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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、血中や脳内でのコレステロール代謝平衡を調節しているヘリックス
型アポリポタンパク質であるアポA-IとアポEについて、(1）HDL非結合-結合型構造間の動的平衡コンフォメーシ
ョンに関する蛍光分光学的解析、(2）ABCA1トランスポータータンパク質との相互作用を介したHDL形成反応の物
理化学的基盤解明と新たなHDL検出法の開発、(3）遺伝的変異アポリポタンパク質の高次構造異常が引き起こす
機能欠損・疾患発症の物理化学的メカニズム解明などを行うことで、アポリポタンパク質によるHDL産生・代謝
調節機構の物理化学的基盤解明を進めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have focused on the exchangeable helical apolipoproteins 
such as apoA-I and apoE that regulate cholesterol metabolism in plasma and brain. We mainly 
performed the following three projects: (1) fluorescence analyses of dynamic conformations of 
apolipoproteins between lipid-free and HDL-bound forms, (2) development of the novel method to 
detect HDL formation based on physicochemical studies of ABCA1-mediated formation of HDL particles, 
and (3) physicochemical mechanism of gene mutation-induced structural disorder and dysfunction of 
apolipoproteins. Our results provide novel and useful insights to understand structural basis for 
apolipoprotein-mediated HDL formation and metabolism. 

研究分野：生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内のコレステロールは、肝臓で合成さ
れたコレステロールが低密度リポタンパク
質（LDL）によって末梢組織へ輸送される経
路と、逆に末梢組織の余剰コレステロールが
高密度リポタンパク質（HDL）によって肝臓
へと転送される経路との動的平衡によって
恒常性が保たれている。脂質異常症の薬物療
法において、LDL 低下をターゲットとした予
防・治療技術の開発が一段落した現在、HDL
代謝改善技術の開発が次の最大の課題とな
っている。しかしながら、LDL と比較して複
雑であるHDL代謝システムに対する科学的理
解が不十分であることが、HDL 標的療法開発
の障害となっている。 
 アポリポタンパク質とは、細胞外脂質輸送
システムであるリポタンパク質代謝を制御
しているタンパク質群である。特に、可逆的
脂質結合能を有するヘリックス型アポリポ
タンパク質であるアポ A-I とアポ Eは、それ
ぞれ血中及び脳内で産生されるHDLの主要構
成タンパク質として、HDL 粒子の産生、成熟、
取り込みなどの過程を調節している。例えば
血 中 の HDL 粒 子 は 、 脂 質 非 結 合 型
（lipid-free）アポ A-Iのヘリックス領域が、
細胞表面に存在するABCトランスポーターA1
（ABCA1）や高曲率を有する膜領域と相互作
用することによって形成されることが示さ
れている。特に、HDL 新生と細胞コレステロ
ール排出の主要因子である ABCA1 とアポ A-I
との相互作用は、遺伝的 HDL 欠損症として知
られていたタンジール病の原因がABCA1遺伝
子の変異による細胞とアポA-Iとの反応障害
であることが示されて以降、血漿 HDL 濃度の
制御過程として注目を集め、今日までの多く
の細胞生物学的・生化学的研究によって、
ABCA1 を含めた ABC トランスポータータンパ
ク質の HDL 形成・細胞コレステロール搬出に
おける役割が明らかにされている。 
 一方、脳内では、血液脳関門によって体循
環系から隔てられた独自のコレステロール
代謝系が存在し、その制御を司るのがアポ
E-HDL 粒子である。脳内の HDL は、主にアス
トロサイトやミクログリアによって分泌さ
れたアポ Eによって産生され、神経細胞への
コレステロール供給を担うことで神経突起
の伸長やシナプス形成に重要な役割を果た
している。このアポ E-HDL 代謝系は、脳内ア
ミロイドβ（A）の分解・除去やパーキンソ
ン病などの神経変性疾患に対する保護作用
に関与している可能性も指摘されている。ア
ルツハイマー病発症危険因子であるアポ E4
は、野生型であるアポ E3 の 112 番目のシス
テインがアルギニンに置換された多型（アイ
ソフォーム）の一つであるが、申請者らはそ
の HDL コレステロール搬出・供給能力がアポ
E3 に比べて著しく劣ることを明らかにして
いる。しかしながら、このアポ Eアイソフォ
ームによる脳内HDL代謝調節異常と神経変性
疾患病理発現との関連性については、未解明

