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第１章 緒言 

 

動脈硬化性疾患、特に心血管疾患（cardiovascular diseases, CVD）は先進

国における死因の主たる原因であり、わが国においても生活様式の欧米化に伴

い増加の一途をたどっている。数多くの疫学調査により血中低比重リポ蛋白コ

レステロール（low density lipoprotein-cholesterol, LDL-C）濃度の高値と

動脈硬化性疾患罹患率は正の相関を示すことが示され、HMG-CoA還元酵素阻害

剤（スタチン）による LDL-C低下療法が心血管イベントを抑制することは多く

の大規模臨床試験により証明されてきた(1)。最近では作用機序の異なる LDL-C

低下療法による心血管イベント低減効果が示され(2, 3)、LDLが動脈硬化性疾

患治療の一義的な標的であることは疑いない事実である。しかしその一方で、

スタチンによる心血管イベントの軽減は約 30％程度にしか過ぎず、いまだ 70%

のリスクが残存しており(4)、この残余リスクの解明とそれを標的とした創薬

が喫緊の課題である。こうした背景から、残余リスク軽減の治療標的として高

比重リポ蛋白（high-density lipoprotein, HDL）が注目されており、多くの

知見が集積しつつある。 

血中のコレステロールはリポ蛋白粒子中に存在するが、リポ蛋白はそのサイ

ズにより遠心法で分離され、HDLは比重が 1.063～1.210g/mlのリポ蛋白と定義

される。直径は約 7-10 nmとリポ蛋白中で最も小さい粒子で、いくつかのアポ

リポ蛋白（A-I、A-II、Eなど）と、コレステロール、リン脂質、トリグリセラ

イド（TG）などの脂質成分から成る。国内外の疫学調査により、血中 HDL-C濃

度は CVDの負の危険因子であることが報告されている(5-10)。また近年、LDL-

Cを十分に低下させた患者においても、HDL-C濃度に比例して CVD発症がさら

に低下することも報告された(11)。このように HDLは抗動脈硬化作用をもつリ
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ポ蛋白と考えられ、HDL増加および機能促進を介した動脈硬化性疾患の新たな

治療戦略の創出が注目されてきた。一方で、今日まで HDL-Cを増加させること

で CVDを抑制するという試みは成功していない。 

LDLが末梢組織にコレステロールを供給する担体としての役割を有するのと

対照的に、HDLは末梢組織に過剰に蓄積したコレステロールを搬出し肝臓へ運

搬する役割を有する (図 1)。コレステロールは生体内では多くの段階を経て合

成される一方、一度作られたコレステロール骨格を異化する経路はなく、唯一

の体外に排出される経路は胆汁を介した糞便への排泄である。HDLにより搬出

された末梢組織細胞のコレステロールは直接あるいは間接的に肝臓まで搬送さ

れ、最終的に胆汁酸として、あるいはコレステロールそのものとして胆汁中/

腸管へ排出される。この経路はコレステロール逆転送(Reverse Cholesterol 

Transport, RCT)（図 1）と呼ばれ、多面的な HDLの抗動脈硬化作用のうち最も

重要な機能と考えられている(12)。HDLの主要な担体蛋白であるアポリポ蛋白

A-I（アポ A-I）は肝臓および小腸で産生・分泌される (図 1①)。分泌された

アポ A-Iは細胞膜に存在するトランスポーターである ATP結合カセットトラン

スポーターA1 (ABCA1)を介しリン脂質やコレステロールを得て、円盤状の原始

HDLを形成する (図 1②)。原始 HDLは、ABCA1や ABCG1、スカベンジャー受容

体クラス Bタイプ I（Scavenger receptor Class B Type I, SR-BI）を介して

さらに細胞のコレステロールを搬出し (図 1③)、HDL粒子中に存在するレシチ

ンコレステロールアシルトランスフェラーゼ（lecithin cholesterol 

acyltransferase, LCAT）の作用によりコレステリルエステル（cholesteryl 

ester, CE）をその中心に蓄積した球状の HDLへと成熟する (図 1④)。HDLの

CEの大部分は CE転送蛋白（Cholesteryl Ester Transfer Protein, CETP）を

介し VLDLや LDLに転送され(図 1⑤)、LDL受容体(LDLR)により肝臓に取り込ま
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れる (図 1⑥)。また HDL粒子中のコレステロールは、主に SR-BIを介し肝臓に

取り込まれ (図 1⑦)、LDLR経由のものも併せて最終的に胆汁/腸管に排泄され

る (図 1⑧)ことで RCT経路が完結し、HDLの抗動脈硬化作用が発揮されるもの

と考えられている。 

このような疫学および基礎医学における知見の集積を受けて、血中 HDL-C濃

度を増加させることにより動脈硬化性疾患を治療/予防しようという検討が精

力的になされてきたが、現時点でその試みはうまくいっていない。特に CETP

を阻害することにより HDL-C濃度を増加させる治療は複数の薬剤による介入試

験で CVD発症を抑制できないことが示され(13, 14)、LDL-Cとは対照的に HDL-

C濃度を増減させることが動脈硬化性疾患の発症に直接反映されるわけではな

いことは、近年のメンデルランダム化による疫学的検討(15)が HDL-C濃度と

CVD発症との関連性を証明できないこととも符合する。このように HDL-C濃度

に介入する治療がいまだ有望なものとならない理由として、その介入点により

血中 HDL-C濃度増加が必ずしも RCTの活性化を伴わない点が挙げられる。 

従来 RCTを評価することは困難であったが、マウスを用いた手法（in vivo 

RCTアッセイ）の確立により、HDLの RCTにおける役割についての理解が大き

く進展した。遺伝子改変マウスなどを用いた検討により、RCT活性化は動脈硬

化発症・進展抑制につながること、血中 HDL-C濃度増加は必ずしも RCTの活性

化・抗動脈硬化作用に結びつかないことが明らかになってきた。たとえば上述

の CETPを活性化することは HDL-C濃度の低下をもたらすものの RCTを促進す

ること(16)、肝臓 SR-BI欠損では HDL-C濃度が増加する一方で RCTが抑制され

動脈硬化形成が促進すること、逆に肝臓 SR-BIの過剰発現により HDL-C濃度は

低下するものの RCTは活性化され(17)、動脈硬化発症は抑制される(18)ことな

どが報告され、我々も内皮リパーゼの過剰発現で HDL-Cは著明に低下するもの
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の RCT機能は保持されことを報告した(19) 。このように、in vivo RCTアッセ

イを用いた検討が HDL-RCT研究に新たな理解をもたらし、HDL濃度よりもその

機能が重要であるという認識が高まっている。 

 RCTにおける最も重要なステップは、動脈硬化巣マクロファージにおけるコ

レステロールの搬出反応であるとされる。アポ A-I欠損症や ABCA1欠損症であ

るタンジール病ではこの反応が著しく障害され、低 HDL-C血症に加え早発動脈

硬化を発症する点もコレステロール搬出反応の重要性を支持する(20)。次に重

要なステップは肝臓であり、上述のように HDL/LDLコレステロールがどの程度

肝臓に取り込まれるか、そのコレステロールがどのように形を変え、いかなる

経路で胆汁/腸管へ排泄されるかにより RCT が制御される。これまで ABCA1、

SR-BIなどの細胞膜に局在する HDL代謝制御分子の肝臓における役割について

の知見は十分であるが、胆汁酸合成や細胞内コレステロール輸送をつかさどる

分子の RCT制御への影響はいまだ明らかでない。 

当研究室ではマウス肝臓特異的に遺伝子発現を増減させるアデノウィルスベ

クター発現系を構築し、数多くの検討を行ってきた(19, 21)。そこで本研究で

はこの実験系を用い、肝臓において胆汁酸合成を制御するコレステロール

27α-ヒドロキシラーゼ (CYP27A1)、および細胞内小器官の間のコレステロー

ル輸送に関わる Niemann-Pick C2 (NPC2)に注目し (図 2)、マウスを用いて脂

質代謝および RCTに及ぼす影響について検討した。 

 

第２章 マウス肝臓における CYP27A1の HDL 代謝および RCTに及ぼす影響につ

いての検討 

 

第 1節 背景 
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CYP27A1は肝臓において胆汁酸合成に関わる酵素であり、ミトコンドリアに

