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略語 

 

α2M  α2-macroglobulin 

AA       arachidonic acid 

ABC      ATP-binding cassette 

Apo E    apolipoprotein E 

D4       θ toxin domain 4 

DHA      docosahexaenoic acid 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

EPA      eicosapentaenoic acid 

GAP-43    growth-associated protein 43 

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LDL     low density lipoproteins 

LpE     apolipoprotein E-containing lipoprotein 

LRP1     low density lipoprotein receptor-related protein 1 

MβCD    methyl-beta-cyclodextrin 

NBD     nucleotide binding domains 

OA      oleic acid  

PI      propidium iodide 

PUFA     polyunsaturated fatty acids 

RAP      receptor-associated protein 

SA       stearic acid 

sgRNA     single guide RNA 

TMD     transmembrane domains 
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序論 

 

脳は非常に脂質の豊富な組織であり、神経突起やシナプスの形成、神経伝達などの神経系

の機能には脳内の脂質恒常性維持が重要である 1, 2。神経系細胞における脂質恒常性の破綻

は、統合失調症やアルツハイマー病などの精神神経疾患の発症や増悪につながることが報

告されている 3, 4。 

ATP-binding cassette (ABC)タンパク質ファミリーは、細菌からヒトに至る全ての生物に存

在する膜輸送体タンパク質ファミリーである 5, 6。ABC タンパク質は、ATP の結合と加水分

解に伴う構造変化により、脂質やペプチドなど様々な基質を脂質二重膜の内外に能動的に

輸送しており、その異常は多くの疾患に関与する。真核生物の ABC タンパク質の多くは、

6 つの膜貫通ヘリックスから構成される膜貫通領域 (transmembrane domains; TMD)とヌクレ

オチド結合領域 (nucleotide binding domains; NBD)が交互に 2 回繰り返された構造で機能す

る。NBD には Walker A モチーフ (GxxGxGKS/T)や Walker B モチーフ (hhhhD、h は疎水性

アミノ酸)のような保存されたアミノ酸配列が存在する。ヒトでは 48 種の ABC タンパク質

が同定されており、ATP 結合ドメインのアミノ酸配列の相同性に基づいて A から G までの

7 つのサブファミリーに分類されている。 

脳では様々な ABC タンパク質が発現しており、その中の一部は脂質輸送を担うことが知

られている 7。たとえば、アストロサイトに発現する ABCA1 や ABCG1 は脳内の主要なリ

ポタンパク質の産生に関与し 8-12、神経細胞にコレステロールやリン脂質などの脂質を供給

することが知られている。しかし、その生理的役割については不明な点が多い。また、2009

年に ABCA13 遺伝子の変異が統合失調症、双極性障害、うつ病などの精神疾患の発症リス

クとなる可能性が報告されたが 13、その分子機能や生理的役割は未だ明らかとなっていな

い。そこで本研究では、ABC タンパク質による脳内脂質輸送の生理的役割に着目し、解析

を行った。 
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多価不飽和脂肪酸を含有するリポタンパク質の 

神経突起伸長作用 
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第一章 

多価不飽和脂肪酸を含有するリポタンパク質の神経突起伸長作用 

 

 多価不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acids; PUFA)は、ヒトの脳組織の脂肪酸の 25-30%

を占めており 14、神経突起伸長、神経伝達、シナプス可塑性、遺伝子発現など神経系細胞の

様々な機能に影響を及ぼす 15-17。そのため、PUFA は認知、学習、記憶といった脳の高次機

能に必要であり、PUFAの欠乏とアルツハイマー病や統合失調との関連が指摘されている 18。

PUFA は主に n-6 PUFA や n-3 PUFA に分類することができ、n-6 PUFA としてアラキドン酸 

(arachidonic acid; AA (20:4n-6))などが、n-3 PUFA としてドコサヘキサエン酸 (docosahexaenoic 

acid; DHA (22:6n-3))やエイコサペンタエン酸 (eicosapentaenoic acid; EPA (20:5n-3))などが知

られている。ヒトでは n-6 および n-3 PUFA の合成酵素をコードする遺伝子が欠損している

ため、これらの脂肪酸は食餌成分として直接吸収する必要がある 17。PUFA の中でも DHA

は神経細胞において最も量が多く、in vitro で DHA を遊離脂肪酸として直接神経細胞に添加

すると神経突起伸長作用を示すことが報告されている 19-21。しかし、食餌成分として吸収さ

れた PUFA が脳内で神経細胞までどのように運ばれて作用しているかは未だ明らかとなっ

ていない。 

 血液脳関門により血漿中のリポタンパク質の脳内移行は制限されているため、グリア

細胞の一種であるアストロサイトが産生するアポリポタンパク質 E (apolipoprotein E; apo E)

が脳内における主要なアポリポタンパク質となっている 22。Apo E はコレステロールやリン

脂質と会合して、高密度リポタンパク質に相当する密度の apo E 含有リポタンパク質 

(apolipoprotein E-containing lipoproteins; LpE)を形成する 23。アストロサイトに発現する

ABCA1 は LpE の形成において重要な役割を果たすことが知られており 8、ABCA1 KO マウ

スのアストロサイトが分泌する LpE のコレステロール含量は減少し、LpE のサイズが小さ

くなることが報告されている 9。また、ABCG1 も LpE 形成への関与が報告されており 10-12、

これらの脂質輸送体が apo E にコレステロールやリン脂質を輸送することで LpE が形成さ

れると考えられている。LpE は神経細胞の low density lipoprotein (LDL)受容体ファミリーに

属する受容体に結合すると、エンドサイトーシスで細胞内に取り込まれる 24, 25。このように

してアストロサイトは神経細胞にコレステロールやリン脂質などの脂質を供給し、神経細

胞の成長や修復、シナプス形成に関与している 23, 26, 27 (Fig. 1)。 
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Fig. 1 LpE を介したアストロサイトから神経細胞への脂質の供給 

 

 

神経細胞への脂質の供給は、アストロサイトの ABCA1 や ABCG1 によって産生される

LpE を介していることから、食餌成分中の多価不飽和脂肪酸は、まずアストロサイトの膜リ

ン脂質として取り込まれた後に LpE の構成脂質として分泌され、神経細胞に作用して神経

突起伸長作用を示すのではないかと仮説を立て、本章ではこれを検証することにした。 
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材料と方法 

 

材料 

 リコンビナント receptor-associated protein (RAP)は PROGEN (Heidelberg, Germany)より購入

した。ヤギ抗ヒト低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質 1 (low density lipoprotein 

receptor-related protein 1; LRP1)ポリクローナル抗体 (#sc-16166)、正常ヤギ抗体 (#sc-2028)は

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX)より購入した。α2-macroglobulin (α2M)、cytochalasin D は

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)より購入した。ステアリン酸 (stearic acid; SA (18:0))、オレイン

酸 (oleic acid, OA (18:1n-9))、AA、EPA、DHA は Nu-Chek-Prep (Elysian, MN)より購入した。 

 

細胞培養 

 大脳皮質グリア細胞は生後 2 日目の Sprague–Dawley ラットより単離した 28。まず、大脳

皮質をラット脳から単離し、0.25%トリプシン (Invitrogen, Carlsbad, CA)を含むPBS中で37°C、

20 分間静置した。パスツールピペットを用いて細胞を分散後、37°C、5% CO2条件下で 10% 

FBS を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)を用いて培養した。 

海馬神経細胞は生後 2 日目の Sprague–Dawley ラットより単離した 29。まず、海馬をラッ

ト脳から単離し、0.25%トリプシンを含む PBS 中で 37°C、20 分間静置した。パスツールピ

ペットを用いて細胞を分散し、B-27 supplement (Invitrogen)、GlutaMAX (Invitrogen)を含む

Neurobasal medium (Invitrogen)で細胞を懸濁後、poly-D-lysine (Sigma-Aldrich) コート済みの

カバーグラスに 1.3 × 104 cells/cm2 の密度で細胞を播種した。37°C、5% CO2条件下で 2 時間

培養後、N2 supplement (Invitrogen)、GlutaMAX を含む Neurobasal medium (N2 培地)に培地交

換し、必要に応じて LpE、RAP、抗 LRP1 抗体、α2M を添加し、3 日間培養して解析に供し

た。なお、α2M は 100 mM メチルアミン中で室温 1 時間静置して活性化させて使用した 30。

LpE の取り込み抑制の実験においては、神経細胞の播種 18 時間後に 20 μM cytochalasin D を

含む N2 培地に交換して 1 時間培養し、そこに LpE を添加して 24 時間培養した。その後、

cytochalasin D を含まない N2 培地に交換してさらに 28 時間培養し、解析に供した。 

 

グリア細胞条件培地からの LpE の単離 

 2.5 mg/mL の BSA (Sigma-Aldrich)を含む DMEM でグリア細胞を洗浄し、50 μM の脂肪酸、

2.5 mg/mL の BSA を含む DMEM に培地交換して 24 時間培養した。その後、脂肪酸を含ま

ない DMEM に培地交換してさらに 3 日間培養し、この培養上清をグリア細胞条件培地とし

て回収した。LpE は、グリア細胞条件培地からスクロース密度勾配超遠心によって単離した

24, 31。遠心用チューブに、底から 1.3 g/mL のスクロース溶液を 6 mL、1.2 g/mL に調製した

グリア細胞条件培地 (1.3 g/mL のスクロース溶液 6 mL とグリア細胞条件培地 3 mL を混合

した溶液)を 9 mL、1.1 g/mL に調製したグリア細胞条件培地 (1.3 g/mL のスクロース溶液 3 

mL とグリア細胞条件培地 6 mL を混合した溶液)を 9 mL、グリア細胞条件培地 12 mL を重
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層し、SW42-Ti (Beckmann Coulter, Brea, CA)を用いて 4°C、160,000 × g、48 時間で遠心した。

