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研究成果の概要（和文）：コレステロールは、脂質ドメインの形成に必須な細胞膜の主要な脂質で、細胞内の量と分布
が厳密に制御されている。本研究では、コレステロール結合プローブを用いて化合物ライブラリーのイメージスクリー
ニングを行った。その結果、コレステロールの小胞体から細胞膜への輸送を阻害する化合物や、コレステロールを後期
エンドソームに蓄積させる化合物が得られた。また脂質膜に作用し、脂質ドメインの融合を引き起こすなど、ドメイン
を変化させる化合物を取得した。

研究成果の概要（英文）：Cholesterol is a major component of lipids on plasma membranes and plays an 
important role on the formation of lipid rafts. The cholesterol content and distribution in cells is 
properly regulated. To examine know how intracellular cholesterol traffic and distribution are regulated, 
we screened chemical compounds involved in cholesterol traffic and distribution using a 
cholesterol-binding probe. We screened compounds that decrease the cholesterol probe-binding to the 
plasma membrane. We obtained compounds which inhibited cholesterol synthesis or cholesterol transport 
from the ER to the plasma membrane, or accumulated cholesterol in the late endosomes. We also got a 
compound which binds to liposomes and regulates the formation of the lipid domain.

研究分野：生物科学

キーワード： コレステロール
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１．研究開始当初の背景 
 
コレステロールは細胞膜の主要成分で、シ
グナル伝達に関わる脂質ドメイン（ラフト）
の形成と機能に重要な役割を果たすと考え
られている。細胞のコレステロール量は厳密
に制御されており、コレステロールの生合成
や細胞外からの取り込みに対し、正/負のフィ
ードバック制御がなされている。またコレス
テロールは細胞内で不均一に分布しており、
小胞体には少なく、細胞膜に最も多く、次い
でエンドソーム、ゴルジ体に多い。コレステ
ロールは、オルガネラ間を適切に輸送され、
細胞内のコレステロールホメオスタシスが
維持されている。 
このコレステロールの細胞内オルガネラ間
の輸送は、小胞輸送の他、小胞を介さない非
小胞輸送経路によることがわかってきてい
る。小胞体から細胞膜への輸送は主に小胞輸
送を介さずに行われると考えられているが、
どのような分子が関与しているかは明らか
でない。 
これまでに申請者はコレステロールの代謝
や分布を変化させる化合物を探索するため
に、コレステロール結合分子をプローブとし
て用い、全自動顕微鏡を利用するハイスルー
プットスクリーニング系を構築した。この系
を用いて化合物ライブラリーのパイロット
スクリーニングを行い、細胞内コレステロー
ルの代謝・分布を変化させる化合物が取得で
きることを示している（Ishitsuka, R. et al. J. 
Lipid Res. (2011)）。 
 
 
２．研究の目的 
 
上記のように、細胞内におけるコレステロ
ールの分布・局在が厳密に制御されることは、
コレステロールのホメオスタシスの維持や
コレステロールの機能発現に重要であるこ
とから、本研究では、申請者が構築したスク
リーニング系を利用して、コレステロールの
細胞内輸送や分布に関与する分子をスクリ
ーニングし、そのメカニズムを明らかにする
ことを目的とした。またコレステロールは脂
質ラフトの形成に重要であるため、脂質ドメ
インに影響を与える化合物を取得し、脂質ド
メインを操作するツールに応用することも
目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)化合物ライブラリーを用いたスクリーニ
ングにより、(i)細胞内のコレステロール輸
送を阻害する分子、(ii)細胞内コレステロー
ル分布を変化させる分子、(iii)脂質ドメイ
ンに影響を与える分子を探索した。 
 
①コレステロールに結合するタンパク質･θ

トキシンをプローブとして用い、イメージス
クリーニングを行った。θトキシンは、コレ
ステロールを豊富に含む膜に結合する性質
を持つ。細胞染色には、毒性のないθトキシ
ン C 末端ドメイン（ドメイン４）に EGFP を
融合させたタンパク質（EGFP-D4）を用いた。
通常の細胞では、コレステロールは細胞膜に
多く存在し、EGFP-D4 で染色される。しかし
コレステロールの細胞膜への輸送の阻害や、
コレステロールの細胞内局在の変化によっ
て、細胞表面コレステロールが減少すると、
EGFP-D4 は結合しなくなる。さらに脂質ドメ
インが異常な細胞にもこのプローブが結合
しなくなると考えられる。 
天然化合物および合成化合物ライブラリ
ーを用い、18 時間処理することで細胞膜の
EGFP-D4 染色を減少させる化合物を選択した。
ヒット化合物について、下記②－④のスクリ
ーニングを行った。 
 
②細胞内コレステロール局在を指標にした
スクリーニング 
コレステロール結合低分子・フィリピンを用
いて細胞内コレステロールを染色し、コレス
テロールのオルガネラへの蓄積など、コレス
テロール局在の変化があるか、その局在部位
を観察した。 
 