発現しコレステロールの 27位を水酸化し 27-ヒドロキシコレステロールを生成

する (図 2)。ヒト CYP27A1欠損症、脳腱黄色腫では胆汁酸合成不全による遷延

性黄疸、胆汁うっ滞を認めることに加え、末梢組織細胞にコレステロールおよ

びコレスタノールが蓄積し、精神発達障害等の中枢神経障害、早発性冠動脈疾

患を合併することが知られている(22)。  

胆汁酸合成には 2つの経路があり、一つは古典的経路といわれるコレステロ

ール 7α-ヒドロキシラーゼ（CYP7A1）により促される反応で、もう一つは

CYP27A1が担う代替経路である(23) (図 3)。共に、腸管への胆汁酸排泄を増加

させ、それに伴い小腸からのコレステロールなどの脂質吸収を促進する(24)。 

胆汁酸はコレステロールの代謝産物として肝臓から胆汁中に分泌されるとい

うだけでなく、その中間代謝産物である 27-ヒドロキシコレステロールは内因

性のオキシステロールとして転写因子 Liver X receptor (LXR)のリガンドとな

り(25-27)、活性化させることにより種々のコレステロール代謝関連分子の遺

伝子発現を促進する。特に肝臓における ABCA1の発現は血中 HDL-C濃度増加を

もたらし(28, 29)、RCTに影響を与えること(30, 31)が知られる。また、胆汁

および腸管へのコレステロール排泄を促す ABCG5および ABCG8 は LXR活性化に

よりその発現が促進され、それらの発現増大は RCTを活性化する(32)ことが報

告されている。また脳腱黄色腫の表現系が肝臓以外の臓器に認められることか

ら、多くの臓器で CYP27A1が重要な役割を果たすことが示唆され、特に早発動

脈硬化(33)および腱黄色腫(34)をきたす機序は、マクロファージからのコレス

テロール搬出反応の減弱と考えられている。事実いくつかの報告が、マクロフ

ァージにおいて CYP27A1がコレステロールの搬出反応を促進し(35)、RCTを活

性化する可能性(36)を示唆している。 
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その一方、マクロファージに比べ、肝臓における CYP27A1の HDL代謝および

RCTに及ぼす影響は明らかでない。肝臓の CYP7A1および CYP27A1のどちらかが

欠損した場合、相補うことがなく各々が胆汁酸合成および小腸からのコレステ

ロール吸収に重要であることが示されているが、血中脂質代謝および RCTに果

たす役割についての理解は不十分である。そこで本研究では、マイクロ RNA

（miR）発現アデノウィルスベクターを用い、肝臓特異的 CYP27A1発現抑制を

行うことで肝臓 CYP27A1の血清脂質および RCTに及ぼす影響について検討し

た。 

 

第 2節 材料と方法 

（１）細胞 

 理研細胞バンク (和光)より譲渡された HEK293細胞、RAW264.7細胞を、10% 

ウシ胎児血清（FBS）含有ダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)培地により、5% 

CO2、37℃で培養した。 

（２）試薬 

[3H]-コレステロールは Perkin-Elmer (Massachusetts, USA)より購入した。

HDLおよびリポ蛋白除去血清（Lipoprotein Deficient Serum , LPDS）は健常

成人から採取した血清から超遠心法（HDL：d=1.063-1.21、LPDS：d>1.21）に

より分離した。またアセチル LDLは Alfa Aesar (Lancashire, UK)より購入し

た。 

（３）マウス CYP27A1の miR発現ベクターの構築 

防衛医科大学校組換え DNA実験安全委員会の承認を得て（承認番号 2018-

43）、防衛医科大学校組換え DNA実験安全管理規則に従い、実験を行った。 
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 表 1に示すような miR CYP27A1を含む一本鎖オリゴヌクレオチドをそれぞれ

アニーリングして、二本鎖オリゴヌクレオチドを作成した。作成したオリゴヌ

クレオチドと pcDNA6.2GW/EmGFP-miRをライゲーションさせて miR CYP27A1を

含むプラスミド DNAを作成した。2種類の miRを組換えて直列に配列させ、こ

れと pDONR221で attB × attP間を組換える BP組換え反応を行い、エントリ

ークローンを得た（図 4）。 

（４）miR CYP27A1発現アデノウィルス(Ad-miR CYP27A1)の調製  

Ad-miR CYP27A1の作製は、Invitrogen社 (Massachusetts, USA)の

ViraPower Adenoviral Expression Systemを用いて行った。それぞれのエント

リークローンと、サイトメガロウィルス(CMV)プロモーターを持ち、ヒトアデ

ノウィルス E1遺伝子を欠失する pAd/CMV/V5-DEST (Invitrogen)とで attL×

attR 間を組換える LR組換え反応を行った産物を HEK293細胞にトランスフェ

クションすることでリコンビナント E1欠損アデノウィルス（Ad-miR 

CYP27A1）を得た(図 4)。対照として使用したβガラクトシダーゼ（LacZ）に対

する miRを発現するアデノウィルスベクター(Ad-miR LacZ)は米国国立衛生研

究所 Santamarina-Fojo博士から譲渡された。Fast Trapアデノウィルス精製・

濃縮キット（Merck, Darmstadt, Germany）を用いて HEK293細胞およびその溶

解液からウィルス粒子を濃縮・調製した。その一部を用い、Adeno-X Rapid 

Titer kit（Clontech, California, USA）によりウィルス力価の測定を行い、

残りを使用時まで－80℃に保存した。 

（５）マウスにおける Ad-miR CYP27A1投与および血清脂質測定 

 防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認を得て（承認番号 18058）、防衛

医科大学校動物実験規則に従い実験を行った。8週齢の雄性 C57BL/6Jマウスを

日本エスエルシー (浜松)より購入し動物実験に用いた。8週齢のマウス 15匹
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を、通常食下で飼育し 8.3×109 infectious unit (IFU)の Ad-miR LacZを尾静

脈から投与したもの、および Ad-miR CYP27A1を投与したもの 2群に分け、7日

後空腹時採血および肝臓/腹腔マクロファージの採取を行い、-80℃で保存し

た。 

 血清脂質については、総コレステロールをコレステロール E-テストワコー

（和光純薬工業、大阪）、HDL-Cを HDL-コレステロール E-テストワコー (和光

純薬工業)を用いて測定した。また、中高圧液体クロマトグラフィー（Fast 

protein liquid chromatography、FPLC）を用いて、プール血清からリポ蛋白

分画の分離を行い、コレステロール濃度を測定した。FPLCは Superose 6 

10/300 GL(GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK)をカラムとして

使用した。 

（６）肝臓蛋白の調製 

肝臓の組織切片 50 mgを 1% Protease Inhibitor Cocktails (Roche, Basel, 

Switzerland)を含む Mammalian Protein Extraction Reagent（M-PER, Thermo 

SCIENTIFIC, Massachusetts, USA）を用いてホモジナイズし、15,000 rpm、3

分間遠心し、上清を回収した。BCA Protein Assay kit (Thermo SCIENTIFIC)

を用い、ウシ血清アルブミン（BSA）を標準蛋白として蛋白濃度を定量した

後、使用時まで-80℃で保存した。 

（７）SDS-PAGEおよびウェスタンブロット解析 

XCell SureLock® Mini-Cellシステムを使用し、電気泳動を行った。ゲルは 

NuPAGE®4〜12% Bis-Tris Gel(Invitrogen)を使用し、泳動用緩衝液(NuPAGE® 

MOPS SDS Running Buffer, Invitrogen)中で電気泳動した。電気泳動用の試料

検体には肝臓については細胞タンパク 20 µg 相当、腹腔マクロファージについ

ては１匹から採取された全量を用い、あらかじめサンプル用緩衝液（NuPAGE® 
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Sample Reducing Agent、NuPAGE® LDS Sample Buffer）の等容量と混合した。

電気泳動は 200Vの定電圧で行い、その後 25Vの定電圧で、XCell SureLock® 

Mini-Cellシステムを用いて PDVF膜（Invitrolon™ PVDF/Filter Paper 

Sandwiches, Invitrogen）に転写した。転写後、この PDVF膜を 3% BSA含有

0.05% Tween 20-リン酸緩衝液(T-PBS)を用いて 60分間ブロッキングした。T-

PBSで洗浄後、抗 CYP27A1抗血清（3% BSA含有 T-PBSで 1000倍希釈）、また

は抗β-アクチン(β-actin)抗体（Abcam, Cambridge）を用いて 4℃、16時間 1

次抗体反応を行った。T-PBSで洗浄後、さらに horseradish peroxidase

（HRP）結合抗ウサギ（NPC2）IgG抗体（Santa Cruz, Texas, USA）を用いて１

時間 2次抗体反応を行った。T-PBSで洗浄後、化学発光法（ECL Plus Western 

Blotting Detection System, GE Healthcare）を用いて蛋白発現を可視化し、

Amersham Imager 600（GE）で同定した。 

（８）マウスにおける RCTの評価（in vivo RCTアッセイ） 

 概要について図 5に示す。10 cmプレートに播種した RAW264.7細胞を 5 

µCi/mlの[3H]-コレステロールおよび 10 µg/mlのアセチル化 LDL(Alfa Aesar)

を含む RPMI1640培地で培養し、標識を行った。48時間後 RAW264.7細胞をリン

酸緩衝液（PBS）で洗浄し、0.5 mlの RPMI1640培地に再懸濁した。 

 8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 19匹を 2群に分け、10匹に Ad-miR CYP27A1

