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研究要旨 

副腎白質ジストロフィー（ALD）は、ペルオキシソーム膜 ABC タンパク質 ABCD1

の変異を原因とする神経変性疾患で、極長鎖脂肪酸の蓄積を特徴とする。本研究では、

ALD 治療薬の開発を目指して、ABCD1 の極長鎖脂肪酸 CoA 輸送機構、ミスセンス変

異 ABCD1 の安定化を指標とした有用化合物のスクリーニング、遺伝子治療のための

予備実験を行った。ペルオキシソーム病に関しては、ペルオキシソーム膜形成に焦点

を当てた。ペルオキシソーム膜形成に関わる Pex3p と Pex19p の相互作用の分子機構を

解析し、ペルオキシソームを欠損する Zellweger 病における変異 Pex3p と Pex19p の相

互作用の異常を明らかにした。ABCD4 と LMBRD1 遺伝子異常による新規ビタミン B12

欠乏症（ライソゾームへのビタミン B12 蓄積症）に関しては、原因遺伝子産物である

LMBD1 が輸送体 ABCD4 と複合体を形成し、ABCD4 を小胞体からライソゾームへ輸

送するキャリアタンパク質として機能することを見出した。ABCD4 もしくは LMBD1

の変異により共通したフェノタイプが起こる原因が示唆された。
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Ａ．研究目的 

ALD に関する研究 

 副腎白質ジストロフィー（ALD）は X 連鎖

劣性の遺伝子疾患で、ペルオキシソーム膜

ABC タンパク質 ABCD1 をコードする ABCD1

遺伝子の変異により発症する。ALD は、極長

鎖脂肪酸の異常蓄積を生化学的特徴とし、大脳 

における脱ミエリン化や副腎不全を主症状と

するが、その発病メカニズムは不明である。ま 

 

た治療薬は開発されていない。そこで本研究で

ALD 治療薬の開発を目指し、ABCD1 の極長鎖

脂肪酸 CoA 輸送機構の解明、ABCD1 欠損アス

トロサイトでの代謝異常と遺伝子発現解析、ミ

スセンス変異ABCD1を安定化する化合物のス

クリーニング、遺伝子治療の基礎的検討を目的

とした解析を行った。 

 

ペルオキシソーム病に関する研究 

 Zellweger 病をはじめとするペルオキシソー

ム形成因子（Pex）の欠損によるペルオキシソ

ーム病は重篤な疾患であるが、近年、ミスセン

ス変異による軽症例が報告され治療の対象に

なってきている。本研究ではペルオキシソーム

膜形成に焦点を当てた。Pex3p はペルオキシソ

ーム膜に局在し、遊離型ポリソームで生合成さ



れたペルオキシソーム膜タンパク質（PMP）と

複合体を形成する Pex19p と相互作用し、PMP

のペルオキシソーム膜への局在化に関与する。

今回、Pex3p と Pex19p 複合体の X 線構造解析

により、Pex3p、Pex19p の相互作用のメカニズ

ムを解析し、Pex3p と Pex19p の変異による相

互作用の破綻を明らかにすることを目的とし

た。 

 