のままである。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から本研究では、血中や中枢神
経系（脳内）でのコレステロール代謝平衡を
調節しているヘリックス型アポリポタンパ
ク質であるアポ A-I とアポ Eについて、それ
らの 
(1）HDL 非結合-結合型構造間の動的平衡コン
フォメーションに関する物理化学的解析 
(2）ABC トランスポータータンパク質との相
互作用を介したHDL形成過程に関する物理化
学的・細胞生物学的解析 
(3）遺伝子変異や多型によるタンパク質高次
構造変化とコレステロール代謝調節機能異
常・欠損との構造作用相関解析 
などの横断的・統合的解析を行うことで、ア
ポリポタンパク質による HDL 産生・代謝調節
機構の物理化学的基盤を解明するとともに、
コレステロール代謝制御システムの破綻に
よって引き起こされる脂質異常症やアミロ
イドーシス、神経変性疾患などに対する新た
な予防・治療法開発のための科学的基盤構築
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 ヒトアポ A-Iやアポ Eアイソフォーム及び
それらの変異体は、遺伝子工学による変異の
導入と大腸菌 BL21(DE3)株を用いた大量発現
系によって作製した。アポ A-I 機能部位フラ
グメントペプチドは Fmoc 固相合成法によっ
て作製した。 
 得られたアポリポタンパク質や脂質との
複合体化により作製した初期型及び球形人
工 HDL について、円偏光二色性（CD）やフー
リエ変換赤外分光による二次構造解析並び
に部位特異的蛍光標識法による高次構造解
析を行った。また、HDL の抗動脈硬化活性の
指標の一つとして、マクロファージ細胞等か
らのコレステロール除去活性の評価を行っ
た。さらに、HDL 結合アポ A-I コンフォメー
ションの検出を目的とした抗アポA-I抗体は、
ヒトアポ A-I を用いたマウス過免疫・B 細胞
ハイブリドーマ法により作製し、ELISA やバ
イオレイヤー干渉法によるスクリーニング
評価を行った。 
 アミロイドーシス変異アポA-Iに関しては、
組織沈着領域として知られる N 末 1-83 残基
フラグメントを作製し、アミロイド線維形成
性の速度論的・熱力学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) アポ A-I による HDL産生反応の物理化学
的解析と創薬展開 

まず、環境感受性蛍光プローブである NBD
で部位特異的に標識したアポA-Iを用い、HDL
アポ A-Iの動的結合平衡についての詳細な速
度論的・熱力学的解析を行った。その結果、
HDL結合アポA-I分子は半減期10分程度の動
的交換反応状態にあり、エンタルピー的には



不利だがエントロピー的には有利な遷移状
態を経て結合・解離を繰り返していることが
明らかとなった（図 1：発表論文 19）。このよ
うなアポ A-I の結合解離特性は、アポ A-I の
細胞コレステロール除去活性と密接に関連
していると考えられる。 

 
 また、HDL 粒子の形成や成熟の過程でアポ
A-I分子の高次構造（コンフォーメーション）
が大きく変化することに着目し、蛍光分子で
標識したアポ A-I タンパク質を用いた簡便な
HDL 産生検出法の開発に成功した（発表論文
22）。細胞から HDL を産生する際には、アポ
A-I 分子のヘリックスの束が脂質に結合して
大きく開くような構造変化を起こすが（図2）、
この構造変化を蛍光分子の環境変化として検
出できることを見出した。この方法によって、
従来の煩雑なコレステロール抽出・定量法に
比べて短時間で多サンプルの処理が可能とな
り、ハイスループット化も容易である。しか
しながら、円盤状の初期型 HDL と成熟型の球
形 HDLのような多様な形態の HDL亜分画を識
別するには、さらなるブレイクスルーが必要
であると考えられる。 

 
(2) アポ Eアイソフォームの動的 HDL結合平
衡挙動の解析 

 アポ Eアイソフォームの構造情報に基づい
た部位特異的システイン残基導入とチオー
ル基反応性/環境感受性蛍光プローブ標識に
より、アポ E分子内の N末及び C末ドメイン
各領域の構造特異性や脂質膜結合挙動を独
立して評価可能な蛍光分光学的手法を世界
で初めて確立した（発表論文 21）。例えば、N
末ドメインヘリックス領域に S94C 変異を導
入し、さらに蛍光分子であるアクリロダンで

