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Adrenoleukodystrophy (ALD) is an inherited disorder characterized by progressive demyelination of the central
nervous system and adrenal dysfunction. The biochemical characterization is based on the accumulation of pathgno-
monic amounts of saturated very long-chain fatty acid (VLCFA; C＞22) in all tissues, including the brain white matter,
adrenal glands, and skin ˆbroblasts, of the patients. The accumulation of VLCFA in ALD is linked to a mutation in the
ALD (ABCD1) gene, an ABC subfamily D member. The ALD gene product, so-called ALDP (ABCD1), is thought to
be involved in the transport of VLCFA or VLCFA-CoA into the peroxisomes. ALDP is a half-sized peroxisomal ABC
protein and it has 745 amino acids in humans. ALDP is thought to be synthesized on free polysomes, posttranslationally
transported to peroxisomes, and inserted into the membranes. During this process, ALDP interacts with Pex19p, a
chaperone-like protein for intracellular tra‹cking of peroxisomal membrane protein (PMP), the complex targets Pex3p
on the peroxisomal membranes, and ALDP is inserted into the membranes. After integration into the membranes,
ALDP is thought to form mainly homodimers. Here, we chose nine arbitrary mutations of human ALDP with naturally
occurring missense mutations and examined the intracellular behavior of their ALDPs. We found that mutant ALDP
(S606L, R617H, and H667D) was degraded together with wild-type ALDP by proteasomes. These results suggest that
the complex of mutant and wild-type ALDP is recognized as misfolded proteins and degraded by the protein quality con-
trol system associated with proteasomes. Further, we found fragmentation of mutant ALDP (R104C) on peroxisomes
and it was not inhibited by proteasomes inhibitors, suggesting that an additional protease(s) is also involved in the qual-
ity control of mutant ALDP. In addition, mutation of ALDP (Y174C) suggests that a loop between transmembrane
domains 2 and 3 is important for the targeting of ALDP to peroxisomes.
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1. はじめに

副腎白質ジストロフィー（adrenoleukodystrophy,

ALD）は，大脳における広範囲な脱随と副腎不全

を特徴とする重篤な神経変性疾患であり，厚生労働

省の特定疾患に認定されている．病型は小児大脳型

ALD，思春期大脳型 ALD, adrenomyeloneuropathy

（AMN），成人大脳型 ALD，成人小脳脳幹型，Ad-

dison 単独型などの臨床型が存在するが，変異型と

表現型との相関は認められない．典型的な小児大脳

型 ALD では 5 から 15 歳で発症する．多くは行動

異常や性格変化などで見い出され，痙性麻痺，視力

低下，聴力低下などを経て，数年で植物状態に陥

る．1―4)生化学的特徴としては，血中，脳白質や副

腎皮質を始めとする種々の組織における炭素数 22

以上の極長鎖脂肪酸（very long chain fatty acid;

VLCFA）の蓄積が挙げられる．

極長鎖脂肪酸は主としてペルオキシソームで b

酸化されることより，本疾患はペルオキシソーム病

の 1 つであると推定された．実際 ALD は，ペルオ

キシソーム病の中で最も頻度の高い疾患であり，男

児 2―3 万人に 1 人の頻度で発症する X 連鎖性劣性

遺伝形式の遺伝性疾患である．5―7)当初 ALD 皮膚

線維芽細胞において，極長鎖脂肪酸 CoA 合成酵素
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Fig. 1. A Putative Secondary Structure of ALDP and the Lo-
cation of Naturally Occurring Missense Mutations

Six transmembrane domains (TMDs) are located in the NH2-terminal
half of the protein, and Walker A, B and ABC signature sequence (C se-
quence) are located in COOH-terminal half of the protein. The nine amino
acids substitutions in the X-ALD patient are indicated. Mutation of R104C
and G116R is located in loop 1 between TMD1 and 2. Y174 is in loop 2 be-
tween TMD2 and 3. S342P and Q544R are located in TMD6 and helical
region between Walker A and B, respectively. S606P and S606L are in ABC
signature motif. R617H and H667D are located in Walker B region and in
COOH-terminal region, respectively.
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活性が低下していることより，本酵素の遺伝子変異

