
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22 年 4 月 1 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

本研究では、マウス神経芽細胞種、初代培養ラット神経細胞を用いて、神経突起伸長及び退

縮と膜トランスポーターABCA1 の発現との関係について検討した。RNAi により ABCA1 発現を抑

制したラット脊髄後根神経節細胞において、神経突起伸長はコントロールと差は無かった。し

かし、突起切断後の細胞において、ABCA1 発現抑制細胞で回復が遅れることが明らかになった。

このことは神経細胞の修復反応に、ABCA1 が重要な役割を果たしていることを示唆している。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we investigated the role of ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1) 
in the neuronal growth and collapse of mouse neuroblastoma or primary rat neuron. In rat 
dorsal root ganglion (DRG) neurons, there was no clear difference in the neuronal growth 
between control and ABCA1-silencing cells. However, the repair of the damaged neuron was 
retarded by suppressing the ABCA1 expression, indicating that ABCA1 may function for the 
restoration of neuron. 
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１．研究開始当初の背景 

ABC タンパク質は、全生物に普遍的に存在
する最も大きなタンパク質スーパーファミ
リーである。生体膜にあって ATP 加水分解と

共役し、薬剤・イオン・脂質等の輸送を触媒
する。ABCA1 はコレステロールやリン脂質の
輸送に関わり、plasma membrane に局在し、
細胞の脂質を HDL（高密度リポタンパク質）
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として細胞外に分泌する機能を持つ。ABCA1
による HDL形成の分子メカニズムについては
未だ不明な点が多いが、ABCA1 が ATP 加水分
解のエネルギーを利用して細胞膜のフリッ
プ・フロップ（脂質二重層内外を横切る脂質
分子の運動）を促進することが確認されてい
ることから、この局所的な膜の『ゆらぎ』が、
外からの刺激と共役して HDL形成を惹起する
と考えられている。 

申請者は ABCA1 に関する研究において、低
分子量 G タンパク質 RhoA の活性化因子であ
るグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）が
ABCA1 と相互作用して、RhoA を活性化し、活
性化した RhoA は ABCA1 タンパク質の分解を
抑制して、HDL 形成を促進することを発見し
た。ABCA1 の機能や発現の制御については
Cdc42やRacの関与を示唆するデータもあり、
ABCA1 の活性はこれら Rho ファミリーG 蛋白
質（Rho GTPases）によって調節されている
可能性が高いと考えられる。これまで Rho フ
ァミリーG 蛋白質が細胞骨格系（アクチンや
微小管など）を制御することにより細胞の形
態を維持していることは良く知られていた
が、ABCA1 のような細胞膜を制御する系との
関与を指摘した知見は殆ど無かった。 

一方、神経細胞は神経突起（軸索・樹状突
起）、シナプス形成、細胞運動といった大き
な形態変化を伴いながら複雑な神経回路を
形成する。なかでも、神経軸索は伸長と退縮
/崩壊を繰り返しながら適切な形態を発達さ
せていくが、この神経軸索形成・伸長の調節
に Rho ファミリーG 蛋白質が重要な役割を果
たしており、Rac1/Cdc42 は軸索伸長に、RhoA
は退縮に関与することが明らかとなってき
た。しかし、軸索や成長円錐における Rho フ
ァミリーG タンパク質の作用はアクチンや微
小管の制御に関する知見に集中しており、そ
れら細胞骨格系と連動して変化するはずの
細胞膜の制御機構についてはほとんど議論
されていない。また、ABCA1 は神経細胞、ミ
クログリアで高発現していることが確認さ
れているが、軸索伸長・退縮に伴う神経 ABCA1
の発現及び機能については完全に未知であ
った。 
 

２．研究の目的 
以上の背景より、申請者は「Rho ファミリ

ーG蛋白質は、細胞骨格（アクチン・微小管）
と細胞膜（ABCA1）の両方を協調的に制御し、
神経細胞軸索の伸長と退縮を決定している
のではないか」と考え、「Rho ファミリーG蛋
白質が ABCA1 の活性を調節して、神経細胞軸
策の伸長・退縮に必要な細胞膜の運動を制御
している」という仮説を立てた（図１）。そ
こで本研究では、これを検証する目的で、神
経細胞の軸索または成長円錐近辺等におけ
る、ABCA1 の役割について検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 神経軸索における仮説モデル 

 
 

