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研究成果の概要（和文）：最近我々はコレステロール吸収阻害がコレステロール逆転送（ＲＣＴ）を活性化する
ことを報告した。当初研究を予定していたコレステロール吸収阻害作用を有するポリフェノールの網羅的検索に
ついては、本実験の開始と同時期にNekohashiらにより論文に掲載されたので、これらの実験は省略し、論文中
で効果のあったポリフェノールでＲＣＴ実験を行った。このうち、クルクミンとケルセチンに着目してＲＣＴ実
験を検討したが、活性化は認められなかった。従って、コレステロール吸収抑制作用を有するポリフェノールで
あるクルクミンとケルセチンではＲＣＴを活性化しなかった。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have revealed that the cholesterol absorption inhibitor 
ezetimibe promoted reverse cholesterol transport (RCT) in hamsters.Some polyphenols have reported to
 enhance cholesterol efflux from macrophages. Several papers reported that curcumin and qercetin 
inhibited cholesterol absorption in vitro, it remains unclear whether it affects RCT functions. 
Therefore, we examined whether administration of curcumin or quercetin to hamsters fed a high 
cholesterol diet regulates RCT from macrophages, but they did not increase RCT.In conclution, 
curcumin and quercetin did not affect the inhibition of cholesterol absorption and enhance RCT from 
the macrophages under the condition of our study.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)心血管疾患は癌とともにわが国の主

