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はしがき

本研究では、平成 14年-15年度文部科学省研究費補助金基盤研究 (B) (2) 

を受け、「コレステ口ール体内恒常性に関与する ATP依存トランスポーターの

分子基盤」を行った。本報告書は、この年度内に得られた研究成果およびその

関連論文を収録したものである。
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研究成果の概要

本研究は、コレステロール体内恒常性に関与するATP依存トランスポーターの分子基盤を明らかにすると

ともに、細胞内局在、動態を細胞生物学に明らかにすることを目的として行われた。まず研究の背景を説明

した後、本研究の成果についてまとめた。

研究の背景

くはじめに>

近年、先進諸国において肥満の増加が大問題と怠っている。動物性コレステロールを大量に摂取する欧

米型の食生活への急速怠変化によって、日本人においても高脂血症怠どの生活習慣病が急増している。コ

レステロールは脂溶性が高いため、局所的怠濃度勾配に従って、受動的に締胞内や体内を移動していると

これまで考えられてきた。しかし、最近ABC蛋白質の多くのメンバーがコレステロールの体内恒常性に重要怠

役割を果たしていることが遺伝病の解析からわかり、ATP依存トランスポーターが能動的に脂質を輸送して

いることが明らかに怠ってきた。本研究は、コレステロール体内恒常性に関与すると予想されるATP依存トラ

ンスポーターであるABC蛋白質の分子基盤や動態を解明することを目的に行われた。

くコレステロールトランスポーターABCA1>

コレステロール恒常性維持におけるABC蛋白質の重要性がはっきりと認識されたのは、血中の高密度リポ

蛋白質(HDし)が消失する遺伝病であるタンジール病の原因がABCA1:遺伝子の変異であることが明らかにさ

れてからである。 ABCAl遺伝子を欠失させたマウスでは、血中からHDしが消失する。また培養細胞に

ABCA1を高発現さ官、培地中にリポ蛋白質apoA-1を加えると細胞内のコレステロールとリン脂質がHDしとし

て排出される。タンジール病で見つかった変異を導入したABCA1を同じように発現さぜても、 HDしは形成され

怠い(研究成果を参照)。

HDL形成はマヲ日ファージ内に蓄積したコレステロールを除去する唯一の経路である。アテローム性動脈硬

化症はコレステロールを蓄積しすぎた泡沫化マクロファージが動脈内膜に出現することから始まる。そして、血

中HDL量と虚血性心疾患や脳こうそくの発生率が逆相関する。これらのことから、 HDLは一般には善玉コレ

ステ口ールと呼ばれている。実際に、 ABCA1:遺伝子に変異をもっ人は血中HDし最が低く、加齢にとも怠う冠

動脈壁の厚さの増加が正常人と比べて有意に大きい。従来、マクロファージからのコレステ口ール流出は細

胞膜とHDL粒子の聞に形成される濃度勾配によって非特異的に行われると考えられてきたoHDL形成!こ

ATP依存トランスポーター型蛋白質であるABCAlが重要怠役割を果たしているという発見は、コレステロール

の体内の輸送に関する考え方を大きく変えつつある。

くコレステロール担常性に関与する他のABC蛋白質>

ABCAl以外にも、多くのABC蛋白質がコレステロールの体内恒常性に重要怠役割を果たしている。コレ

ステロールは肝臓で胆汁酸に変換され、ABC蛋白質のひとつであるABCB11 (BSEP)(こよって消化管中に分

泌される。食物中の脂質を溶かすことによって脂質を小腸から吸収しやすくしているのて・ある。胆汁酸は非常

に強い界面活性作用をもち、そのままでは毛細胆管細胞を溶かしてしまう。そのため、ABCB4(MDR3)がホス

ファチジ.ルコリンを胆汁中に分泌し、胆汁酸をミセJIt状態iこたもっているoまた我々 は、毎回数百ミリゲラムず

