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 脂質は水に非常に溶けにくい物質であり、細胞内には、脂肪酸結合蛋白質を始め様々な脂質結合蛋白

質が古くから同定されていたものの、その生理的役割が解明されているものは非常に少ない。申請者は

世界に先駆け、ビタミン E 特異的結合蛋白質(α-TTP)やスクアレン結合蛋白質(SPF)等をクローニング

し、さらに α-TTP が「家族性ビタミン E 欠乏症」の原因遺伝子であることを解明するなどの研究を行

ってきた。また、データベースサーチすると、これらの脂質結合蛋白質と相同性を持つ遺伝子で、全く

機能が解明されていないものが多数存在していた。そこで、本研究では、この分野で圧倒的に世界をリ

ードしている申請者のこれまでの研究成果をもとに、α-TTP や SPF の細胞内での脂質輸送のメカニズ

ムの解明およびノックアウトマウスを用いた生理的役割をさらに詳細に解析するとともに、最新のゲノ

ムデータベースをもとに、新規細胞内脂質結合蛋白質ファミリーの、リガンドとなる脂質の同定、細胞

内での脂質結合（或いは輸送）の意義とその分子機構、個体レベルでの生理機能、および病態との関連

を解明することを目的にした。具体的な研究内容として以下の点を掲げた。1)細胞内での脂質輸送機能

の解析：特に細胞内で特定のオルガネンラ間のベクトリアルな脂質輸送の分子機構の解明、2)細胞内で

の代謝調節機能の解析：特に SPF を介する細胞内コレステロール代謝調節機構の解明、3)新規脂質結合

蛋白質のリガンドとなる脂質の解明：脂質生化学とマススペクトロメトリーを駆使しこれを試みる。4)
細胞内シグナル伝達機能の解析、脂質結合蛋白質中シグナルドメイン（リン酸化ドメインや GTP 結合ド

メイン等）と脂質結合ドメインとの機能的連関を解明する。5)各蛋白質の個体レベルでの機解析、病態

との関連：ノックアウトマウスを作製して解析する。6)各蛋白質の X 線立体構造を解析する。 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。） 

 
1)ビタミンＥ特異的輸送蛋白質(α-TTP)：α-TTPは、肝細胞に取り込まれたビタミンEを再び血

中に放出する機能を果たす重要な蛋白質である。本研究では肝細胞内におけるα-TTPを介するビ

タミンE輸送の分子機構を詳細に解析した。その結果、α-TTPはPIP2、特に形質膜に多く存在す

るPI(4,5)P2と結合できることが分かった。さらに、先天性ビタミンE欠乏症の遺伝子変異の中か

ら見つかったArg59Trp変異α-TTPは、ビタミンEを正常に結合できるもののPIP2に対して全く

結合能が無かった。しかもこの変異体は、肝細胞からビタミンEを放出する能力も無かった。さ

らに肝細胞からのビタミンEの放出にはABCトランスポーターが関与する事が分かった。このよ

うな結果から、α-TTPは形質膜上のPI(4,5)P2を標的としてビタミンEを形質膜まで運び、そこ

でABCトランスポーターに引渡し細胞外に放出する機構が示唆された。（特記事項参照）  
α-TTP KOマウスの主症状はメスの不妊である。この原因が胎盤形成時におけるラビリンス層の

形成異常であることが分かっている。従ってラビリンス層形成には特にビタミンEが必要とされ

る。そこでさらに解析した結果、通常α-TTPは、子宮には発現していないが、受精卵が子宮上皮

細胞に着床すると、上皮細胞とその周囲の細胞にα-TTPが一過的に発現してくることを見出した。

従って、胎盤形成時にα-TTPが一過的に発現することにより、ビタミンE供給の効率を上げ、ラ

ビリンス層の形成を助ける機構が予想された。  
2)スクアレン輸送蛋白質(SPF)：α-TTPと相同性を持つ脂質結合蛋白質として申請者が同定した

SPFは、スクワレンエポキシダーゼを特異的に活性化しコレステロール生合成を正に制御する。

本研究ではSPFのKOマウスを作製、解析した。その結果、絶食時あるいはフィブラート投与時

にSPFKOマウスでは血中コレステロールレベルが有意に低下することを見出した。さらに、SPFKO
マウスと動脈硬化症のモデルマウスであるアポEノックアウトマウスを掛け合わせると、血中コ

レステロールレベルおよび動脈硬化巣ともに著しい低下が観察された。以上の結果から、SPFは

これまでとは異なる全く新しいコレステロール低下薬の標的となることが示唆された。（特記事

項参照）  
3)オキシステロール結合蛋白質ファミリー：コレステロールはステロイドホルモンのようなホル

モンの原料となる一方、水酸基やケト基が結合しただけの誘導体（オキシステロール）にも生理

活性がある。オキシステロールを結合する蛋白質として  OSBPをはじめ約10種類のファミリー

分子が存在するが、その機能はほとんど解明されていない。そこで、本研究ではこのファミリー

の機能解析を新たに開始し、以下の結果を得た。  
1.RNAi 実験などにより、これまでの予想に反し、オキシステロールによるコレステロール生合成抑制作

用は OSBP を介さないことを明らかにした(Genes to Cells, in press)。 
2.OSBP は動物細胞内の SNARE 分子の細胞内局在を制御し、後期エンドソームからゴルジ体への小胞

輸送に関与することをはじめて明らかにした。 
3.OSBPと相同性を有する分子群(OSBP-related proteins: ORP1-11)をすべてクローニングし、