を、残る 9匹には Ad-miR LacZを尾静脈から投与した。通常食を投与し、7日

後、これらのマウスに泡沫化したマクロファージとして再懸濁した RAW264.7

細胞（0.5 ml RPMI1640の中に平均 5.0×106の細胞数で 8.3×106 dpmの[3H]放

射活性を含む）を腹腔内投与した。腹腔内投与後 24および 48時間後に尾静脈

から採血し血清を得た。4時間の絶食期間をおき、投与後 48時間に安楽死さ

せ、肝臓および胆嚢を採取した。肝臓は PBS でホモジナイズした後に、クロロ
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ホルム：メタノール（＝2:1, Vol/Vol）を加え、1000 rpm、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 4 µlの[3H]の放射活性を

測定した。RAW264.7細胞を腹腔内投与後 48 時間まで糞便を集め、便 100 mg当

たり 1 mlの水を加え 16時間、4℃で浸漬した。同量のエタノールを加え、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。 

（９）統計学的手法 

得られたデータは平均±標準誤差として表した。2群間の差の検定は

Studentの t検定を用いた。P値 0.05以下を有意な差とした。 

 

第 3節 結果 

（１）肝臓特異的 CYP27A1発現抑制 

アデノウィルスベクターは組織特異的プロモーターを用いなくても全身投与

によりほぼ 100％に近い肝臓特異的発現を誘導することができることが分かっ

ている(37, 38)。マウスに Ad-miR CYP27A1 を経静脈投与後、得られた肝臓お

よび腹腔マクロファージを用いてウェスタンブロット解析を行ったところ、対

照と比較し CYP27A1発現量の低下が確認された (図 6)。一方、腹腔マクロファ

ージのウェスタンブロットでは、残念ながら CYP27A1のバンドを同定すること

はできなかった。 

（２）肝臓特異的 CYP27A1発現抑制が血清脂質に及ぼす影響 

血清の総コレステロール濃度は Ad-miR CYP27A1投与により、軽度だが有意

に増加した (miR LacZ: 95.3±2.5 mg/dL, miR CYP27A1: 107.8±4.3 mg/dL, 
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p<0.05) (図 7A)。HDL-C濃度に有意の変化はないものの (図 7B)、FPLCにより

分離したリポ蛋白分画の解析では、大粒子 HDLに含まれるコレステロールの増

加がみられた (図 7C)。 

（３）肝臓特異的 CYP27A1発現抑制が RCTに及ぼす影響 

 次に RCTの評価を in vivo RCTアッセイを用いて行った。Ad-miR CYP27A1お

よび Ad-miR LacZの投与 7日後この評価を行ったところ、肝臓 CYP27A1発現抑

制によるマクロファージ由来コレステロールの血中および肝臓移行、胆汁およ

び糞便への排泄に有意な変化を認めなかった (図 8A～D)。マクロファージ由来

［3H］-コレステロールのリポ蛋白の局在について、FPLC分画の放射活性を測

定したところ、非放射性コレステロールの分布（図 7C）と異なり、肝臓

CYP27A1発現抑制による HDL分画のマクロファージ由来コレステロールの分布

は対照との差を認めなかった（図 8E）。 

 

第 4節 考察および小括 

図 7Bに示すように、マウスには CETPが欠損しているため、HDL優位なコレ

ステロール分布を示し、LDL/VLDLなどのアポ B含有リポ蛋白中のコレステロー

ルは少ない。ヒトを念頭に置き HDL代謝について検討を行うためには、ヒト同

様にハムスターやウサギなどの CETP発現を有する動物モデルの利用が理想的

だが、アデノウィルス投与などを用いた遺伝子発現の操作モデルではやはりマ

ウスの利用が簡便かつ効率的である。 

本研究では miR発現アデノウィルスベクターを用いて、肝臓における

CYP27A1発現の抑制に成功し、HDL分画のコレステロール濃度のわずかな増加

を認めた。一方、in vivo RCTアッセイでは血中リポタンパク分画、肝臓、胆

嚢のマクロファージ由来コレステロールの分布には変化を認めず、RCTの最も
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重要な指標である糞便中放射性コレステロールの排泄にも対照との差がなかっ

た。肝臓 CYP27A1発現抑制により HDL中の非放射性コレステロールが増加し、

放射性コレステロールには変化がないという乖離を説明することは難しいが、

HDLコレステロールの大部分が肝臓由来であることから、比較するとわずかな

マクロファージ由来コレステロールが血中へ分布する経路には、肝臓由来のそ

れと比べ、CYP27A1の関与が少ない可能性がある。 

miR発現アデノウィルスを用いた実験系の確立には成功したものの、肝臓

CYP27A1発現抑制は RCTへの関与は低いことが示唆されたため、CYP27A1に関

するさらなる検討は実施しなかった。 

 

第３章 マウス肝臓におけるNPC2のHDL代謝およびに及ぼす影響についての検

討 

 

第 1節 背景 

次に本研究では、細胞内小器官の間のコレステロール輸送に関わる NPC2に

注目した。NPC2は後期エンドソーム/ライソゾーム (LE/LY)に存在する可溶性

コレステロール結合蛋白であり(39)、LE/LYの膜蛋白である Niemann-Pick C1 

(NPC1)と協調し、細胞内コレステロール輸送に重要な役割を果たす(40) (図

9)。ヒト NPC1および NPC2遺伝子異常は Niemann-Pick病 C型を発症する

(41)。LE/LYから細胞膜へのコレステロール輸送が低下するため、コレステロ

ール異常蓄積による精神障害、運動障害などの中枢神経障害症状が現れる。黄

疸や肝不全をきたす臨床病型も存在し、血中 HDL-C濃度が低下することが知ら

れる(42, 43)。その機序としては、細胞膜へのコレステロール輸送が低下する

ため ABCA1が媒介するコレステロール搬出反応抑制に伴う HDL新生反応が減弱
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すること、さらに NPC2機能異常により ABCA1発現量が低下し、さらなる HDL

新生の抑制に拍車がかかることが報告されている(44)。さらに、NPC2は

ABCG5/G8を介して肝臓からのコレステロール排泄を促進する(45)。以上のこと

から、NPC2は血中 HDL濃度および RCTを制御する可能性が示唆され、肝臓

NPC2の機能増強は動脈硬化治療の新たな戦略となる可能性がある。そこで本研

究では、第２章と同様にアデノウィルス発現系を用い、肝臓特異的 NPC2の発

現抑制/過剰発現の HDL代謝および RCTに対する影響について検討した。 

 

第 2節 材料と方法 

 遺伝子組換え実験および動物実験は、第 2 章と同様に防衛医科大学校組み換

え DNA実験安全委員会（承認番号 2018-43）および動物実験倫理委員会（承認

番号 18058）の承認を得て規則に従い実験を行った。 

（１）miR NPC2発現アデノウィルス(Ad-miR NPC2)の調製 

 第 2章と同様に、表 2に示すような 3種の miR NPC2を直列に配列した

pcDNA6.2GW/EmGFP-miRと pDONR221 で BP組換え反応を行い、エントリークロー

ンを得た（図 4）後、第 2章第 2節で示す方法と同様に Ad-miR NPC2を構築し

た。 

（２）NPC2過剰発現ウィルス(Ad-NPC2)作製 

NPC2のオープンリーディングフレームを含む cDNAクローン（Thermo Fisher 

Scientific (Waltham MA, USA)を鋳型として表 3に示すような NPC2特異的な

プライマーと Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen)を用い PCR反応を行

った。得られた PCR産物を pENTR/D-TOPOクローニング kit(Invitrogen)を用い

て、pENTR/D-TOPOにサブクローニングした (図 10)。得られたエントリークロ

ーンのシークエンス解析を行い、NCBI、Gene Bankから得たマウス NPC2 mRNA
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配列(Accession number: NM_023409)と比較し PCR反応でのミスマッチがない

ことを確認した。以降、miR発現アデノウィルスベクターと同様に Ad-NPC2を

調整した。 

（３）血清脂質の測定 

 血中脂質濃度測定およびFPLCを用いたリポ蛋白分画は第2章第2節と同様に行

った。さらに得られた血清を高速液体クロマトグラフィー法(HPLC)で分画し、

各分画のコレステロール濃度を測定した。 

（４）肝臓コレステロールおよびトリグリセライドの測定 

 肝臓の組織切片50 mgを、PBSを用いてホモジナイズし、それぞれコレステロ

ール濃度、トリグリセライド濃度を測定した。BSAを標準蛋白として蛋白濃度

を定量した後、肝臓コレステロールおよびトリグリセライド (TG)濃度を蛋白

濃度で補正した。 

（５）マウスにおける肝臓 NPC2発現抑制 

 8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 12匹を、通常食下で飼育し 5.0×108 IFUの