が ALD の原因ではないかと考えられていた．しか

しながら，1993 年 Aubourg らによりポジショナル

クローニングにより同定された遺伝子は，ペルオキ

シ ソ ーム ABC タ ン パ ク 質 70 kDa peroxisomal

membrane protein（PMP70）と相同性の高い，

ABC タンパク質をコードしていた．8,9)彼らによ

り，この遺伝子は ALD，コードされるタンパク質

は adrenoleukodystrophy protein（ALDP）と命名

された．またペルオキシソーム ABC タンパク質は

ABC ファミリー D に分類されるので，ALDP は

ABCD1 とも呼ばれる．

ALD の発症機構に関しては，その詳細なメカニ

ズムは不明であるが，ALDP の変異により中枢神

経系に異常蓄積した極長鎖脂肪酸が，ミエリン膜の

不安定化を引き起こし，遊離したミエリン膜断片が

ミクログリアやアストロサイトを活性化し，10)産生

された炎症性サイトカインや一酸化窒素が脱ミエリ

ン化を引き起こしていると考えられている．11)本稿

では大学院シンポジウム「遺伝子解析による疾病発

症のメカニズム解明及び創薬」において発表した内

容を基に，ALDP の機能とミスセンス変異 ALDP

の細胞内動態の解析について触れ，創薬の可能性を

考えてみたい．

2. ALDP の構造と機能

ヒト ALD 遺伝子は，X 染色体 q28 に位置し，全

長 21 kb で 10 個のエキソンからなり，ATP-bind-

ing cassette（ABC）タンパク質ファミリーに属す

る分子量約 83 kDa のペルオキシソーム膜タンパク

質 ALDP をコードしている．ALDP はハーフサイ

ズの ABC タンパク質であり，ペルオキシソーム膜

に局在している．その構造は，Fig. 1 に示すように

疎水性に富むドメインを持つ N 末端側半分でペル

オキシソーム膜を 6 回貫通し，親水性に高い C 末

端側半分を細胞質側に露出するトポロジーを取って

いると推定されている．実際 ALDP の C 末端ドメ

インが細胞質側を向いていることは，単離ペルオキ

シソームをプロテアーゼ処理することにより示唆さ

れている．12)機能的ドメインについてみると，細胞

質側に配向した領域に ABC タンパク質でよく保存

された Walker A, B モチーフを持つ．また Walker

B モチーフの直前に，ABC タンパク質に特徴的な

19 アミノ酸からなる C sequence を持つ．また第 5,

6 膜貫通領域の間に，基質輸送に係わると考えられ

ている Glu-Ala-Ala（EAA）様モチーフを持つ．こ

れらの領域のアミノ酸配列は，ABC タンパク質間

でよく保存されている．ペルオキシソーム ABC タ

ンパク質は，multidrug resistance protein（MDR）

や cystic ˆbrosis transmembrane conductance regula-

tor（CFTR）などの ABC タンパク質と比較してち

ょうど半分のサイズであり，ホモ若しくはヘテロ 2

量体を形成していると推定される．Aubourg らの

グループは，酵母 two-hybrid system や免疫沈降実

験を行い，ALDP は ALDP 若しくは他のペルオキ

シソーム ABC タンパク質 PMP70 や ALD-related

protein（ALDRP）と C 末端領域に存在するヌクレ

オチド結合ドメイン（NBD）を介してホモでもヘ

テロダイマーでも形成し得ることを報告してい

る．13)一方，Guimaraes らはマウス肝ペルオキシ

ソームを用いた免疫沈降法により ALDP が大部分

ホモダイマーとして存在していたことを報告してい

る．14)われわれはラット肝臓ペルオキシソームの各

ABC タンパク質の存在量を詳しく検討したところ，

PMP70 と ALDP は約 7：1 で ALDRP や PMP70-

related protein（P70R）はほとんど検出されなかっ

た．また PMP70 と ALDP はそれぞれ複合体を形
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Fig. 2. Targeting and Insertion of PMP into Peroxisomal
Membrane

Peroxisomal membrane proteins (PMP) including ALDP and PMP70
are though to be synthesized on free polysomes and posttranslationally trans-
ported to peroxisomes, and inserted into the membranes. During this
process, PMP interacts with Pex19p, a chaperone-like protein for intracellu-
lar tra‹cking of PMP and the complex is targeted to Pex3p on the perox-
isomal membranes and then PMP seems to be inserted into the membranes
through contact with a putative receptor protein. After integration into the
membranes, ALDP is thought to form mainly homodimer.
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成しているものの互いの共沈は認められず，15)さら