新規ビタミン B12 欠乏症（ライソゾーム蓄積症）

に関する研究 

 ビタミン B12 はエンドサイトーシスによっ

てライソゾームに取り込まれた後、細胞質中へ

と排出され、補酵素型に変換され機能している。

最近、ABC トランスポーターABCD4 とライソ

ゾーム膜タンパク質 LMBD1 をコードする遺

伝子変異により、ライソゾームから細胞質への

ビタミン B12 輸送が障害されることが報告さ

れた。本研究では、ライソゾームからのビタミ

ン B12 輸送異常の分子機構を理解するため、

ABCD4 と LMBD1 の協調的な役割を明らかに

することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

ALD に関する研究 

１．ABCD1 の機能解析 

 メタノール資化性酵母 Pichia pastoris にヒト

ABCD1 を発現させ、ペルオキシソーム分画な

らびに精製酵素を調製した。ABCD1 の ATPase 

活性はリン酸モリブデン法を用い、acyl-CoA 

thioesterase 活性はエルマン法を用いて測定し

た。 

２．ALD の分子病態解析 

 生後１〜２日の Abcd1 欠損マウス脳より 

調製した混合グリア細胞から、初代培養アスト

ロサイトを分離培養した。脂肪酸のβ酸化活性

は、[1-14C]C24:0 を基質として測定した。極長

鎖脂肪酸は、抽出した脂質を加水分解し、遊離

した脂肪酸をメチルエステル化した後、ガスク

ロマトグラフィーで定量化した。遺伝子の発現

解析は、抽出した mRNA を逆転写酵素で

cDNA にした後、DNA マイクロアレイ法及び

リアルタイム PCR により行った。 

３．ALD 治療薬の開発 

 ALD 患者で報告されているミスセンス変異

ABCD1 の C 末端に GFP を融合した変異

ABCD1-GFP を安定発現する CHO 細胞を作製

した。この細胞を 96 well プレートで培養し、

既存薬を含めた種々の化合物を最終濃度 20μ

M で添加し、2 日後、細胞の蛍光強度を測定し

た。変異 ABCD1-GFP の発現及び細胞内局在性

は、イムノブロット法及び蛍光抗体法により確

認した。骨髄移植に関しては、野生型マウスの

頸骨から骨髄細胞を採取し、放射線照射で骨髄

破壊したレシピエントのABCD1欠損マウスの

眼窩静脈叢に注入した。５ヶ月飼育後、脳での

ABCD1 タンパク質の発現を解析した。さらに、

造血幹細胞(lineage 陰性, c-kit 陽性)は、ABCD1

遺伝子を組み込んだレンチウイルスベクター

を感染させた後、放射線照射処置を施したマウ

スの眼窩静脈叢に注入することにより移植し

た。 

 

ペルオキシソーム病に関する研究 

 ヒト Pex3p の細胞質ドメイン GST-Pex3p (aa. 

49-373)、ヒト GST-Pex19p(aa. 1-44)を大腸菌に

発現させ精製した。Pex3p と Pex19p を 1:2 で混

合し、ポリエチレングルコール 

を沈殿化剤として結晶化させ、複合体の結晶構

造を決定した。また、GST-Pex19p と His-Pex3p

との相互作用は、pull down 法により解析した。

Pex19p によるペルオキシソーム形成能は、

pex19 Zellweger syndrome 患者線維芽細胞に野

性型もしくは変異型 Pex19p を導入し、ペルオ

キシソームの形成を蛍光抗体法で解析した。 

 



新規ビタミン B12 欠乏症（ライソゾーム蓄積症）

に関する研究 

 ABCD4-HA 発現ベクターをヒト肝癌細胞

HuH7 に導入し、ABCD4-HA の安定発現細胞を

取得した。発現した ABCD4-HA、LMBD1-GFP

の細胞内局在性は免疫染色法で解析した。さら

に LMBD1-GFP ならびに ABCD4—HA の各種変

異体発現ベクターを作製した。LMBD1 の

ABCD4 の局在化への影響は、野生型 ABCD4

と変異型 LMBD1 を共発現することにより解

析した。ABCD4 と LMBD1 の相互作用は pull 

down 法で解析した。 

 

（倫理面での配慮） 

 ALD 患者線維芽細胞は、提供者が子供のた

め、両親の同意を得て採取したものを使用した。 

 