③コレステロール輸送活性を指標にしたス
クリーニング 
コレステロールの小胞体から細胞膜への輸
送を調べるために、放射標識した生合成コレ
ステロールを細胞膜に輸送させた後、コレス
テロール除去試薬により培地中に放出させ、
コレステロール輸送量を測定した。この方法
により細胞膜へのコレステロールの輸送が
低下する細胞を選択した。 
またあわせて生合成されたコレステロー
ルの量を定量した。 
 
④②および③で変化がみられなかった化合
物について、化合物処理時間を 30 分程度に
短くした時に、細胞膜への EGFP-D4 の結合が
減少するかを調べた。 
 
(2) 小胞体から細胞膜へのコレステロール
輸送を阻害する化合物の解析 
 
①化合物の標的タンパク質の同定 
（1）①で得られた化合物のうち、②でフィ
リピンによる染色は変化させず、③で小胞体
から細胞膜へのコレステロールの輸送を阻
害する化合物の標的分子の同定を試みた。細
胞抽出液から化合物ビーズに結合するタン
パク質をアフィニティ精製し、質量分析を行
った。 
同定したタンパク質の発現を RNAi により
抑制し、スクリーニングの表現型が現れるか
どうかを調べた。 
 



②脂質アナログ（BODIPY-スフィンゴミエリ
ン）のエンドサイトーシスへの影響を調べた。 
 
(3) 短時間処理で、EGFP-D4 の細胞膜への結
合を阻害する化合物の解析 
 
①人工膜を用いた実験 
化合物が脂質膜にどのように作用するかを
調べるために、人工膜を用いた結合試験を行
った。また巨大リポソームに化合物を添加し、
脂質ドメインの形成や状態の変化について
顕微鏡観察を行った。 
 
②細胞を用いた実験 
細胞を化合物で処理したとき、他の脂質結合
プローブによる細胞膜の染色が影響を受け
るかを顕微鏡観察により調べた。さらに膜の
環境依存性プローブを用いて、膜秩序が変化
するかどうかを調べた。また脂質ラフトに関
連するイベントへの化合物の関与を調べる
ために、脂質アナログ（BODIPY-ラクトシル
セラミド）のエンドサイトーシスやアクチン
骨格への影響を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）化合物ライブラリーを用いたスクリー
ニング 
 
化合物ライブラリーを用いたスクリーニン
グにより、細胞表面の EGFP-D4 による染色を
減少させる化合物が得られた。得られた化合
物の中には、コレステロールの生合成を阻害
する化合物や後期エンドソームにコレステ
ロールを蓄積させる化合物が含まれていた。
またコレステロールの小胞体から細胞表面
への輸送を阻害する化合物も得られた。 
 
（2）小胞体から細胞膜へのコレステロール
輸送を阻害する化合物の解析 
 
①小胞体から細胞膜へコレステロールの輸
送を阻害する化合物を得たため、標的分子を
同定するために、化合物ビーズに結合するタ
ンパク質をアフィニティ精製し、質量分析に
より数種の分子を得た。調製したリコンビナ
ントタンパク質は化合物ビーズに結合した
が、RNAi で細胞内での発現をノックダウンし
た際、小胞体から細胞膜へのコレステロール
輸送は阻害されなかった。 
 
②細胞をこの化合物で処理し、タンパク質の
小胞体から細胞膜への輸送への影響を調べ
たところ、化合物は影響を与えなかった。 
 
③細胞を化合物で処理し、蛍光スフィンゴミ
エリン（BODIPY-スフィンゴミエリン）を取
り込ませ、エンドサイトーシスおよび細胞膜
へのリサイクリングの様子を観察したとこ

ろ、得られた化合物は BODIPY-スフィンゴミ
エリンの細胞膜へのリサイクリングを遅延
することがわかった。 
 
（3）短時間処理で、EGFP-D4 の細胞膜への結
合を阻害する化合物の解析 
 
（1）のスクリーニング時には、化合物処理
を 18 時間で行ったが、得られた化合物の中
に、短時間処理（30 分）で EGFP-D4 の細胞膜
染色が減少するものがあることがわかった。 
 
①得られた化合物が脂質膜に作用するかを、
人工膜を用いて調べたところ、リポソームに
結合すること、単分子膜に挿入することが示
された。また脂質ドメインが形成されている
巨大リポソームに化合物を添加すると、脂質
ドメインの融合が引き起こされた。 
 
②BODIPY-ラクトシルセラミドを細胞に取り
込ませて、エンドサイトーシスを観察したと
ころ、化合物の有無で差はみられなかった。 
 
③細胞を化合物で処理すると、膜秩序が変化
し、アクチン重合が促進されることが明らか
になった（下図）。 
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