にペルオキシソーム膜からトリプシン処理で遊離し

た PMP70 の NBD がホモダイマーとして存在して

いることを確認した．16)これらの事実からわれわれ

は少なくともラット肝臓ペルオキシソーム膜では

PMP70 や ALDP はその大部分がホモダイマーとし

て存在していると考えている．

ALDP などのペルオキシソーム ABC タンパク質

は，細胞質中の遊離型ポリソームで生合成されたの

ち，ペルオキシソームに輸送され，ペルオキシソー

ム膜上で機能単位であるダイマーを形成すると考え

られている（Fig. 2）．われわれは以前培養細胞で

の［ 35S］メチオニンのパルスチェイス実験や in

vitro 輸送系を用いた実験により，PMP70 が post-

translational にペルオキシソームに運ばれて膜に組

み込まれることを報告した．17)疎水性の高い膜タン

パク質がどのようにして post-translational にペル

オキシソームに輸送されるかは不明であったが，わ

れわれは遊離型ポリソームで翻訳中の PMP70 にペ

ルオキシソーム形成因子の 1 つであるシャペロン様

タンパク質 Pex19p が結合し可溶性の複合体を形成

すること，18,19)その複合体はペルオキシソーム膜上

の Pex3p と相互作用し，PMP70 に存在するペルオ

キシソーム局在化シグナルを介してペルオキシソー

ム膜へと移行することを見い出した（Fig. 2）．よ

って ALDP の場合も同様な仕組みにより，ペルオ

キシソーム膜へと局在化すると考えている．ヒト

ALDP の場合，膜貫通領域 1（TMD1）の N 末端

側に隣接する 66―87 位のアミノ酸に Pex19p が選

択的に結合することが示されている．20)また種々の

欠失を持つ ALDP を培養細胞に発現させ，その局

在化を解析することにより，Pex19p との結合領域

を含む TMD が ALDP のペルオキシソーム局在化

に必須であることが示唆されている．21)

ALDP の機能に関しては，PMP7022) や酵母ペル

オキシソーム ABC タンパク質 Pxa1p /Pxa2p23)

が，長鎖脂肪酸 CoA の輸送に関与していることが

報告されていること，また ALD では極長鎖脂肪酸

の b 酸化の減少が認められることから，ALDP は

極長鎖脂肪酸若しくは極長鎖脂肪酸 CoA のペルオ

キシソーム内への輸送に関与していると予想され

る．実際，ヒト線維芽細胞やグリオーマ細胞におい

て RNAi を用いて ALDP をノックダウンすると，

細胞の極長鎖脂肪酸 b 酸化が選択的に低下した．

しかしながら，これらの実験はあくまで極長鎖脂肪

酸の代謝を指標にした実験であり，ALDP が直接

輸送する物質はまだ同定されていないのが現状であ

る．

ABC タンパク質はその TMD が ATP の結合・加

水分解のサイクルにより構造変化を起こし，基質結

合部位の親和性を変化させ基質を排泄若しくは取り

入れていると考えられている．最近バクテリア

ABC タンパク質 HisP，24) DNA の複製に係わる

Rad50/Mre11/Nbs1 複合体の Rad50 触媒ドメイン

と Mre11，25)バクテリアの MDR 様タンパク質

MsbA26) 及び BtuCD27) が結晶化された．これらの

モデルでは，ATP 結合・加水分解による C se-

quence を含む領域の構造変化がそのタンパク質の

機能発現を直接コントロールしていることが示され

ている．

われわれはラット肝ペルオキシソームを用いて，

8-azido-[g-32P]ATP や 8-azido-[a-32P]ATP で pho-

toa‹nity ラベルすることにより，PMP70 や ALDP

が ATP を結合し加水分解することを明らかにし
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た．15)最近 ALDP を昆虫細胞 Sf21 に大量発現する