Ｃ．研究結果 

ALD に関する研究 

１．ABCD1 の機能解析 

 P. pastoris に発現させた His-ABCD1 は、ペル

オキシソームに局在化していた。His-ABCD1

は ATPase 活性を保持し、脂肪酸ならびに脂肪

酸 CoA 添加により活性が促進され、炭素数の

増加により効果が増大した。さらに、ABCD1

が acyl-CoA thioesterase 活性を有することが明

らかになった。149 番目の Ser を Ala に置換し

た変異型 ABCD1 は活性を失うことから、149Ser

が活性中心であることが示唆された。

Acyl-CoA thioesterase 活性は、高濃度の ATP で

阻害された。また変異型 His-ABCD1(S149A)の

ATPase 活性は、脂肪酸では活性化されたが、

脂肪酸 CoA では活性化されなかった。 

２．ALD の分子病態解析 

 Abcd1 欠損アストロサイトの極長鎖脂肪酸

含量は、野生型に比べて約 2 倍増加していた。

また極長鎖脂肪酸（C24:0）のβ酸化活性は野

生型に比べ 40 ％減少していた。一方、

[1-14C]C24:0 由来の放射活性の C26:0 画分への

取り込みは、Abcd1 欠損アストロサイトにおい

て顕著に増加していた。このことからアストロ

サイトにおいても ALD の生化学的特徴が認め

られた。 

 野生型及び Abcd1 欠損アストロサイトでは、

極長鎖脂肪酸代謝に関わる遺伝子及び発病に

関わると予想される酸化ストレス関連 (Cat, 

MnSOD, Homx1 等)や炎症性サイトカイン遺伝

子(Tnfa, Il-1b, Cxcl1 等)、小胞体ストレス関連

の遺伝子（Chop, Bip, Oasis 等）の発現量に有

意な違いは認められなかった。一方、Abcd1

欠損アストロサイトではケモカインレセプタ

ーの一つである Darc 遺伝子、細胞接着分子

Cadm3 遺伝子の増加、及び Egr2 遺伝子の発現

低下が認められた。 

３．ALD 治療薬の開発 

 変異 ABCD1-GFP を発現した CHO 細胞を用

い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 結 果 、

ABCD1-GFP の蛍光を回復させる 22 種類の化

合物を見出した。この内、既存薬ではアントラ

サイクリン系抗生物質とボルテゾミブを含む

５種類の化合物で、天然化合物では３種類の化

合物で変異 ABCD1-GFP の回復とペルオキシ

ソームへの局在化が確認された。さらに同じ変

異をもつ患者由来線維芽細胞で内因性の変異

ABCD1 タンパク質の回復を解析した結果、既

存薬で２種類（ボルテゾミブを含む）、天然化

合物で２種類の有効化合物を見出した。 

 造血幹細胞移植実験では、５ヶ月間飼育した

移植マウスの脳及び脊髄から調製したペルオ

キシソーム画分において、造血幹細胞由来の

ABCD1 タンパク質が発現していることが確認

された。ヒト ABCD1 遺伝子組替え造血幹細胞

を移植した ABCD1 欠損マウスは、経過を観察

している。 

 

ペルオキシソーム病に関する研究 



 Pex3p は、６本のαヘリックスから構成され

る回転楕円状の新規な構造をしていることが

判明した。最も長いα2 が中心に位置し、他の

５つのαへリックスがα２に巻き付く構造を

とっていた。Pex19p ペプチドはαヘリックス

構造をとり、Pex3p の最先端部に結合していた。 

 X 線結晶解析により Pex3p と Pex19p との相

互作用に重要であるアミノ酸が示唆された。こ

れらアミノ酸を Ala に置換すると、Pex3p と

Pex19p との結合が起こらなかった。さらに、

pex19 Zellweger syndrome 患者線維芽細胞に野

性型もしくは変異型 Pex19p を発現させ、ペル

オキシソームの回復能を解析すると、野性型

Pex19p ではペルオキシソームが検出されたが、

Pex3p との結合能を有しなかった Pex19p では

ペルオキシソームが検出されなかった。一方、

pex3 Zellweger syndrome患者線維芽細胞に変異

型 Pex3p (W104A)を発現させても、ペルオキシ

ソームは検出されなかった。 

 

