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研究成果の概要（和文）：コレステロールは生体膜の構成成分であると共に、各種ホルモンの前駆体となる重要な化合
物である。しかし過剰なコレステロールは細胞にとって有害であることから、生体のコレステロール恒常性は厳密に保
たれている。本研究では善玉コレステロール形成に関与するABCG1について大量発現・精製系の開発を行い、ABCG1が能
動的な脂質輸送体であることを明らかにした。また、基質特異性の検討を行い、ABCG1がコレステロールとスフィンゴ
ミエリンを直接認識し輸送していることを突き止めた。さらに、ABCG1と高い相同性を持つABCG4がコレステロール選択
的な輸送体であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cholesterol is an essential component for our body as a constituent of plasma memb
rane and precursor of steroid hormones. Since the excess cholesterol is harmful to cells, cholesterol home
ostasis in peripheral tissues are tightly regulated. In this research, we purified human ABCG1 and ABCG4, 
and analyzed its substrate specificity by measuring ATPase activity.  
 Purified ABCG1 showed the ATPase activity that comparable to those of active transporters. The ATPase act
ivity of ABCG1, reconstituted in phosphatidylserine liposome, was stimulated by cholesterol and choline ph
ospholipids (especially sphingomyelin). The ATPase activity of ABCG4 was stimulated in cholesterol contain
ing liposomes. Unlike ABCG1, choline phospholipids showed no effects on the ATPase activity. Our results s
uggest that ABCG1 and ABCG4 are active lipid transporters and ABCG1 recognizes cholesterol and sphingomyel
in as transport substrates, while ABCG4 is a cholesterol specific transporter. 
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１．研究開始当初の背景 
体内の脂質恒常性は厳密に制御されており、
その破たんはアテローム性動脈硬化症など
の重篤な疾患を引き起こす。善玉コレステロ
ールとして知られる HDL は末梢からのコレ
ステロールを除去する唯一の経路であり、血
中の HDL 量と心疾患リスクには強い逆相関
がみられる。この HDL 形成に関与している
のが ABCA1 と ABCG1 の 2 種類の ABC タ
ンパク質である(図 1 参照)。ABC タンパク質
は ATP 加水分解エネルギーによって駆動さ
れる能動的なトランスポーターで、ヒトでは
48 種類が同定されている。HDL 形成の初期
段階では ABCA1 がまずアポリポタンパク質
A-1(ApoA-1)に脂質を受け渡して HDL 前駆
体を形成し、ABCG1 はこの前駆体に脂質を
さらに輸送し、より脂質に富んだ形に成熟さ
せると考えられている。しかし、ABCG1 を
発現精製し、基質特異性を評価した研究が無
かったことから機能の詳細は不明であった。 

 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は HDL 形成に関与するヒト
ABC タンパク質の高純度生産系を確立し、生
化学的解析によって基質特異性などの特徴
を明らかにすることである。これによりHDL
形成を分子レベルで理解する。 
 
３．研究の方法 
上記目的達成のため、ヒト ABCG1 および
ABCG4 の 2 遺伝子を動物培養細胞を用いて
大量発現させ、高純度精製系を確立した。
ABC タンパク質の輸送活性は ATP 加水分解
と共役することを利用し、ATP 加水分解活性
を指標に輸送基質の探索を行った。 
 
４．研究成果 
本研究ではヒト ABCG1 および ABCG4 の生
化学的解析により、輸送基質の決定を試みた。
その結果 ABCG1 がコレステロールとスフィ
ンゴミエリン(SM)を輸送基質として認識す
るのに対し、ABCG4 はコレステロール選択
的な輸送体であることが明らかとなった。輸
送基質の同定は本研究において世界で始め
て達成されたものであり、HDL 形成の分子メ
カニズム解明に重要な知見であるとして高
く評価されている。具体的な研究成果は以下
のとおりである。 

 
・ヒト ABCG1 の精製手法開発 
本研究項目ではヒト ABCG1 の精製系を確

立し、基質特異性を評価した。その結果
ABCG1 が脂質の活性な輸送体であり、コレ
ステロールとスフィンゴミエリンを基質と
することを明らかにした。 
はじめに精製に用いる界面活性剤の検討

を行ったところ、ヒト ABCG1 は多くの界面
活性剤中で安定に存在でき、精製に適してい
ることが明らかとなった。そこでヒト培養細
胞(FreeStyle 293)を用いたバイオリアクター
発現系により大量発現手法の確立を行った。
精製はC末端に付加したFlagタグを用いた交
代アフィニティークロマトグラフィーによ
って行い、1 段階の精製で純度 80-90%程度の
精製標品を得ることに成功した(図 2)。精製
ABCG1 はリポソームに再構成した場合にの
み ATP 加水分解活性を示した。また活性はこ
れまで報告されている輸送体型の ABC タン
パク質の活性と同等であったことから
ABCG1 が活性な輸送体タンパク質であるこ
とが明らかとなった。一方で ATP 加水分解に
重要なリシンをメチオニンに置換した変異
体(MM 変異体、図 2)では活性が検出されなか
ったことから、観察された ATP 加水分解活性
は確かに ABCG1 に由来するものであること
が確認された。また、リポソームに再構成し
ない場合には活性がまったく検出されなか
ったことから、ABCG1 の活性には脂質 2 重
膜環境が不可欠であることも明らかとなっ
た。 