要な死因であり、動脈硬化を基盤として

発症する。動脈硬化は、血管内皮下に進

入した低比重リポタンパク質（LDL）が

酸化変性を受け、マクロファージに貪食

されて泡沫化することから始まると考

えられている。近年の薬物を使った大規

模臨床試験によってLDL低下療法が心血

管疾患リスクの軽減に有効であること

が示されたが、その予防効果は 3割程度

に留まる。したがって、残り 7 割のリ

スクを軽減する物質を見つけること

は重要課題であり、その一つとして高

比重リポタンパク質（HDL）が次世代

の動脈硬化予防のキーとなる分子と

して注目を集めている。一方、国内外

の数多くの疫学調査において、心血管疾

患と負の相関関係を示すことからHDLが

抗動脈硬化性リポタンパク質と考えら

れている。これは、HDL が血管壁の余剰

なコレステロールを引抜き、肝臓、さら

には胆汁を介して糞便中へと排泄する

抗動脈硬化機能を有するからである 1)。

動脈硬化巣マクロファージと同様に、小

腸におけるコレステロール吸収制御も

コレステロール逆転送活性化戦略のひ

とつとして脚光を浴びている 2)。 

(2)近年、新たな高コレステロール血症

治療薬としてエゼチミブが開発された。

エゼチミブは多くの候補化合物から網

羅的な探索によりコレステロール吸収

を阻害する化合物として発見されたが、

後にこのエゼチミブは、小腸の管腔側膜

上に局在するコレステロールトランス

ポーターである NPC1L1 （Niemann-pick 

C1 like 1）の細胞外ループに結合し構

造を変化させることで、コレステロール

の吸収を非競合的に阻害することによ

りコレステロール吸収阻害作用を発揮

することが明らかとなった。ストロン

グスタチンといわれるLDL低下効果の

高いスタチンは NPC1L1 発現を増加さ

せることにより小腸からのコレステ

ロール吸収を亢進させる。そのため本

来持つ LDL 低下効果が減弱する「スタ

チン抵抗性」が現れる。我々は、最近

エゼチミブの投与がコレステロール

逆転送を活性化することを見出した 3)。

その活性化作用はHDLの変化とは独立

して発揮され、コレステロール逆転送

におけるコレステロール吸収阻害の

重要性が示唆された。一方、いくつか

のポリフェノールはコレステロール

吸収阻害作用を有することが示され

ているが、その作用機序は不明であっ

た。しかし、近年ウコンのポリフェノ

ールであるクルクミンのHDL-C増加作

用などに加え 4)、小腸上皮様細胞

Caco2 細胞の NPC1L1 発現を減少させ

てコレステロール吸収を阻害するこ

とが報告された 5)6)。 

 
２．研究の目的 

(1)コレステロール逆転送活性化作用は

HDLの変化とは独立して発揮され、コレス

テロール逆転送におけるコレステロール

吸収阻害の重要性が示唆された。一方、い

くつかのポリフェノールはコレステロー

ル吸収阻害作用を有することが示されて

いるが、その作用機序は不明であった。そ

こで、本研究では小腸におけるコレステロ

ール吸収を阻害しコレステロール逆転送

活性化作用を有するポリフェノールの存

在が期待できる。 

(2)そこで本研究では、ポリフェノールに

よる小腸を介したコレステロール逆転送

活性化について検討することを目的とし

た。尚、申請時予定していたコレステロー

ル吸収阻害作用を有するポリフェノール



の網羅的検索については、本実験の開始と同

時期にNekohashiらの論文7)に掲載されたの

で実験は省略し、論文中で効果のあったポリ

フェノールであるケルセチンと既報で報告

のあったクルクミンを用いたコレステロー

ル逆転送実験に変更した。 

 
３．研究の方法 

(1)試薬 

クルクミンおよびケルセチンはシグマ社、

3H-コレステロールはパーキン・エルマー

より購入した。 

(2)実験動物および薬物処置 

Golden Syrian ハムスターは日本エスエル

シー（株）より6 週齢の雄性ハムスター16

匹を購入した。高コレステロール食（HC）

群には0.5%コレステロール含有MF（オリエ

ンタル酵母㈱）を、高コレステロール+クル

クミン食（HC＋Curcumin）群には0.2％クル

クミンおよび0.5％コレステロール含有MF

を12週間自由摂取させた。なお、動物実験

に関しては、防衛医科大学校における動

物実験の実施に関する規程を遵守

した。 

(3)総RNA抽出およびリアルタイムRT-PCR 

採取した空腸から総RNAを抽出し、リアル

タイムPCRによりmRNAの発現レベルを検討

した。空腸25 mgを1 mLのTRIzol試薬

（TaKaRa）でホモジナイズし総RNAの抽出

を行い、これを鋳型として、TaqMan Reverse 

Transcription Reagents (Applied 

Biosystems)を用いて逆転写反応を行い

cDNAを得た。Real-time PCR による増幅反

応には、ABI Prism 7900(Applied 

Biosystems)を用いた3)。 

(4)腹腔マクロファージの採取 

  ハムスター８匹に、2.5 MBq/匹の 3H-コ

レステロールおよび 54.3 µL/匹のイント

ラリポス 20％（大塚製薬工場㈱）を含む

生理食塩水を 0.5 mL 腹腔注射した。24 時

間後、ハムスターの腹部を消毒し、皮膚を

切開し腹膜を露出させ、下腹部より 4℃

に冷却した 0.5％BSA/2 nM 

EDTA/PBS(B/E-PBS)を注射筒で 10mL 腹

腔内に注入し、腹部を指で振盪させた後

に注入に用いた注射筒で回収した。

B/E-PBS の注入・回収は 1 匹あたり 2回

ずつ行った。採取した腹腔マクロファー

ジは遠心管に入れ、1,000 rpm、5 分間

遠心し、0.5 mL の DMEM 培地に再懸濁し

た 3)。 

(5)コレステロール逆転送実験 

飼育 12 週間後、上記のように 3H をラ

ベルしたハムスターの腹腔マクロファ

ージをハムスターに0.5 ｍLずつ腹腔注

射した。腹腔注射後 24、48 および 72 時

間後に胸部大静脈から採血し血漿を得

た。4 時間の空腹期間をおき、腹腔注射

後 72 時間に安楽死させ、4℃に冷却した

PBS を心臓から還流したのち、肝臓、空

腸と胆嚢を採取した。肝臓は PBS でホモ

ジナイズした後に、クロロホルム：メタ

ノール（＝2:1, Vol/Vol）を加え、1,000 

rpm/分、10 分間の後、クロロホルム層を

回収した。窒素ガスで蒸散させた後、ヘ

キサン：イソプロピルアルコール（＝3：

2, Vol/Vol）で再溶解し、3H の放射活性

を液体シンチレーションカウンターで

測定した。胆嚢は直接穿刺し、胆汁 2 µL

の 3H の放射活性を測定した 8)。糞便は腹

腔マクロファージを注射後 72 時間まで

集め、便 100 mg 当たり 1 mL の水を加え

16 時間、4℃で浸漬した後、同量のエタ

ノールを加えてホモジナイズし、便中に

含まれる 3H 放射活性を液体シンチレー

ションカウンターで測定した 3)8)。 

 