チューブの上から 3 mL ずつ分取して 12 のフラクションを取得し、ドットブロットで apo E

を含む画分を検出した。Apo E が検出された画分を一つにまとめ、Amicon Ultra-100K (Merck 

Millipore, Burlington, MA)を用いて濃縮し、バッファーをPBSに置換してこれをLpEとした。

LpE を神経細胞に添加する際は、タンパク濃度換算で最終 10 μg/mL とした。Alexa Fluor 488

標識 LpE は、Alexa Fluor 488 NHS Ester (Invitrogen)を用いてメーカーのプロトコルに従って

調製した。 

 

免疫ブロッティング 

 ドットブロッティングにおいては、超遠心によって得られた各フラクションをニトロセ

ルロースメンブレンに滴下し、ヤギ抗ヒト apo E 抗体 (Academy Bio-Medical, Houston, TX)を

用いて検出した。ウエスタンブロッティングにおいては、等量のタンパク質を SDS-PAGE に

供して分離し、PVDF メンブレンに転写してヤギ抗ヒト apo E 抗体を用いて検出した。バン

ドの強度は MultiGauge (富士フイルム)を用いて定量した。 

 

脂質解析 

 クロロホルム/メタノール溶液 (2:1)を用いて LpE の脂質を抽出し、イソプロパノールに

溶解した。その後、コレステロール量は遊離コレステロール E-テストワコーキット (富士フ

イルム和光純薬)により、コリンリン脂質量はリン脂質 C-テストワコーキット (富士フイル

ム和光純薬)により定量した。 

 

液体クロマトグラフィー質量分析  (Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; LC-

MS/MS) 

 LC-MS/MS 解析は Shimadzu Nexera ultra high performance liquid chromatography system (島

津 )と QTRAP 4500 hybrid triple quadrupole linear ion trap mass spectrometer (AB SCIEX, 

Framingham, MA)を用いて実施した。クロマトグラフィーによる分離は、Acquity UPLC HSS 

T3 column, 100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm (Waters, Milford, MA)、移動相 A (水/メタノール 50:50 

(v/v)、10 mM 酢酸アンモニウム、0.2% 酢酸)、移動相 B (イソプロパノール/アセトン 50:50 

(v/v))を用いて、グラジエントプログラム (0–20 min: 30% B→70% B; 20-24 min: 90% B; 24-28 

min: 30% B)で実施した。 

 

細胞免疫染色 

 細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液中で室温 30 分間静置して固定し、0.4% Triton-X100

溶液中で室温 5 分間静置した。その後、10%ヤギ血清中で室温 1 時間静置してブロッキング

し、抗 βIII-tubulin 抗体 (Merck Millipore)を反応させた。その後、Alexa Fluor 488 標識二次抗

体 (Invitrogen)を室温、1 時間で反応させた。 
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神経突起の観察と定量 

 免疫染色した細胞を共焦点顕微鏡 LSM 700、対物レンズ Plan-Apochromat 20×/0.8 NA (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany)で観察し、画像を取得した。神経突起の合計の長さ、最も長い神

経突起の長さ、神経突起の数、神経突起の枝分かれの数は、ImageJ を用いて画像の神経突起

をトレースすることで定量した。 

 

定量的 RT-PCR 

 RNA は、RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を用いて細胞から抽出した。抽出し

た RNA を鋳型として High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA)を用いて cDNA を合成した。PCR 反応は Step One Plus Real-Time PCR System

と Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いて実施し、解析し

た。標的遺伝子の発現は glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase で補正した。用いたプライ

マーの配列は以下の通りである (growth-associated protein 43 (GAP-43)：フォワード 5’- 

TGATGCAGTCATCTTGGGAAAT -3 ’、リバース 5’- CCACACGCACCAGATCAAAA -3 ’、

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase：フォワード 5’- GAGACAGCCGCATCTTCTTGT -3’、

リバース 5’- CGACCTTCACCATCTTGTCTATGA -3’)。 

 

統計解析 

 ANOVA 実施後に Tukey’s test を実施した。 
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結果 

 

グリア細胞に与えた PUFA は LpE のリン脂質に取り込まれる 

 まず、アストロサイトに与えた PUFA が LpE の構成リン脂質として分泌されるかを、ラ

ット大脳皮質グリア細胞の初代培養により検証を行った。この培養法ではアストロサイト

がグリア細胞の 90%以上を占める 32。ラット初代培養大脳皮質グリア細胞を、50 μM の AA、

EPA、あるいは DHA を含む培地で 24 時間培養した。その後、培地を交換して取り込まれて

いない脂肪酸を除去し、さらに 3 日間培養してグリア細胞条件培地を回収した。スクロース

密度勾配超遠心によりグリア細胞条件培地を 12 のフラクションにわけて、ドットブロッテ

ィングを実施し、apo E が主にフラクション 5~8 (密度は約 1.07~1.12 g/mL で、LpE の密度に

相当)に検出されることを確かめた (Fig. 2A)。これらのフラクションを混合して LpE とし、

タンパク質量で合わせて各サンプルのコレステロールとコリンリン脂質量を測定した 

(Table 1)。LpE サンプル間で脂質量に有意な差は認められなかったため、グリア細胞に添加

した脂肪酸はLpEのコレステロールとコリンリン脂質量に影響は与えないことがわかった。

また、ウエスタンブロッティングにより、LpE サンプル間の apo E 量に差がないことを確か

めた (Fig. 2B, C)。 

  

Fig. 2 LpE の単離 

(A) グリア細胞条件培地をスクロース密度勾配超遠心に供し、12 のフラクションを得た (1 が最上層

で 12 が最下層)。ドットブロッティングで apo E を検出した。(B) 等タンパク質量の LpE サンプルを

SDS-PAGE で泳動後、ウエスタンブロッティングで apo E を検出した。(C) B のバンドの濃さを定量

し、値をコントロールに対する平均値+標準偏差として示した (n=3)。 
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Table 1 LpE のコレステロール、コリンリン脂質量の比較 

 LpE (control) LpE (AA) LpE (EPA) LpE (DHA) 

タンパク質量 (μg) 10 10 10 10 

コレステロール量 (μg) 1.03 ± 0.09 0.88 ± 0.08 1.24 ± 0.24 0.87 ± 0.13 

コリンリン脂質量 (μg) 1.81 ± 0.21 1.60 ± 0.20 1.96 ± 0.08 1.60 ± 0.19 

LpE のコレステロールとコリンリン脂質量を比色法により定量した。値は平均値±標準偏差で示した (n = 

3)。 

 

 

 次に、PUFA が LpE のリン脂質の脂肪酸鎖に組み込まれていることを調べるため、LpE の

脂質組成を LC-MS/MS で解析した (Fig. 3)。LpE を構成するリン脂質としてはホスファチジ

ルコリンが最も多く、スフィンゴミエリンも LpE に含まれていた。リゾホスファチジルコ

リン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルセ

リン、ホスファチジン酸の量は少なかった (Data not shown)。LpE (control)と比較すると、LpE 

(DHA)には 38:6 (16:0/22:6)、40:6 (18:0/22:6、16:0/24:6)の脂肪酸鎖を含むホスファチジルコリ

ンの量が多かった。 LpE (AA)には 36:4 (16:0/20:4)、38:4 (16:0/22:4)、40:4 (16:0/24:4)、40:5 

(18:0/22:5、18:1/22:4)が多かった。LpE (EPA)には 38:5 (16:0/22:5)、40:5 (18:0/22:5)が多かっ

た。また、ホスファチジルエタノールアミンにおいては、LpE (control)と比較すると LpE 

(DHA)には 38:6、40:6 が多く、LpE (AA)には 38:4、40:4 が多く、LpE (EPA)には 38:5、40:5

が多かった (Data not shown)。また、ガスクロマトグラフィー質量分析法により LpE リン脂

質中の PUFA の定量的解析を実施したところ、DHA、AA、EPA およびそれらの代謝物は、

それぞれの LpE で 5.5、2.1、18 倍増加していた (Data not shown)。以上の結果から、培地に

添加した PUFA やその代謝物はグリア細胞から分泌される LpE のリン脂質に取り込まれて

いることが示唆された。 
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Fig. 3 LpE の脂質分析 

LpE の脂質抽出物 (総リン脂質 0.7 nmol)を LC-MS/MS に供し、ホスファチジルコリンの脂質分析を実

施した。 
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PUFA 含有 LpE は高い神経突起伸長作用を示す 

次に、PUFA を含有する LpE の神経突起伸長作用を検証するため、ラット初代培養海馬神

経細胞に LpE を添加して 3 日間培養し、抗βIII-tubulin 抗体を用いた免疫染色により神経突

起を染色して神経細胞あたりの総神経突起長を解析した (Fig. 4A, B)。その結果、N2 培地と

比較して LpE (control)で神経突起伸長作用が認められた。また、LpE (control)と比較して、

LpE (AA)、LpE (EPA)、LpE (DHA)には高い神経突起伸長作用が認められた。神経細胞あた

りの総神経突起長が増える理由として、神経突起の長さの増加や神経突起の数の増加が考

えられる。そこで、これらのパラメータについて解析した。最も長い神経突起の長さに関し

ては、N2 培地と比較して LpE で伸長作用が認められたが、LpE 間での差は認められなかっ

た (Fig. 4C)。神経突起の数や神経突起の枝分かれの数を計測したところ、N2 培地と比較し

て LpE (control)でそれらの数が増加しており、LpE (AA)、LpE (EPA)、LpE (DHA)ではその作

用が増強していることがわかった (Fig. 4D, E)。以上の結果から、PUFA を含有する LpE は

神経突起の枝分かれ数を増加させることで高い神経突起伸長作用を示すことが明らかとな

った。 

また、飽和脂肪酸である SA や一価不飽和脂肪酸である OA をグリア細胞に添加して調製

した LpE (SA)、LpE (OA)は、LpE (control)と同程度の神経突起伸長作用を示した (Fig. 5)。

この結果から、PUFA で認められた神経突起伸長作用は飽和脂肪酸や一価不飽和脂肪酸では

認められないことがわかった。 
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Fig. 4 PUFA を与えたグリア細胞が分泌する LpE の神経突起伸長作用 

