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研究成果の概要（和文）：ペルオキシソーム膜上に存在する膜輸送タンパク質ABCD1の機能不全は、重篤な神経
変性疾患である副腎白質ジストロフィーの原因となる。ABCD1は極長鎖脂肪酸CoAのペルオキシソーム内への輸送
に関与するが、その輸送機構の詳細は不明であった。
ABCD1による極長鎖脂肪酸CoAのペルオキシソーム内への輸送機構について解析を行った結果、ABCD1が極長鎖脂
肪酸CoAをアシルCoAチオエステラーゼ活性によって加水分解し、生じた遊離脂肪酸を輸送すること、およびこの
輸送課程においてアシルCoAチオエステラーゼ活性が必須であることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Dysfunction of peroxisomal ATP-binding cassette (ABC) protein, ABCD1, causes
 a severe neurodegenerative disease, X-linked adrenoleukodystophy. ABCD1 is suggested to be involved
 in the transport of very long chain fatty acyl-CoA, but the precise mechanism of the transport has 
yet to be elucidated. 
It is demonstrated that ABCD1 transports very long chain fatty acyl-CoA as free very long chain 
fatty acid into peroxisomes through the hydrolysis of very long chain fatty acyl-CoA mediated by the
 acyl-CoA thioesterase activity of ABCD1 itself and that acyl-CoA thioesterase activity of ABCD1 is 
indispensable for this transport system.

研究分野：生化学・分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトABCD1のもつATPase活性とアシルCoAチオエステラーゼ活性が協調して極長鎖脂肪酸CoAをペルオキシソーム
内へと輸送する分子機構について初めて明らかとした。また、蛍光基NBDで標識したNBD-パルミトイルCoAを基質
として用いることで、ABCD1が加水分解された遊離脂肪酸を輸送基質とすることを直接検出することに初めて成
功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ATP-binding cassette (ABC) タンパク質は、ATP 結合ドメイン 2 個と膜貫通ドメイン 2個を基
本構造とする膜輸送体である。ATPase活性による ATPの加水分解エネルギーを駆動力に様々な
物質を輸送し、その異常は種々の疾患の原因となる。ペルオキシソーム膜上には ABCタンパク
質 D群に分類される ABCD1‒3が局在し、それぞれ極長鎖・長鎖・分岐鎖脂肪酸 CoAのペルオ
キシソーム内への輸送に関与している。このうちABCD1をコードするABCD1遺伝子の変異は、
中枢神経系における脱髄と副腎不全を伴う重篤な神経変性疾患である ALDの原因となる。ALD
患者では、ABCD1 の機能不全が原因で極長鎖脂肪酸 (VLCFA)-CoA のペルオキシソーム内への
輸送障害がおこり、ペルオキシソームでの β酸化が障害を受けることで血中の VLCFAの増加を
認める。 

ABCタンパク質を介した脂肪酸CoAのペルオキシソーム内への輸送については、ヒト、酵母、
植物で研究が進められているが、輸送基質が脂肪酸 CoA なのか遊離脂肪酸なのかの結論は出て
いない。申請者は、メタノール資化性酵母 Pichia pastorisにヒト ABCD1を異種発現させて解析
を行い、ヒト ABCD1が ATPase活性に加え、アシル CoAチオエステラーゼ（ACOT）活性を持
つことを見出した。このことから、ABCD1がVLCFA-CoAを加水分解したのちに遊離したVLCFA
をペルオキシソーム内に輸送していることが強く示唆された。ABCD1 により VLCFA が輸送さ
れるのであれば、そのβ酸化のためには、ペルオキシソーム内で VLCFA が再 CoA 化される必
要がある。 
本申請課題では、ABCD1 を介した VLCFA-CoA のペルオキシソーム内への輸送機構から再

