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研究成果の概要（和文）：本研究では、腸管に発現するコレステロールトランスポーター（Niemann-pick C1 Like 1, 
NPC1L1）を阻害するポリフェノールをスクリーニングし、その阻害機構を明らかにすることを目的とした。小腸上皮吸
収モデル細胞であるCaco-2におけるコレステロールの輸送性を速度論的に解析し、スクリーニングによりルテオリンと
ケルセチンを選抜した。NPC1L1強制発現HEK293T細胞においてもこれらのフラボノイドはコレステロールの輸送を阻害
した。ラットを用いたin vivo試験においても、これらのフラボノイドはコレステロール摂餌に起因する血中コレステ
ロールの上昇を抑制した。

研究成果の概要（英文）：Niemann-pick C1-Like 1 (NPC1L1) mediates cholesterol absorption, and ezetimibe is 
a potent NPC1L1 inhibitor applicable for medication of hypercholesterolemia. Epidemiological studies 
demonstrated that consumption of polyphenols correlates with a decreased risk for atherosclerosis, and we 
hypothesized that polyphenols inhibit intestinal transport of cholesterol. We elucidated the kinetic 
parameters of intestinal cholesterol absorption using Caco-2 cells and screened 34 polyphenols. Luteolin 
and quercetin inhibited cholesterol absorption by Caco-2 cells and human embryonic kidney 293T cells 
expressing NPC1L1. Serum cholesterol levels significantly decreased more in rats fed both cholesterol and 
luteolin (or quercetin), than in those observed in the cholesterol feeding group. These results suggest 
that luteolin and quercetin reduce high blood cholesterol levels by specifically inhibiting intestinal 
cholesterol absorption mediated by NPC1L1.

研究分野： 食生活学
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１．研究開始当初の背景 
近年、先進諸国において高コレステロール

血症患者が増加している。コレステロールは
生体にとって必要不可欠な成分であるが、高
コレステロール血症は、アテローム性動脈硬
化や心筋梗塞に繋がる。現在、日本人の死因
の約 26.5％は動脈硬化が原因となる心疾患
および脳血管疾患であり（厚生労働省, 21 年
度人口動態統計年報）、これらの疾患予防の
観点から高コレステロール血症の予防は急
務とされている。 
血中コレステロール濃度は、腸管吸収、肝

臓での合成、および体内循環系によって保た
れている。近年高コレステロール血症治療薬
として新たに開発されたエゼチミブは、腸管
に発現するコレステロールトランスポータ
ー（Niemann-pick C1 Like 1, NPC1L1）を
特異的に阻害する医薬品であり、肝臓におけ
るコレステロール合成律速酵素の阻害剤（ス
タチン系薬物）との併用により高い効果を発
揮する。小腸におけるコレステロールは、食
事由来コレステロール（約 250～500mg/日）
と食後小腸へと排出される胆汁由来コレス
テロール（約 1,000mg/日）の総和であり、
肝臓から腸管へ胆汁として排泄されたコレ
ステロールの吸収を抑制することは体内コ
レステロール量の減少に繋がる。NPC1L1 は
ヒトでは小腸上皮細胞と肝細胞の頂端膜側
に発現しており、クラスリン依存型でエンド
サイトーシスされると報告されているが、そ
の取り込み機構については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
エゼチミブは医薬品であるため、高コレス

テロール血症の患者に処方される。日々摂取
する食品により腸管からのコレステロール
吸収を阻害することができれば、高コレステ
ロール血症の予防、ひいては動脈硬化や心筋
梗塞の予防が期待できる。ポリフェノールに
は、フレンチパラドックスのような動脈硬化
予防効果が示唆されているため、我々は予備
検討としてポリフェノールをスクリーニン
グしたところ、数種のポリフェノールがヒト
腸管上皮モデル細胞 Caco-2 においてコレス
テロールの取り込みを有意に阻害した。  
本研究では、Caco-2 細胞を用いて腸管にお

ける詳細なコレステロール取り込み機構を
明らかにした上で、同様の系を用いてポリフ
ェノールを広くスクリーニングし、新たなコ
レステロール吸収阻害成分を同定すること、
およびその詳細な阻害機構を明らかにする
と共に臨床応用に繋げるために in vivo にお
ける効果を確認することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）小腸におけるコレステロール吸収機構
の速度論的解析 
 ヒト結腸癌由来 Caco-2 細胞および [3H]コ
レステロールを用いてコレステロールの輸

送性解析を行った。実際の消化管での存在形
態をシミュレートしてホスファチジルコリ
ンおよびタウロコール酸と共にミセル化さ
せた[3H]コレステロールを Caco-2 細胞に添
加し、一定時間インキュベート後、液体シン
チレーションカウンタで細胞内取り込み量
を測定した。経時的、濃度依存的、温度依存
的検討により、Jmax、Kt、kd 等の速度論的パ
ラメータを算出した。 
 