(A) 10 μg/mL LpE を含む培地でラット初代培養海馬神経細胞を 3 日間培養し、抗 βIII-tubulin 抗体で免

疫染色した。スケールバーは 100 μm。(B-E) ImageJ で一細胞あたりの総神経突起長、最も長い神経突起

長、一細胞あたりの神経突起の数、一細胞あたりの神経突起の枝分かれの数を解析した。値は平均値+

標準誤差として示した (n = 60)。 **, P < 0.01 (LpE (control)と比較)。 
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Fig. 5 SA、OA を与えたグリア細胞が分泌する LpE の神経突起伸長作用 

(A) 10 μg/mL LpE を含む培地でラット初代培養海馬神経細胞を 3 日間培養し、抗 βIII-tubulin 抗体で免疫

染色した。スケールバーは 100 μm。(B-D) ImageJ で一細胞あたりの総神経突起長、最も長い神経突起

長、一細胞あたりの神経突起の枝分かれの数を解析した。値は平均値+標準誤差として示した (N2 は n 

= 60、他は n = 45)。*, P < 0.05; **, P < 0.01 (LpE (control)と比較)。 
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LpE の神経突起伸長作用は LRP1 を介する 

LpE は LDL 受容体や LRP などの LDL 受容体ファミリーに結合することが報告されてい

る 25 33。そこで LpE の神経突起伸長作用に LDL 受容体ファミリーが介しているかを検討す

るため、これらの受容体へのリガンド結合を阻害する RAP を添加して LpE の神経突起伸長

作用を評価した (Fig. 6)。RAP の添加自体は神経突起伸長に影響を与えなかったが、LpE 

(control)と LpE (DHA)の神経突起伸長作用を消失させた。以上の結果から、LDL 受容体ファ

ミリーの受容体が LpE の神経突起伸長作用に関与していることが示唆された。 

LDL 受容体ファミリーに属する LRP1 は神経細胞における発現が高く 34, 35、LpE は LRP1

を介して神経細胞のアポトーシスを抑制することが報告されている 36。LRP1 が LpE の神経

突起伸長作用にも関与しているかを調べるため、LRP1 のリガンド結合を阻害することが報

告されている抗 LRP1 細胞外ドメイン抗体を LpE とともに培地に添加して神経突起長を解

析した (Fig. 7)。その結果、抗 LRP1 抗体の添加により LpE の神経突起伸長への効果は消失

した。以上の結果から、LpE は LRP1 を介して神経突起伸長を促進することが示唆された。 

 

 

 

 

 

  

Fig. 6 LpE の神経突起伸長作用に対する RAP の効果 

(A-C) 10 μg/mL LpE と 300 nM RAP を含む培地でラット初代培養海馬神経細胞を 3 日間培養し、抗 βIII-

tubulin 抗体で免疫染色した。ImageJ で一細胞あたりの総神経突起長、最も長い神経突起長、一細胞あ

たりの神経突起の枝分かれの数を解析した。値は平均値+標準誤差として示した (n = 45)。**, P < 0.01 

(LpE (control)と比較)。 
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Fig. 7 LpE の神経突起伸長作用に対する抗 LRP1 抗体の効果 

(A) 10 μg/mL LpE と 20 μg/mL 抗 LRP1 抗体あるいはコントロールの IgG を含む培地でラット初代培養

海馬神経細胞を 3 日間培養し、抗 βIII-tubulin 抗体で免疫染色した。スケールバーは 100 μm。(B-D) ImageJ

で一細胞あたりの総神経突起長、最も長い神経突起長、一細胞あたりの神経突起の枝分かれの数を解析

した。値は平均値+標準誤差として示した (n = 45)。**, P < 0.01 (LpE (control)と比較)。 
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エンドサイトーシスによる LpE の取り込みが神経突起伸長作用に重要である 

 LpE は、LRP1 を介したシグナル経路により神経細胞のアポトーシスを抑制することが報

告されている 24。また、LpE は LRP1 を介したエンドサイトーシスにより細胞内に取り込ま

れる 37, 38。そこで、LpE の神経突起伸長作用には LRP1 を介したシグナル経路が重要なのか、

あるいは LpE の取り込みが重要なのかを検討した。LRP1 のリガンドの 1 つに α2M がある。

メチルアミンで活性化した α2M は LRP1 を介したシグナル経路を活性化することが知られ

ており、LpE と α2M は LRP1 を介したシグナル経路で神経細胞のアポトーシスを抑制する

24, 36。そこで、LpE の神経突起伸長作用に LRP1 を介したシグナル経路が関与するかを調べ

るため、メチルアミンで活性化した α2M を添加して神経突起伸長を定量した (Fig. 8)。その

結果、α2M は神経突起伸長を促進しないということがわかった。また、α2M が活性化状態

であることを確かめるため、α2M が神経細胞のアポトーシスを抑制するかを MTT assay で

調べたところ、アポトーシスの抑制作用が認められた (Data not shown)。以上の結果から、

LRP1 シグナル経路を活性化する α2M は神経突起の伸長に影響を及ぼさないことが示唆さ

れた。 

 次に、LRP1 を介した LpE の取り込みが神経突起伸長作用に重要かどうかを調べるため、

LpE のエンドサイトーシスを阻害することが報告されているアクチン重合阻害剤

cytochalasin D を用いて神経突起伸長への影響を調べた 24。まず cytochalasin D 処理で LpE の

エンドサイトーシスが阻害されることを確認するため、Alexa Fluor 488 で蛍光標識した LpE

と cytochalasin D を神経細胞に添加して蛍光顕微鏡で観察した  (Fig. 9A)。その結果、

cytochalasin D 処理により LpE のエンドサイトーシスの阻害が認められた。そこで、LpE と

cytochalasin D を添加して神経突起伸長への影響を調べたところ (Fig. 9B-E)、cytochalasin D

により LpE の神経突起伸長作用は消失することがわかった。以上の結果より、LpE による

神経突起伸長の促進にはエンドサイトーシスを介した LpE の取り込みが重要であることが

示唆された。 
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Fig. 8 LpE の神経突起伸長作用に対する α2M の効果 

(A) 10 μg/mL LpE あるいは 100 nM α2M を含む培地でラット初代培養海馬神経細胞を 3 日間培養し、抗

βIII-tubulin 抗体で免疫染色した。スケールバーは 100 μm。(B-D) ImageJ で一細胞あたりの総神経突起

長、最も長い神経突起長、一細胞あたりの神経突起の枝分かれの数を解析した。値は平均値+標準誤差

として示した (n = 45)。**, P < 0.01。 
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Fig. 9 LpE の神経突起伸長作用に対する cytochalasin D の効果 

(A) ラット初代培養海馬神経細胞を 20 μM の cytochalasin D 存在下で 2 時間培養した。その後、10 μg/mL 

Alexa Fluor 488 標識 LpE + 20 μM cytochalasin D を含む培地に交換して 3 時間培養し、蛍光を観察した。

スケールバーは 20 μm。(B) ラット初代培養海馬神経細胞を NB + B27+ GlutaMAX で播種して 18 時間

培養し、NB + N2 + GlutaMAX ± 20 μM cytochalasin D に培地交換して 1 時間培養した。その後、NB + N2 

+ GlutaMAX ± LpE ± cytochalasin D に培地交換して 24 時間培養した。その後、NB + N2 + GlutaMAX に

培地交換して 28 時間培養し、抗 βIII-tubulin 抗体で免疫染色した。スケールバーは 100 μm。(C-E) ImageJ

で一細胞あたりの総神経突起長、最も長い神経突起長、一細胞あたりの神経突起の枝分かれの数を解析

した。値は平均値+標準誤差として示した (n = 45)。**, P < 0.01 (LpE (control)と比較)。 
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PUFA 含有 LpE は神経突起伸長に関与する遺伝子発現に影響する 

 GAP-43 は主に神経突起に局在し、神経突起伸長を促進する 39, 40。遊離脂肪酸の EPA や

DHA をヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y に直接添加すると GAP-43 の mRNA 発現を促進するこ

とが報告されているため 41、PUFA 含有 LpE を神経細胞に添加して定量的 RT-PCR で GAP-

43 mRNA 量を調べた (Fig. 10)。その結果、LpE (AA)、LpE (EPA)、LpE (DHA)は有意に

GAP-43 mRNA 量を増加させることがわかった。 

 

 

 

  

Fig. 10 PUFA 含有 LpE が GAP-43 発現に与える影響 

10 μg/mL LpE を含む培地でラット初代培養海馬神経細胞を 3 日間培養し、RNA を回収して GAP-43 の

mRNA 量を定量的 RT-PCR により定量した。値は平均値+標準偏差として示した (n = 3)。**, P < 0.01。 
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考察 

 

 PUFA はヒトの脳の脂肪酸の 25-30%を占めており、正常な脳の発達や機能に重要である

14, 18。しかし、PUFA がどのように神経細胞に運ばれて作用するかは明らかとなっていなか

った。本研究により、PUFA はグリア細胞の ABCA1 や ABCG1 によって産生される LpE の

リン脂質の脂肪酸鎖に組み込まれて分泌され、LRP1 によるエンドサイトーシスにより神経

細胞内に取り込まれて神経突起の枝分かれを増やし、神経突起伸長作用を示すことが示唆

された (Fig. 11)。 

 

