
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(B)

2016～2015

HDL産生におけるABCA1ダイマー化機構の1分子イメージングによる解明

Single-molecule analysis of ABCA1 dimerization mechanism during HDL production

７０４０１２１３研究者番号：

永田　紅（NAGATA, Koh）

京都大学・物質－細胞統合システム拠点・特別研究員（RPD）

研究期間：

１５Ｋ１８６８１

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：善玉コレステロールとして知られるHDLの産生機構を明らかにすることは、動脈硬化
症の予防・治療にとって重要である。本研究では、TIRF顕微鏡を用いた1分子イメージングによって、HDL産生に
必須の膜タンパク質ABCA1の挙動を観察し、ABCA1の細胞膜上でのダイマー化にはC末端のロイシンジッパー様モ
チーフが関与することを明らかにした。このモチーフを欠く変異体の産生するHDLは、野生型のそれと異なる特
性を示した。また、ABCA1によるコレステロール排出を阻害する薬剤PSC833存在下では、ABCA1がダイマー化しに
くいこと、ABCA1と相同性の高いABCA7は主にモノマーであることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To prevent and treat atherosclerosis, it is important to elucidate the 
mechanism underlying the production of HDL, also known as good cholesterol. In the present study, we
 observed ABCA1, a membrane protein which is essential for HDL production, by TIRF microscope. We 
found that C-terminal leucine zipper-like motif of ABCA1 is involved in its dimerization on the 
plasma membrane. HDL particles produced by a mutant ABCA1 lacking this motif showed different 
profiles compared with those by wild type ABCA1. We also clarified that ABCA1 is less likely to 
dimerize in the presence of PSC833, a drug which inhibits cholesterol efflux by ABCA1. In addition, 
ABCA7, which is highly homologous to ABCA1, was found to exist mainly as monomers. Recently, it is 
widely accepted that HDL quality is as important as its quantity to prevent atherosclerosis. Our 
results suggest that ABCA1 dimerization contributes to controlling HDL quality.

研究分野： 細胞生物学、生化学
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１． 研究開始当初の背景 
 

(1) ABCA1 による HDL 産生 
コレステロールは細胞膜の主要な構成

成分として、またホルモンの前駆体として生
体にとって重要な成分であり、その細胞内濃
度は精密に制御されている。末梢細胞内で過
剰となったコレステロールは、善玉コレステ
ロールとして知られる HDL (high-density 
lipoprotein) の形で肝臓へ戻される。このコ
レステロール逆転送系は末梢細胞からコレ
ステロールを引き抜く唯一の経路であり（図
1）、HDL 形成不全は動脈硬化症などの血管
疾患を引き起こすリスクを高める。現代日本
人の死因の約 25％は心疾患や脳血管疾患を
あわせた血管疾患であり（平成 25 年厚生労
働省人口動態統計より）、HDL 産生機構を解
明することは、重要な課題である。 

末梢細胞から過剰なコレステロールを
運び出し、新生 HDL 形成の初発段階を担う
のが、ABCA1 (ATP-binding cassette protein 
A1) である（図 1）。ABCA1 は ATP 加水分
解依存的に、細胞内の過剰コレステロールや
リン脂質を細胞外へ輸送して、脂質受容体で
ある apoA-I (apolipoprotein A-I) へと受け
渡し、脂質と apoA-I からなる新生 HDL を産
生するが、そのメカニズムには不明な点が多
い。 

 
(2) ABCA1 のダイマー化 

従来、HDL 産生を評価するには、血中
（培地中）の HDL を酵素化学的に測定する
か、超遠心機や HPLC で分離する系が用いら
れてきたが、HDL 産生時の ABCA1 の挙動
を 1分子レベルでリアルタイムで可視化した
例はなかった。我々は、全反射照明蛍光
(TIRF) 顕微鏡を用いた 1 分子イメージング
解析法を初めて ABCA1 に適用し、①ABCA1
は細胞膜上でダイマーを形成して細胞膜上
で静止すること、②コレステロール排出能の
ない非機能性 ABCA1 変異体はモノマーで細
胞膜上を拡散すること、③apoA-I の添加によ
り ABCA1 のダイマーが減り、拡散性のモノ
マーが増加すること、を見出している。 

以上の結果より、ABCA1 は細胞膜中の
脂質を動かして自身の分子内に蓄積すると

ダイマー化し、apoA-I に脂質を受け渡すとモ
ノマーに解離して再び脂質を集めるという
サイクルがあることが示唆された（図 2）（引
用文献①）。しかしながら、ABCA1 のダイマ
ー化機構やその生理的意義についての知見
は得られていなかった。 

２．研究の目的 
  本研究では、HDL 産生における ABCA1
のダイマー化機構および ABCA1 がダイマー
化することの生理的意義を明らかにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  野生型 ABCA1-mEGFP あるいは各種変
異型 ABCA1、ABCA7-mEGFP を HeLa 細
胞に一過的に発現させ、全反射照明蛍光
(TIRF)顕微鏡を用いて1分子レベルでタンパ
ク質の動態を観察した（図 3）。EGFP はダイ
マー化する性質を有するため、本研究ではダ
イマー化しないmEGFP (monomeric EGFP) 
を用いた。ビデオレート 30 frames/sec で撮
影した映像を処理し、各タンパク質粒子（輝
点）の軌跡を追跡して拡散係数を算出した。
拡散係数の分布を解析して粒子の運動性
（ mobile; ≧0.032μm2/sec 、 immobile; 
<0.032μm2/sec）を明らかにした。 

 