標識することで（図 3）、脂質膜結合に伴う N
末ヘリックスバンドルの構造変化（opening）
を、分子内トリプトファン－アクリロダン間
蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）測定からリ
アルタイムで観測することが可能となった。 

 
本手法を用いて、これまで推定されていた
アポEの経時的な二段階脂質膜結合挙動や脂
質結合構造の多様性を直接実験的に証明す
ることに初めて成功した。アポ Eは水溶液中
で自己会合によって多量体を形成する傾向
が強く、未だ NMR や X線結晶構造解析等によ
る詳細構造解明は成功していない。したがっ
て、本研究で確立した領域特異的蛍光分光解
析法は、低解像度ながらアポ Eアイソフォー
ムの高次構造変化をリアルタイムで追跡す
るには非常に有効であると考えられる。 
 
(3) HDL の抗動脈硬化活性の迅速定量化を目
的とした新規抗 HDL 抗体の創製 

 HDL のコレステロール除去活性の指標とな
る結合アポ A-I 分子の高次構造（コンフォメ
ーション）の微小な差異の検出を目的として、
マウス過免疫・B 細胞ハイブリドーマ法によ
る抗ヒトアポA-I抗体の作製を行った。ELISA
あるいはバイオレイヤー干渉法によるスク
リーニングの結果、いくつかの領域特異的抗
アポ A-I抗体が得られ（図 4）、なかでも 44-65
残基領域内をエピトープとする抗体は、アポ
A-I のランダムコイルからα-ヘリックスへ
の構造転移を検出できることが明らかとな

図 1. HDL 結合アポ A-I と遊離アポ A-I との交換
反応の動的エネルギー状態図 

図 2. HDL 形成に伴うアポ A-I コンフォメーション変
化のモデル図 

図 3. アポ E4 の N 末ドメインヘリックスバンドル構
造における FRET 測定モデル図 

図 4. 特異的抗アポ A-I 抗体候補のエピトープ領域
を、アポ A-I の水溶液二次構造（上図、PNAS 106, 
19005, 2009）あるいは三次構造モデル（下図、
Biochemistry 53, 7625, 2014）上で示した。 



り、HDL 形成に伴うアポ A-I の微小構造変化
を識別できる可能性が示された。 
さらに、開発した新規抗アポ A-I 抗体を利
用したHDLコンフォメーション特異的高感度
イムノアッセイ系の構築を行った。今後、HDL
亜分画の細胞コレステロール除去活性等の
抗動脈硬化作用との相関解析を行うことで、
従来のHDLコレステロール量に代わる新たな
指標としてのHDL活性の迅速定量化が可能な
測定方法として、血漿 HDL 亜分画測定への適
用が期待される。 
 
(4) アミロイドーシス変異アポA-Iによるア
ミロイド線維形成の分子機構解明 

 アポ A-I は、その可逆的な脂質結合機能ゆ
えに不安定で柔軟な高次構造を有しており、
変異や酸化などの修飾によってアミロイド
線維化を起こしやすいことが知られている。
ヒトアポ A-I では、家族性アミロイドーシス
（アミロイドポリニューロパチーIII型）の原
因となる遺伝子変異が 20 種類近く知られて
おり、多くの場合、N末側約 10-kDa フラグメ
ントの臓器沈着が検出される。 
 そこで、典型的なアミロイドーシス変異と
して知られている Iowa（G26R)をターゲット
とし、その全長変異体や組織沈着領域である
N 末フラグメントのアミロイド線維形成性や
線維形態の評価を、線維結合蛍光プローブや
透過型電子顕微鏡、原子間力顕微鏡観察など
によって行った。その結果、Iowa (G26R) 変
異が、アポ A-I の N 末 1-83 残基フラグメン
トのアミロイド線維化を著しく促進するこ
とや、生体脂質膜環境での線維化を調節して
いることを世界に先駆けて明らかにした（図
5：発表論文 14,31）。また、アポ A-I アミロ
イド線維形成が糖鎖環境としてのヘパリン
存在下で促進されることが確認された（発表
論文 1）。さらに、アポ A-I アミロイド線維に
よる細胞毒性のメカニズムとして、細胞表面
ヘパラン硫酸との相互作用やオートファジ
ー/リソソーム系の関与を見出している（発
表論文 6,13）。 
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