Fig. 11 PUFA 含有 LpE の作用経路 

 

 脳における主要なリポタンパク質である LpE は、アポトーシスの抑制やシナプス形成促

進など神経細胞に様々な影響を及ぼす 36, 42。本研究では、LpE が海馬神経細胞の神経突起伸

長を促進することを明らかにした。LpE や α2M は LRP1 を介したシグナル経路で神経細胞

のアポトーシスを抑制することが報告されている 24, 36。本研究により LpE による神経突起

伸長作用も LRP1 を介していることが示されたが、α2M は神経突起伸長作用を示さなかっ

た。さらに、LpE の抗アポトーシス作用はエンドサイトーシスを阻害する cytochalasin D で

抑制されないことが報告されているが、本研究において LpE の神経突起伸長作用は

cytochalasin D 処理で消失した。以上の結果から、抗アポトーシス作用と異なり、LpE の神

経突起伸長作用には LRP1 を介したシグナル経路ではなく、LRP1 を介したエンドサイトー

シスが重要であることが示唆された。 

 LC-MS/MS 解析により、グリア細胞に与えた PUFA が分泌された LpE のリン脂質脂肪酸

鎖に取り込まれていることが示された。また、LpE (EPA)のリン脂質脂肪酸鎖には EPA (20:5n-

3)そのものよりもドコサペンタエン酸 (22:5n-3)が多く取り込まれていた。この結果は、脳内

では EPA は素早くドコサペンタエン酸に代謝されるという報告と一致していると考えられ

る 43, 44。さらに、神経細胞ではなくアストロサイトが主に n-3 および n-6 PUFA の鎖長延長

や不飽和化に関与するという報告があり 45, 46、本研究においてもグリア細胞に与えた PUFA

の代謝物が LpE リン脂質の脂肪酸鎖に認められた。これらのことから、グリア細胞、特に
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アストロサイトは様々な種類の n-3 および n-6 PUFA を代謝して LpE リン脂質に組み込み、

神経細胞に供給していることが考えられる。 

 AA や EPA が神経突起伸長作用を持つかどうかは長年議論されてきた。DHA に加えて AA

や EPA も同様に神経突起伸長作用を示すという報告がある一方で 47, 48、DHA のみがその作

用を示すという報告もある 20。本研究において、DHA と同様に AA や EPA も LpE リン脂質

脂肪酸鎖に組み込まれ、高い神経突起伸長作用を示すことが明らかとなった。ガスクロマト

グラフィー質量分析法により LpE に結合している遊離脂肪酸としての PUFA を定量したと

ころ、DHA は 0.08 μM、AA は 0.09 μM、EPA は 0.003 μM であった。遊離の PUFA が神経突

起伸長作用を示す濃度は 1.5-100 μM と報告されており 20, 47, 48、本研究で LpE に結合してい

る濃度よりもはるかに高い濃度がその作用に必要であることから、本研究では LpE に結合

している遊離脂肪酸ではなくリン脂質に組み込まれた PUFA が神経突起伸長作用を発揮し

たと考えられる。また、LpE 添加後の海馬神経細胞の膜リン脂質の脂肪酸鎖を解析したとこ

ろ、LpE 間で差は認められなかった (Data not shown)。遊離の脂肪酸は細胞膜に効率的に取

り込まれることが報告されているが 21、LpE リン脂質に組み込まれている脂肪酸は異なる代

謝を受けるのかもしれない。 

 PUFA は神経細胞の様々な遺伝子の発現に影響する。GAP-43 は神経細胞で高発現してお

り、遊離の EPA や DHA は神経芽細胞腫の GAP-43 の発現を増加させて神経突起伸長を促進

する 39-41。LpE (AA)、LpE (EPA)、LpE (DHA)は GAP-43 mRNA 量を増加させたことから、

LpE に組み込まれた PUFA は神経突起伸長に関与する遺伝子発現に影響を及ぼすと考えら

れる。しかし、より詳細な分子メカニズムを解明するためには網羅的な遺伝子解析が必要で

ある。また、リン脂質に組み込まれた PUFA は膜の流動性を増加させ、神経突起伸長に重要

な膜タンパク質の機能や小胞融合などにも影響を与える 49。そのため、神経突起伸長を促進

するメカニズムは一つではない可能性もある。 

アストロサイトや内皮細胞は血液脳関門の構成要素であり、神経細胞への PUFA の供給

に重要な役割を持つと考えられている 46, 50。血液脳関門の内皮細胞に特異的に発現する膜タ

ンパク質 Mfsd2a は DHA をリゾホスファチジルコリンに組み込んで輸送すると報告されて

いる 51。本研究では、PUFA がグリア細胞に取り込まれて LpE リン脂質の脂肪酸鎖として分

泌されることを示した。さらに、PUFA 含有 LpE は海馬神経細胞の突起の枝分かれを促進

し、神経突起伸長作用を示すことが明らかとなった。本研究により、脳の発達や機能に重要

な PUFA の新たな作用経路が明らかになった。 
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第二章 

 

ABCA13 による脂質輸送および精神疾患との関連 
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第二章 

ABCA13 による脂質輸送および精神疾患との関連 

 

 ABCA13 は 2 つの NBD と２つの TMD を持つフルサイズの ABC タンパク質である 52。

ABCA13 は特徴的な長い N 末端を持ち、ABC タンパク質ファミリーの中で最もサイズが大

きく、ヒトでは 5,058 アミノ酸 (約 570 kDa)のサイズが報告されている。また、N 末端が欠

損した 2,323 アミノ酸 (約 260kDa)のバリアントも報告されている 53, 54。ABCA13 の mRNA

の発現量は、ヒトでは気管、精巣、骨髄で高く、マウスでは顎下腺、精巣上体、卵巣、胸腺

で高い 52, 54。また、マウス脳で ABCA13 のタンパク質レベルでの発現が認められている 13, 

55。がん化細胞においては、ABCA13 は白血病、前立腺がん、神経膠芽腫の細胞株で高発現

する。 

 ABCA13 は ABCA サブファミリーに属しており、ABCA サブファミリーの多くは脂質を

輸送することが報告されている 56, 57。たとえば、ABCA1 はコレステロールやホスファチジ

ルコリン 58, 59、ABCA3 は肺サーファクタントに含まれるリン脂質 60-63、ABCA4 は N-レチ

ニリデン-ホスファチジルエタノールアミン 64、ABCA7 はホスファチジルコリンやリゾホス

ファチジルコリン 65, 66、ABCA12 はグルコシルセラミドを輸送する 67。このことから、

ABCA13 も脂質を輸送する可能性が考えられるが、その分子機能は未だにわかっていない。 

 興味深いことに、2009 年に ABCA13 遺伝子の変異が統合失調症、双極性障害、うつ病な

どの精神疾患の発症リスクとなる可能性が報告された 13 (Fig. 12)。大規模な解析の結果、双

極性障害の患者に H3609P、T4031A、T4550A の 3 つの変異が、統合失調症の患者に R4843C

の変異が統計学的に有意な差をもって見出された。しかし、別の患者グループでの研究結果

ではその遺伝子変異と精神疾患の関連性を見出せておらず 68、ABCA13 と精神疾患の関係

性については結論が出ていない。また、ABCA13 ヘテロ欠失サル個体において、自閉症スペ

クトラム障害に特徴的な社会性の障害や限局的な行動が報告されている 69, 70。ただし、この

個体はセロトニン 2C 受容体にナンセンス変異を持っており、セロトニン 2C 受容体の機能

低下と自閉症スペクトラム障害との関連がすでに報告されているため、ABCA13 の変異が

自閉症様の行動を引き起こしているかはわからない。さらに、ABCA13 遺伝子と相同性の高

いホモログ CG1718 をノックダウンしたショウジョウバエにおいて他個体との距離の増加

や概日性リズムの異常が報告されているが、CG1718 のアミノ酸配列やタンパク質のサイズ

は ABCA3 に最も近い 71。そのため、これらの研究からは ABCA13 と精神疾患の直接的な関

係は証明されていない。 
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Fig. 12  精神疾患患者で見つかった ABCA13 遺伝子の変異  (Am J Hum Genet. 2009 

Dec;85(6):833-46.より引用) 

 

 本研究では、ABCA13 の分子機能や生理的役割を解明し、精神疾患の病態生理との関連を

明らかにすることを目的とした。ABCA13 は膜脂質を輸送する ABCA サブファミリーに属

することから、ABCA13 も脂質輸送体として機能するのではないかと仮説を立て、検証を行

った。 
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材料と方法 

 

材料 

 マウス ABCA13 の免疫染色には、マウス ABCA13 C 末端ペプチドを抗原として作製した

ラビット抗 ABCA13 ポリクローナル抗体を使用した 55。ヒト ABCA13 の免疫染色には、ラ

ビット抗 ABCA13 抗体 (#HPA063601)を Sigma-Aldrich より購入して使用した。ABCA13 の

ウエスタンブロッティングには、ラビット抗 ABCA13 抗体 (#LS‑C373172)を LifeSpan 

BioSciences (Seattle, WA)より購入して使用した。マウス抗 β-tubulin 抗体、methyl-beta-

cyclodextrin (MβCD)、フィリピンは Sigma-Aldrich より購入した。マウス抗 β-actin 抗体は

Abcam (Cambridge, UK)より購入した。マウス抗 βIII-tubulin 抗体は Merck Millipore より購入

した。Alexa Fluor 555 標識コレラトキシンサブユニット B、FM 4-64、propidium iodide (PI)、

TOTO-3 は Invitrogen より購入した。ATTO-594 標識 GM1、GM3 は岐阜大学の安藤弘宗博

士、河村奈緒子博士よりご供与いただいた 72。 

 

クローニングおよびプラスミドの構築 

 マウス腎臓の cDNA をテンプレートとして、ABCA13 遺伝子  (NCBI accession No. 