系を構築し，ALDP が ATPase 活性を持つことを

実証した．28)また ATP 結合・加水分解に伴うラッ

ト肝臓ペルオキシソーム膜 PMP70 の構造変化をト

リプシン感受性の違いを利用して調べた．16)その結

果，ATP 結合・加水分解に伴って NBD の helical

domain の構造が大きく変化することを示した．よ

って ALDP の場合も，このような ATP の結合・

加水分解による NBD の構造変化が TMD に存在す

ると考えられている基質認識部位に伝わり，ペルオ

キシソーム内へ基質を輸送すると考えられる．今

後，輸送の詳細な解析にはプロテオリポソーム系で

の解析が望まれる．

3. ALD 遺伝子の変異

ALD 遺伝子異常は，サザンブロット解析で見い

出される欠失が認められる例もあるが，多くの場合

は小欠失や点変異であり，ALD 遺伝子の様々な部

位に変異が認められる．5)現在までに多くの遺伝子

異常が解析されている．このうちフレームシフト変

異が 28％，ノンセンス変異が 8％，アミノ酸欠失が

4％，エキソン欠失が 4％，最も多いミスセンス変

異が 56％を占める（リストは http://www.x-ald.nl

を参照）．ミスセンス変異の頻度は，TMD1, 2 や

EEA 様ドメインを含む TMD4, NBD 及び C 末端側

の 650―700 位のアミノ酸領域に比較的高い．この

ことは，これらの領域が ALDP の機能に重要な役

割を持つ可能性を示唆している．また興味深いこと

に，ALD 患者線維芽細胞における ALDP の蛍光抗

体法や immunoblot 解析において，変異 ALDP の

約 50％は検出されず，約 15％は発現が低下してい

る．よって，変異 ALDP の多くは，生合成後細胞

内で分解されている可能性がある．ALD 遺伝子の

ミスセンス変異を持つ ALDP が ABC タンパク質

としての機能を欠損する以外に，タンパク質のミス

フォールディングが細胞内のタンパク質品質管理機

構により認識され，選択的に分解を受けている可能

性，又は変異によりペルオキシソームへの局在化機

構が異常をきたし，ミスターゲッティングが引き起

こされる可能性が考えられる．しかしながら，生合

成された変異 ALDP がどのようなメカニズムで選

択的に分解されるかは不明である．

4. ミスセンス変異を持つ ALDP の細胞内動態

―一過性発現による解析

ALD 患者の持つ変異 ALDP の機能，細胞内局在

性，細胞内における安定性を解析することは，

ALDP の各ドメインの機能を知る上で有用な情報

を提供すると思われる．特にミスセンス変異は，た

った 1 つのアミノ酸変異による異常であるので特に

興味深い．われわれは ALD 患者で報告されている

ミスセンス変異の中から，TMD から 4 つ（R104C,

G116R, Y174C, S342P），NBD から 4 つ（Q544R,

S606P, S606L, R617H），C 末端部位から 1 つ

（H667D）を任意に選び（Fig. 1），その機能と細胞

内動態を解析した．これらの実験は，大学院シンポ

ジウムで報告したので，詳しく述べたいと思う．

ALDP はペルオキシソームにおける極長鎖脂肪

酸の b 酸化に関与していることが知られている．

実際に ALD 患者由来の繊維芽細胞では極長鎖脂肪

酸の b 酸化活性が正常な線維芽細胞と比べて約 50

―70％程度減少している．そこで野生型及び変異型

ALDP の機能を確認するため，ALDP を発現して

いない ALD 患者由来線維芽細胞に，N 末端に His

タグを付加した野生型と変異型 ALDP を一過性に

発現し，［1-14C]lignoceric acid を基質として極長鎖

脂肪酸 b 酸化活性の測定を行った．その結果，

ALDP 欠損線維芽細胞の極長鎖脂肪酸 b 酸化活性

は，正常細胞の約 50％まで減少していたが，野生

型 His-ALDP を発現させると正常と同程度にまで

活性が回復した．このことから発現させた野生型

His-ALDP は ALDP と同等の機能を持つことが確

認された．一方，9 種類のミスセンス変異 ALDP

を発現した線維芽細胞では極長鎖脂肪酸 b 酸化活

性の増加は認められなかった．よって，これらのミ

スセンス変異 ALDP は機能を欠くことが確認され

た．

ついで，野生型及び変異型 His-ALDP を発現し

た ALD 患者線維芽細胞を回収し，変異型 ALDP

の発現量を immunoblotting により定量化し解析し

た（Table 1）．なお ALDP の発現量は，ペルオキ

シソームの指標酵素であるカタラーゼの発現量で補

正した．その結果，変異型 ALDP（R104C, G116R,

Y174C, S342P, Q544R, S606P）は，野生型とほぼ

同程度の発現量を示した．一方，変異型 ALDP

（S606L, R617H, H667D）では発現量が野生型の発
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Table 1. Expression and Localization of Missense ALDPs