CoA化に至るまでの仕組みを解明し、ALDの有効な治療薬開発に資する分子基盤の確立を目指
し解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 ALD は中枢神経系の脱髄と副腎機能不全を特徴とする重篤な神経変性疾患で、ペルオキシソ
ーム膜上の ABCタンパク質をコードする ABCD1遺伝子がその原因遺伝子である。ABCD1の機
能不全による細胞内への VLCFAの蓄積を引き金に、ミトコンドリア機能障害、酸化ストレスの
増加、ミクログリアの活性化と炎症性サイトカインの産生が起こり、これが疾患・病態と関連し
ていることが示唆されている。しかし、発症機序は不明であり、現在までに有効な治療薬は開発
されていない。重要なことは ABCD1を介する VLCFA-CoAのペルオキシソーム内への輸送から
β 酸化を受けるまでの一連の分子機構が明らかになっていないことである。本申請課題では、
VLCFA-CoAが ABCD1に加水分解され、遊離脂肪酸としてペルオキシソーム内へ輸送された後
に再 CoA化されること、およびこの輸送には ABCD1の ACOT活性が重要であるとことを明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ABCD1の持つアシル CoAチオエステラーゼ活性の解析 
本実験では、ABCD1 の ACOT 活性の特性について解析した。P. pastorisを用いて発現させた
ヒト ABCD1を可溶化・精製し、ダイズ由来リン脂質で構成された人口脂質二重膜に組み込んだ。
ABCD1の ACOT活性の測定は、蛍光基 NBDで標識した NBD-パルミトイル CoAを基質として
用い、薄層クロマトグラフィーで NBD-パルミトイル CoAと NBD-パルミチン酸を分離し、NBD-
パルミチン酸量の蛍光強度を指標に定量して行った。 
活性中心に関与するアミノ酸残基については、ABCD1の ACOT活性に対するアミノ酸修飾試
薬の効果および ABCD1と基質の結合様式の解析から同定を試みた。また、ABCD1の ACOT活
性と ATPase活性の相互依存について検証するために、ATPase活性を持たない膜貫通領域領域の
みの変異型 ABCD1(aa.1-431) および ATPase 活性に重要な WalkerA モチーフに変異をもつ
ABCD1(K513A) を作製し解析を行った。さらに ABCD1の ACOT 活性の基質認識について解析
するため、CoA 部位のリボースの 3’リン酸基を脱リン酸化した NBD-palmitoyl-dephosphoCoA、
および炭素鎖の鎖長が短い NBD-ヘキサノイル CoAを調製し、ACOT活性測定の基質に用いた。 
(2) ABCD1による VLCFA輸送機構の解析 

ABCD1 を介した VLCFA-CoAのペルオキシ
ソーム内への輸送から再 CoA 化に至るまでの
分子機構として、(i) ABCD1によるVLCFA-CoA
の輸送、(ii) CoA 輸送体による CoA の輸送、
(iii) アシル CoA 合成酵素による VLCFA の再
CoA 化の 3 段階を想定した。本実験では、
ABCD1 が加水分解した遊離脂肪酸を輸送する
ことを実証する。CoAの輸送と再 CoA化の影
響を除くため、ABCD1 を含む人工脂質二重膜
を調製し、蛍光基 NBD で標識した NBD-パル
ミトイル CoA を基質に用い基質輸送の解析を
行った（図１左） 。 
つづいて、①で同定した ACOT活性を阻害するアミノ酸修飾試薬、ATPase活性を持たない変
異型 ABCD1、ABCD1による加水分解を受けない基質を用いて基質輸送活性測定を行い、基質輸



送において ACOT活性と ATPase活性がどのように基質輸送を制御しているか検証した。 
(3) ペルオキシソーム内への CoA輸送と VLCFAの再 CoA化機構の解明 

P. pastoris のヒト ABCD1発現株から細胞分画により分離したインタクトなペルオキシソーム
では、上記の (i), (ii), (iii) が起こりペルオキシソーム内で NBD-パルミトイル CoA が検出でき
る (図１右) 。本実験では、CoA 輸送体およびアシル CoA 合成酵素を同定するため、それぞれ
の候補遺伝子を破壊したヒト ABCD1発現株を作製する。ナイコデンツを用いた密度勾配遠心に
より、作製した株からインタクトなペルオキシソームを調製して基質輸送の解析を行った。 
 
