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研究成果の概要（和文）：ABCG2トランスポーター（別名breast cancer resistance protein, BCRP）は日本人
において一塩基多型のアレル頻度が高く、中でもQ141K変異体 (c. 421C>A) は低発現型であるため基質のクリア
ランスが低下する。我々はQ141K変異体の発現低下メカニズムを翻訳後修飾に基づいて検討した。
その結果、野生型のGln141が安定性に重要であること、また、Q141K変異体はGln141の喪失による安定性の低下
に加え、獲得したLys141でユビキチン化を受けることで初期から後期エンドソームへの移行が促進され、発現量
が低下していることが示された。

研究成果の概要（英文）：The ABCG2 transporter (also known as breast cancer resistance protein, BCRP)
 has a high allele frequency of single nucleotide polymorphisms in Japanese. Among them, the Q141K 
mutant (c. 421C>A) shows a lower expression, resulting in decreased substrate clearance. In this 
study, we investigated the mechanism of reduced expression of the Q141K mutant based on 
post-translational modifications.
Our results showed that wild-type Gln141 might be important for protein stability and that the Q141K
 mutant is down-regulated due to reduced stability caused by loss of Gln141 as well as 
ubiquitination at the  Lys141, which promotes early to late endosomal translocation.

研究分野：薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ABCG2は高尿酸血症や痛風の原因遺伝子として見出されているほか，ABCG2の機能低下は生活習慣病の重要な危険
因子と考えられている．他にも，臨床で基質薬物のクリアランスが低下するなど，Q141K変異体は生体ホメオス
タシスや薬物治療上の問題点となっている．本検討結果はc.421C>Aによる遺伝性疾患であっても薬物によりUb化
を制御することで発現を回復できる可能性を示すものである。本研究により，翻訳後修飾を調節することでトラ
ンスポーターを制御し，関連疾患症状の改善および基質薬物の動態を至適化できる新しい方法論を提唱すること
ができるものと期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ATP-binding cassette トランスポーターABCG2（別名 breast cancer resistance protein, BCRP）
は小腸，腎臓，肝臓など様々な臓器で発現し，種々の生理活性物質や生体外異物を細胞外に排出
することで生体保護に寄与している．ABCG2 は高尿酸血症や痛風の原因遺伝子として見出され
ているほか，生活習慣病などの慢性炎症疾患との連関が明らかにされており，ABCG2 の機能低
下は生活習慣病の重要な危険因子と考えられている． 

 ゲノムワイド関連解析によると，血清尿酸値の上昇及び痛風の原因遺伝子として ABCG2 及
びその足場タンパク質 PDZK1 が見出されている．ABCG2 の一遺伝子多型のアレル頻度は日本
人で高く，c.34G>A で 19.2%，c.376C>T で 2.8%，c.421C>A で 31.9%と報告されている(1)．中
でも c.421C>A (p.Q141K) は形質膜及び細胞全体での発現量が低下していることで，基質輸送
活性が低いことが知られている(2)．Q141K 変異体は高尿酸血症との相関の他に，臨床で基質薬
物のクリアランスが低下するなど，生体ホメオスタシスや薬物治療上の問題点となっている(3)．
Q141K 変異体は野生型 (WT) と比べて mRNA 量が同程度にも関わらず，総タンパク質及び形
質膜発現量が低下することが報告されている(4)．したがって，Q141K 変異体の発現低下は翻訳
以降の制御に起因すると考えられた．実際，Q141K 変異体は野生型と比較してユビキチン化が
亢進していることが既に報告されているが(4)，どの lysine 残基 (Lys) で修飾されているのか，
また，どの Lys のユビキチン化が何に寄与しているのかは検討されていない．このように，
Q141K 変異体が低発現型となる根本的な要因として，なぜ Q141K 変異体が不安定なのか，な
ぜ Ub 化が亢進しているのかは解明されてこなかった． 

 

２．研究の目的 

Q141K のアミノ酸残基に注目すると，変異により獲得し
た lysine 残基 (Lys) はユビキチン (Ub) 化やアセチル
化などの翻訳後修飾を受ける特徴がある．Ub 化はタンパ
ク質分解，トラフィッキング，シグナル伝達等に寄与し，
一方でアセチル化は Lys の Ub 化をブロックする作用が
ある．そこで，我々は Q141K 変異体の 141 番目の Lys 

(Lys141) 上での翻訳後修飾が発現に及ぼす影響を調べ
ることで，Q141K 変異体の発現異常が生じるメカニズム
を明らかにすることを目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞に pEGFP-C1/ABCG2-WT，-Q141K，及び-Q141R を導入
した．また，WT 及び Q141K に S143A 及び S143D を導入した． 

(2) アミノ酸残基特異的なユビキチン修飾は ABCG2 発現細胞から GFP 抗体で免疫沈降後， 

LC-MS/MS を用いて質量分析により解析した． ABCG2 分子全体の Ub 化レベルは，HA タグ
付き Ub を ABCG2 と共発現させた細胞から GFP 抗体で免疫沈降し，HA 抗体で検出した． 