Mutant
Transient Stable

Expression Localization b-Oxidation Expression Localization

Wild Z Px ＋ Z Px

R104C, G116R
S342P, Q544R
S606P

Z Px － Z Px

Y174C Z mis － Z mis

S606L ＋ Px － － －

R617H ± － － na na
H667D ＋ － － － －

Wild and Mutant His-ALDPs or ALDP-GFPs were transiently expressed in X-ALD ˆbroblasts and stably expressed in CHO
cells, respectively. Wild type and each mutant ALDP were analyzed by immunoblotting and the amount of mutant ALDP was
quantiˆed by LAS 1000 plus (Fuji Film). The data were expressed as relative ratio of mutant ALDP to that of wild ALDP （Z＞

＋＞ ±＞ －). Distribution of mutant ALDPs was detected by immuno‰uorescence using anti-ALDP monoclonal antibody and
Fluorolink Cy3 labeled anti-mouse IgG. VLCFA b-oxidation was analyzed using [1-14C］lignoceric acid as substrate. X-ALD
ˆbroblasts expressing wild His-ALDP (＋) showed the restoration of the b-oxidation activity but did not show any restorations
when expressing mutant His-ALDPs (－). Pxperoxisomal localization, mismislocalization, (－)not detectable, nanot
analyzed.

167No. 1

現量と比べて約 50％程度減少していた．なお，各

ALDP ポジティブの細胞は約 30％程度であり，各

細胞間での発現効率に有意な差は認められなかっ

た．このことから，ALDP の発現量が減少してい

た 3 つの変異 ALDP は細胞内での安定性が低下し

ていると推察された．また興味深いことに S606P

と S606L は同じ部位の変異にも係わらず，置換し

たアミノ酸によって発現量には差が認められた．

ついで，変異型 His-ALDP の細胞内局在を蛍光

抗体法で確認した．変異型 ALDP（R104C, G116R,

S342P, Q544R, S606P, S606L）では ALDP がカタ

ラーゼの局在と一致したことから，正常にペルオキ

シソームへ局在していることが確認された．一方，

変異型 ALDP（Y174C, H667D）では局在が一致せ

ず，ALDP が他の細胞内小器官へ間違って輸送さ

れていると考えられた．変異型 ALDP（R617H）

では ALDP の発現が認められなかった．変異型

ALDP（R104C, G116R, S342P, Q544R, S606P）で

は野生型とほぼ同程度のタンパク量が発現し，ペル

オキシソームへの局在も確認されたので，これらの

変異型 ALDP は合成されたのちに正常にペルオキ

シソームに運ばれるが，ペルオキシソーム膜におい

てその機能（ATP 結合・加水分解若しくは基質輸

送）に異常を持つことが推察された．特に R104C,

G116R, S342P は TMD に存在することから ALDP

の基質輸送能が変化していると考えられる．一方，

NBD に存在する Q544R, S606P は ATP 結合・加水

分解に影響を与えている可能性が考えられる．また

S606P, S606L は変異が同じ部位でも構造的に安定

性が異なっていた．Roerig らは S606L の変異型

ALDP は，ATP との親和性が低下している一方で

ATP 加水分解は正常に行われていると報告してい

る．29)このことは ALDP と ATP の親和性が ALDP

の安定性にも影響を及ぼしている可能性を示してい

る．S606L と S606P の安定性の違いと機能の関係

は ALDP の機能を知る上でも興味深い点であり，

今後さらに検討を行う必要がある．一方，Y174C

の変異型 ALDP は正常に発現するにも係わらず，

ペルオキシソームへ局在せず他の細胞内小器官へミ

スターゲッティングした．これまでにペルオキシ

ソームへの局在化シグナルを欠くペルオキシソーム

膜タンパク質は，非特異的にミトコンドリアや小胞

体に移行することが知られている．30,31)よって，

ALDP の TMD2―3 の間のループは，ペルオキシ

ソームへの局在化に重要な役割を果たしている可能

性が推察される．Pex19p 存在化での in vitro タン

パク質翻訳系において，ALDP（Y174C）は Pex-

19p に結合できるので，ALDP の N 末端 67―164

に存在するペルオキシソーム移行に係わる領域が

ALDP の何らかの構造変化によってマスクされる

のかもしれない．

5. ミスセンス変異を持つ ALDP の細胞内動態

―安定過剰発現細胞を用いた解析

ヒト変異型 ALDP の一過性発現により得られた

結果をより詳細に解析するため，変異型 ALDP を

CHO 細胞に安定発現した細胞を作製した．変異型



hon p.6 [100%]

