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研究成果の概要（和文）： 
 本研究計画では、ペルオキシソーム機能欠損による脱ミエリン化の分子機構を、小胞体スト

レスや自然免疫応答に焦点をあて解析した。ペルオキシソーム膜 ABCD1 タンパク質欠損マウ

ス由来の初代培養アストロサイトについて遺伝子発現解析を行った結果、ペルオキシソーム機

能欠損により、自然免疫応答に異常が起こっていることが明らかとなった。この自然免疫応答

の異常は、炎症を伴う脱ミエリン化など神経変性の原因になっている可能性が推察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The purpose of this project was to evaluate the relationship peroxisomal dysfunction and 
demyelination. In this study, we focused on the ER stress and innate immunity in 
ABCD1-deficient primary astrocytes. Dysfunction of ABCD1, a peroxisomal membrane 
protein, caused a neurodegenerative disease called adrenoleukodystropy. We found that 
treatment of ligands for pattern recognition receptors induced the expression of cytokines 
and antiviral proteins in ABCD1-deficient astrocytes. These results suggest that 
dysfunction of ABCD1 lead to the disturbance of innate immune response, which result in 
the demyelination in adrenoleukodystrophy.  
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１．研究開始当初の背景 
  研究代表者はこれまで副腎白質ジスト
ロフィー（ペルオキシソーム膜 ABCD1 の機
能欠損）の神経変性疾患と極長鎖脂肪酸代謝

異常との関連性について明らかにしてきた。
この疾患は組織における極長鎖脂肪酸の蓄
積と大脳における脱ミエリン化を特徴とす
るが、極長鎖脂肪酸の蓄積量と発病時期・重
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症度に相関性はなく、脱ミエリン化の発症メ
カニズムは未知のままである。 
 中枢神経系グリア細胞のペルオキシソー
ムはミエリン化された軸策の形成・維持に必
須であることが報告され(Kassmann et al. 
Nat. Genet, 2007, Hulshagen et al. J. 
Neurosci. 2008)、グリア細胞におけるペルオ
キシソーム代謝の重要性が認識されている。
肝臓ではペルオキシソーム機能欠損が小胞
体ストレスやミトコンドリア障害、さらに炎
症反応を引き起こすことが報告されている
(Schluter et al. Hum. Mol. Genet. 2011)。し
かし、ミエリン形成細胞であるオリゴデンド
ロサイトや、炎症反応に関与するアストロサ
イトのペルオキシソーム機能欠損がどのよ
うに神経変性と関連しているか明らかにさ
れていない。本研究課題では中枢神経系グリ
ア 細 胞 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム 機 能 欠 損
（ABCD1 欠損）と、小胞体ストレス（ER 
stress）やミトコンドリア障害、自然免疫応
答との関連性について検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、ペルオキシソーム機能欠
損による脱ミエリン化の分子機構を、小胞体
ストレスや自然免疫反応に焦点をあて明ら
かにすることを目的とする。研究の遂行によ
り脱髄疾患の分子メカニズムの新たな解明
に繋がる。さらに小胞体ストレスや自然免疫
反応を標的としたペルオキシソーム病（特に
副腎白質ジストロフィー）に対する治療薬・
発病予防薬の可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)アストロサイトの初代培養 
 生後 1～2 日の野生型及び ABCD1 ノックア
ウトマウスの大脳から混合グリア細胞を調
製した。ミクログリアはアストロサイトに比
べ、プラスチックシャーレへの接着性が高い
ことを利用し、混合グリア細胞からミクログ
リアを除いた。さらに Ara-C（シトシンアラ
ビノース）、及び LME (ロイシンメチルエステ
ル)処理することで、混在するミクログリア
の除去を行った。 
(2)極長鎖脂肪酸の生化学的解析 
 極長鎖脂肪酸のβ酸化活性は、14Cで放射性
ラベルしたリグノセリン酸を基質として用
い、水溶性画分に回収された放射活性を測定
することにより行った。また、極長鎖脂肪酸
含量は、抽出した脂肪酸をメチルエステル後、
ガスクロマトグラフィーで分析した。 
(3)遺伝子発現解析 
 ABCD1欠損マウス由来のアストロサイトの
遺伝子発現解析は Agilent社製の Whole 
Mouse Genome Oligo Microarray (4x44K)を
用いて行った。また、それぞれの遺伝子につ
いては特異的なプライマーを用いて real- 

time PCR 法により解析した。 
 
４．研究成果 
(1) アストロサイトの純培養系の確立 
 アストロサイト初代培養系ではミクログ
リアの混入が結果に大きく影響する。そこで、
分離したアストロサイトに Ara-C、及び LME
処理を行った。その結果、Iba-1 抗体を用い
た蛍光抗体法、及びイムノブロッティングに
より、ミクログリアの除去を確認した。 
 