Ad-miR NPC2/LacZを尾静脈から投与、7日後空腹時採血、肝臓、胆嚢、小腸を

採取し、-80℃で保存した。 

（６）マウスにおける肝臓 NPC2過剰発現 

 同様に、8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 19 匹に 5.0×108 IFUの Ad-NPC2/Luc

を尾静脈から投与し、7日後空腹時採血、肝臓、胆嚢、小腸を採取し、-80℃で

保存した。 

（７）総 RNA抽出およびリアルタイム RT-PCRによる mRNAの分析 

肝臓または小腸から総 RNAを抽出し、リアルタイム RT-PCRにより mRNAの発現

レベルを検討した。肝臓 50 mgまたは小腸 25 mgを 1 ml の TRI reagent

（Sigma）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 
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Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems)を用いて逆転写反応

により cDNAを得た。反応は 0.6 µg total RNA、5.0 mmol/L MgCl2、1.0 

mmol/L each dNTP mixture、2.0 U/µl RNase inhibitor、2.5 pmol/µl primer

（random hexamer）、0.25 U/µl reverse transcriptaseを含む RNA PCR 

buffer中で、30ºCで 10分間、42ºC で 60分間、70ºCで 15分間および 4ºCで

10分間行った。反応には Takara社製サーマルサイクラーを用いた。リアルタ

イム PCR は TaqMan real-time PCR master mix (Applied Biosystems)を用い

た。リアルタイム PCR による増幅反応には、ABI Prism 7900(Applied 

Biosystems)を用い、サーマルサイクルとして 50ºCで 2分間、95ºC で 10分間

の反応後、95ºCで 15秒間と 60ºC で 60秒間を 40サイクルさせることで実行し

た。また、全反応後に cDNA の 2 本鎖の融解曲線を描くことで反応産物の特異

性を確認した。最終的にすべて 18Sリボソーム RNAに相対的な mRNA レベルと

し、すべての反応はデュプリケートで行った。 

（８）SDS-PAGEおよびウェスタンブロット解析 

第2章と同様にウェスタンブロット解析を行った。抗NPC2抗体 (Abcam)、抗

ABCA1抗血清（中部大学横山信治博士より譲渡）、抗SREBP1抗体 (Abcam)、抗

SREBP2抗体（Abcam）、抗ABCG5抗体(Santa Cruz)、抗ABCG8抗体(Santa Cruz)

、抗LDLR抗体(500倍希釈)、抗CYP7A1抗体（Abcam）、抗HMGCoAR抗体 (Abcam)

、抗PCSK9抗体（Cayman chemical）、抗SR-BI抗体(Novus)、抗LXRα抗体（

1000倍希釈）、抗endothelial lipase (EL)抗体（Novus）、抗LCAT抗体（

Novus）、抗アポA-I抗体（Abcam）、抗アポB抗体 (Novus)、抗β-アクチン

(β-actin)抗体（Abcam）を用いて4℃、16時間1次抗体反応を行った。T-PBSで

洗浄後、さらにHRP結合抗ラットIgG(Santa Cruz)、抗ウサギIgG抗体を用いて

１時間2次抗体反応を行い、第2章と同様タンパク発現を可視化した。 
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（９）in vivo RCTアッセイ 

 第 2章と同様に行った。 

（１０）マウスにおける HDL代謝動態の評価 

ア 放射性コレステロール標識 HDLの調整 

VLDL、LDL、HDLおよびリポ蛋白除去血清（Lipoprotein Deficient Serum , 

LPDS）は健常成人から採取した血清から超遠心法（VLDL：d<1.006、LDL：

d=1.006-1.063、HDL：d=1.063-1.21、LPDS：d>1.21）により分離した。HDL 10 

mgに対し、[3H]-cholesteryl oleate（Perkin-Elmer） 500 µCiを混合した

後、LPDS 200 mgを加え 37℃で 16時間インキュベートした。標識された HDL

（[3H]-CE-HDL）を超遠心法により分離・PBSで透析し、使用前に 0.45 µmの

PVDFフィルターでろ過した。 

イ HDL代謝実験 

概要について図 11に示す。8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 10匹を 2群に分

け、5匹に Ad-NPC2を、残る 5匹には Ad-Luc を尾静脈から投与した。7日後、

[3H]-CE-HDL（1×106 dpm）を経静脈投与し、投与後 2分、30分、1時間、3時

間、6時間、9時間、24および 48時間後に採血し血清を得、[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。また、HDLの異化速度

（Fractional Catabolic Rate, FCR） は、SAAMIIプログラム (SAAM 

Institute, Washington, USA)を用いた 2-exponential modelを実際のデータ

にフィッティングさせて算出した。 

 （１１）培養肝細胞を用いたリポ蛋白産生の評価 

 図12に示すように、マウス肝細胞Hepa1-6（理研細胞バンクより譲渡）を6穴

プレートに播種、10% FBS含有DMEM培地下で90～100% confluentに達したとこ

ろで、Ad-Luc、Ad-NPC2を30 multiplicity of infection (MOI)加えた。24時
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間後、PBSで洗浄し、5mg/dL BSAおよび5μCi/mL [3H]-コレステロール含有DMEM

で標識した。さらに24時間後、培養液を吸引し、PBSで3回洗浄し、5mg/dL BSA

含有DMEM培地で24時間培養した。24時間後、培地を回収、遠心式限外ろ過フィ

ルター (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Units-10,000 NMWL)を用いて

濃縮し、FPLCを用いてリポ蛋白分画の分離を行い、それぞれの分画の[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。 

（１２）マウスにおける LDL代謝動態の評価 

ア 放射性コレステロール標識 LDLの作成 

 超遠心法で分離したヒト LDL 4 mgに、[3H]-cholesteryl oleate 500 µCi

を混合した後、LPDS 600 mgを加え、37℃で 16時間インキュベートした。標

識された LDL ([3H]-CE-LDL)を超遠心法により分離・PBSで透析し、使用前

に 0.45 µmの PVDFフィルターでろ過した。 

イ マウスでの LDL代謝実験 

 8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 11匹を 2群に分け、6匹に Ad-NPC2を、残

る 5匹には Ad-Lucを尾静脈から投与した。HDL代謝実験と同様に、7日後、

[3H]-CE-LDL (1×106 dpm）を経静脈投与し、投与後 2分、5分、10分、20

分、30分、1時間、3時間、6時間、および 24時間後に採血し血清を得た。

LDLの FCR は SAAMIIプログラムを用いて算出した。 

（１３）マウスにおける VLDL代謝動態の評価 

ア 放射性 TG標識 VLDLの作成 

超遠心法で分離したヒト VLDL 3 mgに、[14C]-triolein 20 µCiを混合し

た後、LPDS 100 mgを加え、37℃16時間インキュベートした。LPDSは混合す

る直前に 55℃、10分で不活化した。標識された VLDL ([14C]-TO-VLDL）を超
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遠心法により分離・PBSで透析し、使用前に 0.45 µmの PVDFフィルターでろ

過した。 

イ VLDL代謝実験 

 8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 11匹を 2群に分け、6匹に Ad-NPC2を、残

る 5匹には Ad-Lucを尾静脈から投与した。HDL代謝実験と同様に、7日後、

[14C]-TO-VLDL (1×106 dpm)を経静脈投与し。投与後 1分、3分、5分、10

分、15分、30分、および 24時間後に採血し血清を得た。VLDLの FCRは

SAAMIIプログラムを用いて算出した。 

（１４）マウスにおける VLDL新生実験 

8週齢の雄性 C57BL/6Jマウス 10匹を 2群に分け、各 5匹に Ad-NPC2あるい

は Ad-Lucを尾静脈から投与した。7日後、これらのマウスにリポ蛋白リパーゼ

（LPL）阻害薬 Poloxamer 407 (Sigma-Aldrich) 7.5% 溶液 400μLを腹腔内投

与した。投与前、投与後 1分、1時間、2時間、6時間、および 24時間後に採

血し血清を得た。それぞれの血清中の TG濃度をトリグリセライド E-ワコー

（和光純薬工業）を用いて測定した。 

（１５）統計学的手法 

得られたデータは平均±標準誤差として表した。2群間の差の検定は

Studentの t検定を用いた。P値 0.05以下を有意な差とした。 

 

第 3節 結果 

（１）肝臓特異的 NPC2発現抑制の血清脂質に及ぼす影響 

第 2章と同様に、Ad-miR NPC2または Ad-miR LacZを経静脈投与したマウス

から肝臓を得て、リアルタイム PCRおよびウェスタンブロット解析を行ったと

ころ、Ad-miR NPC2投与により NPC2 mRNAレベルが有意に抑制された (図
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13A)。蛋白発現は抑制傾向を認めたものの、定量上、有意差を認めなかった 

