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研究成果の概要（和文）：VLDL受容体遺伝子が選択性スプライシング機構によりO-結合糖ドメインの有無による全長型
の１型VLDL受容体とO-結合糖ドメインが欠如する2型VLDL受容体の2種類の蛋白が産生されている。我々は、2型VLDL受
容体が血中に存在することを見出し、ヒト血中分泌型VLDL受容体測定法（2抗体ELLISA法）を確立した。正常者5.29±1
.41ng/ml、糖尿病者7.80±3.64ng/mlで、糖尿病者において血中分泌型VLDL受容体濃度が高値である症例が存在するこ
とを確認した。また、成長やマクロファージ泡沫化過程で１型VLDL受容体蛋白が優位に発現されることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：In vivo and in vitro studies have shown that the VLDL receptor bind TG-rich  lipop
rotein (TGRL) but not LDL and function as a peripheral lipoprotein receptor even though the LDL receptor b
ind both TGRL and LDL.  Two VLDL receptor proteins (type1 and type2) are produced by alternative splicing 
mechanism. We elucidated that type2 VLDL receptor lacking the O-linked sugar domain bound lower affinity f
or TGRL than type1 VLDL receptor. Type1 VLDL receptor was expressed predominantly during monocyte-macropha
ge differentiation and growth. Type2 VLDL receptor was secreted into medium and we established the method 
for measurement of human secertary form of VLDL receptor (sVLDL-R). Level of human sVLDL-R in diabetes was
 higher than healthy control.
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１．研究開始当初の背景 
  
(1) 超 低 比 重 リ ポ 蛋 白 （ VLDL: very 
low-density lipoprotein）受容体の発見と
その特徴 
 世界でもっとも多い遺伝子病の 1 つである
家族性高コレステロール血症(FH: familial 
hypercholesterolemia)の病態とその病因の
解明は、テキサス大学の Goldstein と Brown
両博士により解明され,1985 年にノーベル医
学生理学賞が授与された。 1984 年に
Goldstein・Brown 研究室で,FH の原因遺伝子
である低比重リポ蛋白（LDL: low-density 
lipoprotein）受容体 cDNA クローニングに成
功し,日本に帰国した山本徳男博士（現：東
北大学加齢医学研究所）のもとで,ウサギと
ヒトの超低比重リポ蛋白(VLDL)受容体 cDNA
クローニングが行われた。VLDL 受容体は日本
で発見された遺伝子である。 
  
 (2) 構造と組織分布 
 VLDL受容体はLDL受容体とその構造上の相
同性が高く,リガンド結合ドメイン・EGF 前駆
体相同ドメイン・Ｏ—結合糖ドメイン・細胞
膜貫通ドメイン・細胞質ドメインの 5つのド
メインより構成されているタンパク質であ
る。LDL 受容体が第 19 染色体上に存在するの
に対して,VLDL 受容体は第 9 染色体に存在し
ている。VLDL 受容体と LDL 受容体の構造上の
特徴的な相違は,リガンド結合ドメインの 40
アミノ酸の繰り返し構造の数が,VLDL 受容体
が 8回存在するのに対して LDL受容体は 7回
であることである。VLDL 受容体は LDL 受容体
に１つエクソンが加えられた構造となって
いる。組織分布は LDL 受容体が肝臓を中心に
幅広い臓器に発現されているのに対し
て,VLDL 受容体は心臓・筋肉・脂肪組織の脂
肪酸代謝の活発な臓器に高発現され,脳・脾
臓・肺・マクロファージ細胞・内皮細胞にも
発現されている。LDL 受容体と異なり,VLDL
受容体の肝臓での発現が見られないことも
大きな特徴の一つである。  
  
(3)リポ蛋白受容体としてのリガンド特異性 
 VLDL受容体のLDL受容体との高い構造上の
相同性から,VLDL 受容体もリポ蛋白受容体と
して機能していることが想像され,LDL 受容
体 cDNA と VLDL 受容体受容体 cDNA を LDL 受
容体欠損 CHO(Chinese hamster ovary)細胞で
ある ldlA-7 細胞に強発現させてリポ蛋白取
り込み能を検討した。LDL 受容体はコレステ
ロールに富む LDL 粒子と共に TG（中性脂肪）
リッチリポ蛋白である VLDL・β-VLDL を認識
し細胞内に取り込むが,VLDL 受容体の LDL の
認識・取り込みはなく,TG リッチリポ蛋白で
ある VLDL・β-VLDL のみを認識し細胞内に取
り込むことが判明した。VLDL 受容体はアポ
B(LDL 粒子の唯一のアポ蛋白)を認識せず,ア