４．研究成果 
ABCD1を介した VLCFA-CoAのペルオキシソーム内への輸送機構について解析を行い、以下に
示す成果を得た。 
(1) ABCD1の持つアシル CoAチオエステラーゼ活性の解析 
① ABCD1 の ACOT 活性が、システインに作用するチオール阻害剤 4-クロロメルクリ安息香
酸により阻害され、ABCD1と基質との中間体形成（アシル化）も阻害された。また、ABCD1
と基質の結合がヒドロキシルアミンによって加水分解を受けることから、この結合がシス
テインのチオール基を解したチオエステル結合であることを明らかにした。膜貫通領域の
みを持つ ABCD1(aa.1-431)も野生型と同等の ACOT活性を持っていた。これらのことから、
ABCD1 の ACOT 活性の活性中心が膜貫通領域に存在するシステイン残基であることを明
らかとした。 

② ATP の有無は ACOT 活性に影響を与えないこと、および ATPase 活性を無くした変異型
ABCD1でも野生型と同等の ACOT活性を持つことから、ACOT活性が ATPase活性には依
存しないことを明らかとした。 

③ CoAの 3’リン酸基を脱リン酸化した NBD-palmitoyl-dephosphoCoA や鎖長の短い NBD-ヘキ
サノイル-CoA は加水分解されないことから、ABCD1 の ACOT 活性の基質認識に、CoA3’
リン酸基や炭素鎖の鎖長が重要であることを明らかにした。 

(2) ABCD1による VLCFA輸送機構の解析 
① ABCD1を含む人工脂質二重膜と基質にNBD-パルミトイル CoAを用いた輸送実験を行った
ところ、人工脂質二重膜内へと輸送された NBD-パルミチン酸量が時間依存的増加した。ま
た、この NBD-パルミチン酸の取り込みは、パルミトイル CoAにより競合的に阻害された。
これらのことから、ABCD1が NBD-パルミトイル CoAを加水分解し、生じた NBD-パルミ
チン酸を輸送基質とすることを明らかとした。 

② ATPの非存在下や、ATPase活性を無くした変異型 ABCD1(K513A)を用いた場合、取り込ま
れる NBD-パルミチン酸量が約 30%に低下したことから、ABCD1の基質輸送活性が ATPお
よび ATPase活性に依存することを明らかとした。 

③ ABCD1 の ACOT 活性を阻害する 4-クロロメルクリ安息香酸存在下や、加水分解を受けな
い NBD-palmitoyl-dephosphoCoAを基質に用いた場合、ABCD1による基質輸送が見られない
ことから、ACOT活性が ABCD1の基質輸送に必須であることを明らかとした。 

④ これらの結果は、ABCD1が脂肪酸 CoAを加水分解し、生じた遊離脂肪酸を輸送することを
直接的に示した初めての例である（図２）。 

       図２．ABCD1による NBD-パルミチン酸の取り込み 
 
(3) ペルオキシソーム内への CoA輸送と VLCFAの再 CoA化機構の解明 
① CoA輸送体と推定される Pmp47遺伝子およびアシル CoA合成酵素と推定される Faa2遺伝
をそれぞれ破壊した株を作製し、ABCD1を導入した。それぞれの株を用いて細胞分画を行
い、ペルオキシソーム画分を得た。 

② ペルオキシソームを用いた輸送実験の結果、野生株から取得したペルオキシソームでは、ペ
ルオキシソーム内に取り込まれた NBD-パルミチン酸量が増加した後減少し、NBD-パルミ
トイル CoAが増加した。一方、Pmp47破壊株から取得したペルオキシソームでは、NBD-パ
ルミチン酸量が減少しなかったことから、ABCD1による NBD-パルミトイル CoAの加水分
解で生じた CoA はペルオキシソームの外側に放出され、Pmp47p によってペルオキシソー



ム内に輸送されることが示唆された。Faa2 破壊株から取得したペルオキシソームでは、
NBD-パルミチン酸の取り込み量が野生株から取得したペルオキシソームに比べ減少した
ことから、Faa2pがペルオキシソーム内で NBD-パルミチン酸のレセプターとして機能して
いることが示唆された。 
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