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研究成果の概要（和文）：脂質を輸送するトランスポーターである ABCG1 と ABCG4 が、アル

ツハイマー病と関連するアミロイドβの分泌を抑制すること、 ABCG1 が中枢神経細胞の軸索

伸長を促進することを明らかにした。精製タンパク質の解析から、ABCG1 がコレステロール

とコリンリン脂質を輸送すること、ABCG4 がコレステロールを輸送することを示唆した。

ABCG1 と ABCG4 が細胞膜上の異なる領域に局在し、ABCG1 と ABCG4 がその領域の構造を

変化させることが脂質排出に重要であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：It was demonstrated that ABCG1 and ABCG4 , a lipid transporter, 
suppress amyloidβsecretion and that ABCG1 stimulates axonal extension of central 
nervous neurons.  Analysis of purified proteins suggested that ABCG1 transports 
cholesterol and choline phospholipid, while ABCG4 transports cholesterol.  It was also 
demonstrated that ABCG1 and ABCG4 distribute to distinct domains on the plasma 
membrane and transport lipid by modulating the domain structures. 
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１．研究開始当初の背景 
日本人の死因の第一位は癌であり、第二、三
位が心疾患、脳血管疾患の「動脈硬化性疾患」
である。高脂血症は動脈硬化の危険因子とな
るため、脂質恒常性維持機構の解明は社会的
に強く要請されている。体内の過剰な脂質の
排出に、多くの ABC タンパク質が関与する
ことが最近分かりつつある。ABCG タンパク
質はハーフサイズのABCタンパク質であり、

ホモ二量体またはヘテロ二量体で機能する。
ヒトには 5 種類(ABCG1, ABCG2, ABCG4, 
ABCG5, ABCG8)存在し、ABCG1, ABCG4, 
ABCG5, ABCG8 が脂質を輸送すると考えら
れている。例えば、マクロファージの ABCG1
ホモ二量体は余剰のコレステロールを排出
して高密度リポタンパク質(HDL)形成に関与
する。ABCG1 のノックアウトマウスは高脂
肪食で肝臓や肺などに脂質を蓄積する。
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ABCG5/ABCG8 ヘテロ二量体は、小腸での
植物性ステロール（シトステロール）の吸収
抑制や胆管へのコレステロール排出に関与
する。ABCG5 又は ABCG8 遺伝子の変異は
遺伝性のシトステロール血症を引き起こす。
従って、ABCG タンパク質の機能不全は脂質
恒常性の破綻（メタボリックシンドローム）
につながることから注目を集めている。脳内
のコレステロール循環にも、ABCG1 と
ABCG4 が関与することが予想されている。
コレステロール量とアミロイドβ蓄積が関
係する事、ABCG1 の発現がアミロイドβの
分泌量を減少させる事から、脳内での脂質恒
常性の破綻とアルツハイマー病の関連につ
いても興味が持たれている。 
これまでに、末梢細胞の細胞膜に局在する
ABCG1 が HDL にコレステロールとスフィ
ンゴミエリンを排出し、余剰脂質の排出に働
くことを示してきた（J. Lipid Res., 47, 1791, 
2006）。また、ABCG5 と ABCG8 が小腸モ
デル細胞の頂端膜側に発現し、胆汁酸ミセル
へのコレステロールと植物ステロール排出
に働くことを示した (Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 71, 1886, 2007)。最近、ABCG1
がスフィンゴミエリンとコレステロールに
富んだ細胞膜脂質ラフトと呼ばれる相分離
した膜ドメインに局在し、ラフト構造が脂質
排出活性に影響することを見出し(J. Lipid 
Res., 48, 2377, 2007)、ABCG1 が膜脂質を再
編成し、ラフト構造を変化させることで、脂
質アクセプター分子が余剰脂質を細胞膜か
ら 引 き 抜 く モ デ ル を 提 唱 し て い る
（Membrane, 32, 240, 2007）。 
 