つのコレステロールと非動物性ステロールを食べているが、 50-60%が吸収されるコレステロールとは対照的!こ、

シトスチロール怠どの植物性スチロールは摂取量の5%以下しか吸収され怠い。それは、小腸上皮と毛細胞



管に発現しているABCG5とABCG8が非動物性ステロールを体外ヘ排出しているからであるらしい。また、

ABCA2は神経軸策のミエリン鞘の形成過程における脂質輪送への関与が示唆されており、 ABCA3は肺胞

細胞における脂質輸送への関与が示唆されている。さらに本研究において、脳や免疫系組織で発現してい

るABCA7がコレステロール輸送に関与していることを最近明らかにした。また、代表的怠ABC蛋白質であり、

生体異物排出ポンプとして重要怠役割を果たしているMDR1もコレステロールを基質とすることが示唆されて

いる。

ABC蛋白質がコレステロールの恒常性に重要怠役割を果たしているということは、この3，4年て・わかってき

たことであり、そのメカニズムの理解は未だきわめて不十分である。コレステロールの吸収と排出のメカニズムが

さらに解明されることによって、コレステロールの取りすぎを無理なくコントロールするとともに、蓄積した病的怠

コレステロールの排出を促進し健康怠体を維持できると期待される。

本研究の研究成果

<小腸におけるABCA1の生理的役割>

ABCA1は全身のさまざま怠組織で発現しているが、特に小腸、肝臓、マヲ口ファージでの発現が顕著であるo

ABCA1が発見されてさっそくABCA1KOマウスが作成されたが、そのマウスでは小腸からのコレステロールの吸収

が増加していると報告された。この結果から、 ABCA1は小腸上皮細胞の管控側膜に発現し、食館中のコレス

テ口一)11の小腸からの吸収を抑制していると予想された。しかし、動物の進化上、そのよう怠ことがありえるだろう

か?動物にとって動物性コレステロールを摂取するのは簡単怠仕事では怠い。アフリカの草原のライオン、あるい

は獲物を追って猟に出た原始時代を考えれば納得て"きるだろう。細胞膜の必須構成成分であり、さまざま怠

ホルモンの前駆体であるコレステロールの吸収を抑制するための機構を小腸上皮にもつ必要が動物にはあるだ

ろうか?我々は、その点に疑問をもち、ヒトの腸由来の培養細胞であるCaco-2を用いてABCA1の発現場所

を検討した。

Caco-2を下面がフィルターに怠った力ツブに生やし、細胞の上と下の扇面から培地と触れることができる

Transwellと呼ばれる培養器て・3週間培養すると、ちょうど小腸上皮のように極性をもち、上下面が頂端側膜

と基底倶，IJ膜に分化する。免疫染色実験の結果、ABCA1は綿胞の側面と基底側膜に発現していることが明ら

かに怠ったoさらに、紹胞膜を通過し怠い試薬で細胞表面の蛋白質をピオチン化したところ、基底膜側から試

薬を加えた時だけABCA1がピオチン化された。さらに、 Caco-2細胞の基底膜側にアポA-Iを加えた時iこHDLが

産生されることも見出した。これらの結果は、小腸上皮においてはABCA1は基底領，IJ膜に局在し、コレステロー

ルや脂溶性ビタミンを吸収する方向に発現していることがわかった。

(Ohama， T. et al. Biochem Biophys Res Commun， 296: 625帽 630，2002)

くTangierDisease変異のABCA1の細胞内局在、コレステロール輸送活性への影響>

生体内のコレステロールは非常に巧妙怠バランスでそのホメオスタシスが維持されており、その破綻は動脈

硬化のよう怠生活習慣病を引き起こす。腸管から吸収されたコレステロールは肝臓へと運ばれ、しDし(低密

度リボタ川竹質)として各組織へ送られ利用される。末梢組織は余剰のコレステローjしを肝臓へと“逆転送
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"して胆汁成分として排泊することで、過剰蓄積を免れている。この逆転送経路を担うリポタンパク質である