オキシステロールと結合する分子を少なくとも3分子同定した。  
4)線虫を用いた脂質結合蛋白質の解析：  
4-1)Sec14 ファミリー：α-TTP、SPF は Sec14 ドメインと呼ばれる共通の脂質結合ドメインを有してお

り、ヒトではこのドメインを持つ分子が約 20 種類存在する（Sec14 ファミリー）が、他の分子の機能は

ほとんど解明されていない。Sec14 ファミリーは線虫においても 15 分子が存在しており、ヒトと高い相

同性を示す分子が 5 つ存在していたので、それらすべての遺伝子について線虫の欠損変異体を作製し、

低温感受性の異常など興味深い表現型を得た。上皮細胞特異的に発現する分子に関して、さらに詳細な

遺伝学的解析を行い、上皮細胞においてクチクラの分泌を促進し、線虫の形態維持に重要な役割を果た

すことを明らかにした。 
4-2)オキシステロール結合蛋白質ファミリー  
オキシステロール結合蛋白質OSBPファミリーについては、動物細胞の解析に加えて、線虫を用

いた遺伝学的解析も進めた。線虫にはOSBPファミリー相同分子が4個存在していたので、そのす

べての欠損変異体を作製し、興味深い表現型を得た。（特記事項参照）  
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

1)ビタミンＥ特異的輸送蛋白質(α-TTP) 
 我々の研究から、肝細胞に取り込まれたリポ蛋白質が

リソゾーム内で分解されると、細胞質中の α-TTP が

ビタミン E を結合し、それを再び細胞外に放出する

事が明らかにされていた（上図）。さらに本研究から

細胞外への放出には、おそらく ABC-A1 が関与して

いることが分かった。すなわち、α-TTP はビタミン

Eをリソゾームから形質膜へとベクトリアルな輸送を

行っている事が予想された。本研究において、PH ド

メインなど既知の PIPs 結合ドメインを全く持ってい

ない α-TTP が、PIPs、特に PI(4,5)P2 に結合できる

ことが分かった。さらに、これまでに知られている先

天性ビタミン E 欠乏症の遺伝子変異の中で一アミノ

酸置変異を解析した結果、Arg59Trp 変異 α-TTP は、ビタミン E を全く正常に結合できるにも関わら

ず肝細胞からのビタミン E 放出能がない事、さらに興味深いことに PI(4,5)P2 への結合能が全くない事

が明らかになった。このような結果から、α-TTP は形質膜上の PI(4,5)P2 を標的としてビタミン E を形

質膜まで運び、そこで ABC トランスポーターに引渡し細胞外に放出する事、Arg59Trp 変異 α-TTP は

PI(4,5)P2 への結合能が無いためにビタミン Eを結合できても細胞外に放出できないものと考えられた。

脂質輸送蛋白質の細胞内ベクトリアル輸送の分子機構（の一部）を解明した特記すべき結果と言える。 
2)スクアレン輸送蛋白質(SPF) 
 申請時では、SPF KO マウスを作製し、これを用いて SPF の生理的意義を明らかにすることを目的とし

た。予定通り KO マウスが作製でき、解析の結果、野生型マウスとは異なり、SPF KO マウスは、絶食

状態にした時、および高脂血症の治療薬であるフィブラート系薬剤を投与すると血中コレステロールレ

ベルが有意に低下した。また、SPF の発現はコレステロールの制御因子である SREBP による制御を受

けておらず、脂肪酸・エネルギー代謝の制御因子である PPARα により制御されていることが明らかに

なった。この事は、エネルギー代謝とコレステロール代謝のクローストークのまさに交差点において SPF
が機能していることを示しており、脂質代謝において非常に新しいコンセプトを提供している。さらに、

SPF KO マウスと動脈硬化症のモデルマウスであるアポ E KO マウスとを交配させた結果、ダブル KO
マウスでは、高脂肪食を与えたときの血中コレステロールレベルが、アポ E 単独 KO マウスに比べて非

常に低下していることが判明した。この機構については現在さらに解析中であるが、以上のような結果

から、SPF の阻害剤がコレステロール低下薬の新たな標的となることが示唆された。 
3)オキシステロール結合蛋白質ファミリー 
 オキシステロール結合蛋白質ファミリー分子のほとんどについてリガンドとなる脂質が不明であり、こ

れらの結合脂質を同定することは非常に重要である。この問題に対し、我々は線虫の変異体を用いてリ

ガンド脂質を探索するユニークなバイオアッセイを構築した。線虫に存在する 4 つのオキシステロール

結合蛋白質ファミリー分子すべての欠損体を作製したところ、胚致死性等異常が観察された。しかし、

いずれか 1 つが正常であれば顕著な異常は表れない。この「1 つのオキシステロール結合蛋白質のみが

正常に機能する線虫から、コレステロールを減少させると胚致死性が著しく上昇したが、ここに特定の

オキシステロールを添加すると表現型が回復した（下図）。この結果は、線虫内の一つのオキシステロー

ル結合蛋白質にリガンドとなるオキシステロールが結合することでその機能が促進したと理解できる。

このアッセイ法を用いると、他のオキシステロール結合蛋白質分子の結合脂質を in vivo で同定すること

が可能であり、さらに、線虫にヒトのオキシステロール結合蛋白質遺伝子を導入することにより、ヒト

分子のリガンド探索にも応用可能であ

る。これまで脂質結合蛋白質のリガン

ド探索では、主に生化学的手法が用い

られてきたが、実際に生体内でリガン

ドになりうるのかという問題点がつき

まとった。本手法は表現型の回復を指

標とすることから、この問題を回復す

る全く新しい評価系である。 
++++ + +
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