168

Fig. 3. Subcellular Localization of Wild Type and Mutant ALDP-GFP in CHO
ML fraction (mitochondria and light mitochondrial fraction) from CHO cells expressing wild type ALDP and each mutant ALDP-GFP (R104C, G116R,

H667D) were fractionated by equilibrium density centrifugation on sucrose. Distribution of peroxisomes was determined by catalase activity. An aliquot of each
fraction from top (1) to the bottom (10) of the sucrose gradient was removed for immunoblotting analysis. Anti-human ALDP monoclonal antibody and anti-
PMP70 polyclonal antibody against C-terminal 14 amino acids were used for immunoblotting. Dots in the electrophoretogram in R104C shows the band cor-
responding to ALDP-GFP fragments.
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ALDP については ALDP の C 末端に GFP（green

‰uorescent protein）を融合させた変異 ALDP-GFP

を発現させるとともに，野生型ヒト ALDP を CHO

細胞に共発現させた（CHO 細胞にも内在性の

ALDP が発現しているが，本実験に用いた抗体が

交差しないため，ヒト ALDP を発現させた）．GFP

融合タンパク質は内在性のタンパク質との区別が容

易であること，安定発現細胞の取得が容易にできる

ことなどの利点がある．この実験では，ペルオキシ

ソームに正常に輸送される変異型 ALDP（R104C,

G116R, S606P），ペルオキシソームに局在しない変

異型 ALDP（Y174C），発現量が低下している変異

型 ALDP（H667D）を選んだ．これら安定過剰発

現細胞における ALDP-GFP の細胞内局在性をみる

と，その分布は一過性発現させた His-ALDP と同

様であった．

得られた安定発現細胞よりオルガネラ粗分画を調

製し，ショ糖密度勾配遠心分離法により各フラクシ

ョンに分けたのち，SDS-PAGE 及び immunoblot-

ting により変異 ALDP の局在について解析を行っ

た（Fig. 3）．ペルオキシソームマーカーとしてペ

ルオキシソーム膜タンパク質である PMP70 とペル

オキシソームの主要なマトリックスタンパク質であ

るカタラーゼを用いた．野生型 ALDP を安定過剰

発現している細胞において，カタラーゼ活性並びに

PMP70 が主としてフラクション 3 及び 4 に存在す

ることより，この分画にペルオキシソームが回収さ

れたことが示唆された．また約 110 kDa の分子サ

イズを持つ ALDP-GFP 並びに 83 kDa の野生型

ALDP は，ペルオキシソームマーカーとほぼ同じ

分布を示していたことからペルオキシソームに局在

していることが示唆された．また変異型 ALDP-

GFP（G116R, S606P）も同様の分布を示した．

一方，変異型 ALDP-GFP（H667D）を安定過剰

発現している細胞の場合は，ALDP-GFP のバンド

は検出されなかった（Fig. 3）．興味深いことに，

PMP70 は検出されたが，共発現させた野生型

ALDP のバンドも検出されなかった．また変異型

ALDP（S606L）についても同様であった．これら

の結果は，変異型 ALDP （H667D, S606L ）は

PMP70 とではなく，野生型 ALDP と複合体を形成

し，両者が分解される可能性を示唆している．

ABC タンパク質の機能発現に重要である TMD や

NBD 以外の C 末端部位での変異がタンパク質の安

定性に影響を及ぼすことは興味深い．ALDP の C

末端部位である 600―700 アミノ酸での変異が X-

ALD を引き起こす頻度が高いことから，ALDP の

C 末端部位はタンパク質の安定性に重要な役割を担

っている可能性がある．Liu らは ALDP のダイ

マー化には C 末端部位（AA.631―745）が重要で

あると報告している．13) H667D や S606L のような

変異は，それ自身あるいは野生型 ALDP とミスフ

ォールドしたダイマーを形成し，異常タンパク質と

して認識され分解されると考えられる．一方，変異

型 ALDP-GFP（R104C）はペルオキシソーム分画

に回収されるものの，フラグメント化していること



hon p.7 [100%]

169

Fig. 4. EŠect of Protease Inhibitors on the Stability of
ALDP-GFP (H667D) and Wild Type ALDP in CHO Cells

