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LDL由来コレステロールの細胞内輸送機構

１． は じ め に

コレステロールは動物細胞にとって細胞膜を構成する重

要な脂質分子であり，成長や生存に必須の成分である．コ

レステロールの代謝や生合成に関わる遺伝子の変異は，

ニーマン・ピック病 C型（NPC）など先天性代謝異常の

症状を示す．またコレステロール代謝は，高脂血症や動脈

硬化，脳血管障害のみならず，近年ではアルツハイマー病

や糖尿病にも深く関与する可能性が示唆されている．動物

細胞において，コレステロールは主に二つの供給源から獲

得される．すなわち細胞内における生合成とリポタンパク

質を介した細胞外からの取り込みである．なかでも低密度

リポタンパク質（LDL）によるコレステロールの輸送は，

末梢組織へのコレステロールの供給源として重要な生理的

役割を果たしている．これまで LDL受容体による LDL自

体の細胞内への取り込みについては多くの研究がなされて

いるが，LDL中に含まれるコレステロールの細胞内輸送

については未知な点が多い．筆者らは最近，soluble N -

ethylmaleimide（NEM）-sensitive factor attachment protein re-

ceptor（SNARE）複合体を介した小胞輸送が，LDL由来コ

レステロールの細胞内輸送に関与することを報告した１）．

本稿では，この報告を中心に LDL由来コレステロールの

細胞内輸送について概説する．

２． 細胞内の LDL由来コレステロール代謝機構

LDLは細胞外から細胞膜上にある LDL受容体を介して

エンドサイトーシスにより取り込まれる２）．LDLに含まれ

るコレステロールは遊離型（約８％）に比べてエステル型

（約３７％）が多い．取り込まれたコレステロールエステル

は，エンドソームにおいて酸性リパーゼにより加水分解を

受け，遊離型のコレステロールとなる．その後，コレステ

ロールは NPC病の原因遺伝子産物である NPC１や NPC２

を含むエンドソームに運ばれたのち，細胞膜や小胞体，ミ

トコンドリア等の各オルガネラに輸送されることが知られ

ている（図１）３，４）．NPC１や NPC２が欠損した細胞では，遊

離型のコレステロールは後期エンドソーム／リソソームに

蓄積する．コレステロールは細胞膜を構成する主要な脂質

成分であるのに対し，小胞体には細胞中の総コレステロー

ルのうち１％程度しか存在しない．しかし sterol regulatory

element-binding protein（SREBP）や SREBP cleavage-activat-

ing protein（SCAP），ヒドロキシメチルグルタリル CoA

（HMG-CoA）還元酵素など，細胞内のコレステロールホ

メオスタシスを担う重要な膜タンパク質が数多く存在す

る．また細胞にとって余分となったコレステロールをエス

テル化して，コレステロールエステルという貯蔵しやすい

形に変換する酵素である acyl-CoA: cholesterol acyltrans-

ferase１（ACAT１）も小胞体に存在する５）．変換されたコレ

ステロールエステルは脂肪滴に貯蔵される．このようにコ

レステロールの代謝は細胞内の様々な場所で行われるが，

各オルガネラ間の LDL由来コレステロールの細胞内輸送

については，NPC１が重要な役割を果たすこと以外は詳細

な解析が遅れていた３，４）．
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３． LDL由来コレステロール輸送の解析