HDし(高密度リボタンパク質)は、血中 HDし値と冠動脈疾患の発症率とが負の相関を示すことから抗動脈

硬化性を有すると考えられている。

遺伝性のHDL欠損症であるタンジール病の原図がABCA1遺伝子の異常であることが 1999年に明らか

にされた。ABCA1は約 250kDaの12回の膜貫α帽ヘリッヲスをもっ膜タンパク質であり、 N末側から 6聞の

膜貫通α圃ヘリックスとそれに続く ATP結合部位が分子肉で2回繰り返している。ABCA1の1番目と4番

目の細胞外ドメイン(ExtracellularDomain 1， 2:ECD1， 2)はそれぞれ約 600アミノ酸、約 300アミノ酸から

怠る親水性ドメインを構成しており、他のABCタンパク質には怠い特徴と怠っている。

これまでにタンジール病や家族性低 HDL症の患者の ABCA1遺伝子に多くの変異が同定されているが、

その多くが ECD1にマップされており、 apoA-1との相互作用怠どへの関与も示唆されている。そこで、アミノ酸

番号 587から 597に集中している ECD1中の3つの変異 R587W，W590S， Q597Rの影響をABCA1の細

胞内局在、コレステロール輸送活性について検討した。

まずABCA1のG末端にGFPを融合させたABCA1-GFPに変異を導入し HEK293細胞に安定発現さ

せた。野生型ABCA1-GFPは主に細胞膜に発現し、一部綿胞内コンパートメンt--(early endosomeと思わ

れる)に存在した。野生型 ABCA1-GFPを発現した細胞では ApoA-1に依存したコレステローJIt輸送がはっ

きり検出されるのに対して、 3種の変異体を発現した細胞ではほとんど.検出され怠かった。 W590Sは

ABCA1-GFPの細胞膜への局在に影響を与え怠かったが、 R587Wあるいは Q597R変異を持つ

ABCA1-GFPは細胞膜には発現せず、 ER(こ局在した。さらに、新たに作成した抗ECDlポリヲ口ーナル抗体

を用いることによって、 W590S変異体も野生型と同様に細胞膜に存在し、 ECD1が細胞外に突き出してい

ることが明らかに怠った。

(Tanaka， A. R. et al. J Biol Chem 278， 8815岨 8819，2003)

< W590S変異のABCAlとATPの格互作用への影響>

タンジール病患者で見出されたW590S変異をもっABCA1は、野生型と同様にECD1を細胞外に突き出し

たトポロジーで細胞膜上に存在するにもかかわらず、アポA-Iに依存したコレステロール排出を示さ怠かったo

また、ア~A-Iとの相互作用も野生型と同様であった。そこで、 W590S変異によるABCA1の失活の理由を解

明するため、 ABCA1とATPとの相互作用に与える影響を検討した。

生体異物排出ポンプとして機能するABCタンパク質であるMDR1では、 ATP加水分解後、反応生成物で

ある yリン駿がADPよりも必ず先に遊離する。それ故、リン酸と類似の構造をもっパナジン酸存在下で反応

が進行すると、 yリン駿が遊離した後、その代わりにパナジン酸が入り、 MDRトADp.バナジン駿の安定怠

阻害中間体が形成される。そのため、 ATPとしてかazido32p-ATPを用いると、加水分解反応後のMDR1を

膜中で特異的に光親和標識することができる。この反応は、 MDR1と同様に生体異物排出ポンブとして機

能するABCタンパク質であるMRP1でも起こるため、ポンプとして機能するABCタンパク質に共通の性質と考

えられるo

ABCA1においても、同様のATP加水分解反応が起こり、パナジン酸存在下 8-azido32p-ATPを用いて

特異的に光親和標識できるかを検討した。その結果、 Mn存在下において弱い怠がらパナジン酸に依存した

ABCA1の光親和標識量の増加が観察された。さらに、W590S変異をもっ ABCAlも同様の反応が起こる
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ことが明らかに怠った。以上の結果は、ABCA1がMDR1と同様にポンブとして機能している可能性とともに、

W590S変異がATP加水分解の初期反応!こは影響し怠いことを示唆した。

(Tanaka， A. R. et al. J Biol Chem 278，8815-8819，2003) 

くABCA1の翻訳後調節機構の解析>

ABCA1は細胞内のコレステロールに応じて、オキシスチロールをリガンドとする核内受容体しXRにより転写

活性化され、発現するが、その後半減期 1-2時間で速やかに分解される。つまり、 ABXCA1の発現と活

性は転写及び翻訳後修飾により厳密に制御されている。しかし、 ABCA1の翻訳後制御機構はいまだ不明

怠点が多い。そこで、 ABCA1の活性や安定化に影響を与えるタンパク質因子を同定する目的で、 ABCA1

のC末 120アミノ酸をベイトとした yeasttwo-hybrid法を試みた。その結果、 α1-syntrophinをABCA1

相互作用タンパク質の候補として見出した。

ABCA1および FLAGタゲを付加したα1-syntrophinをHEK293細胞に一過的に共発現させた。 1%

Triton X-100により細胞を溶解した後、抗 FしAG抗体を用いて免疫沈降を行い、抗ABCA1抗体を用い

てウエスタンプロッティンゲを行った。その結果、 ABCA1がαトsyntrophinと共沈することが明らかに怠ったo

Two-hybridのベイトとして用いた ABCA1C末 120アミノ酸はc末端に PDZ結合モチーフトSYV)を含ん

でおり、 α1-syntrophinとの結合にはこの領域を介していると予想された。そこで、 ABCA1のC末端 3アミ

ノ酸を欠失させた変異体 ABCA1 (ABCA 1・SYV)を用いて相互作用の解析を行った。 ABCA1-SYVとα

1-syntrophinとを HEK293細胞に一過的に共発現させて、抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降実験を行っ