ビタミン B12 欠乏症（ライソゾーム蓄積症）に

関する研究 

 一過性に発現させた ABCD4-HA は小胞体に、

LMBD1-GFP はリソソームに局在していた。一

方、ABCD4-HA を安定過剰発現させた HuH7

細胞に LMBD1-GFP を共発現させたところ、

ABCD4-HA の局在は小胞体からライソゾーム

へと変化し、LMBD1-GFP と共局在していた。

また、両タンパク質が複合体を形成していた。 

ABCD4 の 6 個の膜貫通領域のうち、N 末端

側の 2 個の膜貫通領域を欠損した変異型

ABCD4-HA は、LMBD1-GFP と共発現させて

もライソゾームには移行しなかった。一方、

LMBD1 の 11 個の膜貫通領域のうちの 6 番目

以降を欠損した変異型 LMBD1-GFP を ABCD4

と共発現させると、ABCD4 と変異型

LMBD1-GFP は共局在していたが、ライソゾー

ム上には局在しなかった。 

Ｄ．考察 

ALD に関する研究 

１．ABCD1 の機能解析 

P. pastoris に ABCD1 を活性型酵素として発

現することに成功した。ABCD1 の ATPase 活

性は脂肪酸添加により促進され、炭素数の増加

により効果が増大したことから、より長鎖の脂

肪酸に高い親和性を持つことが示唆された。さ

らに、同じ炭素数でも CoA 体を添加した際に

ATPase 活性はより増大したことから、CoA 体

への親和性の方が高いことが示唆された。

ABCD1のもつ acyl-CoA thioesterase活性は、149

番目の Ser を Ala にさせることにより失活した。

ALD 患者においても同様の変異が報告されて

いるので、ABCD1 の acyl-CoA thioesterase 活性

は、基質輸送に必須と考えられる。ABCD1 は

極長鎖脂肪酸を認識し、CoA を加水分解によ

り分離し、極長鎖脂肪酸を輸送している可能性

が高い。また acyl-CoA thioesterase 活性と ATP

加水分解が協調して脂肪酸を輸送していると

推測される。 

２．ALD の分子病態解析 

 Abcd1 欠損アストロサイトにおいても極長

鎖脂肪酸蓄積が認められた。しかし、アストロ

サイトは、極長鎖脂肪酸を蓄積しても発病に関

わると推定されるサイトカインなどを産生し

ていない可能性が示唆された。一方、Darc、

Cadm3 などの mRNA が増加していたことより、

Abcd1 欠損アストロサイトではサイトカイン

に対する反応性や他の細胞との相互作用など

に異常がある可能性が推察された。 

３．ALD 治療薬の開発 

 ハイスループットアッセイ系により見いだ

した既存薬のボルテゾミブは、多発性骨髄腫の

治療薬として認可されているプロテアソーム

阻害薬である。もう一つの既存薬は細胞毒性が

低く、脳代謝改善薬として用いられていた薬物

であり、血液脳関門を通過することが知られて



いる。これらの既存薬については、ALD の候

補治療薬になる可能性が考えられる。一方、天

然化合物で効果のあった 2 種類は類似構造を

もっており、治療薬のシーズ化合物になると考

えられる。今後さらに多くの天然化合物をスク

リーニングすることにより、リード化合物を見

出す予定である。 

 骨髄移植により骨髄由来の細胞が脳や脊髄

に生着していることが確認された。また、組換

えレンチウイルスベクターにより造血幹細胞

にヒト ABCD1 を発現することが確認され、

ABCD1 欠損マウスに移植することができた。

現在、順調に飼育されている。今後、移植 5~6

ヶ月後の組織を調製し、生着細胞とその分布に

ついて組織化学染色により検討する予定であ

る。本疾患に対する造血幹細胞移植の神経症状

抑制のメカニズム解明は、発症機構及び治療戦

略を考える上で重要である。 

 