２．研究の目的 
細胞の余剰脂質を排出する ABCG タンパク
質の輸送機構は、直接細胞外へ排出するのか、
それとも膜環境を変化させることで脂質が
アクセプター分子によって引き抜かれるか
も含め、分かっていない。脂質恒常性維持機
構の解明には、脂質排出の詳細な分子機構を
理解する必要がある。そこで、これまでの研
究を発展させ、ABCG タンパク質による脂質
排出の分子基盤を明らかにすることで、生体
の脂質恒常性維持機構を解明することを本
研究課題の目的とする。 
 
３．研究の方法 
ABCG タンパク質による脂質排出の分子基
盤を解明するため、主に２つのアプローチを
とる。一つは、ABCG タンパク質を精製し、
人工脂質膜に再構成し、分子レベルで詳細に
解析する。これにより、ATP 加水分解と脂質
排出のカップリングを含め、分子機械として
の ABCG タンパク質の特性を明らかにする。
もう一つは、細胞レベルで ABCG タンパク質
の脂質排出活性を解析する。これにより、他

のタンパク質や細胞膜脂質による制御も含
めた ABCG タンパク質の特性を明らかにす
る。 
 
(1) 中枢神経系での脂質排出とアミロイドβ
の分泌の解析 
体内の脂質循環とは独立して、脳内では独自
の脂質恒常性維持機構が存在する。また、ア
ルツハイマー病に関与するアミロイドβの
細胞外への分泌は、細胞のコレステロール含
量やラフト構造と関係すると報告されてい
る。さらに、ABCG1 の過剰発現によりアミ
ロイドβの分泌が変化することが報告され
ている。そこで、脳内で発現しているABCG1, 
ABCG4 の役割を調べるため、神経細胞、ア
ストロサイト由来培養細胞の内在性 ABCG1
と ABCG4 を誘導又は変異アミロイド前駆タ
ンパク質を安定発現する培養細胞にABCG1, 
ABCG4 を導入し、発現量とアミロイドβ分
泌への影響を検討する。この研究は、中枢神
経系のコレステロール代謝研究の世界的権
威であるカナダの Jean Vance 教授との共同
研究として行う。 
 
 (2) ABCG1のATP加水分解測定による基質
の同定 
ABCG1 を動物培養細胞または酵母で大量発
現し、可溶化条件（界面活性剤の種類と濃度）
を検討する。可溶化したタンパク質をタグを
利用して精製する。精製標品の安定化条件を
検討し、ホスファチジルコリンやその他のリ
ン脂質、コレステロールを添加したリポソー
ムに希釈法などによって再構成する。精製方
法、再構成法を確立した ABCG1 を大量精製
し、様々な組成の脂質リポソームに再構成す
る。ABC タンパク質の ATP 加水分解活性は
基質により促進されることが知られ、それに
よって ABCA1 の基質がコレステロールとコ
リンリン脂質であることを既に報告してい
ることから、ABCG1のATP加水分解活性が、
コレステロールやリン脂質添加によって促
進されるか調べ、基質を同定する。ATP 加水
分解活性のネガティブコントロールとして、
既に作成済みの ATP 結合が起こらない
ABCG1 変異体を用いる。 
 
(3) ABCG4 の精製と ATP 加水分解測定によ
る基質の同定 
ABCG1 で確立した精製法と基質同定法を
ABCG4 に適用する。ABCG4 を、動物培養
細胞または酵母で大量発現させ、精製、リポ
ソームへの再構成を行う。様々な組成の脂質
リポソームに再構成した標品の ATP 加水分
解活性を測定することで、基質を同定する。
ネガティブコントロールとして、ATP 結合が
起こらない変異体を作製し、ATP 結合能が実
際に失われているか ATP 類似体を用いた光



親和性標識実験で確認した後、使用する。 
 
(4) ラフトドメイン制御の可視化解析 
ABCG1 がコレステロールとスフィンゴミエ
リンに富んだ細胞膜ラフトドメインに局在
し細胞膜脂質を再編成することで、ラフト構
造を変えることを既に見出している。しかし、
ラフト構造がどのような状態になって、脂質
排出が起こるのかは不明である。近年、脂質
を可視化するための蛍光標識脂質や特定の
脂質に結合するプローブの開発が進んでい
る。そこでこれらの蛍光標識プローブを用い
て ABCG1 の細胞膜上での動きとラフトの構
造変化を、共焦点レーザー顕微鏡やバックグ
ラウンド低減のためにエバネッセント顕微
鏡で可視化して観察する。 
 
