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研究成果の概要（和文）： 
 本研究は，急性期ステロイドホルモン生合成の第一ステップでコレステロールをミトコンド
リア外膜から内膜へ転送する steroidogenic acute regulatory protein (StAR)の機能解明を
目指したものである．ミトコンドリア標的シグナルを利用したStAR蛋白自身のミトコンドリア
マトリックスへの移動が， StARのコレステロール転送能に重要な役割を果たすことをin vivo 
で明らかとした． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The present study clarified the mechanism of steroidogenic acute regulatory protein 
(StAR) that transfers cholesterol from the outer to the inner mitochondrial membrane in 
the first step of acute steroidogenesis. It demonstrated the important role of 
mitochondrial entry of StAR by its mitochondrial targeting signal on the function of the 
StAR in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

 Steroidogenic acute regulatory protein 
（StAR）はすべての急性期ステロイドホルモ
ン生合成においてミトコンドリア外膜から
内膜へのコレステロール転送を制御してい
る．STAR変異が同定されたヒト先天性リポイ
ド副腎過形成患者とgene targeting法によ
り作成されたStar欠損マウス
（Startm(NEO)/tm(NEO)マウス；以下Star-/-マウス）
で副腎不全，男性外性器形成不全，卵巣機能
不全が認められたことは，ステロイドホルモ
ン生合成におけるStARの重要性を示唆する

所見である．ヒトとマウスの副腎，性腺にお
けるステロイド生合成においては， StARの
コレステロール転送能は必須と考えられて
いる． 
 StARのステロイドホルモン生合成におけ
る重要性は明らかにされたが，コレステロー
ル転送の分子機構は未解明である．StARはア
ミノ末端のミトコンドリア標的シグナルと
カルボキシ末端の脂質転送ドメインからな
るプレ蛋白の状態で細胞質側から外膜に作
用し，コレステロールを内膜へ移動させると
提唱されている．この提唱に合致して，サル
腎臓由来COS-1細胞を用いた研究から，ミト
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コンドリア標的シグナルを欠失させた変異
型StARおよびミトコンドリア外膜上の蛋白
と結合させたキメラ型StARが野生型StARと
同様のコレテステロール転送能を保持する
と報告されており，StARのミトコンドリア標
的シグナルはコレステロール転送能に不要
と推測されている．一方で，マウス副腎皮質
腫瘍由来Y-1細胞を用いた研究から，ミトコ
ンドリアマトリックス内に新たに移動した
StARの産生量とコレステロール転送能との
正の相関が報告されている．この結果はStAR
がミトコンドリア内部で作用することを示
唆する．以上のデータはすべて非ステロイド
ホルモン産生細胞を用いたin vitroの実験
系で行われており，生体内でのStAR機能を
反映するか否か不明である． 
  
２．研究の目的 
 研究全体の最終的な目標は，ステロイドホ
ルモン生合成の律速段階であるミトコンド
リア外膜から内膜へのコレステロール転送
の分子機構を解明すること，である．本研究
では，コレステロール転送の主たる調節分子
であるStARのミトコンドリア標的シグナル
の必要性をin vivoで解明することを目指し
た． 
 
３．研究の方法 
 野生型Star（Star+）およびミトコンドリ
ア標的シグナルを欠失した変異Star 
(StarMet1_Trp47del；以下StarN47)を発現するBAC
トランスジーンを持ったStar-/-マウス
[Startm(NEO)/tm(NEO)TgN(Star-Star+)マウスおよ
びStartm(NEO)/tm(NEO)TgN(Star-StarMet1_Trp47del)マ
ウス；以下Star+レスキューマウスおよび
StarN47レスキューマウス]を作成し，表現型
を解析した． 
 
（1）Star+レスキューマウスの作成と表現型
解析 
 Star遺伝子，5’非翻訳領域47 kb，3’非
翻訳領域62 kbを含む細菌人工染色体 (BAC) 
(Star+ BAC)を精製して，トランスジェニック
マウス[TgN(Star-Star+)マウス]を作成した．
Founderの同定に関しては，BACのDNA配列
に特異的なプライマーを用いたPCRでスクリ
ーニングし，Star遺伝子をプローブとして用
いたサザンブロットで確認した． 
 TgN(Star-Star+)マウスのfounderと
Startm(NEO)/+マウスで交配を重ね，Star+レスキ
ューマウスを作成し，表現型を解析した．具
体的には，副腎皮質ステロイドホルモン非補
充下での生存率，雌雄の妊孕性，血清ステロ
イドホルモン濃度（コルチコステロン，テス
トステロン，エストラジオール，プロゲステ
ロン），ステロイドホルモン産生細胞細胞質
への脂肪滴蓄積（オイルレッド-O染色）を解