NM_178259)のオープンリーディングフレームをコードする配列を PCR で増幅し、

pcDNA3.1/Hygro (+)に挿入した。EGFP は ABCA13 遺伝子の C 末端に挿入した。PCR により

ABCA13 の N 末端 2891 アミノ酸を欠失した ΔN 末端変異体を作製した。他の ABCA13 変

異体は In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech, Mountain View, CA)を用いて作製した。Cas9 と

ABCA13 に対する single guide RNA (sgRNA)を発現するプラスミドは、オリゴ  (5’-

AGGGCTGGCACGTGCAGCGA-3’)を pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 プラスミドの

BbsI 部位に挿入して作製した 73。 

 

細胞培養とトランスフェクション 

 HEK293 細胞は 10% FBS を含む DMEM を用いて 37°C、5% CO2 条件下で培養した。細胞

は、poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) コート済みのカバーグラスに 6.5 × 104 cells/cm2 で播種し

た。播種 24 時間後、Lipofectamine LTX Reagent with PLUS Reagent (Invitrogen)を用いてプラ

スミドをトランスフェクションし、さらに 48 時間培養した。U2OS 細胞は 10% FBS を含む

McCoy's 5A medium を用いて 37°C、5% CO2 条件下で培養した。細胞は、フィブロネクチン 

(Sigma-Aldrich) コート済みのカバーグラスに1.8 × 104 cells/cm2で播種した。播種24時間後、

Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent (Invitrogen)を用いて ABCA13 に対する stealth 

RNAi siRNA (5’-GGAGTACTTGCTGGCACCATCTGAA-3’) あるいは stealth RNAi siRNA 

negative control (Invitrogen)をトランスフェクションし、さらに 48 時間培養した。初代培養

神経細胞は、神経細胞用分散液 (富士フイルム和光純薬)を用いてマウス新生仔 (生後 0 日)

の大脳皮質から調製した。分散した神経細胞は、B-27 supplement、GlutaMAX を含む
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Neurobasal medium に懸濁し、poly-D-lysine (Sigma-Aldrich) コート済みのカバーグラスに 2.6 

× 104 cells/cm2 の密度で播種した。細胞は 37°C、5% CO2 条件下で 14 日間培養した。 

 

細胞免疫染色 

 細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液中で室温 15 分間静置して固定し、0.25% Triton-X100

溶液中で室温 5 分間静置した。その後、10%ヤギ血清中で室温 1 時間静置してブロッキング

し、一次抗体を 4°C で一晩反応させた。その後、Alexa Fluor 標識二次抗体と PI あるいは

TOTO-3 を室温 1 時間で反応させた。観察には、共焦点顕微鏡 LSM 700、油浸対物レンズ

alpha Plan-Apochromat 100×/1.46 NA、あるいは倒立顕微鏡 IX83、油浸対物レンズ Plan Apo 

60×/1.40 NA (オリンパス)を用いた。 

 

フィリピン染色 

 細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液中で室温 15 分間静置して固定し、0.25% Triton-X100

溶液中で氷上 5 分間静置した。その後、0.05 mg/mL filipin 溶液中で室温 30 分間静置した。

観察には倒立顕微鏡 IX83、油浸対物レンズ Plan Apo 60×/1.40 NA を用いた。 

 

EGFP-D4 の精製 

 EGFP-θ toxin domain 4 (D4)の発現プラスミドはストラスブール大学の小林俊秀博士よりご

供与いただいた 74。EGFP-D4 発現プラスミドを大腸菌 BL21 (DE3)株に導入した。IPTG で発

現を誘導した後、大腸菌を回収し、PBS で再懸濁した。細胞懸濁液を超音波処理し、遠心し

て得られた上清から EGFP-D4 を Profinity IMAC Ni-Charged Resin (BIO-RAD)を用いて精製し

た。精製した EGFP-D4 は Amicon Ultra-3K (Merck Millipore)を用いて濃縮した。 

 

EGFP-D4 による細胞膜の染色 

 細胞を 0.02% BSA を含む 5 mM MβCD/DMEM で 37°C、10 分間処置した。その後、細胞

を HBSS で洗浄し、0.1% BSA を含む 5 μg/mL EGFP-D4/HBSS で 37°C、30 分間処置した。

その後、細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液中で室温 15 分間静置して固定した。観察に

は共焦点顕微鏡 LSM 700、油浸対物レンズ alpha Plan-Apochromat 100×/1.46 NA を用いた。 

 

EGFP-D4 による細胞内コレステロールの染色 

細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液中で室温 10 分間静置して固定し、0.25% Triton-X100

溶液中で氷上 5 分間静置した。細胞を 0.1% BSA を含む 5 μg/mL EGFP-D4/HBSS 中で室温 30

分間静置し、その後 4%パラホルムアルデヒド溶液を用いて再度固定した。共焦点顕微鏡

LSM 700、油浸対物レンズ alpha Plan-Apochromat 100×/1.46 NA を用いて細胞を観察し、取

得した画像の各細胞の EGFP 蛍光強度を ImageJ により定量した。 
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生細胞イメージング 

細胞に 0.5 μg/mL Alexa Fluor 555 標識コレラトキシンサブユニット B、1 μM ATTO594 標

識 GM1、あるいは ATTO594 標識 GM3 を添加して 37°C、30 分間静置した。その後、0.02% 

BSA/DMEM に培地交換してさらに 30 分間静置し、共焦点顕微鏡 LSM 700、油浸対物レン

ズ alpha Plan-Apochromat 100×/1.46 NA を用いて細胞を観察した。HEK293 細胞を用いた FM 

4-64 の実験では、細胞を 0.02% BSA を含む 5 μg/mL FM 4-64/HBSS で 37°C、30 分間静置し、

洗浄後に細胞を観察した。初代培養神経細胞を用いた FM 4-64 の実験では、細胞を 5 μg/mL 

FM 4-64/high K+ buffer (60 mM KCl、67 mM NaCl、30 mM glucose、2 mM CaCl2、2 mM MgCl2、

25 mM HEPES、pH 7.4)中で 37°C、3 分間静置した。その後、細胞を Ca2+-free buffer (2 mM 

KCl、125 mM NaCl、30 mM glucose、2 mM MgCl2、25 mM HEPES、pH 7.4)で 10 分間洗浄し、

共焦点顕微鏡 LSM 700、油浸対物レンズ alpha Plan-Apochromat 100×/1.46 NA を用いて細胞

を観察した。各細胞の蛍光強度は ImageJ により定量した。 

 

脂質解析 

 クロロホルム/メタノール溶液 (2:1)を用いて HEK293 細胞から脂質を抽出し、イソプロパ

ノールに溶解した。その後、コレステロール量は遊離コレステロール E-テストワコーキッ

ト (富士フイルム和光純薬)により、コリンリン脂質量はリン脂質 C-テストワコーキット 

(富士フイルム和光純薬)により定量した。 

 

ウエスタンブロッティング 

 培養細胞あるいは組織を RIPA lysis buffer により溶解し、等量のタンパク質を SDS-PAGE

に供して分離した。その後、PVDF メンブレンに転写し、抗体を用いてバンドを検出した。 

 

ABCA13 KO マウスの作製と維持 

 ABCA13 KO マウスは CRISPR/Cas システムにより作製し 73、ABCA13 に対する sgRNA の

デザインには CRISPRdirect を用いた 75。Cas9 と sgRNA を発現するプラスミドを C57BL/6N

マウスの受精卵にインジェクションし、誕生したマウスの ABCA13 遺伝子の変異を DNA シ

ーケンスによって確認した。マウスは生後 2 週齢で遺伝子型判別を実施し、ABCA13 ヘテ

ロ KO マウス同士を交配させて同腹仔の野生型と ABCA13 KO マウスを実験に用いた。 

 

ジェノタイピング 

 マウスの遺伝子型はゲノム DNA を用いた PCR により判別した。PCR には KOD FX Neo 

(東洋紡)と以下のプライマー (フォワード：5’-AACTAGCAACTGGGCTCTGG-3’、リバース：

5’-CATCTGACAGCAAAGGCTGC-3’)を用いた。PCR 条件は、① 94°C 2 分間、② (98°C 10

秒間、68°C 60 秒間) × 30 サイクルで実施した。 
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マウス組織の採取 

 マウスを安楽死させ、腎臓、脳、骨髄を採取し、液体窒素を用いて迅速に凍結した。組織

はタンパク抽出まで-80°C で保存した。 

 

驚愕反応、プレパルスインヒビション試験 

 驚愕反応実験装置 (小原医科産業)を用いて驚愕反応とプレパルスインヒビションを測定

した。マウスをプラスチック製シリンダーの中に入れて 10 分間馴化した。40 msec の音刺

激を呈示して加速度計によりマウスの体動を 140 msec 記録し、その時間の中の最大反応強

度を驚愕反応の指標とした。驚愕反応測定時の音刺激は 120 dB に設定し、プレパルス音刺

激は 70、75、80、85 dB とした。プレパルス音刺激は、驚愕反応測定時の音刺激の 100 msec

前に設定した。 

 

統計解析 

 蛍光強度、コレステロール量の統計解析には、対応のない Student’s t-test あるいは one-way 

ANOVA 後に Dunnett’s test を実施した。驚愕反応、プレパルスインヒビションの統計解析に

は、対応のない Student’s t-test あるいは two-way repeated measures ANOVA を実施した。 

 