３．研究の方法 
①Cell line を用いた実験系の構築と評価 
神経細胞のモデルとしてよく使用される

マウス神経芽細胞種 Neuro-2a について、
ABCA1 の発現、及び神経突起の伸長、退縮反
応について検討した。 
②初代培養神経細胞を用いた実験系の構築
と評価 
ラット初代培養胎児脳海馬ニューロン細

胞、及び、脊髄後根神経節 (dorsal root 
ganglion (DRG)) ニューロン細胞について、
ABCA1 の発現、及び神経突起の伸長、退縮反
応について検討した。DRG 細胞の神経突起は、
細胞を固定した後、神経細胞のマーカーであ
る抗β3-tubulin 抗体と二次抗体 Alexa555 を
用いて細胞を染色し、蛍光顕微鏡で観察した。
神経細胞の突起の数は、well 全体の画像を取
得、画像処理を行った後、神経突起を示す細
胞体の数をカウントすることで評価した。 
 

４．研究成果 
①Cell line を用いた実験 
Neuro-2a 細胞において、核内受容体

LXR/RXR のリガンドで処理したところ、高レ
ベルの ABCA1 発現が確認された。また、cAMP
で Neuro-2a を刺激すると、48 時間以内に神
経突起の形成が確認された。さらに、RhoA を
活性化することが知られているリゾフォス
ファチジン酸(LPA)を、神経突起を形成した
細胞に加えたところ、数分以内に突起の退縮
とともに、細胞体の収縮が観察された。RhoA
の活性化は ABCA1のタンパク質分解を抑制す
ることで、発現を増強することが申請者らに
よって明らかになっている。つまりこの結果
は、形成された神経突起の退縮と ABCA1 の発
現の間には、正の関係が存在する可能性を示
唆している。以上より、Neuro-2a は ABCA1 と
突起伸長・退縮との関連を観察する上で、良
いモデルとなる可能性が示唆された。さらに、
細胞の溶解液から免疫沈降した ABCA1を解析
したところ、グアニンヌクレオチド交換因子



 

 

PDZ-RhoGEF の結合が明らかとなり、ABCA1 が
PDZ-RhoGEF との結合を介して、エフェクター
である RhoA を活性化していることが示唆さ
れた。 
②初代培養神経細胞を用いた実験 

ラット初代培養胎児脳海馬ニューロン細
胞、及び、脊髄後根神経節 (dorsal root 
ganglion (DRG)) ニューロン細胞を培養し、
ABCA1 のモノクローナル抗体と二次抗体
Alexa555 を用いて、蛍光染色を行ったが、検
出された蛍光はわずかであった。このことに
より、定常状態において、初代培養ニューロ
ンにおける ABCA1の発現レベルは低いことが
予想された。 

DRG 細胞の ABCA1 発現量をコントロールす
る目的で、ABCA1 に対する siRNA を各種トラ
ンスフェクション試薬で細胞に導入し、
ABCA1 タンパク質発現量を調べたところ、
Lipofectamine RNAiMAX を使用した際に、良
好なノックダウン効率が得られることが明
らかになった。この ABCA1 をノックダウンし
た DRG 細胞において、細胞を撒種してから６
日後の突起伸長した細胞の数をコントロー
ルの細胞と比較したところ、ほとんど差は認
められなかった（図２）。このことから、突
起伸長反応に ABCA1はほとんど関与しないこ
とが示唆された。 

次に、DRG を突起伸長させた後、メスによ
り物理的に神経突起を切断して、さらに 4時
間後から 4日後の細胞の状態を観察した。神
経細胞においては、切断により神経突起の退
縮から、修復・再生が起こると考えられる。
コントロールの siRNA で処理した DRG では、
４日間で突起伸長した細胞の数が回復する
傾向を示した。しかし、ABCA1 をノックダウ
ンした DRG においては、コントロールと比較
して、突起伸長した細胞の回復がほとんど観
察されず、むしろ減少していた（図３）。こ
のことは ABCA1の発現抑制により神経細胞の
修復が遅れているか、ほとんど起きていない
ことを示しており、神経の修復・再生に ABCA1
が重要な役割を果たしている可能性を示唆
している。 

 
 
 
 
 
 

 
図２ ABCA1 に

対する siRNA で処
理した DRG 細胞を
６日間培養した際
の、神経突起が存
在する細胞体の数 
 

図３ DRG 細胞の突起切断後の培養時間に
対する神経突起が存在する細胞体の数 
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