析し，Star-/-マウスと比較した． 
 
（2）大腸菌内相同組み換えによるStarN47 BAC
の作成 
 Star+ BACを改変し，ミトコンドリア標的シ
グナルを欠失した変異StarN47を発現する 
BAC（StarN47 BAC）を作成した．具体的には，
Star翻訳開始コドンおよびアミノ末端から
48番目のMetコドンを含む約1,000 bpの領
域AをPCRで増幅しクローニングした．
Site-directed mutagenesisを用いて，領域
Aの蛋白翻訳領域に内包されかつ48番目の
Metの5’側に位置する3つのATGをTTGへ
置換し，48番目のMetコドンの5’側3番目
の塩基をKozak配列に合致するようT→Aへ
置換した． 
 StarN47 BACを精製して，トランスジェニッ
クマウス[TgN(Star- StarMet1_Trp47del)マウス]
を作成した．Founderの同定に関しては，
StarN47に特異的なDNA配列を用いたP PCRで
スクリーニングし，Star遺伝子をプローブと
して用いたサザンブロットで確認した． 
 
（3）StarN47レスキューマウスの作成と表現
型の解析 
 TgN(Star-StarMet1_Trp47del)マウスのfounder
とStartm(NEO)/+マウスで交配を重ね，StarN47レ
スキューマウスを作成した．StarN47レスキュ
ーマウスの副腎・性腺の表現型に関しては，
副腎皮質ステロイドホルモン非補充下での
生存率，雌雄の妊孕性，血清ステロイドホル
モン濃度（コルチコステロン，テストステロ
ン，エストラジオール，プロゲステロン），
ステロイドホルモン産生細胞細胞質への脂
肪滴蓄積（オイルレッド-O染色）を解析し，
Star+レスキューマウスおよびStar-/-マウス
と比較した． 
 
（4）Star+レスキューマウスとStarN47レスキ
ューマウスのStar蛋白の発現量と細胞内局
在の解析 
 Star+レスキューマウスとStarN47レスキュ
ーマウスの副腎および性腺のミトコンドリ
ア分画から蛋白を抽出し， Star+および
StarN47蛋白の発現量及び細胞内局在をウェス
タンブロットで確認し，野生型マウスおよび
Star-/-マウスと比較する．また，Star+レスキ
ューマウスとStarN47レスキューマウスの副腎
皮質細胞において，免疫金染色でStar蛋白を
標識し，電子顕微鏡下に細胞内局在を観察し
た． 
 
４．研究成果 
 Star+レスキューマウスとStarN47レスキュ
ーマウスの副腎・精巣のStar mRNA発現量に
は有意差は認められなかった．副腎のミトコ
ンドリア分画を用いたウェスタンブロット



および電子顕微鏡を用いた免疫金染色（図1）
により，Star+蛋白はマトリックス，StarN47

蛋白は細胞質に主に局在することを確認し
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図1）電子顕微鏡下での副腎皮質細胞の免
疫金染色．矢印で示す黒点はStar蛋白を示
す．m：ミトコンドリア． 
 
 Star+レスキューマウスは野生型マウスと
同様の表現型を示した．StarN47レスキューマ
ウスは日齢7以内に副腎皮質ホルモン補充な
しでは70%，補充下でも30%死亡したが，そ
れぞれStar-/-マウスよりは有意に生存した．
StarN47レスキューマウスの妊孕性はStar+レ
スキューマウスに比し雌雄ともに有意に低
下していた．StarN47レスキューマウスのACTH
負荷後血清コルチコステロン，雄のHCG負荷
後血清テストステロン，雌のHMG/HCG負荷後
血清プロゲステロンはすべてStar+レスキュ
ーマウスに比し有意に低下していた（図2）．
Star+レスキューマウスとStarN47レスキュー
マウスの雌の血清エストラジオールでは有
意差は認められなかった．StarN47レスキュー
マウスの日齢0および月齢2の副腎，精巣，
卵巣への脂肪滴蓄積はStar-/-マウスと同程
度に著明であった（図3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図2）月齢2の各遺伝子型マウスのACTH負
荷試験，HCG負荷試験結果． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図3）月齢2の各遺伝子型マウスの副腎，
精巣，卵巣ステロイドホルモン産生細胞細胞
質への脂肪滴蓄積（オイルレッド-O染色）． 
 
 
 本研究の結果，StarN47によるミトコンドリ
ア標的シグナル非依存性のコレステロール
転送能は Star-/-マウスの表現型を完全には
救済できなかった．ミトコンドリア標的シグ
ナルを利用した StAR蛋白自身のミトコンド
リアマトリックスへの移動が，in vivoにお
ける Starのコレステロール転送能に重要な
役割を果たすことが初めて明らかとなった． 
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