ポ E のみを認識するアポ E受容体であった。 
  
(4) VLDL 受容体のリガンド特異性の特徴 
 エネルギー代謝を考えると,糖代謝と脂質
代謝を利用して ATP 産生と TG 蓄積が行われ
ている。心筋・筋肉・脂肪組織においてイン
スリン依存性に Glut4 (Glucose transporter 
4)が糖の取り込みを行っている。一方,食事
由来のリポ蛋白であるカイロミクロン（外因
性リポ蛋白）と肝臓から産出される VLDL 粒
子（内因性リポ蛋白）はともに,心筋・筋肉・
脂肪組織から産生され近傍の内皮細胞に
Heparan sulfate proteoglycan にてアンカー
されるリポ蛋白リパーゼ（LPL：Lipoprotein 
lipase）の作用で TG が水解を受け,脂肪酸が
拡散や脂肪酸トランスポーター（CD36・
FABPpm・FATP など）にて細胞内に取り込まれ
β酸化に利用される。心筋・筋肉・脂肪組織
に高発現されている VLDL 受容体のリガンド
特異性は,LPL の作用を受けた後のレムナン
ト粒子（カイロミクロンレムナント・VLDL レ
ムナント）を高親和性に取り込むことが明ら
かになっている。私たちが 1992 年に VLDL 受
容体と命名したリポ蛋白受容体の真のリガ
ンドはレムナント粒子であった。血清リポ蛋
白リポ蛋白電気泳動上で LDL と VLDL のピー
クが結合した broad βバンドを呈する家族
性Ⅲ型高脂血症は,人口の 0.2%に存在する。
アポ E2/2（アポ E2 のホモ接合体）を保持す
る方が,糖尿病・肥満・甲状腺機能低下症な
どの後天性の疾患の合併を契機に脂質異常
症を呈する疾患である。LDL 受容体がアポ
E2/2 を認識しないことが病因の一つになっ
ている。VLDL 受容体はアポ E2/2 もアポ
E3/3(野生型)と同程度に認識することを
1996 年に我われは報告している。一方、LDL
受容体は細胞内コレステロールが増加する
と SREBP(Sterol regulatory 
element-binding protein)による負の発現制
御がかかるが,VLDL 受容体では発現制御がか
からず,細胞外にTGリッチリポ蛋白が存在す
る限り細胞内に取り込む過食のリポ蛋白受
容体である。 
 
２．研究の目的 
 VLDL 受容体は，選択的スプライシング機構
によりエクソン 16 でコードされる O—結合糖
ドメインを含む全長型の 1 型 VLDL 受容体蛋
白と，O—結合糖ドメインを欠如した2 型 VLDL
受容体の 2つの蛋白が 1遺伝子より産生され
ている。選択的スプライシング機構による
VLDL 受容体発現制御を検討し，ヒト血中分泌
型 VLDL 受容体の存在を確認する。 
 
３．研究の方法 
 RT-PCR 法・Western ブロット法・免疫沈降
法にて 1 型 VLDL 受容体と 2 型 VLDL 受容体
の発現制御を検討した。リポ蛋白結合研究で



は，1 型 VLDL 受容体と 2 型 VLDL 受容体 cDNA
を LDL 受容体欠損 CHO細胞に強発現させた細
胞を用いた。VLDL 受容体 KO マウス尾静脈か
らアデノウイルスを用いて,1 型 VLDL受容体
と2 型VLDL受容体cDNAを肝臓に強発現した
際の血中分泌型 VLDL 受容体の有無を検討し
た。 
 
４．研究成果 
 (1) 2 型 VLDL 受容体は膜安定性が悪く、培
地中に分泌される。この為、1型 VLDL 受容体
と比較してβ—VLDL の細胞内取り込みが悪い。 
  
  (2) 単球からマクロファージ細胞への分
化過程で、VLDL 受容体 mRNA レベルの変化は
ないが蛋白レベルで１型 VLDL 受容体優位に
スイッチされる。この事は、RT-PCR にても確
認された。 
  
  (3) 心筋 VLDL 受容体は成長と共に１型
VLDL 受容体優位にスイッチされることが確
認された。 
   
  (4)１型および 2 型 VLDL 受容体 cDNA をア
デノウイルスにて肝臓に高発現させると、2
型 VLDL 受容体 cDNA 遺伝子導入時のみに血中
に VLDL 受容体蛋白が分泌されていることを
確認した。 
  
  (5) 培地中に分泌された 2 型 VLDL 受容体
蛋白はアポEと結合することを免疫沈降法で
確認した。 
  
  (6) ヒト血中分泌型 VLDL 受容体の存在を
免疫沈降法で確認した。 
  
  (7) ヒト血中分泌型 VLDL 受容体測定法（2
抗体 ELLISA 法）を確立した。正常者 5.29±
1.41ng/ml、糖尿病者 7.80±3.64ng/ml で、
糖尿病者において血中分泌型 VLDL 受容体濃
度が高値である症例が存在することを確認
した。 
  
  (8) 血中TGに及ぼすVLDL受容体の役割を
in vivo系で確認するため、LDL （low-density 
lipoprotein）受容体ノックアウト(KO)マウ
スを背景としたVLDL-R/LDL-R ダブルKOマウ
スを作製し、LDL-R KO マウスと血中脂質・脂
肪酸・血糖値を比較検討した。LDL-R KO マウ
スと比較して、VLDL-R/LDL-R ダブル KOマウ
スの血中 TG は増加していたが、血中 TC の変
化はなかった。脂肪酸・血糖値の差もなかっ
た。 
  
  (9)L6 筋芽細胞における蛍光色素(Dil)ラ
ベル TG リッチリポ蛋白の取り込みへの VLDL
受容体影響を siRNA 法にて検討した。L6 細胞

培地中の FCS を 24 時間欠如させると、VLDL
受容体発現の著明な低下が認められた。この
発現低下作用はメトホルミンやインスリン
にて回復した。Dil-β-VLDL の取り込みの低
下も回復した。特にインスリンによる作用は
LY294002 で抑制され PI3 キナーゼを介する
作用であった。L6細胞は siRNA 法による VLDL
受容体の発現低下により、β-VLDL の取り込
みが抑制された。 
  
 (10) L6 細胞にて筋肉 VLDL 受容体発現への
メトホルミンとインスリンの関連を Western 
法と qRT-PCR 法にて検討した。L6 細胞 VLDL
受容体発現はメトホルミンおよびインスリ
ン依存性に発現増加を示した。 
  
 (11) AMPK 持続発現 L6 (T172D)細胞を作製
し、VLDL 受容体発現を検討した。AMPK 持続
発現 L6 (T172D)細胞における VLDL 受容体発
現増加が確認された。 
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