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研究成果の概要（和文）：　ペルオキシソーム膜に局在するABCD1-3の基質輸送機構ならびにABCD4のリソソーム
局在化機構と機能を解析した。
　ABCD1がacyl-CoA thioesterase 活性を有し、その活性がacyl-CoAのペルオキシソームへの輸送に必要である
ことを見出した。ABCD4がLMBD1と小胞体膜上で複合体を形成し、LMBD１のリソソーム移行シグナルに依存してリ
ソソームへの局在化する仕組みを明らかにした。ABCD1-4をプロテオリポソームに組み込むことに成功し、基質
輸送機構の詳細な解析が可能になった。

研究成果の概要（英文）：   We analyzed mechanism of substrate transport by ABCD1-3 on peroxisomal 
membrane and mechanism of translocation of ABCD4 to lysosome.
   It is revealed that ABCD1 possesses acyl-CoA thioesterase activity and its activity is essential 
for the transport of acyl-CoA into peroxisome. In addition, it is revealed that ABCD4 makes complex 
with lysosomal protein LMBD1 on endoplasmic reticulum membranes and translocates from ER to lysosome
 dependent on lysosomal targeting signal of LMBD1. Furthermore, we succeeded to prepare 
proteoliposome of ABCD1-4. It becomes possible to characterized precise mechanism of substrate 
transport by ABCD1-4.

研究分野：生化学・分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ATP-binding cassette (ABC)タンパク質は、
様々な物質の輸送に関与し、その異常は種々

の疾患の原因となっている。ヒトでは 49 種
の ABC タンパク質が同定され、A-G の７群
に分類されている。D 群については、
ABCD1~3 がペルオキシソーム膜に局在し、
acyl-CoA のペルオキシソーム内への輸送に
関与していが、その詳細なメカニズムは不明

である。 
 ABCD1の機能については、酵母 ABCD1ホ
モログ Pxa1p、Pxa2p をノックアウトした酵
母にヒト ABCD1を発現させ、very long chain 
fatty acid (VLCFA)-CoA のβ酸化を解析する
ことにより、ABCD1は VLCFA-CoAを輸送す
ると考えられてきた。一方、植物ペルオキシ

ソームにおいて、ヒト ABCD1 ホモログであ
る CTSが acyl-CoA thioesterase活性を持つこ
と、遺伝的解析からペルオキシソームでの脂

肪酸β酸化にペルオキシソーム VLCFA-CoA 
synthetase を必要とすることより、CTS は
acyl-CoAを分解し、遊離した脂肪酸を輸送す
る仮説が提示された。Acyl-CoAが生体膜をど
のように輸送されるかは、まだ明らかにされ

ていない課題である。 
 我々は、ABCD4 はペルオキシソームへの
局在化に必須の NH2 末端領域に存在する疎

水性アミノ酸モチーフを欠くために、ペルオ

キシソームへは移行せず、Signal recognition 
particle に認識され小胞体に移行することを
明らかにしてきた。一方、ABCD4遺伝子の異
常によるビタミン B12欠乏症患者が発見され、

リソソームから細胞質へのビタミン B12の輸

送障害の可能性が指摘された。ビタミン B12

は、エンドサイトーシスによりリソソームに

取込まれ、輸送体を介して細胞質に排出され、

メチルコバラミン、アデノシルコバラミンに

変換されて補酵素として利用される。ABCD4
異常と同様のフェノタイプが、リソソーム膜

タンパク質 LMBD1 をコードする遺伝子
LMBRD1 の異常によっても報告されている。
よって、ABCD4とLMBD1が協調してABCD4
の局在化とリソソームから細胞質へのビタ

ミン B12の輸送に関与していると推測される。 
 そこで本研究では、ABCD4 のリソソーム
への局在化メカニズムと ABCD1-4 の基質輸
送メカニズムの詳細な解析を行った。 
 

２．研究の目的 
 我々は ABCD1~4 のオルガネラ選択的輸送
機構を解析し、ABCD1~3 がペルオキシソー
ム膜に、ABCD4 が小胞体膜に局在化する仕
組みを明らかにしてきた。一方、機能に関し

ては、ABCD1~3は、極長鎖・長鎖脂肪酸 CoA
の輸送に関与しているが、その輸送メカニズ

ムの詳細は不明である。昨年 ABCD4 遺伝子
異常によるビタミン B12欠乏症患者が発見さ

れ、ABCD4 はリソソームから細胞質へのビ
タミン B12排出に関与することが示唆された。 
 そこで本研究では、遺伝子疾患に関連する

ABCD1, 4を中心に、ABCD4の新たなリソソ
ームへの局在化機構、ABCD1, 4 の基質輸送
メカニズムと病態との関連を明らかにする

ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ABCD1の基質輸送メカニズム 
① ヒト ABCD1 をメタノール資化性酵母 P. 