CHO cells co-expressing wild type ALDP and ALDP-GFP (H667D)
were cultured with each protease inhibitors. After 20 h, the cell homogenates
(100 mg of protein) were prepared and subjected to immunoblotting. Pro-
tease inhibitors used were leuteptin (50 mM), AEBSF (300 mM), E64-d (10
mM) and lactacystin (10 mM).
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が明らかになった．これらのフラグメントは，0.1

M sodium carbonate 処理によって抽出されないこと

より，ペルオキシソーム膜に挿入されたままである

ことが示唆された．変異型 ALDP（Y174C）の場

合，ペルオキシソーム分画に回収された ALDP-

GFP は少量であった．

6. 変異型 ALDP の分解過程の解析

新生タンパク質が正しいフォールディングを受け

ることは，そのタンパク質の正常な機能発現のため

に必須である．遺伝子変異などが存在すると，タン

パク質がミスフォールディングされる．このミスフ

ォールドタンパクが細胞外へ分泌されたり，細胞内

に蓄積したりすると生体にとって極めて有害になる

ため，このようなタンパクはプロテアソーム，リソ

ソーム等によって迅速に分解される．ちなみに，嚢

胞性線維症の原因タンパク質 CFTR は細胞膜イオ

ンチャネルとして機能する ABC タンパク質である

が，変異 CFTR は小胞体膜からプロテアソームに

リクルートされ分解されることが報告されてい

る．32,33)しかしながら，変異型 ALDP を始めとし

て，ペルオキシソーム膜タンパク質についての解析

はほとんど行われていない．

変異型 ALDP の一過性発現と安定過剰発現実験

より，ALDP（S606L, R617H, H667D, R104C）は，

プロテアーゼにより分解されていると推定された．

そこで，ALDP-GFP（H667D）を発現している

CHO 細胞に各種プロテアーゼ阻害剤を処理し，解

析を行った．その結果，プロテアソーム阻害剤であ

る lactacystin を処理した細胞では ALDP-GFP 及び

ALDP のバンドが出現した（ Fig. 4）．一方，

leupeptin, AEBSF, E64d には効果がなかった．ま

た他のプロテアソーム阻害剤である MG132 も有効

であった．さらにプロテアソーム阻害剤により分解

を逃れた変異型 ALDP-GFP（H667D）の細胞内局

在を蛍光抗体法で観察すると，ペルオキシソームに

局在していることが確認された．一方，変異型

ALDP（R104C）のフラグメント化は上記プロテアー

ゼ処理では阻害されなかった．

さらに ALD 患者由来細胞の内因性変異 ALDP

の分解とプロテアソーム分解系の関与について確認

するため，変異型 ALDP（R617H）を持つ患者由

来線維芽細胞を用いてタンパク分解の阻害実験を行

った．その結果，lactacystin と MG132 処理により，

ALDP のバンドが出現した．以上の結果より，ペ

ルオキシソーム膜上にはミスフォールドしたタンパ

ク質を認識する仕組みが存在し，プロテアソーム及

び他のプロテアーゼを介して排除していることが示

唆された．

一方，山田らは ALD 患者線維芽細胞を［35S］メチ

オニンでパルスチェイスすることにより，変異型

ALDP（G512S, R660W）の分解が E-64 と leupepu-

tin により抑制されることを報告している．34)彼ら

の実験ではプロテアソーム阻害剤については実験し

ていないので，プロテアソームの関与は不明である

が，変異型 ALDP の分解には，複数のプロテアー

ゼが関与している可能性がある．

7. おわりに

ALD は，ペルオキシソーム膜上に存在する ABC

タンパク質の 1 つである ALDP の機能不全に起因

する疾患で，中枢神経における進行性脱髄と副腎不

全，脳や血漿中における極長鎖脂肪酸の蓄積を特徴

とする．ALDP は遊離型ポリソームで生合成され，

Pex19p と結合し，ペルオキシソームへと局在化

し，ダイマーを形成して機能していると考えられて

いる（Fig. 2）．本研究では ALD 患者でみつかって

いるミスセンス変異 ALDP の変異の位置と細胞内

局在化や安定性及び存在様式にどのような関連性が

あるかを解析するため，ALD 患者で報告されてい

るミスセンス変異を，ALDP を欠損している ALD

患者線維芽細胞及び CHO 細胞に発現し解析を行っ

た．
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Fig. 5. Intracellular Fate of Missense ALDPs
ALDP is synthesized on free polysomes and posttranslationally transported to peroxisomes with the help of Pex19p and Pex3p. Some mutant ALDPs (R104C,