(図 13B, Ad-miR LacZ: 0.72±0.24, Ad-miR NPC2: 0.32±0.06, p=0.080)。

Ad-miR NPC2を投与したマウスでは、対照と比較し血清総コレステロール、TG

および HDL-C濃度に変化を認めず NPC2蛋白量を有意に抑制できなかった事実

と符合する（図 14）。この結果を受けて、いくつかのマウス NPC2 miR発現ア

デノウィルスベクターの作成を試みたものの、Ad-miR CYP27A1ほどのノックダ

ウン効率が得られなかった。 

（２）肝臓特異的 NPC2過剰発現 

 Ad-NPC2または Ad-Lucを経静脈投与したマウスから肝臓および小腸を得てリ

アルタイム PCRを行ったところ、Ad-NPC2投与により小腸では NPC2の mRNAレ

ベルに変化を認めなかったのに対し、肝臓では mRNAレベルの増加を認め（図

15A）、さらにウェスタンブロット解析でも、図 15B矢印で示すように Ad-NPC2

投与群において蛋白発現の増加を認めており（矢印より低分子のバンドは内因

性 NPC2）、NPC2の肝臓特異的過剰発現が確認された。 

（３）肝臓特異的 NPC2過剰発現が血清脂質、肝臓中コレステロールおよび TG

含量に及ぼす影響 

次に NPC2過剰発現の in vivoでの脂質代謝への影響を検討した。Ad-NPC2投

与 7日後の血清脂質は、総コレステロール (Luc: 114.4±2.2 mg/dL, NPC2: 

168.0±9.9 mg/dL, p<0.01)、TG (Luc: 54.7±2.9 mg/dL, NPC2: 72.5±3.3 

mg/dL, p<0.01)、および HDL以外のコレステロール（non HDL-C）濃度 (Luc: 

39.1±8.2 mg/dL, NPC2: 114.9±11.7 mg/dL, p<0.01)で有意に増加し、HDL-C

濃度 (Luc: 75.3±1.8 mg/dL, NPC2: 53.1±4.5 mg/dL, p<0.01)では有意に低

下した (図 16)。次に、FPLCによるリポ蛋白分画を解析したところ、Ad-NPC2

投与により HDL分画のコレステロール濃度の低下とアポ B含有リポ蛋白である
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VLDL/中間比重リポ蛋白（intermediate density lipoprotein, IDL）/LDL分画

のコレステロールおよび TG濃度の増加を認めた(図 17)。HDLはより大型粒子

の濃度が低下する傾向を示した。さらに HPLCにより分離したリポ蛋白分画の

コレステロール濃度を測定したところ、上記の結果に一致して Ad-NPC2投与に

より VLDL/IDL/LDL分画のコレステロール濃度の増加が確認された(Luc: 15.7

±2.7/5.4±1.1/44.6±2.1 mg/dL, NPC2: 43.8±2.3, 17.0±1.7, 60.1±3.8 

mg/dL, p<0.01) （図 18）ものの、HDL-C濃度の低下には統計学的有意差を認

めなかった (Luc: 37.0±5.9 mg/dL, NPC2: 33.5±0.8 mg/dL, p=0.6)。ま

た、NPC2過剰発現により肝臓のコレステロール含量は有意に増加し (Luc: 

4.73±0.08 mg/g liver, NPC2: 7.18±0.29 mg/g liver, p<0.01)、TG含量も

増加する傾向にあった (Luc: 11.8±1.0 mg/g liver, NPC2: 15.2±1.5 mg/g 

liver, p=0.095)(図 19)。 

（４）肝臓特異的 NPC2過剰発現が血清中のアポ蛋白および脂質代謝関連因子

に及ぼす影響 

次に、リポ蛋白の構成アポ蛋白や脂質代謝関連因子への影響を検討した。図

20に示すように、HDLの構成蛋白であるアポ A-I量は HDL-C濃度の低下を反映

せず、Ad-NPC2投与群で増加傾向、HDL代謝に関わる LCATおよび ELは NPC2過

剰発現により増加していた。VLDL/IDL/LDLの構成蛋白であるアポ B48/100は増

加、LDL代謝に関わる PCSK9蛋白量も増加した。さらに。アポ蛋白 A-Iと B48

について、FPLC解析でリポ蛋白分布を検討したところ、アポ A-Iは HDL中コレ

ステロール濃度低下とは逆に大粒子 HDLで、アポ B48含量は LDL分画で増加を

認めた (図 21)。 

（５）肝臓特異的 NPC2過剰発現が肝臓のリポ蛋白代謝関連因子の蛋白発現に

及ぼす影響 
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次にウェスタンブロット法により肝臓のリポ蛋白代謝に関与する因子の蛋白

発現を評価したところ (図 22)、HDL代謝関連因子の SR-BIは変化を認めず、

LXRαは低下、その下流の ABCA1については変化を認めなかった。LDL代謝関

連因子の SREBP2および PCSK9は発現量が低下したが、HMGCoA、LDLRについて

は変化を認めなかった。胆汁酸合成関連因子の CYP7A1は低下しており、中性

ステロールの胆汁分泌に関連する ABCG8は低下傾向、ABCG5は顕著な低下を認

めた。 

（６）肝臓特異的 NPC2過剰発現が RCTに及ぼす影響 

 次に、肝臓 NPC2過剰発現によるマクロファージ由来のコレステロールの糞

便への排泄を検討するため in vivo RCTアッセイを行った。対照と比較し、

Ad-NPC2投与群ではマクロファージ由来[3H]-コレステロールの血中および肝臓

移行は増加した (図 23A, C)。FPLCによる血中[3H]-コレステロールのリポ蛋白

分布の検討では、HDL分画では低下したものの、VLDL/IDL/LDLでは増加し、後

者の変化が前者を凌駕したため血清全体では[3H]-コレステロール濃度が増加し

た (図 23B)。この変化は FPLCによるコレステロールのリポ蛋白分布 (図

17A）とも一致するものであった。肝臓の[3H]-コレステロール含量は増加した

一方で、胆汁および糞便への排泄の低下 (図 23D, E)は、NPC2過剰発現により

RCTが抑制されることを示しており、その機序として、マクロファージ由来の

コレステロールの胆汁中への排泄が滞る可能性が示唆された。マクロファージ

由来のコレステロールはコレステロールそのものとして、あるいは胆汁酸に変

換され胆汁/糞便に排泄される。そこで糞便中のステロールを、中性ステロー

ル分画と胆汁酸分画に分離して[3H]放射活性を測定したところ、NPC2過剰発現

によるマクロファージ由来コレステロールの糞便排泄低下は主に胆汁酸排泄低

下によるものであった (図 23F、G)。 
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（７）肝臓特異的 NPC2過剰発現が HDL代謝および培養肝細胞におけるリポ蛋

白新生に及ぼす影響 

 肝臓 NPC2過剰発現による低 HDL-C血症の機序を解明するため、[3H]-CE-HDL

を用いて HDL代謝動態の検討を行った。[3H]-CE-HDL の血中消失曲線 (図 24A)

から算出される異化速度(fractional catabolic rate, FCR)は Ad-NPC2投与群

と対照群で差を認めず (Luc: 0.096±0.004 pools/h, NPC2: 0.085±0.005 

pools/h, p=0.132)(図 24B）、低 HDL-C血症の機序は HDLの異化亢進でないこ

とが示された。次に HDL新生反応に及ぼす影響について検討した。HDL新生は

in vivoで検討することは困難なため、培養肝細胞を用いて行った。Ad-NPC2

および Ad-Lucをマウス肝細胞株 Hepa-16に加え、[3H]-コレステロールで細胞

を標識、培地を洗浄・交換し、24時間後回収した培地を濃縮、FPLCで分析し

得られた分画の[3H]-コレステロールを測定したところ、対照群と比較し Ad-

NPC2添加群では HDLおよび VLDL分画のカウントが低下した(図 25)。以上か

ら、低 HDL-C血症は HDL新生(産生)低下によることが明らかになった。加え

て、VLDL新生も低下していたが、アポ B含有リポ蛋白濃度は増加しており、産

生亢進が原因ではないことが示された。 

（８）肝臓特異的NPC2過剰発現がLDL代謝に及ぼす影響 

 次に肝臓NPC2過剰発現による高LDL-C血症の機序を解明するため、[3H]-CE-

LDLを用いてLDL代謝動態の検討を行ったところ、[3H]-CE-LDLの血中消失曲線に

明らかな差はなく (図26A)、図26Bに示すように、[3H]-CE-LDLのFCRには群間で

差を認めなかった (Luc: 0.097±0.044 pools/h, NPC2 0.098±0.040 

pools/h, p=0.938)。従って、LDL代謝低下が原因ではないことが示唆された。 

（９）肝臓特異的NPC2過剰発現によるVLDL代謝に及ぼす影響 
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 同様に、なぜ肝臓 NPC2過剰発現により VLDL分画のコレステロール/TG濃度