(3) Flow cytometry による ABCG2 のタンパク質の発現量評価では，GFP の蛍光を総発現量と
し，細胞表面を APC 標識 ABCG2 抗体で染色した蛍光を形質膜発現として測定した．細胞内局
在は EGFP の蛍光を共焦点蛍光顕微鏡で観察した． 

 
４．研究成果 

(1) Q141K変異体のタンパク質発現に及ぼす Lys141でのユビキチン化の寄与 

 質量分析により Q141K 変異体での翻訳後修飾部位をアミノ酸残基特異的に探索したところ，

Lys141 で Ub 化が検出された．そこで，Lys141 での Ub 化が及ぼす影響を明瞭にするため，Lys

と同じく塩基性アミノ酸で翻訳後修飾を受けない arginine (Arg) に変異させた Q141R 変異体

を作製した．各変異体の総 Ub 化レベルは WT と比較して Q141K 変異体で 1.44 倍，Q141R 変異体

で 1.27 倍増加した．また，タンパク質発現量の比較では，Q141K 変異体は形質膜及び総発現量

は WT と比較して 31%及び 35%に減少した．一方，Q141R 変異体でも形質膜発現及び総発現量は

75%及び 65%に減少していた．したがって，Q141K 変異体の発現低下は Lys141 の Ub 化だけに起

因しないことが示唆された． 

 

(2) Lys141でのユビキチン化が安定性に及ぼす影響 

 ABCG2-WT の細胞内局在は従来の報告通り形質膜で観察され，Q141K 変異体は細胞全体で発現

が低く，局在部位も不明瞭であった．Q141R変異体は形質膜での発現に加え，細胞質で粒状に観

察されたため，細胞内オルガネラに蓄積が増加している可能性が考えられた．過去の報告で

Q141K変異体は WTと比較して lysosome分解が増大することが示されている．そこで，発現減少
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における分解の寄与を比較したところ，翻訳阻害剤 cycloheximide 処置下で WT は 48 時後でも

ほとんど減少しなかったのに対し，Q141K 変異体は処置開始時と比較して 68%に減少し，Q141R

変異体では 8９%であった．したがって，Q141K変異体の Lys141での翻訳後修飾は分解を促進す

ることが示唆された． 

 

(3) エンドソーム移行における Lys141でのユビキチン化の役割 

 一般的に，Ub 化は形質膜からのエンドサイトーシスやエンドソーム間のトラフィッキングの

起点となる．Ub 化阻害剤 PYR41 処置したところ，WT及び Q141K変異体は形質膜発現が増加し，

どちらもエンドサイトーシスに Ub化が寄与していることが示された．また，細胞内局在は PYR41

処置下で WT では変化が見られず形質膜に発現したのに

対し，Q141K変異体では細胞内に粒状に観察され，Q141R

変異体と類似した細胞内蓄積が見られた．そこで，

Lys141 の Ub 化がエンドソーム間の移行に寄与する可能

性が考えられたことから，初期及び後期エンドソームの

マーカータンパク質 Rab5及び Rab7との共局在を検討し

た．Q141K 変異体は両マーカーとの共局在に差がなかっ

たが，Q141R 変異体は Rab5 と比較して Rab7 との共局在

が高かった．さらに PYR41 処置で Q141K 変異体は Rab7

との共局在が増加した．したがって，Lys141 での Ub 化

は初期エンドソームから後期エンドソームへの移行に

寄与することが示唆された． 

 

(4) Lys141近傍のアミノ酸残基での翻訳後修飾が Q141K 変異体の発現に及ぼす影響 

ユビキチン化は他の翻訳後修飾と相互に影響し合う事例が複数のタンパク質で報告されている．

例えば，アセチル化とユビキチン化が同じ Lys上で競合することで，修飾タンパク質の安定化と

分解がそれぞれ制御されている．また，リン酸化が E3ユビキチンリガーゼをリクルートしてユ

ビキチン化を促す“phosphodegron”や E3 リガーゼ認識配列上でのリン酸化がリガーゼ結合を

阻害する“phospho-inhibited degron”のように，リン酸化とユビキチン化が影響し合う事例

が報告されている．先述の質量分析解析において，Lys141 のユビキチン化を示すフラグメント

の中に Ser143 がリン酸化されたフラグメントも得られた．したがって，phosphodegron のよう

に Ser143のリン酸化が Lys141 のユビキチン化を制御する可能性が考えられた．そこで，Q141K

変異体に Ser143 のリン酸化モデル S143D 及び非リン酸化モデル S143A を変異導入したところ，

Q141K/S143D 変異体でタンパク質発現が著しく低下し，Q141K/S143A 変異体では Q141K変異体と

比較して増加した．しかし，その増加は WTと同程度には回復せず，また細胞内局在も形質膜の

みならず細胞質でも観察されたことから，Ser143 のリン酸化は局在ではなく，安定性に寄与す

ることが示唆された．このように ABCG2 Q141K 変異体のユビキチン化も他の翻訳後修飾とのク

ロストークにより制御される可能性が考えられたことから，今後は，Q141K変異体での翻訳後修

飾の相互作用を明らかにすることで，薬物を用いて翻訳後修飾制御することによって発現回復

させる方法を模索する． 
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