ペルオキシソーム病に関する研究 

 我々はこれまでに、生合成された PMP70 の

Pex19p との相互作用に必要な領域を明らかに

するとともに、Pex19p の N 末端側の領域が

Pex3p との相互作用に重要であることを報告

してきた。今回、Pex3p と Pex19p 複合体の X

線結晶解析により、両者の相互作用における分

子基盤が明らかになった。すなわち、Pex3p の

細胞質側の先端に位置し、Trp-104 で隔てられ

た２つの cavity に Pex19p の疎水性アミノ酸

Leu-18、Leu-21、Leu-22 と Phe-29 が結合する

ことが示された。またその相互作用はペルオキ

シソーム形成に必須であることが、各種変異体

を用いた Pex3p と Pex19p との結合実験と

Zellweger syndrome 患者線維芽細胞でのペルオ

キシソーム形成回復実験から示された。また

Pex19p の Pex3p 結合領域は、単独ではランダ

ムコイルを示し、Pex3p とのみ特異的に結合す

る可能性が示唆された。 

新規ビタミン B12 欠乏症（ライソゾーム蓄積症）

に関する研究 

ABCD4 は単独で過剰発現させると、その細

胞内局在は小胞体であったが、LMBD1 と共発

現させると、ライソゾームへと変化した。一方、

LMBD1は単独でもライソゾームに局在するこ

とから、LMBD1 は ABCD4 をライソゾームへ

と移行させるキャリアタンパク質として機能

していることが示唆された。両タンパク質が複

合体を形成することも確認した。変異体を用い

た解析から、両者の複合体形成には、ABCD4

の N 末端側の 2 個の膜貫通領域、LMBD1 の N

末端側の 5 個の膜貫通領域に重要な部位が存

在することが示唆された。また、LMBD1 の 6

番目の膜貫通領域以降にライソゾームへの移

行シグナルが存在することも示唆された。

ABCD4 と LMBD1 単独の変異により同様のフ

ェノタイプが現れる原因が理解できた。今後、

重篤なビタミン B12 欠乏症患者から、患者を同

定し治療法を確立する必要がある。 

 

Ｅ．結論 

ALD に関する研究 

 ヒト ABCD1 が ATPase 活性とともに

acyl-CoA thioesterase 活性を有していることを

明らかにした。また、その thioesterase 活性に

は 149 番目のセリンが重要であることも明ら

かにした。今後は、ABCD1 の基質輸送におけ

る thioesterase 活性の意義を明らかにするとと

もに、基質輸送メカニズムを解明することが期

待できる。 

 アストロサイトの極長鎖脂肪酸蓄積は、直接

ALD 発病と関連していないが、他のグリア細

胞との相互作用に違いがある可能性が考えら

れた。今後、サイトカイン等の刺激に対する反

応性の違いについて検討し、発病におけるアス

トロサイトの役割について検討したい。 

 ミスセンス変異 ABCD1 の安定化に関して、



有効な既存薬２種類及び天然化合物２種類を

見いだした。既存薬については今後、治療薬と

しての有効性を検証する。天然化合物について

は、さらに多くの化合物をスクリーニングし、

治療薬のリード化合物を見出す。一方、ヒト

ABCD1 を発現した造血幹細胞を ABCD1 欠損

マウスに移植した。今後、脳や脊髄での ABCD1

タンパク質の分布や脂肪酸含量への効果につ

いて検討する予定である。 

 

ペルオキシソーム病に関する研究 

 ペルオキシソーム膜形成における Pex3p と

Pex19p との相互作用の分子構造基盤が明らか

になった。今後、Pex19p が担う PMP のペルオ

キシソーム膜への挿入過程を解析するととも

に、ペルオキシソーム膜形成過程の分子メカニ

ズムに基づいたペルオキシソーム病治療薬開

発のためのアッセイ系を確立したい。 

 

新規ビタミン B12 欠乏症（ライソゾーム蓄積症）

に関する研究 

 ABCD4 および LMBD1 をコードする遺伝子

の変異によって、ライソゾームにビタミン B12

が蓄積する。ABCD4 は単独ではライソゾーム

へと局在しないことから、ABCD4 がビタミン

B12 の輸送体として機能し、LMBD1 が ABCD4

のライソゾームへの移行を補助するキャリア

タンパク質として機能していることが示唆さ

れた。我々は、メタノール資化性酵母を用いた

ヒトABCD4の発現と精製に成功しているので、

今後、リポソームに精製 ABCD4 を組み込んだ

プロテオリポソームを構築することにより、

ABCD4 のビタミン B12 輸送機能を明らかにし

たい。 
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特許第 5049329 号. 発明名称：ペルオキ
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出方法. 特許権者：今中常雄, 株式会社ツ
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