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研究成果の概要（和文）：	 

本研究では、HDL 形成タンパク質 ABCA1 の C 末端部位の細胞内ドメインの切断と、切り出さ

れた細胞内ドメインの核内移行反応について検討した。dsRNA 刺激によって活性化される TLR3

の下流のシグナルを阻害すると、細胞内の ABCA1 切断産物の量が減少した。また、ABCA1 の細

胞内ドメインを発現した HEK293 細胞において、dsRNA 刺激を加えると核に局在する細胞内ドメ

インの量が増加した。これらの結果は、TLR3 経路が、ABCA1 の細胞内ドメインを切断して核へ

移行する反応に重要であることを示唆している。	 

	 
研究成果の概要（英文）：	 
	 	 In	 this	 study,	 we	 investigated	 that	 the	 cleavage	 of	 C-terminal	 intracellular	 domain	 
of	 ABCA1	 and	 the	 nuclear	 translocation	 of	 the	 cleavage	 product.	 The	 inhibition	 of	 TLR3	 
signaling	 pathway	 decreased	 the	 cleavage	 of	 ABCA1.	 In	 HEK293	 cells	 expressing	 the	 
intracellular	 domain	 of	 ABCA1,	 dsRNA	 stimulation	 increased	 the	 translocation	 of	 
intracellular	 domain	 into	 nuclear.	 These	 results	 indicate	 that	 TLR3	 pathway	 is	 critical	 
for	 the	 cleavage	 of	 ABCA1	 and	 its	 nuclear	 translocation.	 
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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
する膜輸送タンパク質の中でも最大のファ
ミリーを形成し、生体膜にあって ATP 加水分

解と共役して、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 として細胞外に分泌
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する機能を持つ。一般的には LDL の「悪玉」
に対して、HDL は「善玉」と呼ばれ、抗動脈
硬化的に機能することが知られている。また、
ABCA1 の機能不全をもたらす遺伝子変異が認
められると HDL が著しく低値を示し、ABCA1
ノックアウトマウスで HDL がほぼ消失するこ
と、さらに、ABCA1 過剰発現マウスで HDL 上
昇と抗動脈硬化作用を示すこと、などの報告
から、HDL 恒常性における ABCA1 の生理的重
要性が明らかにされており、動脈硬化性疾患
の重要な創薬ターゲットとして位置づけら
れている。ABCA1 の活性は、遺伝子・タンパ
ク質レベルで、厳密かつ複雑な制御を受けて
いることが最近の研究で明らかになりつつ
ある。申請者らはこれまで、ABCA1 の機能的
役割や、分子レベルでの複雑な発現調節シス
テムについて明らかにしてきた。そして、
ABCA1 の発現を制御する因子を調べる過程に
おいて、マクロファージ細胞で、Toll-like	 
receptor	 3	 (TLR3) の リ ガ ン ド で あ る
double-stranded	 RNA	 (dsRNA)の刺激により、
ABCA1 タンパク質の C 末端部位の細胞内ドメ
インが切り出され、切断産物が細胞内に蓄積
することを発見した。さらに ABCA1 細胞内ド
メインの cDNA を作製し発現を確認したとこ
ろ、細胞内ドメインは細胞質だけでなく、核
にも存在することが明らかとなった。多くの
膜貫通型タンパク質では、細胞内外のシグナ
ルを引き金として、プロテアーゼによる切断
を受け、その断片がシグナルを伝達する分子
として機能することが分かっており、分化制
御因子 Notch、接着分子 CD44 等では、切断産
物が核内に移行して特定の遺伝子の転写を
調節することが明らかとなっている。ABCA1
と共通したドメインを持ち、インシュリンの
分泌とともに細胞内ドメインが切断される
膜タンパク質 IA-2/ICA512 では、切断産物が
核に移行し、遺伝子レベルでの制御を介して、
インシュリン分泌をさらに活性化するフィ
ードバック制御（促進）メカニズムが働くこ
とが報告されている。また、ABCA1 の C 末端
側には、典型的な核移行シグナル(NLS)と、
転写制御因子によく見られるロイシンジッ
パー様のドメインが存在し、さらに最近、
ABCA1 の転写を促進する核内受容体 LXR	 
(Liver	 X	 Receptor)	 が、ABCA1 の C 末端側の
ドメインと直接結合することが確認された。
これらの知見は、ABCA1 の切断産物の核内移
行と転写制御への関与の可能性を強く示唆
している。	 
	 
２.	 研究の目的	 
	 申請者は以上の背景より、dsRNA 刺激によ
って ABCA1 タンパク質の細胞内ドメイン切断
が促され、その切断産物が核に移行し、様々
な遺伝子の転写レベルの制御に関与してい
るのではないか、という仮説を立てた（図１）。

そこで、本研究では ABCA1 切断と核移行に関
する解析を行った。	 

図１	 ABCA1 切断と核移行の仮説モデル	 

	 