LDL由来コレステロールの細胞内輸送解析が困難な理

由として，タンパク質と異なり GFPのような蛍光タグを

用いた細胞内挙動の解析が難しいことが挙げられる．コレ

ステロールの細胞内局在を検出する方法として，遊離型コ

レステロールと特異的に結合する蛍光試薬であるフィリピ

ン（filipin）を用いた方法が良く取られるが，感度があま

り高くない．そのため LDL添加後長時間培養が必要とな

り，LDL由来コレステロールの細胞内輸送の解析で用い

るには限界がある６）．そこで筆者らは放射性同位体であ

る３Hで標識された cholesteryl linoleate（CL）を取り込ませ

た LDL（３H-CL-LDL）を解析に利用した１）．CLは LDLに

含まれる主要なコレステロールエステルである．細胞

を３H-CL-LDLを含む培地で一定時間培養し（パルス），培

地交換後，さらに培養を続ける（チェイス）．細胞に入っ

た３H-CLは加水分解を受け３H-コレステロールとなる．さ

らに３H-コレステロールは小胞体に輸送されると ACAT１に

より再エステル化を受け，主に３H-cholesteryl oleate（３H-

CO）へと変換される．時間毎の各標識ステロールの割合

を計測することで，LDL由来コレステロールの小胞体へ

の輸送が解析できる．また細胞分画法と組み合わせること

で，各オルガネラへの経時的な輸送も解析可能となった．

これらの方法を用いた解析から，エンドソームで加水分解

を受けた LDL由来コレステロール（３H-コレステロール）

が，初期輸送段階ではトランスゴルジネットワーク

（TGN）に観察されることを見出した１）．チェイス時間を

長くすると，３H-コレステロールは小胞体や細胞膜にも観

察され，時間の経過とともに再エステル化された３H-COが

増加した．一方，NPC１が欠損した細胞では，３H-コレステ

ロールのエンドソームへの蓄積が観察された．これらの結

果から，LDL由来コレステロールは NPC１依存的に TGN

へ輸送されると考えられた．

そこで細胞内コレステロール輸送のさらなる解析のため

図１ LDL由来コレステロールの細胞内輸送のモデル図
LDL中のコレステロールエステルは加水分解を受け，NPC１を含むエンドソームに運ばれる．さらにエンドソーム
から，VAMP４／syntaxin６／syntaxin１６／Vti１a複合体を介した小胞輸送により，TGNへと運ばれる．その後，TGNか
ら小胞体や細胞膜へと移動すると考えられる．またエンドソーム，ゴルジ体間の輸送にはさらに別の輸送形態の存
在も考えられる．EE，初期エンドソーム；AL，酸性リパーゼ含有エンドソーム；LE／LYS，後期エンドソーム／
リソソーム；TGN，トランスゴルジネットワーク；CEH，コレステロールエステル加水分解酵素
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に，セミインタクト細胞を用いた in vitro でのコレステ

ロール輸送の再構成を試みた．これまで脂質の細胞内輸送

を in vitro 再構成系を用いて解析した例として，小胞体か

らゴルジ体へのセラミド輸送の再構成系が知られている７）．

このセラミド輸送に関わる分子として同定されたのが ce-

ramide transport protein（CERT）であるが，CERTによる

セラミドの輸送は，非小胞性輸送であることが明らかに

なっている．我々はエンドソーム，ゴルジ体間のタンパク

質逆行輸送の再構成系８）を参考に，様々な方法を検討した

ところ，０．００２％ジギトニンを用いてセミインタクト細胞

を調製することで，TGNや小胞体への LDL由来コレステ

ロール逆行輸送の再構築系の樹立に成功した．この系で

は，図２に示すように３H-CL-LDLでパルス後の細胞に対

して，界面活性剤の一種であるジギトニン処理により細胞

膜に小孔を開け，細胞を透過性のあるセミインタクトの状

態にする．細胞質を取り除いたこの細胞に，新たに外部か

ら ATP再生系やラット肝細胞質画分を添加し，３７°Cで反

応させると小胞輸送が再開される．小胞体への輸送は３H-

コレステロールから３H-COへの再エステル化を指標とし

た．また３H-コレステロールの TGNへの輸送は，TGNの

マーカーである syntaxin６に対する抗体を用いた免疫共沈

降の応用により計測した．幸運なことに，この系では

ACAT１や NPC１タンパク質依存的なコレステロールの

TGNや小胞体への輸送，再エステル化といったインタク

ト細胞で観察される現象を良く再現した．この再構成系に

おいて，コレステロールの輸送は ATP，細胞質依存的で

あり，ATPaseの阻害剤で小胞輸送を抑制することが知ら

れている NEMで前処理した細胞質を用いた場合，再エス

テル化が抑えられていた．これらのことから LDL由来コ

レステロールの細胞内輸送には，小胞輸送が含まれている

可能性が考えられた．

４． SNARE複合体を介した小胞輸送

小胞輸送において，輸送小胞が正しい標的膜を選択して

融合する際に働くタンパク質として，SNAREタンパク質

が知られている９）．小胞が標的膜に近づくと，小胞側に存

在する v-SNARE（vesicle-membrane SNARE）と標的膜側

にある相補的な t-SNARE（target-membrane SNARE）が結

合し，複合体を形成する．この SNARE複合体の結合特異

性が小胞の融合の特異性を決定しており，オルガネラ間の

選択的な輸送に重要な役割を果たしている．再構成系の結

果より，LDL由来コレステロールの細胞内輸送に小胞輸

図２ セミインタクト細胞を用いた in vitro コレステロール輸送再構成系のモデル図
細胞を３H-CL-LDLでパルスした後，ジギトニンにより細胞膜に小孔を開け，細胞を透過性のあるセミインタ
クトの状態にする．細胞質を取り除いたこの細胞に，新たに外部から ATP再生系やラット肝細胞質画分を
添加し，３７°Cで反応させると小胞輸送が再開される．
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送が関与することが考えられたため，エンドソームから