 

  



33 

 

結果 

 

570 kDa の ABCA13 は細胞内小胞に局在する 

 マウスで主に発現している ABCA13 のサイズを検討するため、マウス腎臓を用いて

ABCA13 のウエスタンブロッティングを実施したところ、>460 kDa のサイズにバンドが認

められた (Fig. 13A)。長い N 末端領域を持ったフルサイズの ABCA13 の予想サイズは 570 

kDa であることから、マウスではフルサイズの ABCA13 が主に発現していることが示唆さ

れた。次に、ABCA13 の分子機能を検討するため、フルサイズの ABCA13 (5,034 アミノ酸)

をマウス腎臓からクローニングし、HEK293 細胞にトランスフェクションした。ABCA13 の

ウエスタンブロッティングを実施したところ、ABCA13 の発現を確認できた (Fig. 13B)。免

疫染色により細胞内局在を調べたところ、ABCA13 は細胞内小胞に局在することが明らか

になった (Fig. 13C)。 

 

 

 

Fig. 13 フルサイズの ABCA13 は細胞内小胞に局在する 

(A) 野生型マウスの腎臓を採取し、ウエスタンブロッティングで ABCA13 を検出した。β-actin はローディ

ングコントロールとして用いた。(B) HEK293 細胞にマウス ABCA13 を一過性発現させ、ウエスタンブロッ

ティングで ABCA13 を検出した。β-actin はローディングコントロールとして用いた。(C) ABCA13 を一過

的に発現させた HEK293 細胞を固定、透過処理をした後に、抗 ABCA13 抗体、抗 β-tubulin 抗体で免疫染色

した。核は TOTO-3 で染色した。スケールバーは 10 μm。 
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ABCA13 は細胞内小胞にコレステロールを蓄積させる 

 ABCA サブファミリーの多くは脂質輸送に関与する 56, 58-67。そこで、ABCA13 も脂質輸送

に関与するのではないかと仮説を立て、コレステロール結合性蛍光プローブであるフィリ

ピンを用いて、細胞内コレステロールの分布を評価した (Fig. 14A)。その結果、ABCA13 が

局在する小胞にフィリピンの強い蛍光が認められた。一方で、コントロールの細胞では小胞

にそのような強い蛍光は認められなかった。この結果から ABCA13 は細胞内小胞にコレス

テロールを蓄積させるのではないかと考え、コレステロールの豊富な膜ドメインにのみ結

合する蛍光プローブである EGFP-D4 を用いて 74, 76、細胞内のコレステロールを染色した 

(Fig. 14B)。その結果、EGFP-D4 の強いシグナルは ABCA13 発現細胞にのみ認められ、その

シグナルは ABCA13 と共局在した。EGFP-D4 蛍光の定量的解析を実施したところ、コント

ロールの細胞と比較して ABCA13 発現細胞で有意に強い蛍光が認められた (Fig. 14C)。以

上の結果から、一過的に発現させた ABCA13 は細胞内小胞にコレステロールを蓄積させる

ことが示唆された。 

 ヒト内在性 ABCA13 も同様に細胞内小胞に局在しコレステロールを蓄積させるかを検証

するため、ヒト骨肉腫細胞株である U2OS 細胞を用いて ABCA13 の免疫染色を実施したと

ころ、ヒト内在性 ABCA13 の細胞内小胞への局在が認められた (Fig. 14D)。また、ABCA13

が局在する小胞にフィリピンの強いシグナルが検出された (Fig. 14E)。以上の結果から、マ

ウス ABCA13 と同様にヒト内在性 ABCA13 も細胞内小胞にコレステロールを蓄積させるこ

とが示唆された。 
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Fig. 14 ABCA13 は細胞内小胞にコレステロール蓄積を引き起こす 

(A) ABCA13 を一過性発現させた HEK293 細胞を固定、透過処理をした後に、フィリピンを反応させ、抗

ABCA13 抗体で免疫染色した。スケールバーは 10 μm。(B) ABCA13 を一過性発現させた HEK293 細胞を固

定、透過処理をした後に、EGFP-D4 を反応させ、抗 ABCA13 抗体で免疫染色した。核は TOTO-3 で染色し

た。スケールバーは 10 μm。(C) 一細胞あたりの EGFP-D4 蛍光強度を ImageJ で定量し、相対値で示した。

値は平均値＋標準誤差で示した (Mock, n = 8; ABCA13, n = 10)。**, P < 0.01。 (D) U2OS 細胞に ABCA13 を

標的とした siRNA あるいはネガティブコントロール siRNA をトランスフェクションし、抗 ABCA13 抗体

で免疫染色した。核は TOTO-3 で染色した。スケールバーは 50 μm。(E) U2OS 細胞を固定、透過処理をし

た後に、フィリピンを反応させ、抗 ABCA13 抗体で免疫染色した。核は PI で染色した。スケールバーは 10 

μm。 
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ABCA13 は逆行性輸送によりコレステロールやガングリオシドを細胞内小胞に取り込む 

 細胞内コレステロールの 40-90%は細胞膜に存在し、脂質は細胞膜と細胞内小器官間で輸

送されていることから 77-79、ABCA13 は細胞膜由来のコレステロールを小胞に蓄積させるの

ではないかと考えた。そこで、細胞膜非透過性プローブである EGFP-D4 を生細胞に反応さ

せて細胞膜外層のコレステロールのみを標識し 80、37℃で培養して細胞膜由来のコレステロ

ールのトラッキングを行った (Fig. 15A)。その結果、EGFP-D4 は ABCA13 発現細胞内に取

り込まれ、ABCA13 との共局在が認められた。また、細胞膜のコレステロールを引き抜く

MβCD を前処置しておくと 81、EGFP-D4 の細胞内取り込みは消失した。以上の結果から、

ABCA13 は細胞膜のコレステロールを細胞内小胞に輸送することが示唆された。 

 ガングリオシドは細胞膜でコレステロールとともにマイクロドメインを形成することが

知られている 72, 82, 83。そこで、GM1 や GM3 のようなガングリオシドが ABCA13 の局在す

る小胞に取り込まれるかを検証した。C 末端に EGFP を融合した ABCA13 を HEK293 細胞

にトランスフェクションし、ATTO594 標識 GM1 あるいは GM3 を細胞に添加して 37°C で

静置したところ、ABCA13が局在する小胞へのGM1とGM3の蓄積が認められた (Fig. 15B)。

このような小胞へのガングリオシドの蓄積はコントロール細胞では認められなかった。さ

らに、ガングリオシドに結合することが報告されている Alexa Fluor 555 標識コレラトキシ

ンサブユニット B を細胞に添加して培養したところ 84、コレラトキシンサブユニット B は

ABCA13 の局在する小胞と共局在した (Fig. 15C)。これらの結果から、ABCA13 は細胞内ガ

ングリオシドの分布にも影響を与えることが示唆された。 

 FM 4-64 は、細胞膜非透過性であり細胞膜に挿入されると強い蛍光を発する脂質プローブ

であるため、エンドサイトーシス小胞や脂質のトラッキングなどによく使用される 85, 86。そ

こで、FM 4-64 を細胞に添加したところ、ABCA13 の局在する小胞に取り込まれることがわ

かった (Fig. 15D)。また、HEK293 細胞のコレステロールとコリンリン脂質の比は ABCA13

発現によって変化しなかったため (Fig. 16)、ABCA13 は細胞の総コレステロール量には影

響を及ぼさないことが示唆された。以上の結果から、ABCA13 は逆行性輸送により細胞膜の

脂質を小胞に取り込んでいることが示唆された。 
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Fig. 15 ABCA13 は細胞膜から細胞内小胞への脂質輸送を引き起こす 

(A) ABCA13 を一過性発現させた HEK293 細胞に MβCD を添加して 37°C、10 分間静置した。その後、EGFP-

D4 を 37°C、30 分間反応させ、細胞を固定、透過処理をした後に抗 ABCA13 抗体で免疫染色した。核は

TOTO-3 で染色した。(B, C) ABCA13-EGFP あるいは EGFP を一過性発現させた HEK293 細胞に ATTO594 標

識 GM あるいは Alexa Fluor 555 標識コレラトキシンサブユニット B を添加して 37°C、30 分間静置した。

その後、プローブの無い培地に交換してさらに 37°C、30 分間静置し、細胞を蛍光顕微鏡で観察した。(D) 

ABCA13-EGFP あるいは EGFP を一過性発現させた HEK293 細胞に FM 4-64 を添加して 37°C、30 分間静置

した。その後、細胞を蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは 10 μm。 
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Fig. 16 ABCA13 は細胞のコレステロール量に影響を与えない 

ABCA13 を一過性発現させた HEK293 細胞から脂質を抽出し、コレステロールとコリンリン脂質量を比色

法により定量した。結果はコリンリン脂質に対するコレステロールの比を平均値＋標準誤差として示した 

(n = 4)。 

 

 

 