 (6)統計学的処理 

  結果は平均±標準偏差で表した。統計

学的検定には検定ソフト JMP4.0（SAS

インスティテュートジャパン社）を用い、



独立2 群間の検定としてStudent’s t 検

定を用いた。有意水準を 0.05 とし、

p<0.05 を有意差ありと判断した。 

 

４．研究成果 

(1)ケルセチンの in vivo におけるコレス

テロール逆転送に及ぼす影響 

腹腔注射後 24、48、72 時間の血漿の 3H レ

ベルはHC+Quercetin群とHC群で明らかな

差を認めなかった。また、肝臓、胆汁、糞

便中の 3H レベルも HC 群に比べて

HC+Quercetin 群で有意な差は認められな

かった。このことから、ケルセチンはコレ

ステロール逆転送系の活性化に影響を及

ぼさないことが示された。 

(2)クルクミンの in vivo におけるコレス

テロール逆転送に及ぼす影響 

結果を図１に示す。腹腔注射後 24、48、72

時間の血漿(A)の 3H レベルは HC+Curcumin

群と HC 群で明らかな差を認めなかった。

また、肝臓(B)、胆汁(C)、糞便中(D)の 3H

レベルも HC 群に比べて HC+Curcumin 群で

有意な差は認められなかった。このことか

ら、クルクミンはコレステロール逆転送系

の活性化に影響を及ぼさないことが示さ

れた。 

 

 

 

 

図１．クルクミンがコレステロール逆転

送に及ぼす影響 

(3)クルクミンによるコレステロール吸収

および排出遺伝子発現の変化 

 図２にクルクミンを投与したハムスタ

ー空腸での遺伝子発現の変化を示す。クル

クミン摂取により空腸のNPC1L1発現が減

少するということが報告されていること

から、次に空腸のコレステロール吸収およ

び排出の遺伝発現がどのように変化して

いるか検討した。HC+Curcumin群とHC群の

ハムスター空腸より RNA を抽出し、

real-timePCRを行った。コレステロール吸

収にかかわるNPC1L1、コレステロール排出

にかかわるABCG5およびABCG8のmRNA 発現

量を示したが、HC+Curcumin群とHC群で明

らかな差を認めなかった。 

 

図２．クルクミンを投与したハムスター空



腸での遺伝子発現 

ターメリックのポリフェノールであるク

ルクミンは以前よりコレステロール吸収抑

制作用を有することが報告されおり、2008

年頃よりNPC1L1の遺伝子・タンパク質発現

を減少させること、さらにはNPC1L1を転写

レベルで制御してコレステロール吸収を抑

制することが報告された5)6)。一方、我々は

小腸のコレステロール吸収に関与する重要

な分子NPC1L1の阻害薬であるエゼチミブが

コレステロール逆転送作用を活性化するこ

とを明らかにした。そこで、クルクミンの

小腸コレステロール吸収阻害によりコレス

テロール逆転送活性化すると仮定して検討

したが、クルクミンの投与によりコレステ

ロール逆転送およびNPC1L1発現に変化は認

められなかった。我々のデータと一致して、

最近Nekohashiらがcaco-2細胞にコレステ

ロールの吸収を抑制するポリフェノールの

スクリーニングを行った結果、クルクミン

を作用させてもコレステロール吸収抑制作

用がないことを報告した7)。今回の我々のデ

ータはNekohashiらのデータと一致するも

のであり、これまでのデータとの乖離の理

由は不明だが、今後クルクミン関与の有無

やその他の発現制御機構の解明が望まれる。

また、コレステロール逆転送には本研究課

題であるコレステロール吸収阻害を介した

経路とHDL機能であるコレステロール引き

抜き能の改善を介した経路があるが、クル

クミンがHDL機能を介するコレステロール

逆転送作用を有さないことが示された。最

近になりクルクミンやケルセチン以外のコ

レステロール吸収抑制作用があるポリフェ

ノールが多数報告されたことにより7)、今後

もコレステロール吸収抑制の観点からこれ

らのポリフェノールによるコレステロール

逆転送作用実験を進めていきたいと考えて

いる。 
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