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　（細胞内脂質代謝調節に関わる誓歯類精子特異的な新規ＡＢＣトランスポータ

　－ＡＢＣＡ１７のクローニング）

（主　査）
論文調査委員　教授中尾一和　教授篠原隆司　教授乾　　賢一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　ＡＢＣトランスポーターはＡＴＰの結合またはＡＴＰの加水分解により生ずるエネルギーを利用して基質の輸送などを行う，

構造がよく保存された膜蛋白質のファミリーである。なかでもＡＢＣトランスポーターのＡサブファミリーに属する

ＡＢＣＡ１はhigh densitylipoprotein（ＨＤＬ）が欠失するTangier病の, ABCA4は遺伝性黄斑部変性症( Stargardt病）の

原因遺伝子であることが最近明らかにされ，Ａサブファミリーに属する分子は脂質膜輸送への関与が強く示唆されている。

　本研究ではマウスゲノムライブラリーからヒトABCA3 cDNA をプローブとしてスクリーニングすることにより, ABC

トランスポーターのＡサブファミリーに属するＡＢＣＡ１７を新規に単離しか。さらにマウス精巣ｃＤＮＡライブラリーの

スクリーニングとＲＴ-ＰＣＲ，3’-ＲＡＣＥ法を組み合わせることによりその完全長ｃＤＮＡ配列を決定した。 ＡＢＣＡ１７蛋白質

は1,733アミノ酸残基からなり，肺胞Ｈ型細胞に特異的に発現するＡＢＣＡ３との間に最も高い55.3%のアミノ酸一致を認め，

ムラサキウニの精子に特異的に発現するsea　urchin ABCA （sｕＡＢＣＡ）との間にも36.7%の高いアミノ酸一致を認めた。

次に, ABCA17 mRNA の組織発現分布についてノザンブロット法，リアルタイムＰＣＲ法ならびにin situハイブリダイゼ

ーション法を用いて検討した。その結果, ABCA17mRNAはマウス精巣に特異的に発現し，精巣内においては精母細胞と

精子細胞に発現していることが明らかになった。さらに, ABCA17蛋白質のＣ末端20アミノ酸の合成ペプチドを抗原とし

てＡＢＣＡ１７を特異的に認識するウサギポリクローナル抗体を作成し，この抗体を用いて精巣の免疫組織化学染色を行った

ところ, ABCA17蛋白質は精子細胞及び精子の頭部に局在していることが明らかとなった。

　そこで, ABCA17蛋白質の機能を解析する目的でＡＢＣＡ１７蛋白質を哺乳動物細胞に発現させたところ，ＡＢＣＡ１７蛋白

質は小胞体に局在しか。この細胞の粗膜㈲分にpeptide N -glycosidaseＦあるいはendoglycosidase Ｈを加えて反応させウ

エスタンブロットを行ったところ，いずれの酵素によっても分子量が200kDaから180kDaに移行したことからABCA17

蛋白質は高マンノース型のｙ一糖鎖修飾を受けていると考えられた。次に, ABCA17蛋白質を安定発現する哺乳動物細胞

を作成し，［14C］acetate存在下で培養することにより，中性脂質ならびにリン脂質のｄｐ. ｎｏｉｍ合成を検討した。その結果，

ABCA17蛋白質安定発現細胞では細胞内のコレステロールエステル，脂肪酸エステル，ならびに中性脂肪の有意な減少が

認められた。

　以上の結果から，新規ＡＢＣトランスポーターＡＢＣＡ１７はマウス精子において脂質代謝調節に関与している可能性が示

唆された。

　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　ＡＢＣトランスポーターはＡＴＰの結合またはＡＴＰの加水分解により生ずるエネルギーを利用して基質の輸送などを行う，

構造がよく保存された膜蛋白質のファミリーである。本研究で申請者は，マウスの新規ＡＢＣトランスポーターABCA17
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を単離し，その全長ｃＤＮＡ配列を決定した。

　ノザンブロット，リアルタイムＰＣＲならびに加片zxハイブリダイゼーションの結果, ABCA17mRNAは精巣の精母細

胞と精子細胞に特異的に発現していた。次に，特異的抗体を作成し免疫染色を行ったところ, ABCA17蛋白質は精子細胞

および精子の頭部に局在していた。さらに, ABCA17蛋白質の機能を明らかにする目的で, ABCA17蛋白質を哺乳動物細

胞に発現させたところ，ＡＢＣＡ１７蛋白質は小胞体に局在し，高マンノース型のｙ一糖鎖修飾を受けていた。そこで，

ＡＢＣＡ１７蛋白質を安定発現する哺乳動物細胞を用いて，中性脂質ならびにリン脂質のｄｅ　ｎｏ･ＴＪＯ合成を検討した結果，

ＡＢＣＡ１７蛋白質発現細胞では細胞内のコレステロールエステル，脂肪酸エステル，トリアシルグリセロールが有意に減少

していることが明らかになった。従って, ABCA17蛋白質はマウス精子において脂質代謝調節に関与している可能性が示

唆された。

　以上の研究は，ＡＢＣトランスポーターの脂質代謝における機能の解明に貢献し，今後の精子研究に寄与するところが多

いｏ

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。なお，本学位投与申請者は，平成18年11月

15日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。
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