ABCA13 によるコレステロール輸送には N 末端領域と ATP 加水分解活性が必要である 

 ABCA13 には N 末端側の 2,891 アミノ酸を欠失したバリアントの存在も報告されている

53, 54。そこで、ABCA13 の機能に N 末端領域が必要かどうかを検証することにした。まず、

N 末端領域を欠失した ΔN 末端変異体を作製し (Fig. 17A)、HEK293 細胞にトランスフェク

ションしてウエスタンブロッティングで発現を確認した (Fig. 17B)。ABCA13 の免疫染色を

実施したところ ΔN 末端変異体は小胞体様の局在を示し、さらに細胞内には EGFP-D4 のシ

グナルは認められなかった (Fig. 17C)。以上の結果から、N 末端領域は ABCA13 の細胞内小

胞への局在や機能に必要であることがわかった。 

 ABC タンパク質は ATP の結合と加水分解のエネルギーを利用して機能することが知られ

ている 87。そこで、ABCA13 のコレステロールの取り込みに ATP の加水分解が必要かを検

証することにした。NBD の Walker A モチーフのリジンは ABC タンパク質の ATP 加水分解

活性に必要であり、メチオニンに置換したものは活性が失われることが知られている 88, 89。

そこで、NBD1 にその変異を持つ K3849M 変異体、NBD2 に変異を持つ K4735M 変異体、

NBD1 と NBD2 の両者に変異を持つ MM 変異体を作製した (Fig. 17A)。HEK293 細胞にトラ

ンスフェクションしてウエスタンブロッティングで発現を確認したところ、野生型の

ABCA13 と同程度の発現が認められた (Fig. 17B)。これらの変異体は、野生型と同様に細胞

内小胞に局在したが、その小胞には EGFP-D4 のシグナルは認められなかった (Fig. 17C)。

以上の結果から、ABCA13 のコレステロールの取り込みには ATP の加水分解が必要である

ことがわかった。 
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Fig. 17 ABCA13 の機能には N 末端領域と ATP 加水分解が必要である 

(A) 本実験で使用した ABCA13 変異体を図で示した。TMD と NBD はそれぞれ青色と赤色で示した。アミ

ノ酸変異は黒色太線で示した。数字はアミノ酸番号を示している。(B) HEK293 細胞にマウス ABCA13 ある

いは変異体を一過性発現させ、ウエスタンブロッティングで ABCA13 を検出した。β-actin はローディング

コントロールとして用いた。(C) ABCA13 あるいは変異体を一過性発現させた HEK293 細胞を固定、透過処

理をした後に、EGFP-D4 を反応させ、抗 ABCA13 抗体で免疫染色した。核は TOTO-3 で染色した。スケー

ルバーは 10 μm。 
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精神疾患発症リスクと関連する遺伝子変異により ABCA13 の局在や機能が障害される 

 ABCA13 遺伝子の変異は精神疾患の発症リスクとなる可能性が報告されており、H3609P、

T4031A、T4550A の 3 つの変異が双極性障害の患者に、R4843C の変異が統合失調症の患者

に頻度高く認められた 13。そこで、これらの変異が ABCA13 に与える影響を調べるため、

H3609P、T4031A、R4843C の変異をマウス ABCA13 の対応する部位（H3577P、T3999A、

R4818C）に導入した (Fig. 18A)。なお、ヒト ABCA13 の T4550 はマウスでは保存されてい

ないため、本研究では T4550A に相当する変異体は作製しなかった。HEK293 細胞に野生型

の ABCA13 と変異体をトランスフェクションし、ウエスタンブロッティングで発現を確認

したところ、野生型と変異体で同程度の発現が認められた (Fig. 18B)。免疫染色により

ABCA13 の細胞内局在を確認したところ、T4031A 変異体は細胞内小胞ではなく小胞体様の

局在を示した (Fig. 18C)。さらに、EGFP-D4 により細胞内のコレステロールを染色したとこ

ろ、いずれの変異体においても細胞内小胞へのコレステロール蓄積が低下していたが (Fig. 

18C, D)、ABCA13 のシグナル強度は野生型と変異体で変化がなかった (Fig. 18E)。また、一

細胞ごとに ABCA13 と EGFP-D4 の相対蛍光強度をプロットしたところ、ABCA13 変異によ

る EGFP-D4 シグナルへの影響が顕著に認められた (Fig. 18F)。これらの結果から、精神疾

患の発症リスク変異により ABCA13 の細胞内局在やコレステロール輸送に障害が認められ

ることが示唆された。 
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Fig. 18 精神疾患と関連する変異により ABCA13 の細胞内局在や機能が障害される 

(A) 本実験で使用した ABCA13 変異体を図で示した。TMD と NBD はそれぞれ青色と赤色で示した。アミ

ノ酸変異は黒色太線で示した。数字はアミノ酸番号を示している。(B) HEK293 細胞にマウス ABCA13 ある

いは変異体を一過性発現させ、ウエスタンブロッティングで ABCA13 を検出した。β-actin はローディング

コントロールとして用いた。(C) ABCA13 あるいは変異体を一過性発現させた HEK293 細胞を固定、透過処

理をした後に、EGFP-D4 を反応させ、抗 ABCA13 抗体で免疫染色した。核は TOTO-3 で染色した。スケー

ルバーは 10 μm。(D) 一細胞あたりの EGFP-D4 の蛍光強度を ImageJ で定量し、相対値で示した。値は平均

値＋標準誤差で示した (n = 50)。**, P < 0.01。(E) 一細胞あたりの ABCA13 の蛍光強度を ImageJ で定量し、

相対値で示した。値は平均値＋標準誤差で示した (n = 50)。(F) 細胞ごとに EGFP-D4 と ABCA13 の相対蛍

光強度をプロットした。 
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ABCA13 KO マウスはプレパルスインヒビションの障害を示す 

 次に、ABCA13 の生理的役割を解明するため、CRISPR/Cas システムを用いて ABCA13 KO

マウスを作製した 73, 90。フルサイズ (5,034 アミノ酸)と N 末端欠損サイズ (2,143 アミノ酸)

の両者を欠失させるため、両者のオープンリーディングフレームを含む exon 21 を標的とし

て sgRNA を設計した (Fig. 19A)。C57BL/6N 系統のマウス受精卵に Cas9 と sgRNA を発現

するプラスミドをインジェクションして誕生したマウスの遺伝子配列を解析し、ABCA13 の

exon21 に 83 bp の欠失変異を持ち、exon22 に未成熟終止コドンを持つ KO マウスラインを

作製することができた。ジェノタイピング PCR を実施したところ、野生型マウスは 576 bp

に、ABCA13 KO マウスは 493 bp に PCR 産物を確認できた (Fig. 19B)。また、マウス腎臓、

脳、骨髄のウエスタンブロッティングにより、ABCA13 KO マウスにおいて 570 kDa の

ABCA13 の欠失を確認できた (Fig. 19C)。一方で、N 末端欠損 ABCA13 の想定サイズである

240 kDa 付近に認められるバンドは野生型と KO マウスの両者で認められたため、これらは

非特異的バンドであると考えられた。以上の結果から、マウスでは 570 kDa の ABCA13 が

主に発現しており、作製した KO マウスラインにおいて ABCA13 が欠失していることを確

認できた。 

 ABCA13 KO マウスは問題なく誕生し、正常な見た目と寿命を有していた。このマウスが

精神神経学的異常を示すか検討するため、網羅的行動テストバッテリーを実施した。その結

果、体重、オープンフィールド試験、明暗遷移試験、高架式十字迷路試験、ホットプレート

試験、社会的相互作用試験、強制水泳試験、ローターロッド試験、Y 字型迷路試験、バーン

ズ迷路試験、恐怖条件付け試験、尾懸垂試験では異常は認められなかったが (Data not shown)、

驚愕反応/プレパルスインヒビション試験で異常が認められた。プレパルスインヒビション

とは、驚愕刺激 (パルス)の直前に微弱な刺激 (プレパルス)が先行することで驚愕反応が抑

制される現象であり、ヒトと動物に共通した感覚運動フィルター機構の一種である 91。プレ

パルスインヒビションの障害は統合失調症や双極性障害の患者、統合失調症の動物モデル

などで認められることがよく知られている 91-93。ABCA13 KO マウスの驚愕反応は野生型マ

ウスと差はなかったが、ABCA13 KO マウスではプレパルスインヒビションの低下が認めら

れた (Fig. 19D)。以上の結果から、ABCA13 KO マウスは感覚運動フィルター機構に障害を

持つことが示唆された。 
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Fig. 19 ABCA13 KO マウスはプレパルスインヒビションの障害を示す 

(A) CRISPR/Cas システムによって引き起こした変異を図で示した。ABCA13 遺伝子座を示しており、上側

が野生型、下側が KO マウスのゲノム配列である。sgRNA 配列は下線、PAM 配列は点線四角で示した。ア

スタリスクは 83 bp の欠失によって生じた未成熟終始コドンを示している。翻訳開始部位は矢印で示した。

(B) ゲノム DNA を用いたジェノタイピング PCR の結果を示した。(C) マウス腎臓、脳、骨髄を採取し、ウ

エスタンブロッティングで ABCA13 を検出した。β-actin はローディングコントロールとして用いた。(D) 

左図は 120 dB の刺激音に対する驚愕反応を示している。右図は 70-120、75-120、80-120、85-120 dB のプレ

パルスインヒビションを示している。値は平均値＋標準誤差で示した (WT, n = 16; KO, n = 15)。*, P < 0.05。 
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ABCA13 KO マウスの神経細胞ではシナプス小胞のエンドサイトーシスが抑制される 

