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研究成果の概要（和文）： 

ABCA1は血中の apolipoprotein A-I（apoA-I）に細胞の過剰なコレステロールを受け渡す
ことで善玉コレステロールとして知られる高密度リポタンパク質（HDL）を形成する。本
研究ではHDL形成の第一段階である ABCA1と apoA-Iとの結合を解析した。本研究によ
り、ABCA1 の細胞外領域の構造が ATP の加水分解によって変化し、正電荷からなる
apoA-I結合部位が形成されることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
ABCA1 mediates the high-density lipoprotein (HDL) formation by loading cellular 
cholesterol onto apolipoproteinA-I (apoA-I).  In this study, we analyzed the interaction 
between ABCA1 and apoA-I, which is first step of HDL formation.  We showed that 
conformation of extracellular domain of ABCA1 is changed by ATP hydrolysis in 
nucleotide domain, and apoA-I binding site is produced by this conformation changes. 
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１．研究開始当初の背景 

末梢組織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高密
度リポタンパク質(HDL)として除去される。
ABCタンパク質ファミリーに属するABCA1

は、細胞膜中のリン脂質と過剰になったコレ
ステロールを、血液中の脂質アクセプターで
ある apolipoprotein A-I (apoA-I)に受け渡す
ことで HDL を新生する。しかし、ABCA1

がどのような機構で血中の apoA-I と結合す
るのか不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では ABCA1 と apoA-I との結合様
式を解析することで、ABCA1 による HDL

形成機構を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
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（1）ApoA-I結合実験 
ABCA1発現細胞を Alexa546で蛍光標識した
apoA-Iと 37℃でインキュベートし、固定後
に共焦点顕微鏡により観察した。 
 
（2）抗 HA抗体染色 
ABCA1発現細胞を抗 HA抗体と 37℃でインキ
ュベートし、固定後に蛍光標識した 2次抗体
と反応させ、共焦点顕微鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
（ 1）負電荷のアミノ酸からなる領域が
apoA-I 表面に存在することが結晶構造によ
り示されているため、ABCA1 の細胞外領域の
正電荷が apoA-I との結合に重要であろうと
考えた。一級アミン修飾試薬により ABCA1の
リシン残基を修飾すると、ABCA1は apoA-Iと
結合できなくなった。また、リシン残基の修
飾により apoA-I へのコレステロール排出活
性が阻害された。しかし、リシン残基の修飾
は ABCA1の細胞膜への局在や ATPとの結合に
は影響しなかった。以上の結果より、ABCA1
のリシン残基が apoA-I との結合に必須であ
ることが示唆された。 
 
（2）次に、ABCA1 と apoA-I との結合におけ
る ABCA1の ATP加水分解活性の必要性を解析
した。ABCA1 発現細胞への蛍光標識した
apoA-I の結合は、NaN3 と 2-deoxy-glucose
により細胞の ATPを枯渇させることで消失し
た。このことから、ABCA1と apoA-Iとの結合
が ATP 依存であることが示された。次に、
ABCA1 の細胞質側に存在する 2 つのヌクレオ
チド結合ドメイン(NBD)の関与を調べた。2つ
の NBD のどちらか一方にリシン-メチオニン
変異(K939M, K1952M)を導入すると(図 1)、
apoA-Iとの結合が起こらなくなった（図 2）。 
 
 

 
 

図 1 ABCA1の二次構造 

○;HAタグ挿入部位, 

●;リシン-メチオニン変異. 

 
また、放射性同位体標識した ATPアナログ

を用いた光親和性標識実験により、リシン-

メチオニン変異により、ATP との結合は影響
を受けないが、ATP 加水分解が阻害されるこ
とが示された。このことから、ABCA1 の両方
の NBD での ATP 加水分解が apoA-I との結合
に必要であることが明らかになった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2 ABCA1と apoA-Iの結合 

野生型（wt）及び各変異型 ABCA1（緑）と蛍光

標識した apoA-I（赤）との結合を解析した 

 
（3）そこで、ATP加水分解により ABCA1の細
胞外領域の構造が変化し、apoA-Iとの結合部
位が形成されるという仮説を立てた。構造変
化を検出するために、ABCA1 の細胞外領域の
9 か所に HA タグ(YPYDVPDYA)をそれぞれ挿入
した変異体を作製し(図 1)、HEK293細胞に発
現させた。作製した 9 種の変異体のうち、6
種は野生型と同様に機能的に発現した。これ
らのうち、136、207、349、1421、1490 番目
のアミノ酸に挿入した HAタグの抗 HA抗体に
よる認識は ATP枯渇処理で変化しなかったが、
443番目のアミノ酸に挿入した HAタグの認識
は ATP枯渇処理により低下した。さらに、443
番目に挿入した HA タグの認識はどちらか一
方の NBD にリシン-メチオニン変異を導入す
ることによっても低下した（図 3）。しかし、
207 番目に挿入した HA タグの認識はリシン-
メチオニン変異を導入しても変化しなかっ
た。以上の結果から、ABCA1 の 2つの NBDで
の ATP加水分解により細胞外領域の 443番目
周辺の構造が変化し、apoA-I結合部位が形成
されることが示唆された。 



 

 

 
 
 
 

 

図 3 抗 HA抗体による ABCA1に挿入した HAタ

グの認識 

207番目または 443番目に挿入した HAタグを抗

HA抗体により染色した。抗 HA抗体による染色の

強度と ABCA1に付加した GFPの蛍光強度の比を

共焦点顕微鏡で撮影した写真より算出した。 

 
 
以上の結果より、ATP 加水分解によって引

き起こされる構造変化により、ABCA1 の細胞
外領域に正電荷のアミノ酸からなる apoA-I
結合部位が形成されるのだと考えられる。 
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