たところ、 ABCA1・SYVはα1-syntrophinと共沈し怠かった。この結果、 ABCA1とα1-syntrophinとの相互

作用は ABCA1のC末PDZ結合モチーフを介したものであることが明らかと怠ったJ
さらに ABCA1および'α1-syntrophinの相互作用を明らかにするため、両者の細胞内局在を検討した。

抗 FLAG抗体および ABCA1抗体を用いて共免疲染色を行った。その結果、 HEK293細胞に発現さぜた

ABCA1、α1-syntrophinは、ともに細胞膜に主に局在しており、共局在していることが明らかと怠った。

(Munehira， Y.， et al. J Biol Chem 279， 15091圃 15095，2004)

<α1-syntrophinによる ABCA1の安定化>

PDZ結合モチーフは PDZドメインを有するタンパワ質と相互作用し、タンパク質の極性発現、安定化、活

性制御怠どに関わることが報告されている。事実、 α1-syntrophinをABCA1と共発現させると、 ABCA1の

発現量が有意に増加していた。それ故、 α1-syntrophinとの栢互作用によってABCA1が安定化し、発現

量を調節した可能性が考えられた。

そこで、 ABCA1、または ABCA1とαト'syntrophir】の両方を発現させた細胞をタ川竹質合成限害剤で

あるシワ口ヘキシミドで処理して、 ABCA1の安定化に与える影響を検討した。シワ口ヘキシミド処理後、経

時的に細胞を取得しABCA1のタ川匂質量を比較、検討した。その結果、 ABCA1のみを発現させた細胞

では、その半減期が約 2時間であったのに対し、 αト.syntrophinを共発現により ABCA1の分解は明著に

遅延し、 7時間後でもそのタンパワ質の半分以上が安定に存在した。このよう怠効果は、同じ PDZタンパク

質であるしin-7に見られ怠かったことからα1-syntrophinは特異的に ABCA1の分解を抑制していることが

示唆された。さらに、 ABCA1とα1-syntrophinを共発現させた細胞は、 ABCA1のみを発現させた細胞より

多量のコレステロールがアポA-I依存的!こ排出された。
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以上、 ABCA1はC末端でαl-syntrophinと相互作用し、構造変化することによってブロテアーゼによる

分解から保護され、細胞膜上の発現量が増大することによって、細胞外へのコレステロール排出が増加する

ことが明らかに怠った。 αl-syntrophinは神経細胞で高発現していることが知られている。ABCA1は同様に

神経細胞で発現し、脳におけるコレステロール恒常性維持に関与していると考えられており、 α

l-syntrophinとABCA1の相互作用は神経細胞において重要怠生理的意味をもっ可能性があるo

(Munehira， Y.， et al. J Biol Chem 279， 15091幽 15095，2004)

<ABCA7の組織特異的スブライシンゲとコレステ口一J!，排出>

興味あることに、これまでに報告されたタンジール病と家族性低 HDL血症でみつかったミスセンス変異をマ

ップすると、アミノ酸番号 45から 641の簡の細胞外領域と ATP結合ドメインに集中している。我々 は、この

細胞外ドメインが重要危機能に関与していると予想し、ホモロジー検索を行った。その結果、アミノ酸番号

270から449の聞のアミノ酸配列が自己免疫疾患であるシェゲレン症候群の自己抗原SS-Nと高い相同性

を持つことを見出した。さらに自己抗原 SS-Nをコードしている遺伝子の全長 cDNAを単離した結果、それ

はABCA7であり、そのN末細胞外ドメインの一部がシェゲレン症候群の自己抗原をコードしていることが明ら

かに怠ったoノザン解析をおこ怠った結果、ABCA7は胸線、リンパ節、骨髄、末梢白血球、牌臓怠どでか9

kbのpolyA+RNAとして主に発現しており、免疫系の組織で何らかの機能を果たしていることが示唆された。

さらに ABCA7を安定発現した細胞株を樹立しコレステロール排出能を測定した結果、 ABCA1と同様に

ABCA7はapoA-(に依存してコレステロールを排出することが明らかに怠つた。

(Ikeda， Y. et al. Biochem Biophys Res Commun， 311， 313醐 318，2003)

(Abe-Dohmae， S.， et al. J Biol Chem 279， 604圃 11，2004) 
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