が増加したのか、[14C]-TO-VLDLを用いて VLDL-TG代謝動態の検討を行った。

[14C]-TO-VLDLの血中からの消失曲線（図 27A）をみると NPC2過剰発現による

VLDLの代謝は低下する傾向を示した (Luc: 5.22±0.78 pools/h, NPC2: 4.33

±0.43 pools/h, p=0.36)（図 27B）。 

（１０）肝臓特異的 NPC2過剰発現による肝臓 VLDL合成に及ぼす影響 

 最後に、肝臓 NPC2過剰発現による高 TG血症が肝臓からの VLDL産生増加に

よるものか否かを検討するため、LPL阻害薬である Poloxamer407を用いてその

影響を検討した。LPLを阻害すると VLDL 中 TGの水解が抑制され、VLDLの異化

が著しく滞り経時的に血清 TG濃度が増加するが、この増加は肝臓における

VLDL産生を反映する。図 28に示すように、予想に反して Ad-NPC2投与により

VLDL産生低下を認めた。以上、VLDL代謝実験結果(図 27B)と併せて考えると、

肝臓 NPC2過剰発現による VLDL増加は代謝遅延によることが推測された。 

 

第 4節 考察および小括 

 肝臓特異的NPC2過剰発現により血清HDL-C濃度が低下、アポB含有リポ蛋白濃

度が増加することに加え、RCTは有意に低下することから、肝臓NPC2発現増加

は動脈硬化促進的に作用することが示された。 

 HDL代謝実験ではHDLの異化に変化はなく（図24）、肝臓からのHDL新生の低

下（図25）が低HDL血症の原因であることが示唆された。マウスを用いた検討

から、血中HDL-C濃度の70％は肝臓、30％は小腸におけるABCA1を介したHDL新

生反応によって規定される(46)。肝臓のHDL新生は、まず肝臓からアポA-Iが細

胞外へ分泌されることを起点に、その後再び肝細胞表面と接触し、リン脂質や

コレステロールをABCA1依存性に獲得することにより原始HDLと呼ばれる円板状
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HDLが形成される(47)。NPC2過剰発現によりABCA1の発現量には変化がなかった

（図22）ため、アポA-IとABCA1との反応が阻害されるか、その反応の場へのコ

レステロール輸送不全などが考えられるが、今後のさらなる検討を要する。ま

た、FPLC分画コレステロール濃度をみると、HDLがより小粒子化していた（図

17A）が、その機序としてELの発現増加（図20）が考えられる。ELは血管内皮

細胞表面に分布し、HDLのリン脂質を水解することでHDL濃度の低下をもたらす

(48, 49)。ELの産生は全身の血管内皮細胞および肝細胞で行われる(49)が、肝

臓NPC2過剰発現が血中EL蛋白の増加をもたらしたのかは不明である。さらに、

HDL-C濃度が低下しているにも関わらず、血中アポA-I濃度は増加（図20）､加

えてアポA-Iの分布がLDLと重複するように大粒子HDLに認められる（図21）。

後述するように、肝臓NPC2発現により胆汁うっ滞が引き起こされる可能性があ

り、そのような状況ではリポ蛋白Xと呼ばれる異常リポ蛋白（主として大粒子

HDL）が血中に認められることが知られるため、そういった変化を反映した結

果なのかもしれない。マウスはコレステロールエステル転送蛋白(CETP)が欠損

しているため高HDL血症動物であるが、ヒトではCETP活性が高い。そのため、

ヒトではHDL濃度を規定するのは異化速度で、低HDL血症ではHDL異化亢進を認

める。一方、本研究では、低HDL血症で異化速度に変化なく産生低下を認めた

のは種特異的の可能性がある。今後、ハムスターのようなCETP活性のある動物

モデルでの検証が必要である。 

 肝臓NPC2過剰発現によるアポB含有リポ蛋白(VLDL/IDL/LDL)中コレステロー

ルおよびTG濃度増加のメカニズムについては、代謝実験および培養肝細胞を用

いた検討の結果、VLDL増加は異化遅延 (図27)、LDL増加は産生増加によること

が推測された。これらのアポB含有リポ蛋白代謝と肝臓でのコレステロール代

謝関連分子の発現量は必ずしも一致した変化を示さなかった。たとえば、細胞
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内コレステロール濃度を制御する最も重要な転写因子SREBP2の発現は、NPC2発

現による肝臓コレステロール含量増加を反映し顕著に低下しているのに対し、

SREBP2活性化により発現量が増加するLDLR、HMGCoARには明らかな変化を認め

なかった（図22）。また、PCSK9はLDLRを分解してその発現を低下させ高LDL-C

血症をもたらすが、血中と肝臓の発現量の変化が全く逆であること(図20、22)

、その顕著な変化とは対照的に肝臓LDLRの発現には変化がみられないことなど

である。さらに、VLDL代謝遅延(図27)においては、その代謝の下流の産物（図

1）であるLDL濃度は通常低下するが、LDL濃度は逆に増加した。またNPC2発現

によりVLDL産生が低下する（図25、28）が、HDLを含めたリポ蛋白産生にNPC2

が関与する可能性があり、肝臓NPC2過剰発現の影響の全容を解明するにはさら

なる検討が必要である。 

 図23の示すとおり、肝臓NPC2過剰発現により肝臓にマクロファージ由来コレ

ステロールが蓄積し、胆汁および糞便中への排泄が滞ることが示唆された。さ

らにそれはコレステロールそのものではなく、胆汁酸の変化に起因することが

示された（図23F、G）。前述のとおり、RCTで最も重要なステップは末梢細胞

（本実験ではマクロファージ）からのHDLによるコレステロール搬出反応であ

るが、肝臓NPC2過剰発現によりこの段階が影響を受けた可能性は残る。血中

HDL-C濃度に変化を認めたものの、低HDL-C血症そのものが末梢からの肝臓への

コレステロール転送に影響することは考えにくいが、そのことを証明するため

には、標識HDLを用いた代謝実験（図24）で得られた肝臓、胆汁、糞便への放

射性コレステロールを測定し、マクロファージ由来とHDL由来のコレステロー

ルの分布に差がないことを今後確認する必要がある。また、NPC2過剰発現によ

るコレステロール代謝関連分子の発現量変化をみると、RCTに影響する可能性

のある変化が多く観察された。すなわち、LXRα、ABCG5/G8、CYP7A1の発現低
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下（図22）である。肝臓LXRα発現が低下、あるいは不活性化すると、LXRリガ

ンド存在下あるいは高コレステロール食飼育下でマウスのRCTが低下すること

が知られる(50)。また、第2章で述べたとおり、LXR活性化によるRCT促進には

ABCG5/G8が必要である(32)ことから、RCTが低下することが予想される結果で

あった。 

 このような肝臓コレステロール代謝関連分子とRCTの変化を併せて考えてみ

ると、RCT低下の主たる原因はCYP7A1発現低下による胆汁酸合成低下に起因す

る可能性が示唆された。背景で述べたとおり、ABCG5/G8依存性にコレステロー

ルの胆汁排泄が亢進すること(51)、また、マウス肝臓にNPC2を過剰発現しても

胆汁酸排泄には影響がないことがYamanashiら(45)により報告されているため

、NPC2発現増大によりRCTが促進すると予想されたが、マクロファージ由来コ

レステロールは胆汁酸として排泄が低下するためRCTが抑制されるという、仮

説とは逆の結果となった。上記既報(45)ではABCG5/G8の蛋白発現量は変化して

おらず本研究とは明白な相違を認めた。何らかの違いが結果の乖離に結びつい

ていると考えられるが、マウス種の違いやテトラサイクリンによる発現誘導系

を用いていることが影響している可能性が考えられた。 

 以上、マウスにおける肝臓 NPC2過剰発現は血清脂質プロファイルを修飾

し、RCTを抑制するが、それらの変化にとって最も重要な現象は肝臓コレステ

ロール含量の増加であろう。しかし単純にコレステロール負荷食下で飼育した

場合とは異なり、コレステロール負荷による反応が理論どおりに生じているの

は SREBP2発現量のみである。LXRα標的遺伝子である ABCG5/G8/CYP7A1/LXRα

自体の発現量が理論とは逆に低下していることは、NPC2過剰発現が肝細胞内小

器官のコレステロール分布のアンバランスを引き起こしている可能性を示して
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おり、そのことがコレステロール代謝関連分子発現量、脂質プロファイル、お

よび RCTの複雑な変化につながっていると示唆される。 

 