４．研究成果 
(1) 中枢神経系での脂質排出とアミロイドβ
の分泌の解析 
アミロイド前駆タンパク質の変異体を安定
発現する HEK293 細胞に、ABCG1, ABCG4 を発
現させると、アミロイドβの分泌が低下して
いた。ABCG1, ABCG4の ATP結合能欠損変異体
を発現させてもアミロイドβ分泌には変化が
なかったことから、ABCG1, ABCG4 の機能依存
的にアミロイドβ分泌が抑制されることを明
らかにした。このとき、細胞膜 APP 量、CTF
β量が増加していたことから、γセクレター
ゼの活性低下がアミロイドβ産生の低下原因
と予想された。密度勾配超遠心法による分画
の結果、ラフトドメインに局在されることが
知られるγセクレターゼの各サブユニット
のラフトへの局在が、ABCG1, ABCG4 発現細胞
で低下していることを見出した。これらの結
果から、ABCG1, ABCG4が脂質を輸送すること
でラフトドメインが破壊され、ラフトドメイ
ンで機能するγセクレターゼ活性が低下し、
アミロイドβの産生と分泌が低下すること
を明らかにした。 
アストログリア細胞が分泌するアポリポタ
ンパク質 E 含有リポタンパク質(LpE)は、
ABCG1 が関与して形成される。LpE は中枢神
経細胞の軸索伸長を促進し、アストログリア
細胞における ABCG1の過剰発現によって、LpE
による軸索伸長がさらに促進された。また、
抗体阻害実験とノックダウン実験から、LRP1
が神経細胞における LpEの受容体として働く
ことを明らかにした。これらのことから、
ABCG1 によって排出される脂質成分が、LpE
を介した神経細胞軸索伸長に重要であるこ
とを明らかにした。 
 
(2) ABCG1 の ATP 加水分解測定による基質
の同定 
ABCG1 を動物浮遊培養細胞で大量発現し、
ドデシルマルトシドで可溶化できることが

分かった。可溶化した ABCG1 を FLAG タグ
を利用して精製し、精製標品をリポソームに
に再構成した。コレステロール、スフィンゴ
ミエリン、ホスファチジルコリンを含むリポ
ソームに再構成すると、ATP 加水分解活性が
促進されたことから、それらの脂質が輸送基
質となることが示唆された。さらに、スフィ
ンゴミエリン存在下でコレステロールの親
和性が上昇した。これらのことから、コレス
テロールとスフィンゴミエリンが協調して
輸送されることが示唆された。 
 
(3) ABCG4 の精製と ATP 加水分解測定によ
る基質の同定 
ABCG1 と同様に ABCG4 を動物浮遊培養細
胞で大量発現し、FLAG タグを利用して精製
した。精製標品をリポソームに再構成した実
験から、ABCG1 とは異なり、ABCG4 はコ
レステロールのみが輸送基質となることを
示唆する結果が得られた。 
 
(4) ラフトドメイン制御の可視化解析 
界面活性剤による可溶化実験と超遠心実験
により、ABCG1 が TritonX-100 ラフトに、
ABCG4 が Brij96 ラフトに局在し、いずれも
ラフトドメインに局在するが、そのラフトの
性質が異なることを明らかにした。さらに、
細胞を用いた実験でも、精製したタンパクを
用いた実験と同様に、ABCG1 がコレステロ
ールとコリンリン脂質、ABCG4 がコレステ
ロールのみを排出することを明らかにした。
脂質アクセプターとなる HDL 非存在下にお
いてもラフト構造の変化がみられたことか
ら、脂質の細胞膜上での再分配が ABCG1, 
ABCG4 による脂質排出に重要であることを
示唆した。ガングリオシド GM1 に結合する
コレラトキシンを用いた染色実験より、
ABCG1 発現細胞ではコレラトキシンの染色
が薄くなることから、ABCG1 がラフト構造
を変えて細胞膜上での GM1 の分布を変える
か存在量を変えることを、可視化により明ら
かにした。 
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