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研究成果の概要（和文）：副腎白質ジストロフィーはペルオキシソーム膜ABCD1の機能欠損を原因とする炎症性
の脱髄疾患である。骨髄移植キメラマウスの実験から、本疾患の脳での炎症反応はコレステロール代謝異常が関
与している可能性が推測された。本研究では、ABCD1欠損HeLa細胞、Abcd1欠損マウス由来ミクログリア、アスト
ロサイト及びCD4陽性T細胞を用いた解析から、ABCD1欠損による細胞内コレステロール代謝障害が免疫応答の異
常にも関与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：X-linked adrenoleukodystrophy is a rare genetic disorder caused by a 
mutation of ABCD1 gene which encode ABCD1 protein, a peroxisomal membrane protein. Dysfunction of 
ABCD1 cause abnormal accumulation of very long chain fatty acids in body fluids, especially in 
brain, which results in the inflammatory demyelination. However, VLCFA level is not related to the 
disease severity. The present studies show that impairment of cholesterol metabolisms was detected 
in ABCD1-deficient cells, which were associated with the enhancement of pro-inflammatory responses. 
These results suggest that disruption of cholesterol homeostasis due to the dysfunction of ABCD1 may
 contribute to pathogenesis of X-linked adrenoleukodystrophy. 

研究分野：生化学

キーワード： 副腎白質ジストロフィー　ABCタンパク質　ペルオキシソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本疾患は男児2万人に一人の割合で起こるX連鎖劣性遺伝子疾患で、ABCD1遺伝子の変異により起こる難治性の炎
症性脱髄疾患である。本疾患では発症機序が未解明のため、治療薬の開発が進んでいないのが現状である。本研
究では、ABCD1タンパク質の機能を解析し、コレステロール代謝障害という新たな視点から発症機序の解明を行
なった。この結果は、コレステロール代謝を標的とした本疾患の発症抑制薬開発に貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
副腎白質ジストロフィー(ALD)は、男児約 2万人に一人の割合で起こる遺伝病で、ペルオキシ 
ソーム膜 ABCD1 タンパク質の機能欠損を原因とする神経変性(炎症性脱髄)疾患である。ABCD1 タ
ンパク質は極長鎖脂肪酸 CoA をペルオキシソーム内へ輸送するトランスポーターで、その機能
欠損によりペルオキシソームでの極長鎖脂肪酸β酸化活性が減少し、各組織に極長鎖脂肪酸含
有脂質分子の異常蓄積が認められる。中枢神経系における極長鎖脂肪酸含有脂質分子の蓄積は
ミトコンドリアの機能障害や小胞体ストレスを誘導し、最終的に炎症を伴う脱髄反応を引き起
こすと考えられているが、蓄積量と発症時期や重症度には相関性がなく、発症機構は依然不明で
ある。本疾患は有効な治療法がない指定難病で、治療薬(発症抑制薬)の開発は喫緊の重要課題で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、副腎白質ジストロフィーの発症機構を解明し、将来的な発症抑制薬の開発に
繋げることを最終的な目標とした。これまでの Abcd1 欠損マウスを用いた骨髄移植実験の解析
から、本疾患の脳での炎症反応は極長鎖脂肪酸の蓄積だけではなく、コレステロール代謝異常も
関与している可能性が示唆された。本研究では、脳グリア細胞やリンパ球のコレステロール代謝
と免疫応答に着目し、発病の直接の原因は ABCD1 タンパク質機能欠損による極長鎖脂肪酸の
蓄積ではなく、細胞内コレステロール代謝障害を介した免疫応答の異常であることを実証する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ALD モデル（Abcd1 欠損）マウス脳からアストロサイトやミクログリアを分離・培養した。ア
ストロサイトはミクログリアの混入を排除するため不死化アストロサイトを調製し使用した。
また脾臓から CD4 陽性 T 細胞を調製した。初代培養ミクログリアにインフラマソーム活性化試
薬を処理し、IL-1β 産生量及び活性型 caspase-1 の発現量を ELISA 法やイムノブロット法によ
り定量した。また Abcd1 欠損アストロサイトにリポ多糖(LPS)を処理し、培養液中のサイトカイ
ン量を ELISA 法により測定した。一方、Abcd1 欠損マウス脾臓から調製したナイーブ CD4 陽性 T
細胞を各エフェクター細胞に分化誘導した後、培地中に分泌されるサイトカイン量を測定した。
遺伝子の発現は real-time PCR 法により行なった。 
ALDモデル細胞として、HeLa細胞のABCD1遺伝子をCrisper-Cas9システムで欠損させたABCD1
欠損 HeLa 細胞を作製した。野生型及び ABCD1 欠損 HeLa 細胞において極長鎖脂肪酸含量、トリ
アシルグリセロール含量、コレステロールエステル含量をガスクロマトグラフィー及び酵素法
により測定した。脂肪滴の形成は細胞をオイルレッド Oもしくは LipiDye II を用いて染色し、
ImageJ により解析を行なった。 
 
４．研究成果 
本研究では本疾患の原因タンパク質 ABCD1 の機能欠損によるコレステロール代謝障害と免疫応
答の異常との関連性について調べるため、ABCD1 欠損 HeLa 細胞、Abcd1 欠損マウス由来ミクログ
リア、アストロサイト、CD4 陽性 T 細胞を調製して解析を行なった。いずれの細胞においても、
ABCD1 機能欠損の生化学的特徴である極長鎖脂肪酸含量が野生型に比べ増加していることを確
認した。 
 