第４章 総括 

 肝臓は HDL代謝および RCT経路において中心的な役割を果たす。本研究で

は、肝臓におけるコレステロール代謝関連分子の発現量を増減させることによ

り、血清脂質代謝および RCTにいかなる影響が生じるか、マウスを用いて検討

した。 

 CYP27A1は肝臓において胆汁酸合成にかかわり、その欠損はヒトにおいて早

発性冠動脈疾患を合併する脳腱黄色腫を発症するが、アデノウィルスベクター

によるマウス肝臓 CYP27A1ノックダウンは血清脂質プロファイルおよび RCTに

変化をもたらさなかった。このことから、脳腱黄色腫における動脈硬化形成促

進作用はマクロファージにおける CYP27A1欠損が大きく寄与し、肝臓の役割は

顕著でないことが示唆される。しかし本研究では内因性 CYP27A1発現がわずか

ながら残存しており、完全欠損下では異なる結果が得られる可能性は残る。 

 マウス肝臓 NPC2の発現を抑制することは、ヒト Niemann-Pick病 C型におけ

る低 HDL-C血症のメカニズムを探索するためのよいモデルと考えられたが、

CYP27A1実験と同等の発現抑制効率を得ることはできなかった。次に、肝臓

NPC2過剰発現は肝臓から腸管へコレステロール排泄を促し、その結果 RCTを促

進、抗動脈効果的に作用するという作業仮説のもと検討を行ったが、予想とは

異なり NPC2発現増加により肝臓コレステロール蓄積が促進、低 HDL-C血症お

よび高 VLDL/IDL/LDL血症が惹起され、RCTが低下した。細胞内コレステロール

濃度を制御する 2つの重要なシステムである SREBP2と LXR、およびそれらの標

的遺伝子の発現量が生理的制御を逸脱し変化したことを考慮すると、NPC2発現
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増加により肝臓コレステロール代謝の恒常性維持が破綻し、むしろ動脈硬化形

成促進的なフェノタイプが誘導されたと示唆される。このことは肝臓 NPC2の

発現抑制が逆に動脈硬化抑制的に働く可能性を包含する。Niemann-Pick病 C型

で認められるように、肝臓 NPC2発現低下により低 HDL-C血症が惹起されたと

しても、RCTは促進し動脈硬化形成は抑制されるかもしれない。今後、肝臓

NPC2抑制実験系の確立に取り組み、RCTおよび動脈硬化形成に及ぼす影響を検

討することにより、肝臓 NPC2の動脈硬化の修飾因子としての可能性を探って

いきたい。 

 

第５章 結論 

 マウス肝臓における CYP27A1の発現抑制は血清脂質および RCTに影響を与え

なかった。一方、NPC2過剰発現は血中 HDL-C 濃度を低下、アポ B含有リポ蛋白

濃度を増加させ、RCTを抑制した。 
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単語・略語説明 

ABCA1: ATP結合カセットトランスポーターA1 

ABCG5: ATP結合カセットトランスポーターG5 

ABCG8: ATP結合カセットトランスポーターG8 

BSA: 牛血清アルブミン 

CE: コレステリルエステル 

CETP: コレステリルエステル転送蛋白 

CYP7A1: コレステロール 7α-ヒドロキシラーゼ 

CYP27A1: コレステロール 27α-ヒドロキシラーゼ 

EL: 血管内皮リパーゼ 

FCR: 異化速度 

FPLC: 中高圧液体クロマトグラフィー 

HDL: 高比重リポ蛋白 

HPLC:高速液体クロマトグラフィー 

LacZ：βガラクトシダーゼ 

LCAT：レシチンコレステロールアシルトランスフェラーゼ 

LDL: 低比重リポ蛋白 

LPDS: リポタンパク除去血清 

Luc: ルシフェラーゼ 

LXR: Liver X receptors 

miR: マイクロ RNA 

NPC1: Niemann-Pick C1 

NPC2: Niemann-Pick C2 

PBS: リン酸緩衝生理食塩水 
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RCT: コレステロール逆転送 

SR-BI: スカベンジャー受容体クラス Bタイプ I 

SREBP: ステロール調節エレメント結合蛋白 

VLDL：超低比重リポ蛋白 
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図1 コレステロール逆転送におけるHDLの役割

CE: コレステロールエステル、TG: トリグリセリド、LRP: LDL受容体関連蛋白、
SR-BI：スカベンジャー受容体クラスBタイプ１、ABCA1；ATP結合カセットトランス
ポーターA1、ABCG1: ATP結合カセットトランスポーターG1, LPL: リポタンパクリ
パーゼ、HTGL: 肝性トリグリセリドリパーゼ, LCAT: レシチンコレステロールア
シルトランスフェラーゼ、PLTP: リン脂質転送蛋白、CETP: コレステリルエステル
転送タンパク、EL: 血管内皮リパーゼ, VLDL: 超低比重リポタンパク、LDL: 低比
重リポタンパク、IDL: 中間比重リポタンパク、 HDL: 高比重リポタンパク
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図2 コレステロール逆転送とCYP27A1/NPC2の関係
ABCA1: ATP結合カセットトランスポーターA1 、ABCG1: ATP結合カセットトランスポーター
G1、 ABCG5: ATP結合カセットトランスポーターG5、ABCG8: ATP結合カセットトランスポーター
G8、BSEP: 胆汁酸塩排泄ポンプ、CE: コレステリルエステル、SR-BI:スカベンジャー受容体ク
ラスBタイプ１ 、LCAT: : レシチンコレステロールアシルトランスフェラーゼ、EL: 血管内皮
リパーゼ、HL: 肝性リパーゼ、CETP:コレステリルエステル転送タンパク、SREBP2:ステロール
調節エレメント結合タンパク、CYP7A1:コレステロール7α-ヒドロキシラーゼ、CYP27A1:コレス
テロール27α-ヒドロキシラーゼ、 CE: コレステロールエステル、TG: トリグリセリド、VLDL:
超低比重リポタンパク、LDL: 低比重リポタンパク、HDL: 高比重リポタンパク
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図3 肝臓での胆汁酸合成経路
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図4 アデノウィルスベクターによるCYP27A1 miRNA発現系の確立

複数pre-miRNA

の組み込み

LR反応

HEK293細胞

形質導入

BP反応

アニーリング

ライゲーション

- 39 -



図5 in vivo RCTアッセイの概要
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図6 CYP27A1発現抑制アデノウィルスベクター投与によるマウス肝臓のCYP27A1

タンパク発現の変化

C57BL/6JマウスにLacZ及びCYP27A1発現抑制（miR)アデノウィルスベクター

（8.3×109 IFU）経静脈投与7日後に肝臓を採取した。方法に示すようにウェス

タンブロット解析を行った。
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図7 肝臓CYP27A1の発現抑制がマウス血清脂質濃度に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLacZ(Ad-miR LacZ)および CYP27A1 (Ad-miR CYP27A1)発現抑制アデノウィ
ルスベクター（8.3×109 IFU)経静脈投与7日後の血清脂質濃度を測定した (A, B)。 Ad-miR 
LacZ投与群は7サンプル、Ad-miR CYP27A1投与群は8サンプルの平均と標準誤差として表した。
また、方法に示すようにプール血清をFPLCを用いてリポタンパク分画を分離し、そのコレス
テロール濃度を測定した(C)。§ P<0.05
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図8 肝臓CYP27A1の発現抑制がRCTに及ぼす影響
C57BL6JマウスにAd-miR LacZおよびAd-miR CYP27A1（8.3×109 IFU）経静脈投与7日後、
[3H]-コレステロールで標識したRAW267.4細胞を腹腔内投与した。血清（A)を24、48時間後
に、肝臓（B)、胆汁（C)を48時間後に採取、48時間連続的に糞便（D)を収集し、それらの
[3H]放射活性を測定した。各群のプール血清をFPLCを用いてリポタンパク分画を分離し、そ
れらの[3H]放射活性を測定した（E)。 Ad-miR LacZ投与群は9サンプル、Ad-miR CYP27A1投与
群は10サンプルの平均と標準誤差として表した。
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図9 細胞内コレステロール搬送
CE: コレステリルエステル、FC: 遊離コレステロール、ACAT: CYP7A1:コレステロール7α-ヒド
ロキシラーゼ、 VLDL: 超低比重リポタンパク、LDL: 低比重リポタンパク、ACAT: アシルCoAコ
レステロールアシルトランスフェラーゼ、ABCA1: ATP結合カセットトランスポーターA1 、
ABCG5: ATP結合カセットトランスポーターG5、ABCG8: ATP結合カセットトランスポーターG8、
BSEP: 胆汁酸塩排泄ポンプ
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図10 アデノウィルスベクターによるNPC2過剰発現系の確立
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図11 HDL代謝実験の概要
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図12 培養肝細胞を用いたリポ蛋白産生実験
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図13 NPC2発現抑制アデノウィルスベクターを投与したマウス肝臓のNPC2 mRNA (A)およ

びタンパク(B)発現

C57BL6JマウスにmiR LacZ及びmiR NPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経