 ABCA13 KO マウスの神経細胞における細胞内コレステロール分布を評価するため、14 日

間培養した初代培養大脳皮質神経細胞に MβCD を処置して細胞膜のコレステロールを引き

抜き、細胞を固定、透過処理した後に EGFP-D4 により細胞内のコレステロールを染色した 

(Fig. 20A)。その結果、野生型マウスと比較して ABCA13 KO マウスで EGFP-D4 のシグナル

強度が有意に低下していた (Fig. 20B)。この結果から、ABCA13 の機能障害により、神経細

胞において細胞内小胞へのコレステロール蓄積の低下が引き起こされることが示唆された。 

シナプス小胞のエンドサイトーシスには小胞内に高濃度のコレステロールが存在するこ

とが重要である 94。そこで、ABCA13 の欠失がシナプス小胞のエンドサイトーシスに影響を

与えるかどうかを評価した。脱分極刺激によりシナプス小胞のエンドサイトーシスが活性

化されるため、脱分極刺激と蛍光脂質プローブ FM 4-64 を組み合わせることでエンドサイ

トーシスされたシナプス小胞のみを標識することが可能となる 95。14 日間培養した初代培

養大脳皮質神経細胞を high K+ buffer に浸して FM 4-64 を添加したところ、FM 4-64 の神経

細胞内への取り込みが観察された (Fig. 20C)。この蛍光シグナルは ABCA13 KO マウスで低

下しており、画像解析により ABCA13 KO マウスの神経細胞において FM 4-64 の細胞内取

り込みが有意に減少していることが示された (Fig. 20D)。以上の結果から、ABCA13 の機能

不全により大脳皮質神経細胞でシナプス小胞のエンドサイトーシスが抑制されることが示

唆された。 
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Fig. 20 ABCA13 KO マウスの神経細胞では小胞内コレステロール蓄積やシナプス小胞のエ

ンドサイトーシスが抑制される 

(A) マウス初代培養大脳皮質神経細胞に 5mM MβCD を添加して 37°C、5 分間静置した。細胞を固定、透過

処理した後に EGFP-D4 を反応させ、抗 βIII-tubulin 抗体で免疫染色した。(B) 一細胞あたりの EGFP-D4 の

蛍光強度を ImageJ で定量し、相対値で示した。値は平均値＋標準誤差で示した (n = 30)。(C) high K+ buffer

中でマウス初代培養大脳皮質神経細胞に FM 4-64 を添加し、3 分間静置した。その後細胞を Ca2+-free buffer

で 10 分間洗浄し、蛍光顕微鏡で観察した。(D) 一細胞あたりの FM 4-64 の蛍光強度を ImageJ で定量し、

相対値で示した。値は平均値＋標準誤差で示した (n = 30)。スケールバーは 20 μm。*, P < 0.05, **, P < 0.01。 
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考察 

 

脂質はシグナル経路、遊走、分化などの様々な生理学的応答に関与しており、細胞や組織

の形態や機能を維持するため脂質の細胞内分布は厳密に制御されている 78, 96-98。ABCA1 の

主な機能としては、細胞内の過剰なコレステロールを細胞外に排出することが知られてい

るが、コレステロールを細胞膜から小胞体に輸送することでコレステロール合成経路を制

御することも報告されている 99。本研究では、コレステロールやガングリオシドの細胞膜か

ら細胞内小胞への輸送に ABCA13 が関与することを見出した。この結果は、ABCA13 が脂

質の逆行性輸送を介して細胞内脂質の恒常性維持に寄与していることを示唆している。し

かし、その詳細な分子メカニズムは不明なままである。興味深いことに、主に細胞膜に局在

している ABCA1 は初期エンドソームを介して細胞膜と細胞内区画の間を輸送されており、

この輸送がコレステロールの細胞内分布に重要であることを示した報告がある 100, 101。これ

らの知見をふまえると、ABCA13 は細胞膜にも局在しており、コレステロールやガングリオ

シドの豊富なエンドサイトーシス小胞の形成に関与する可能性が考えられる。 

ABCA13 のサイズについてはこれまで複数の報告があり、ある研究では ABCA13 遺伝子

は 450 kb 以上でタンパク質は 5,058 アミノ酸から構成されていることが示されたが 52、他

の研究では ABCA13 は 2,323 アミノ酸以下であると報告されていた 53。本研究の結果から、

マウスでは主に巨大な N 末端領域を持つ ABCA13 が発現しており、脂質の輸送に関与する

ことが示唆された。N 末端領域は他のタンパクやドメインに相同性は認められず、どのよう

な機能を持つかは不明であるが、他のタンパク質と相互作用して ABCA13 の細胞内小胞へ

の局在やコレステロール輸送に寄与しているのかもしれない。 

精神疾患との関連が報告されている ABCA13 遺伝子の 3 つの変異 (H3609P、T4031A、

R4843C)は、いずれも ABCA13 の機能を障害することが本研究で明らかとなった。H3609 は

膜貫通ヘリックスに近い部位に位置しているため 52、H3609P は TMD の構造に影響してい

る可能性がある。T4031 と R4843 は NBD に位置している。T4031 は NBD1 の Walker B モチ

ーフの下流に位置しており、ABCA サブファミリーで保存されている 55。ABCA1 で対応す

るアミノ酸をアラニンに置換すると、細胞内局在や機能に影響が出ることが報告されてい

る 55。本研究においても、T4031A 変異体は ABCA13 の細胞内局在や機能に大きく影響した

ことから、このアミノ酸は NBD1 のフォールディングに重要と考えられる。R4843 は NBD2

の Walker A と Walker B モチーフの間に位置している。T4031A と異なり、R4843C は ABCA13

の局在に影響を与えず、コレステロール輸送に影響を与えた。ABCA1 で対応するアミノ酸

置換を行っても細胞内局在や機能に影響が出ないことから 55、この変異による影響は

ABCA13 に特有であると考えられる。 

プレパルスインヒビションの障害は統合失調症などの様々な精神疾患の患者やモデル動

物で報告されており、ヒトと動物で共通して認められるエンドフェノタイプとされている

102。そのため、ABCA13 KO マウスで認められるプレパルスインヒビションの障害は、
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ABCA13 の機能不全と精神疾患病態との関連を示唆するものと考えられる。ABCA13 KO マ

ウスは正常な驚愕反応を示すため、聴覚の異常がプレパルスインヒビションの障害を引き

起こしているわけではない。さらに、その他の行動表現型に異常は認められなかったため、

プレパルスインヒビションの障害に運動機能、活動量、不安レベルなどの異常が関与してい

るわけではない。これらの結果から、ABCA13 の機能は感覚運動フィルター機構を制御する

脳機能に特異的に影響することが考えられる。 

本研究では、大脳皮質神経細胞において ABCA13 が細胞内小胞にコレステロールを蓄積

させること、シナプス小胞のエンドサイトーシスを促進することを見出した。シナプス小胞

にはコレステロールが豊富に存在しており 103、シナプス小胞のコレステロールはシナプス

小胞形成やエキソサイトーシスなどに影響を与える 104。また、小胞内の高濃度のコレステ

ロールはシナプス小胞のエンドサイトーシスやリサイクリングに必要であるという報告が

あり 94、これは本研究の結果と一致するものと考えられる。シナプス小胞輸送に関わる複数

の遺伝子の変異と統合失調症や双極性障害との関連が報告されているため 105, 106、ABCA13

の機能不全によるシナプス小胞の輸送異常が精神疾患の病態生理に関係している可能性が

考えられる。これを解明するためには、脳における ABCA13 の局在や ABCA13 KO マウス

の神経活動や神経伝達物質の異常を調べる必要がある。 

以上をまとめると、ABCA13 の分子機能や精神疾患との関係性はこれまで解明されてい

なかったが、本研究により、ABCA13 が逆行性輸送によりコレステロールやガングリオシド

を細胞内小胞に取り込むこと、精神疾患発症リスクとして報告された遺伝子変異により

ABCA13 の局在や機能に障害が認められることが明らかになった。また、ABCA13 KO マウ

スで統合失調症に特徴的なプレパルスインヒビションの障害が認められること、神経細胞

シナプス小胞のエンドサイトーシスに異常が生じることを見出した。以上の結果から、

ABCA13 の分子機能の一端が明らかになるとともに、ABCA13 の機能不全と精神疾患の病

態生理との関連が示唆された。ABCA13 の研究のさらなる発展により、精神疾患の新たな治

療戦略を見出せる可能性がある。 
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結論 

 

 脳の正常な発達や機能には脳内の脂質恒常性維持が重要であり、神経系細胞における脂

質恒常性の破綻は、統合失調症やアルツハイマー病などの精神神経疾患の発症や増悪につ

ながることが報告されている。ABC タンパク質は脂質輸送に関与し、脂質恒常性の維持に

重要な役割を担うことが明らかになりつつあるが、脳内での役割については不明な点が多

い。そこで本研究では、ABC タンパク質による脳内脂質輸送の生理的役割に着目し、解析

を行った。本研究で明らかになったことを各章ごとに要約する。 

 

第一章 多価不飽和脂肪酸を含有するリポタンパク質の神経突起伸長作用 

PUFA はグリア細胞のリン脂質に組み込まれ、ABCA1 や ABCG1 によって形成される LpE

の構成脂質として分泌されることを明らかにした。さらに、PUFA を含有する LpE は、LRP1

を介して神経細胞内に取り込まれて神経突起伸長に関与する遺伝子発現に影響を与えるこ

と、神経突起の枝分かれを増やすことで高い神経突起伸長作用を示すことを見出した。以上

の結果は、脳の発達や機能に重要な PUFA の新たな作用経路を示唆するものである。 

 

第二章 ABCA13 による脂質輸送および精神疾患との関連 

フルサイズ（5,034 アミノ酸）のマウス ABCA13 が ATP 加水分解依存的に逆行性輸送に

よってコレステロールやガングリオシドを細胞内小胞に取り込むこと、精神疾患発症リス

クとして報告された遺伝子変異により ABCA13 の局在や機能に障害が認められることを見

出した。また、ABCA13 KO マウスを作製し、統合失調症に特徴的なプレパルスインヒビシ

ョンの障害が認められること、神経細胞でシナプス小胞のエンドサイトーシスに異常が生

じることを明らかにした。以上の結果は、ABCA13 の分子機能の一端を明らかにするととも

に、ABCA13 の機能不全が精神疾患の病態生理に関与することを示唆するものである。 

 

以上の研究結果から、ABC タンパク質が脳内の脂質輸送を担い、生理的に重要な役割を

果たすことが明らかになった。 
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