(2)極長鎖脂肪酸代謝 
 ABCD1 欠損アストロサイト(ko)は野生型
(wild)に比べて飽和極長鎖脂肪酸 C26:0の含
量が 2倍程度増加していた。また極長鎖脂肪
酸（C24:0）のβ酸化活性が有意(約 50%)に減
少していた。従って、アストロサイトでは
ABCD1 欠損によりペルオキシソームの極長鎖
脂肪酸β酸化活性が減少し、極長鎖脂肪酸含
量が増加していることが認められた。 

(3)DNAマイクロアレイによる発現解析 
 DNA マイクロアレイによる遺伝子発現解析
を行った結果、ケモカインレセプターの一つ
である Darc 遺伝子や細胞接着分子である
Cadm3 遺伝子の発現が、ABCD1 欠損アストロ
サイトで有意に高いことが認められた。一方、
成長に関わる Egr2 転写因子の遺伝子発現低
下が認められた。しかし、炎症反応、酸化ス
トレス反応、及び小胞体ストレス反応に関連
する多くの遺伝子発現に有意な差は認めら
れなかった。従って、アストロサイトでは
ABCD1 欠損により極長鎖脂肪酸代謝異常は認
められるものの、小胞体ストレスや炎症反応
に違いは認められず、外因性の刺激による感
受性や脆弱性に違いがある可能性が示唆さ
れた。 
 
(4)各種リガンド処理による遺伝子発現 
 初代培養アストロサイトについて様々な
自然免疫のリガンドに対する炎症性サイト
カインや抗ウイルスタンパク質関連遺伝子
の発現の違いを解析した。 
 野生型及び ABCD1 欠損アストロサイトに
TLR４のリガンドであるリポ多糖（LPS）を 12
時間処理し、サイトカインやケモカイン、及
び小胞体ストレス応答遺伝子の発現を比較

 



検討した。その結果、炎症性サイトカイン
(TNFα,IL-6など)、ケモカイン(CXCL10, CCL2
など)では、野生型に比べ ABCD1 欠損アスト
ロサイトで発現の増加が認められた。このこ

とから、LPS 刺激に対する炎症反応の応答は
ABCD1 機能欠損で増加することが認められた。 
 次に、TLR3 及び RIG1、MDA5 のリガンドで
ある poly(I:C)の影響を検討した。その結果、
poly(I:C) 処理では CXCL10 や viperin など
の抗ウイルスタンパク質遺伝子と TLR3 遺伝
子の顕著な発現増加がみられたが、ABCD1 欠
損と野生型アストロサイトでは、これらの遺
伝子発現に大きな差は見られなかった。一方、
細胞内に poly(I:C)を導入した実験では、
viperin の遺伝子発現が、ABCD1 欠損アスト
ロサイトで有意に高いことが確認された。こ
の処理条件では、MDA5遺伝子の発現増加が認
められたことから、これらの抗ウイルスタン
パクの遺伝子発現の違いは、MDA5 を介した免

疫応答によって引き起こされていることが
推察された。この結果から、ABCD1 の機能は
ウイルス感染に対する免疫応答にも関わっ
ている可能性が示唆された。 
 
(5)結論と展望  
 以上のことから、ABCD1 欠損アストロサイ
トでは、通常の培養条件下では ER ストレス
応答や炎症反応に大きな違いは認められな
いが、様々なパターン認識受容体を介した自
然免疫応答に違いがあることが明らかとな
った。本研究の成果は、ABCD1 の機能欠損が
自然免疫応答を介して神経変性に関与して

いる可能性を検討していく上で、重要と考え
られる。 
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