1) ABCD1 欠損 HeLa 細胞では野生型と比べ、脂肪滴の蓄
積（右図）とコレステロールエステル量の増加が認め
られた。ABCD1 欠損 HeLa 細胞ではコレステロールエ
ステル生合成酵素 SOAT1 の発現が増加しており、
SOAT1 の特異的阻害剤である K604 処理により脂肪滴
とコレステロールエステル量が共に有意に減少した。
従って、ABCD1 欠損細胞では、コレステロールエステ
ルの生合成が亢進し、増加したコレステロールエステ
ルが脂肪滴として蓄積していると推察された。この結
果から、ABCD1 機能欠損が細胞内コレステロール代謝障害を引き起こしていることを明らか
にした。 
 
2)  Abcd1 欠損ミクログリア(KO)は野生型(WT)と比べ、Mrc1 や Cd83 のようなミクログリアの活
性化を示す遺伝子発現が高いことが認められた。一方、iNos や Sod2 といった酸化ストレス
に関連する遺伝子も Abcd1 欠損ミクログリアで高い値を示した(右図)。このことから Abcd1
欠損ミクログリアは活性化された状態であり、活性酸素の産生などが起こっている可能性が
示唆された。一方、リポ多糖(LPS)処理により、NLRP3 インフラマソーム遺伝子の発現は Abcd1

 



欠損ミクログリアで増加が認められた（右図）。ミ
クログリアが産生する IL-1βは、アストロサイト
の血液脳関門の保護作用を低下させることが報
告されており、本疾患の発病に関与する炎症性サ
イトカインと考えられる。NLRP3 インフラマソー
ムはこの IL-1βの産生を制御していることから
NLRP3 の活性化について調べた。リポ多糖(LPS)と
ニゲリシン処理を行い、NLRP3 インフラマソーム
を活性化した後、培地中に分泌される IL-1β量を
測定した。その結果、野生型(WT)に比べ Abcd1 欠
損ミクログリア(KO)で高い傾向が認められた（右
図）。従って Abcd1 欠損ミクログリアは野生型に
比べNLRP3インフラマソームが活性化されやすい
状態であると推察された。また、Abcd1 欠損ミク
ログリアでは野生型に比べ、IL-4 刺激による M2
型への分極化の割合が減少していることを明ら
かにした。 

 

一方、不死化 Abcd1 欠損アストロサイトにリポ多
糖（LPS）を処理した後、培地中に分泌されるサイ
トカイン量を測定した。その結果、IL-1βの産生
は認められなかったが、野生型(WT)に比べ Abcd1
欠損(KO)アストロサイトで炎症性サイトカイン
（IL-6）を多く産生することを明らかにした（右
図）。また Abcd1 欠損アストロサイトでは、野生
型に比べ遊離コレステロール（FC）、コレステロー
ルエステル(ChE)量、及び脂肪滴(Oil-Red O 染色)
の増加が認められた。以上のことから、これらの
グリア細胞では極長鎖脂肪酸含量の増加だけで
なく、コレステロール代謝異常も本疾患の発症に
関与している可能性が示唆された。 
 
3) Abcd1 欠損マウス脾臓から分離した CD4陽性 T細胞を CD3及
び CD28 抗体により活性化し、48 及び 96 時間後に細胞外に
分泌される IFN-γ量を測定した。その結果、Abcd1 欠損 CD4
陽性 T 細胞(KO)で野生型（WT）に比べ IFN-γの産生量が高
かった（右図）。さらにナイーブ CD4 陽性 T 細胞を IL-12 存
在下で Th1 細胞に分化誘導したところ、野生型に比べ炎症性
サイトカイン（IFN-γ）の産生量が高く、抗炎症性サイトカ
イン（IL-10）は反対に低い値を示した。さらに Abcd1 欠損
Th1細胞では転写因子LXRが活性化されていることが確認さ
れた。一方、IFNg 遺伝子に抑制的に働き、IL10 遺伝子に促進的に働く転写因子 Blimp-1 を
コードする Prdm1 遺伝子の発現減少が認められた。また LXR の内因性リガンドである 25-ハ
イドロキシコレステロールの生合成酵素をコードする Ch25h 遺伝子の発現増加が認められ
た。以上のことから Abcd1 欠損 Th1 エフェクター細胞では、Ch25h の発現増加により産生さ
れたオキシステロールが LXR を活性化していると考えられた。この活性化された LXR が転写
因子 Blimp-1 に抑制的に働くことにより、Th1型応答を亢進させていると推察された。一方、
活性化した Abcd1 欠損 CD4 陽性 T 細胞で認められる IFN-γの増加と IL-10 の低下は、コレ
ステロール生合成阻害剤ロバスタチン処理で回復した。このことから、Abcd1 欠損 CD4 陽性
T 細胞ではコレステロール代謝障害が Th1 応答の亢進に関与している可能性が示唆された。 
 
以上の結果より、本疾患の発症に関わることが予想されるミクログリア、アストロサイト、CD4
陽性 T細胞において、ABCD1 機能欠損によるコレステロール代謝障害が、免疫応答の異常を引き
起こし、発症や進行に関わっている可能性が示唆された。ABCD1 機能欠損によるコレステロール
代謝障害、及び各細胞のコレステロール代謝障害による免疫応答異常の機序については今後の
検討課題である。 
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