静脈投与7日後に肝臓を採取した。方法に示すようにリアルタイムRT-PCRおよびウェスタ

ンブロット解析を行った。mRNAレベルは各群6サンプルの平均と標準誤差として表した。

方法のとおりバンドの定量化を行い、β-actin発現量に対する比を3サンプルの平均と標

準誤差として表した。 * p<0.01
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図14 肝臓NPC2発現抑制が血清脂質濃度に及ぼす影響
C57BL6JマウスにmiR NPC2及びmiR LacZ発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈
投与7日後の血清脂質濃度を測定した。non HDL-C濃度は総コレステロール濃度からHDL-C濃
度を差し引いた値とした。Ad-miR LacZ投与群は6サンプル、Ad-miR NPC2投与群は6サンプル
の平均と標準誤差として表した。
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図15 NPC2過剰発現アデノウィルスベクターを投与したマウス肝臓、小腸のmRNA (A)お

よびNPC2タンパク発現 (B)

C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投

与7日後の肝臓を採取した。方法に示すようにリアルタイムRT-PCRおよびウェスタンブ

ロット解析を行った。mRNAレベルはAd-Luc投与群は9サンプル、Ad-NPC2投与群は10サン

プルの平均と標準誤差として表した。

* p<0.01
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図16 肝臓NPC2過剰発現が血清脂質濃度に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投与7日
後の血清脂質濃度を測定した。 non HDL-C濃度は総コレステロール濃度からHDL-C濃度を差
し引いた値とした。Ad-Luc投与群は9サンプル、Ad-NPC2投与群は10サンプルの平均と標準誤
差として表した。 * P<0.01 
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図17 肝臓NPC2過剰発現が血清脂質濃度に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投与7
日後に得た血清をプールし（Ad-Luc,n=9; Ad-NPC2,n=10）、FPLCによりリポタンパク分画
を分離し、そのコレステロール（A）およびトリグリセライド(B)濃度を測定した。
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図18 肝臓NPC2過剰発現が血清脂質濃度に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投与7
日後に得た血清をHPLCによりリポタンパク分画を分離し、そのコレステロール濃度を測定
した。Ad-Luc投与群は4サンプル、Ad-NPC2投与群は4サンプルの平均と標準誤差として表
した。 * P<0.01 
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図19 肝臓NPC2過剰発現が肝臓中脂質含量に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投与7
日後に得た肝臓のコレステロール（A）およびトリグリセライド(B)含量を測定した。Ad-
Luc投与群、Ad-NPC2投与群は各5サンプルの平均と標準誤差として表した。* P<0.01 
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図20 肝臓NPC2過剰発現が血清中のアポ蛋白および脂質代謝関連因子の発現に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投与
7日後に得た血清のウェスタンブロット解析を行った。
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図21 肝臓NPC2過剰発現が血清リポ蛋白およびアポ蛋白に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投
与7日後に得た血清をプールし（Ad-Luc,n=9; Ad-NPC2,n=10） 、FPLCによりリポ蛋白分
画を分離し、各分画についてウェスタンブロット解析を行った。
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図22 肝臓NPC2過剰発現が肝臓のリポ蛋白代謝関連因子の発現に及ぼす影響
C57BL6JマウスにLucおよびNPC2発現アデノウィルスベクター（5.0×108 IFU）経静脈投

与7日後に得た肝臓を採取しウェスタンブロット解析を行った(A)。方法のとおりバンド

の定量化を行い、β-actin発現量に対する比を3サンプルの平均と標準誤差として表し

た。* P<0.01, § P<0.05 
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図23 肝臓NPC2過剰発現がRCTに及ぼす影響
C57BL6JマウスにAd-LucまたはAd-NPC2（5.0×108 IFU）経静脈投与7日後、[3H]-コレステ
ロールで標識したRAW267.4細胞を腹腔内投与した。血清（A)を24、48時間後に、肝臓（C)、
胆汁（D)を48時間後に採取、48時間連続的に糞便（E)を収集し、それらの[3H]放射活性を測
定した。各群のプール血清をFPLCを用いてリポタンパク分画を分離し、それらの[3H]放射活
性を測定した（B)。さらに糞便から中性ステロール(F)と胆汁酸(G)を分離し、それらの[3H]
放射活性を測定した。 Ad-Luc投与群は9サンプル、Ad-NPC2投与群は10サンプルの平均と標
準誤差として表した。 * p<0.01, § p<0.05
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図24 肝臓NPC2過剰発現がHDL代謝に及ぼす影響
C57BL6JマウスにAd-LucまたはAd-NPC2（5.0×108 IFU）経静脈投与7日後、[3H]-Cholesteryl 
Oleateで標識したヒトHDLを経静脈投与した。投与後2分、30分、1、3、6、9、24、48時間後
に血清を採取し、その[3H]放射活性を測定した(A)。SAAMIIプログラムによりHDL異化速度
（Fractional catabolic rate, FCR）を算出した（B)。各群5匹の平均と標準誤差として表
した。
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図25 NPC2過剰発現培養肝細胞におけるリポ蛋白新生の検討
Ad-NPC2およびAd-Lucをマウス肝細胞株Hepa-16に加え、[3H]-コレステロールで細胞を
標識、培地を洗浄・交換し、24時間後回収した培地を濃縮、FPLCにアプライし得られ
た分画の[3H]放射活性を測定した。
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図26 肝臓特異的NPC2過剰発現がLDL代謝に及ぼす影響
C57BL6JマウスにAd-LucまたはAd-NPC2（5.0×108 IFU）経静脈投与7日後、[3H]-
Cholesteryl Oleateで標識したヒトLDLを経静脈投与した。投与後2分、5分、10分、20分、
30分、1時間、3時間、6時間、および24時間後に血清を採取し、その[3H]放射活性を測定し
た（A)。SAAMIIプログラムによりLDL異化速度（Fractional catabolic rate, FCR）を算出
した（B)。 Luc群5匹、NPC2群6匹の平均と標準誤差として表した。
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図27 NPC2過剰発現マウスにおけるVLDL代謝に及ぼす影響
C57BL6JマウスにAd-LucまたはAd-NPC2（5.0×108 IFU）経静脈投与7日後、[14C]-Trioleinで
標識したヒトVLDLを経静脈投与した。投与後1分、3分、5分、10分、15分、30分、および24
時間後に血清を採取し、その[14C]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
（A)。SAAMIIプログラムによりVLDL異化速度を算出した。 Luc群5匹、NPC2群6匹の平均と標
準誤差として表した。
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図28 肝臓特異的NPC2過剰発現による肝臓VLDL合成に及ぼす影響
C57BL6JマウスにAd-LucまたはAd-NPC2（5.0×108 IFU）経静脈投与7日後、Poloxamer407溶
液を腹腔内投与した。投与前、投与後1分、1時間、2時間、6時間および24時間後に血清を採
取し、そのトリグリセライド濃度を測定した。各群5匹の平均と標準誤差として表した。
* p<0.01
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マウスmiR CYP27A1①

Top sequence: 5′-TGCTGAAAGGAGGTTGTCCACATTGGGTTTTGGCCAC
TGACTGACCCAATGTGCAACCTTT-3′

Bottom sequence:  5′-CCTGAAAGGAGGTTGCACATTGGGTCAGTCAGT
GGCCAAAACCCAATGTGGACAACCTCCTTTC-3′.

表1 マウスmiR CYP27A1作成に用いたオリゴDNA配列

マウスmiR CYP27A1②

Top sequence: 5′-TGCTGTTCATTGGTCAGCAGGAAGTGGTTTTGGCCA
CTGACTGACCACTTVVTTGACCAATGAA-3′

Bottom sequence:  5′-CCTGTTCATTGGTCAAGGAAGTGGTCAGTCAGT
GGCCAAAACCACTTCCTGCTGACCAATGAAC-3′.
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マウスmiR NPC2①

Top sequence: 5′-TGCTGATAACTCCCACCTTAGAGCCGGTTTTGGCCAC
TGACTGACCGGCTCTAGTGGGAGTTAT-3′

Bottom sequence:  5′-CCTGATAACTCCCACTAGAGCCGGTCAGTCAGT
GGCCAAAACCGGCTCTAAGGTGGGAGTTATC-3′.

表2 マウスmiR NPC2作成に用いたオリゴDNA配列

マウスmiR NPC2②

Top sequence: 5′-TGCTGAGGTGATGTTGACACTGTAGGGTTTTGGCCAC
TGACTGACCCTACAGTCAACATCACCT-3′

Bottom sequence:  5′-CCTGAGGTGATGTTGACTGTAGGGTCAGTCAGT
GGCCAAAACCCTACAGTGTCAACATCACCTC-3′.

マウスmiR NPC2③

Top sequence: 5′-TGCTGACAACCGTCAGGCTCAGGAATGTTTTGGCCA
CTGACTGACATTCCTGACTGACGGTTGT-3′

Bottom sequence:  5′-CCTGACAACCGTCAGTCAGGAATGTCAGTCAGT
GGCCAAAACATTCCTGAGCCTGACGGTTGTC-3′.
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マウスNPC2

Forward sequence: 5′- caccATGCGTTTTCTGGCCGCC -3′

Reverse sequence:  5′- GCTTGTGATCTGAACTGGG -3′.

表3 マウスNPC2作成に用いたプライマー配列
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