G116R, S342P, Q544R and S606P) are normally inserted into the peroxisomal membrane, and others were mislocalized (Y174C) or degraded by proteasome
(S606L, R617H and H667D).
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その結果より，ミスセンス変異 ALDP は以下に

示すように 4 種類の細胞内動態を持つことが示され

た（Fig. 5）．1) 野生型と同様にペルオキシソーム

に局在するがその機能が阻害されている変異

（R104C, G116R, S342P, Q544R, S606P），2) ペル

オキシソームへの局在化に障害がある変異（Y174C），

3) 変異によりタンパク質の安定性が低下しプロテ

アソームでの分解を受けるが，一部ペルオキシソー

ムに局在する変異（S606L），4) 変異によりタンパ

ク質の安定性が低下しプロテアソームで選択的に分

解を受け，細胞内でほとんど確認できない変異

（R617H, H667D）の 4 種類のパターンである．

発現量も局在化も正常な変異では，ABC タンパ

ク質としての機能に直接関与している機能ドメイン

の障害が起こっていると推察される．この中で

G116R, S342P は TMD に位置しており，基質の認

識や輸送に障害があると推察される．また Q544R,

S606P は ATP との結合・加水分解に関与する

NBD に位置している．このような変異は，ALDP

の ABC タンパク質としての機能を解析するために

有益と考えられる．

発現量は正常だが局在化に異常が認められた

Y174C は，TMD2 と 3 の間のループ 2 に位置して

おり，この領域が ALDP のペルオキシソームへの

ターゲッティングに必要であることを示している．

ALDP のターゲッティングに必要な領域は 67―164

番目のアミノ酸に存在することが報告されてい

る．20)このことから，Y174C の変異による構造変化

のため，ターゲッティングシグナルがマスクされて

いるのかもしれない．このタイプの変異は ALDP

のペルオキシソームへの局在化を調べる上で重要と

考えられる．

ALDP の変異で最も多いミスセンス変異ではそ

の多くが細胞内で分解を受けている．R617H 及び

H667D では発現量の著しい低下が認められる．特

に安定発現した CHO では immunoblot で検出でき

なかった．ミスフォールドタンパク質の分解システ

ムの 1 つにプロテアソームによる分解系がある．こ

のタンパク質分解は，生物の様々な高次機能の制御

や環境ストレスに応答した恒常性の維持（ストレス

応答，タンパク質の品質管理など）に必須な役割を

担っている．しかし，小胞体を経由して合成される

分泌タンパク質や膜タンパク質に比べて，小胞体を

経由しない細胞内タンパク質の品質管理機構はあま

り報告されていない．ALDP は遊離のポリソーム

から直接ペルオキシソームに輸送されるが，この過

程でどのように R617H, H667D などの変異が認識

され，プロテアソーム系が働いているか興味深い．
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プロテアソームによる分解を逃れた一部の変異

ALDP はペルオキシソームに局在する可能性があ

ることが示唆された．もし ALDP の変異部位が機

能ドメイン（NBDs 等）以外の部位である場合，局

在や安定性を回復することによってタンパク質の機

能も回復する可能性があるかもしれない．嚢胞性線

維症の原因タンパク質 CFTR の変異体（D508）は

プロテアソーム分解系で速やかに分解される．最近，

4フェニルブチレート（4PBA）が変異 CFTR を安

定化し，その機能を回復することが報告された．35)

この効果は 4PBA が変異型 CFTR のケミカルシャ

ペロンとして働き，変異 CFTR を小胞体関連分解

から保護し，CFTR の膜輸送を補助することによ

る．変異 ALDP においても，変異の位置によって

はシャペロン様の機能を持つ薬剤を見出すことがで

きれば ALD 治療に有用かもしれない．

本研究からミスセンス変異 ALDP の ABC タン

パク質としての機能不全のみならず，ミスターゲッ

ティングやプロテアソームを介した分解が ALD の

疾患と関連していることが示唆された．今後，各タ

イプの変異 ALDP を詳細に検討し，ABC タンパク

質としての機能ドメインの解析，局在化機構の解

析，さらに変異 ALDP の品質管理機構についての

解析を展開したい．
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