３．研究の方法	 
	 細胞は、ABCA1 を発現している細胞として、
ヒト単球性白血病細胞株 THP-1 を phorbol	 
12-myristate	 13-acetate	 (PMA)でマクロフ
ァージ様に分化させた細胞、及び、不死化し
た mouse	 embryonic	 fibroblast	 (MEF)を用い
た。また、ABCA1 の細胞内ドメインをテトラ
サイクリン（またはドキシサイクリン、dox）
誘導的に発現する HEK293 細胞を作成し、実
験に使用した。HEK293 細胞は内在性の ABCA1
を発現していない。	 
	 dsRNA である poly(I:C)で細胞を処理した
後、細胞を回収して RIPA バッファーで溶解
した。SDS-PAGE にて細胞ライセートのタンパ
ク質を分離した後、PVDF メンブレンに転写し
て、Western	 blotting を行った。ABCA1 の C
末端部位を認識する抗体で ABCA1 の切断産物
を検出した。	 
	 細胞の核画分の分画は NE-PER	 (Nuclear	 
and	 Cytoplasmic	 Extraction	 Reagent	 Kit,	 
Thermo	 Scientific)を用いた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 ABCA1 切断のメカニズムの解析	 
	 マクロファージに分化させた THP-1 細胞に
おいて、dsRNA	 (poly(I:C))刺激を加えると
ABCA1 の C 末端部位の細胞内ドメインが切り
出され、切断産物が細胞内に蓄積する。そこ
で、各種阻害剤によって、この切断産物の産
生が阻害されるかどうかを調べた。TLR3 の下
流にある TANK-binding	 kinase	 1	 (TBK1)の阻
害剤 SU6668 は濃度依存的に ABCA1 切断産物
の産生を阻害した（図 2）。また、各種 MAPK
阻害剤 PD98059,	 SB203580,	 SP600125 は切断
産物の産生に影響を及ぼさなかったが、セリ
ンプロテアーゼ阻害剤 AEBSF、マトリックス



メタロプロテアーゼ（MMP）阻害剤 GM6001 の
処理によって切断産物の産生が減少した。そ
こで、TNF レセプターや CD44 など様々な膜タ
ンパク質の切断に関与していることが知ら
れているメタロプロテアーゼ ADAM17	 (TACE)
を MEF に強制発現させ、dsRNA 刺激による
ABCA1 切断産物の量を調べたところ、切断産
物が増加した。以上の結果は、TLR3 の下流の
シグナルが活性化され、それによって ADAM17、
または、セリンプロテアーゼによる ABCA1 タ
ンパク質の C末端細胞内ドメインの切断が誘
導されている可能性を示唆している。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図２	 TBK1 阻害剤 SU6668 によって dsRNA 依
存的な ABCA1 切断産物の産生が抑制される	 
	 
(2)	 切断産物の核移行	 
	 ABCA1 細胞内ドメインの cDNA を作製し、
Hela 細胞に導入して発現を確認したところ、
細胞内ドメインは細胞質だけでなく、核にも
存在していた。さらに別の系で ABCA1 細胞内
ドメインの核への局在を確認するために、
myc タグを付加した ABCA1 の細胞内ドメイン
をテトラサイクリン誘導的に発現する
HEK293 細胞を作製した。この細胞系において、	 
細胞内ドメインの発現と局在を myc 抗体に結
合した蛍光プローブを利用して顕微鏡下で
観察した。細胞内ドメインは、主に細胞質全
体に発現しており核に局在していることが
確認できなかった。そこで、細胞内ドメイン
の発現を誘導した細胞を分画して、核画分へ
の細胞内ドメインの局在をWestern	 blotting	 
により確認したところ、確かに核にも存在す
ることが明らかとなった。さらに、細胞に
dsRNA 刺激を加えて、核画分に存在する細胞
内ドメインの量が変化するかどうかについ
て調べた。また、ABCA1 の細胞内ドメインに
核内受容体 LXR が結合することが報告されて
いるので、LXR リガンドを加えた場合の細胞
内ドメインの局在についても検討した。細胞
に細胞内ドメインの発現を誘導し、その後
dsRNA を加えると、核画分に存在する細胞内
ドメインの量が増加した（図３）。しかし、
LXR リガンドである TO901317 を加えても、細
胞内ドメインの量に変化は無かった。この結
果は、dsRNA 刺激が ABCA1 の切断を誘導する
だけでなく、切断した細胞内ドメインを核へ
移行する反応も促進することを示唆してい
る。現在、細胞内ドメインを発現させた細胞
のマイクロアレイ解析結果の精査を行って
いるが、オントロジー解析の結果から、炎症

関連遺伝子の発現が ABCA1 細胞内ドメインを
発現している細胞において減少する傾向が
示されている。このことは、TLR3 刺激によっ
て切断された ABCA1 細胞内ドメインが核移行
し、炎症に関与する遺伝子の発現を抑制して
いる可能性を示唆している。	 	 	 	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図３	 dsRNA刺激によりABCA1切断産物の核内
移行が促進する	 
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