TGNへのタンパク質の逆行輸送に関わる SNARE複合体

である VAMP４／syntaxin６／syntaxin１６／Vti１a８）に着目し，さ

らなる解析を進めた．VAMP４（v-SNARE）や syntaxin６，

syntaxin１６（t-SNARE）を siRNAによりそれぞれノックダ

ウンさせると，インタクト細胞，in vitro 再構成系ともに

LDL由来コレステロールの再エステル化の減少が観察さ

れた．また TGNへのコレステロールの輸送も VAMP４を

ノックダウンした細胞では減少していた．一方，興味深い

ことに細胞膜への輸送は抑制されていなかった．これらの

結果から，NPC１を含むエンドソームから小胞体までの

LDL由来コレステロールの細胞内輸送は TGNを経由し，

その輸送の一部は SNARE複合体である VAMP４／syntaxin

６／syntaxin１６／Vti１aを介して行われることが明らかとなっ

た．

５． 小胞輸送と非小胞性輸送

我々の結果では，ノックダウンによる VAMP４／syntaxin

６／syntaxin１６／Vti１a複合体経路の阻害により最大約７０％

の再エステル化の減少が観察されたが，完全には再エステ

ル化は抑制されなかった．これにはいくつかの可能性が考

えられる．一つ目は別の小胞輸送経路の関与が挙げられ

る．NPC１欠損細胞に低分子量 GTPaseである Rab９や

Rab１１などを強制発現させると，エンドソームでのコレス

テロールの蓄積は一部回復することが報告されており４，１０），

エンドソームからのコレステロールの輸送には，複数の経

路が存在する可能性が考えられている．実際エンドソー

ム，TGN間のタンパク質の逆行輸送には，syntaxin ６複合

体に加えて syntaxin ５複合体１１）や syntaxin １０複合体１２）の存

在が報告されており，これらの複合体が脂質であるコレス

テロールの輸送にも関与しているかもしれない．二つ目は

セラミド輸送における CERTのような，非小胞性輸送が

存在する可能性である．その候補としてはステロールと高

い親和性をもつ oxysterol-binding protein-related proteins

（ORPs）や steroidogenic acute regulatory protein（StAR）-

related lipid transfer（START）proteins等が挙げられる．実

際，酵母において ORPsのホモログが細胞膜から小胞体へ

のステロールの非小胞性輸送に関与していることが報告さ

れており１３），哺乳類細胞においてもステロールの細胞内輸

送に関与する可能性が指摘されている．また START pro-

teinsは STARTドメインと呼ばれる脂質結合領域をもつタ

ンパク質で，上述の CERTも STARTドメインをもつこと

が知られている．ミトコンドリアにおいて，コレステロー

ルの外膜から内膜への転移に働くことが明らかになってい

る StARも START proteinsの一種である．そのほか，ゴル

ジ体を介さない輸送経路が存在する可能性も十分考えら

れ，今後の解析が期待される．

６． お わ り に

以上，筆者らが現在考えている LDL由来コレステロー

ルの細胞内輸送モデルが図１である１）．LDL中のコレステ

ロールエステルは加水分解を受け，NPC１を含むエンド

ソームに運ばれる．さらにエンドソームにおいてコレステ

ロールを含む輸送小胞が形成され，VAMP４／syntaxin６／

syntaxin１６／Vti１a複合体を介した小胞輸送により，TGNへ

と運ばれる．そして，LDL由来コレステロールは TGNか

ら小胞体や細胞膜へと移動すると考えられる．また別の

SNARE複合体を介した小胞輸送や，コレステロール結合

タンパク質による非小胞性輸送の存在も考えられる．コレ

ステロールの代謝は，多くの病態とも深く関わっているこ

とから，これらのメカニズムの解析は創薬という観点から

も大きな意義をもつと考える．筆者らが今回樹立した in

vitro でのコレステロール輸送再構成系が，今後の解析に

役立てば幸いである．
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エンベロープウイルスの出芽と細胞質分裂

１． は じ め に

細胞膜に存在する増殖因子受容体などの膜タンパク質

は，リガンド結合によって活性化された後，エンドサイ

トーシスによって細胞内に取り込まれる．これらの膜タン

パク質はいったんエンドソームに蓄積され，そこで選別を

受け最終的にリソソームにて分解される．この選別過程で

膜タンパク質はエンドソームの膜とともに内腔に取り込ま

れ，MVB（multivesicular bodies）と呼ばれるオルガネラが

形成される（図１）．２００１年，Emrらのグループによる酵

母を用いた解析によって，これまで class E VPS（vacuolar

protein sorting）と呼ばれていた１８種類の遺伝子群がMVB

形成に直接関与していることが明らかとなった１，２）．生化学

的な解析により，これら因子群は後に ESCRT（endosomal

sorting complex required for transport）と呼ばれる複合体群

を形成することが明らかになった１，２）．ESCRT経路の発見

とほぼ同時期に，レトロウイルスがこの経路を粒子形成に

利用していることが報告された３）．レトロウイルスは感染

後期過程で娘ウイルスを産生する際，Gagウイルスタンパ

ク質が細胞膜内側でアッセンブリーし膜を通過することに

よって自身のエンベロープを獲得する．このウイルス粒子

出芽過程での ESCRT因子の利用は，膜が細胞質の内側か

ら外側へと湾曲し膜狭窄部位の内側にある因子によって切

り離されるという膜ダイナミクスにおいて，MVB小胞形

図１ ESCRT因子が関与する三つの生体膜切り離しの現象
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