図 1 体内のコレステロール循環と
ABCA1 による HDL 産生 

図 2  ABCA1 は細胞膜上でダイマー化して
静止し、apoA-I 添加によってモノマーへと解
離して拡散する 

図 3  TIRF 顕微鏡による ABCA1 の 1 分子
イメージング 



各粒子のダイマー化状態の解析は、
mEGFP 蛍光の段階退色を指標に行った（図
4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、ABCA1、各種変異型 ABCA1 や
ABCA7 を過剰発現させた BHK 細胞の培養
培地に apoA-I を添加し、新生 HDL の含まれ
る培地を回収して、蛍光検出ゲルろ過クロマ
トグラフィー (FSEC) や電子顕微鏡によっ
て産生 HDL を評価した。 
 
４．研究成果 
   
(1) ABCA1のC末端ロイシンジッパー様モチ
ーフの解析 
  ABCA1 は C 末端にロイシンジッパー様
モチーフを有している。このモチーフが
ABCA1 のダイマー化に関わる可能性を検討
するため、モチーフを構成する３つのロイシ
ン を ア ラ ニ ン に 置 換 し た 変 異 体
（ABCA1-3LA）を作成した。ABCA1-3LA
はコレステロール排出活性を保持したが、
TIRF 顕微鏡を用いた 1 分子イメージングに
よって、ABCA1-3LA 分子の拡散性は野生型
よりも高いことがわかった。また段階退色解
析の結果、ABCA1-3LA はダイマーしにくい
変異体であり、ABCA1 の C 末端のロイシン
ジッパー様モチーフが ABCA1 のダイマー化
に関与することが明らかになった。 

我々はすでに、ATP 加水分解活性をもた
ずコレステロール排出能のない非機能性
ABCA1 変異体（ABCA1-MM）が、ダイマー
化せずにモノマーで細胞膜上を拡散するこ
とを示しており、ABCA1 のダイマー化には、
ABCA1 の正常な機能および C 末端のロイシ
ンジッパー様モチーフなど、複数の因子が関
与していることが示唆された。 

産生 HDL を評価するため、野生型およ
び変異型 ABCA1 を発現させた BHK 細胞の
培養培地に apoA-I を添加し、回収した培地
中の HDL 粒子の大きさを蛍光検出ゲルろ過
クロマトグラフィー (FSEC)によって分離解
析した。その結果、野生型 ABCA1 では粒径
約 14nm と 11 nm の大小 2 種類の HDL を示

すピークが得られたが、ABCA1-3LA では大
きな HDL が減少し、主に小さな HDL を産
生することが明らかになった。 

また、大小 2 種類の HDL を示すピーク
部分を分取し、HDL 粒子を電子顕微鏡観察
したところ、それぞれ約 14 nm、10 nm の直
径をもつ均一な円盤状の粒子集団であるこ
とがわかった。 

 
(2) コレステロール排出阻害剤 PSC833 の影
響の検討 

免疫抑制剤シクロスポリン A の誘導体
であるPSC833は癌の多剤耐性克服薬として
開発されたものであり、ABC タンパク質のひ
とつである MDR1 (ABCB1)の薬剤排出活性
を抑える。現在までに、PSC833 が ABCA1
によるコレステロール排出活性も抑えるこ
とが示されているが（引用文献②）、PSC833
が ABCA1 にどのような作用を及ぼしている
か、その機序は明らかではなかった。 

PSC833 が ABCA1 の分子挙動に与える
影響を検討するため、PSC833 存在下で
ABCA1 の 1 分子イメージングを行ったとこ
ろ、ABCA1 の拡散性が上昇し、不動性
(immobile)画分が 69 %から 29 %へと減少し、
拡散係数の中央値が 0.0034 μm2/sec から
0.062 μm2/sec へと上昇した（図 5）。このこ
とから、PSC833 存在下では、ABCA1 ダイ
マーが減少していることが示唆された。 

 
(3) ABCA7 との比較解析 
  ABCA1 と 69 %の相同性をもつ ABCA7
は ABCA1 同様に HDL 産生に寄与するが、
ABCA7 の産生する HDL 粒子内のコレステ
ロール含有率は ABCA1 のそれに比べて低い
など、産生 HDL の特性が異なる。 

ABCA7 の 1 分子イメージングを行った
ところ、ABCA7 分子の拡散性は ABCA1 に
比べて高かった（図 5）。また段階退色の結
果、ABCA7 はダイマー化しないことが明ら
かとなり、ABCA7 はモノマー状態で細胞膜
上を拡散することが分かった。 

産生 HDL を FSEC によって解析した結
果、ABCA7はABCA1と異なり、大きなHDL
を産生せずに主に小さな HDL を産生した。 

図4  ABCA1-mEGFPダイマーの段階退色 
レーザー照射に伴って蛍光強度が二段階で消失
している（矢印部分）ことから、この粒子はダ
イマーであることが示唆される。写真はそれぞ
れの時間における粒子の様子。 

図 5 ABCA1 と ABCA7 粒子の拡散係数分布 



  以前は、血中 HDL の量を増やすことで
抗動脈硬化作用が期待できると考えられた
こともあったが、近年は“量”とともに、粒
子サイズ、形、密度、脂質組成など“質”が
重要であるとの認識が広まっている。本研究
によって、ABCA1 のダイマー化は HDL の
質を制御し、抗動脈硬化作用を発揮するのに
有利な HDL の形成に寄与する可能性が示唆
された。今後は、ABCA1 ダイマーが「静止
すること」の生理的意義を明らかにすること
で、HDL 産生のみならずより普遍的な細胞
機能における ABCA1 の役割を見出すことを
目指している。 
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