pastoris に発現させた。ABCD1 の ATPase
活性ならびに acyl-CoA thioesterase活性の
測定には、Nycodenz 密度勾配遠心により
分離したペルオキシソーム分画を用いた。
ATPase 活性はマラカイトグリーン/リ
ン酸モリブデン法により、acyl-CoA 
thioesterase 活性は NBD-palmitoyl-CoA を
基質として、遊離した NBD-palmitic acid
を TLC で分離して定量した。ABCD1 の
acyl-CoA 輸送は、ペルオキシソーム膜小
胞を調製し、NBD標識した脂肪酸 CoAを
基質として ATP 依存的に小胞内にトラッ
プされる acyl-CoA もしくは遊離脂肪酸を
蛍光分光計で解析した。ペルオキシソーム
の外側に吸着した NBD 脂肪酸 CoA は
dithioniteで消光させた。 
② ペルオキシソームへのacyl-CoA輸送にお
ける acyl-CoA thioesterase の必要性は、
ABCD1 の膜貫通ドメイン周辺の Ser を
Alaに置換した変異型ABCD1を発現させ
ることにより解析した。また、ATPase活
性欠損体 ABCD1(K553A)を作製し、同様
の解析を行った。 
③ ABCD1 の精製は、ABCD1 の N 末端に

Hisタグを付加し、P. pastorisに発現させ
た。His-ABCD1を含むペルオキシソーム
を Nycodenz密度勾配遠心により分離し、
His タグアフィニティレジンを用いて精
製した。ABCD1を組み込んだプロテオリ
ポソームは、リポソーム（E. coli polar 



lipid：egg PC =3：1）を Triton X-100で不
安定化させ、精製した ABCD1 と
incubationし、Bio-Beads SM-2で界面活性
剤を除去して作製した。 

 
（２） ABCD2と ABCD3の発現と機能解析 
ヒト ABCD1 と同様にヒト ABCD2、
ABCD3 を P. pastoris に発現させた。
ABCD2、ABCD3の ATPase活性ならびに
acyl-CoA thioesterase活性は、Nycodenz密
度勾配遠心により分離したペルオキシソ
ーム分画を用いて測定した。ABCD1と同
様の方法でプロテオリポソームを作製し
た。 

 
（３） ABCD4 のリソソーム局在化と基質
輸送機構の解析 

① ABCD4 のリソソーム局在化機構は、
ABCD4-HAを安定発現しているHuH7細
胞に LMBD1-Hisを発現させ、蛍光抗体方
で解析した。さらに、LMBD1-Hisを安定
発現している CHO 細胞に、変異型
ABCD4-HA を発現させることにより、
ABCD4 のリソソーム局在化に必要なド
メインを解析した。 
② ABCD4の ATPase活性は、ABCD1と同様
の方法で測定した。 
③ ABCD4の精製は、N末端に Hisタグ並び
に His-GFP を付加した ABCD4 を P. 
pastoris に発現させ、界面活性剤 β-DDM
で可溶化した後、Hisタグアフィニティレ
ジンで精製した。プロテオリポソームは、
ABCD1と同様の方法で作製した。 

 
４．研究成果 
 ペ ル オ キ シ ソ ー ム に 局 在 す る
ABCD1-3 の 基 質 輸 送 機 構 な ら び に
ABCD4のリソソーム局在化機構と機能
を解析し、以下に示す成果を得た。  
（１） ABCD1-3 の機能解析  
① ABCD1 の acyl-CoA thioesterase 活性を
精度よく測定できる新たな測定系を構

築した。His-ABCD1を精製しプロテオリ
ポソームを作製することにより、直接

ABCD1 の acyl-CoA thioesterase 活性を
測定することが可能になった。膜貫通領

域の Ser 残基を Ala 置換した変異型
ABCD1 を作製し、Ser149 が活性中心で
ある可能性を示唆した。一方、ABCD1
の Walker A motif に変異を入れ ATPase
活 性 を 消 失 さ せ た 変 異 型

ABCD1(K513R)は、acyl-CoA thioesterase
活性を保持していた。ABCD1 の脂肪酸
CoA 輸 送 機 構 に お け る acyl-CoA 
thioesterase 活性と ATPase活性の役割に
ついて詳細な解析が可能になった。 
② ABCD1 は acyl-CoA thioesterase 活性と

ATPase活性に依存して、脂肪酸 CoAを
ペルオキシソーム内に輸送しているこ

とが示唆された。 
③ ヒトABCD2ならびにABCD3遺伝子を改
変することにより、それぞれ P. pastoris
で発現させ、ATPase活性を保持した状態
で精製することに成功した。ABCD1-3
間の基質輸送の多様性の解析が可能に

なった。 
（２） ABCD4の局在化機構と機能解析 
① ABCD4 が LMBD1 と小胞体膜上で複合
体を形成し、LMBD１のリソソーム移行
シグナルによりリソソームへの局在化

することを明らかにした。 
② ヒト ABCD4を P. pastorisに発現・精製
し、ATPase活性を保持した状態でプロテ
オリポソームを作製できた。ヒト

LMBD1も発現が可能になった。ABCD4
単独ならびに ABCD4と LMBD1を共発
現させることにより、ABCD4 のビタミ
ン B12輸送機構と LMBD1 の役割の解明
が可能になった。 
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