)による細胞増殖阻害を軽減する。 
 
 
単層培養HepG2細胞、スフェロイド培養HepG2 
細胞にステロール負荷をし、HPLC にてステロ
ールが細胞内に取り込まれていることを確
認した。これら細胞にて、eIF のリン酸化と
GRP78の発現量を指標にERストレスを検討し
たところ、単層培養 HepG2 細胞ではコレステ
ロール負荷群のみに ER ストレスが惹起され
たが、より分化した細胞となるスフェロイド
培養では、各群間に相違は認めなかった(図
１)。 
また、HepG2 細胞にパルミチン酸を負荷する
と小胞体ストレスが惹起され、Akt のリン酸
化の低下、インスリン受容体基質 IRS1/2 の
発現低下、細胞増殖抑制を認めたが、コレス
テロールを同時に投与するとこれらの変化
が部分的に軽減されることがわかった（図
２）。 
 
[2] アデノウイルスを用いたコレステロー
ルハンドリング蛋白と小胞体ストレスの関
係の in vivo での検討 
HMG-CoA reductase, Lanosterol synthase 
(LSS)、LDL 受容体(LDLr)、NPC1L1 をコード
するアデノウイルスを作成したが、HMG-CoA 
reductase のウイルスでは in vivo での酵素
発現を認めず、de novo 合成系としては LSS
を用いた。 
(2-1)LSS 
LSS を通常食マウス、高脂肪食マウスに過剰
発現させたところ、肝臓内でのコレステロー



ル含有量、中性脂肪含有量はともに増加した。
しかし、小胞体ストレスマーカー（Grp78 の
発現量および eIF のリン酸化）はいずれも変
化を認めなかった。 
糖代謝については、通常食マウスでは有意な
相違を認めなかったが、高脂肪食マウスでは、
LSS の過剰発現によりインスリン抵抗性が改
善されていた(図３）。また、IRS1/2 の蛋白量
増加および Akt リン酸化増強を認めた。 
 
 

 
(図３）LSS は DIO マウスでインスリン抵抗性
を改善する：インスリン負荷テストによる血
糖値の変化。 
 
 
(2-2)LDLr 
LDLr を通常食マウス、高脂肪食マウスに過剰
発現させたところ、肝臓内でのコレステロー
ル含有量が増加した。しかし、小胞体ストレ
スマーカーはいずれも変化を認めなかった。
糖代謝については、通常食マウス、高脂肪食
マウスともに LDLｒの過剰発現により血糖値
が低下しており（図４）、LSS と同様に、
IRS1/IRS2 の蛋白量増加と Akt のリン酸化増
強を認めた。 
 

 
(図 4)LDL 受容体過剰発現による血糖値変化 
 
 
(2-3)NPC1L1 
NPC1L1 を通常食マウス、高脂肪食マウスに過
剰発現させたところ、肝臓内でのコレステロ
ール含有量は増加傾向であったが、小胞体ス
トレスマーカーは変化しなかった。 
糖代謝については、通常食マウス、高脂肪食

マウスともに空腹時の著明な血糖低下を認
め、その機序は核内 FoxO1 蛋白量の低下に伴
う糖新生の低下であることが判明した(図
５)。 
 

 
 
(図５)ピルビン酸負荷試験：NPC1L1 は糖新生
を抑制する。 
 
 
(2-4)NPC1L1 と LSS 過剰発現による細胞内コ
レステロール分画の相違 
NPC1L1 過剰発現マウスの肝臓、LSS 過剰発現
マウスの肝臓から、蔗糖密度勾配法を用いて
ミトコンドリア、Light Membrane（エンドソ
ームなど）、Heavy Membrane（小胞体など）
を分離して、それぞれの細胞分画のコレステ
ロール含有量を測定したところ、NPC1L1 を発
現させた群では、ミトコンドリア、Light 
Membrane でのコレステール含有量が増加し
ていたが、Heavy Membrane での増加は認めな
かった。一方、LSS を発現させた群では Heavy 
Membrane でのコレステロール含有量の増加
を認めた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図６)NPC1L1 と LSS 発現による、肝細胞内小
器官への蓄積コレステロール分布の相違 
 
 
[3] 薬剤誘発小胞体ストレスの肝臓脂質、糖
代謝への影響の検討 
通常食マウス、食事誘導肥満マウスに
tunicamycin (Tm, 1.0 mg/kg BW) お よ び
thapsigargin(Tg, 0.2 mg/kg BW)を投与し、
8時間後に検討した。Tmでは血糖は変わりな
かったが、Tgでは血糖の著明な上昇を認めた。
脂質に関しては、Tm, Tg いずれも血液中の
LDL コレステロールおよび HDL コレステロー
ルを低下させ、Tm は中性脂肪も低下させた。
また、肝臓脂質含量は Tm では肝臓中性脂肪
（図７）、コレステロールともに増加した。 



 
（図７）Tm は通常食マウスの肝臓中性脂肪を
著明に蓄積させる。 
 

 
(図８)Tm, TMAOをともに高脂肪食負荷マウス
の肝臓中性脂肪含量を増加させる。 
 
 
一方、高脂肪食マウスに ER ストレス軽減剤
である TMAO を投与しても、血糖値の改善は
認めず、肝臓脂質含量に関しては、Tm と同様
に中性脂肪が増加した（図８）。 
 
[4] 総括 
本研究より、いずれのコレステロールハンド
リング経路により肝臓コレステロール含量
を増加させても、小胞体ストレスを惹起させ
ることはないことが判明した。 
このように ER ストレスに変化は認めなかっ
たものの、NPC1L1 による胆汁からの再吸収に
よる肝コレステロール増加は糖新生を抑制
し、また LSS によるコレステロール新生およ
び LDLｒによる血中からの取り込み増加によ
る肝コレステロール増加は、インスリン抵抗
性を改善させることにより、糖代謝を改善さ
せる方向に働くことが示唆された。 
また、薬剤により小胞体ストレスを修飾する
と、小胞体ストレスを惹起しても軽減しても
肝臓中性脂肪蓄積は悪化していた。 
以上より、肝臓における小胞体ストレスと糖
代謝および脂質代謝は、一元的な関連で結び
付けられるものではなく、小胞体ストレスが
代謝に対して良いとか悪いとかといえるよ
うな、単純なものではないことが示唆された。 
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