（２）コレステロール腸管吸収阻害成分の探
索 
Caco-2 を用いた上記（１）と同様の取り込

み試験により 34 種のポリフェノールをスク
リーニングした。 
 
（３）ポリフェノールのコレステロール腸管
吸収阻害メカニズムの解析 
（２）のスクリーニング時は、Caco-2 細胞

をポリフェノールとプレインキュベーショ
ンした後に、ポリフェノール存在下で取り込
み試験を行ったため、ポリフェノールの作用
する側がコレステロールミセルか細胞側で
あるか不明であった。そこで Caco-2 細胞と
ポリフェノールをプレインキュベートした
後にポリフェノールを除いた状態でコレス
テロール取り込み試験を実施した。またポリ
フェノールが NPC1L1 に与える影響を確認す
るため、ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞に
hNPC1L1を一過的に導入したNPC1L1強制発現
細胞を作製し、ポリフェノール添加時の細胞
内コレステロール取り込み量を測定した。 
 
（４）ラットにおけるポリフェノールの高コ
レステロール血症改善効果 
7 週齢 Wistar 雄性ラットを 4群に分け、正

常食群（AIN93G、NC）、0.5%高コレステロー
ル食群(HC)、および高コレステロール食にル
テオリン(HL)またはケルセチン(HQ)を胃ゾ
ンデによって経口投与する群を9日間飼育し
た。0、6、および 9日目に尾採血を行い、血
中コレステロール濃度を測定した。 
 
（５）ポリフェノールが NPC1L1 発現に与え
る影響 
 （４）の動物実験の解剖で得られたラット
の十二指腸の上皮から totalRNA を抽出し、
NPC1L1 の mRNA 発現量を qRT-PCR により測定
した。 
 
４．研究成果 
（１）小腸におけるコレステロール吸収機構
の速度論的解析 
Caco-2 におけるコレステロールの取り込

みは経時的な直線増加を示し（図１A）、濃度
依存的な飽和性を示した（図１B）。また、
Eadie-Hofstee plotにより輸送は一相性を示
し（図１C）、顕著な温度依存性（図１D）、お
よび NPC1L1 阻害剤であるエゼチミブの処理



により顕著な取り込み抑制がみられたこと
から（図１E）、小腸におけるコレステロール
吸収には NPC1L1 の寄与が高いことが示唆さ
れた。 

図 1.Caco-2 におけるコレステロール吸収
機構の解析. A,時間依存性; B, 濃度依存性; 
C, Eadie–Hofstee plot; D,温度依存性 E, エ
ゼチミブによる阻害効果. 
 

（２）コレステロール腸管吸収阻害成分の探
索 

スクリーニングの結果、11種のフラボノイ
ドが有意にコレステロール吸収を阻害した。
中でも阻害活性が高く、かつ含まれる食品が
多様な、ルテオリン（フラボン）とケルセチ
ン（フラボノール）を選抜した（図２）。こ
れらのフラボノイドの阻害効果は添加後 120
分まで有意に持続した（図３）。 
 

 

図 2.活性成分の化学構造式. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ルテオリン、ケルセチン、およびエゼ
チムブの阻害持続性試験.   
 
（３）ルテオリンおよびケルセチンのコレス
テロール腸管吸収阻害メカニズムの解析 
 Caco-2 細胞とルテオリンおよびケルセチ
ンをプレインキュベートした後にこれらの
フラボノイドを除いた状態でコレステロー
ル取り込み試験を行ったところ、取り込みは
フラボノイド濃度依存的に抑制され、小腸上
皮に作用しコレステロール吸収を調節する

ことが示された（図４）。NPC1L1 強制発現細
胞を用いた検討では、フラボノイドの添加に
よりコレステロールの取り込みは Mock 細胞
と同レベルまで抑制された（図５）。以上よ
り、ルテオリンとケルセチンは小腸上皮の
NPC1L1 輸送機構を阻害することにより腸管
のコレステロール吸収を阻害することが示
された。 

図 4. 細胞とのインキュベーションによるケ
ルセチンおよびルテオリンの抑制効果. 
 

 
図 5. NPC1L1 強制発現細胞におけるルテオリ
ンおよびケルセチンの効果. 
 
（４）ラットにおけるルテオリンおよびケル
セチンの高コレステロール血症改善効果 
 血中コレステロール濃度はHC群において9
日目で C群に比べて有意に上昇したのに対し、
HLおよびHQ群ではNC群と同等にまで血中コ
レステロールの上昇を抑制した（図６）。 
 

図 6. ラットを用いた in vivo 試験における
ルテオリンおよびケルセチンの効果. 
 
 
（５）ルテオリンおよびケルセチンが NPC1L1
発現に与える影響 
動物実験での腸管上皮における NPC1L1 の

mRNA 発現量は、NC 群に対し HC 群で上昇傾向
を示し、HQ 群で有意な減少、HL 群で低下傾
向がみられた。これにより、ルテオリン及び
ケルセチンの in vivoにおける血中コレステ
ロール低下作用のメカニズムの１つとして、
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NPC1L1 発現抑制が示唆された。 
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