 

 
 
・ヒト ABCG1 の輸送基質解析 
ついで精製標品を用いて ABCG1 の機能解

析を行った。様々な組成のリポソームに再構
成し、ATP 加水分解活性を測定したところ、
フォスファチジルセリン(PS)からなるリポソ
ーム中では ABCG1 の活性がほとんど見られ
ないことが明らかとなった。このことから
ABCG1 は PS を基質として認識せず、PS リ



ポソームを用いることで脂質に対する濃度
依存性を評価できることが明らかとなった。
様々な脂質の濃度依存性を検討したところ、
ABCG1 はコレステロールや SM を含むリポ
ソーム中で特に高い ATP 加水分解活性を示
した。またフォスファチジルコリン(PC)を含
むリポソーム中でも弱い活性誘導が見られ
た(図 3)。以上の結果から ABCG1 はコレステ
ロールと SM を特に良い基質として認識し、
PC も基質として認識することが示唆された。
一方、フォスファチジルエタノールアミン
(PE)では活性の誘導が見られなかった。基質
として認識された SM と PC は親水性頭部の
構造としてフォスフォコリン基を共通して
有することから、ABCG1 によるリン脂質の
認識には親水性の頭部の構造が重要である
ことが明らかとなった。また SM が PC より
も良い基質として認識されたことから、疎水
性の尾部との連結部分の構造も重要である
ことが示唆された。さらに詳細に検討を行っ
た結果、SM によって ABCG1 のコレステロ
ールに対する親和性が上昇することが明ら
かとなった。ABCG1 はコレステロールと SM
を異なる部位で認識し、それぞれの結合サイ
トは協調的に機能すると考えられる(図 4)。 
先行研究において ABCG1 を発現させた細

胞からはコレステロールと SM が排出される
ことが明らかとなっていた。一方、生化学的
な分画実験からは ABCG1 はコレステロール
や SM が豊富に存在するラフトと呼ばれる膜
領域に局在していることが報告されており、
ABCG1 が脂質を選択的に認識して輸送して
いるのか、それとも周囲に存在する脂質を無
作為に排出しているのかは不明であった。本
研究で行った生化学的解析により ABCG1 は
選択的に脂質を認識して輸送していること

が明らかとなった。 
 本研究成果は論文として Journal of Lipid 
Research 誌に発表した(発表論文①)。本研究
成果は ABCG1 が輸送体であることを始めて
立証した研究であり、基質特異性も明らかに
できたことから HDL 形成を分子レベルで明
らかにするうえで重要な知見となる。 
 

 
 
・ヒト ABCG4 の機能解析 

ABCG4はABCG1と最も高い相同性を有す
る ABC タンパク質であり、ABCG1 と同様に
脂質の恒常性に寄与することが示唆されて
いた。しかし、輸送基質等は明らかにされて
おらず、生理機能は不明であった。本研究で
は ABCG1 で構築した精製・解析手法を応用
することで ABCG4 の機能解明に取り組み、
輸送基質がコレステロールであることを示
唆する結果を得た。 
まず界面活性剤中での安定性を評価した

ところ、ABCG4 は ABCG1 とは異なり界面活
性剤中で立体構造を維持できず、速やかに失
活することが明らかとなった。そこで様々な
界面活性剤中での安定性を評価し、精製条件
を最適化することで活性な精製標品を得る
実験系を構築した。 
精製 ABCG4 は ABCG1 と同様にリポソー

ムに再構成した場合にのみ ATP 加水分解活
性を示したことから ABCG4 の機能にも脂質
2 重膜環境が必要不可欠であることが明らか
となった。また、ABCG4 の ATP 加水分解活
性の酵素化学的な特徴を評価したところ、
ATP に対する親和性や安定性など、ほぼすべ
ての項目において ABCG1 の活性と非常に良
く似た特徴を示した。これは ABCG1 と
ABCG4 の ATP 結合ドメインの高い相同性を
反映した結果であると考えられる。ついで
様々な組成のリポソームに再構成して活性
を比較し、輸送基質の同定を試みた。その結
果、ABCG4 の ATP 加水分解活性はコレステ
ロールによって濃度依存的に促進されるが、
リン脂質による影響は見られないことが明



らかとなった。このことから ABCG4 は
ABCG1 とは異なり、リン脂質を基質として
認識せず、コレステロール選択的な輸送体と
して機能すると考えられる。 
本研究は ABCG4 が活性な脂質輸送体とし

て機能することを精製タンパク質を用いて
明らかにした始めての研究であり、基質特異
性も明らかにできたことから国際学会にて
口頭発表した(学会発表⑨)。 

ABCG1 がマクロファージなどの末梢の細
胞に発現が見られるのに対し、ABCG4 は中
枢神経系で発現すると予想されている。本研
究で明らかとなった基質特異性の違いが組
織特異的な機能発現に重要である可能性が
考えられる。したがって ABCG1 と ABCG4
の基質特異性を決定する要素を明らかにで
きれば生体レベルでの脂質恒常性の維持機
構の理解がさらに進むと期待される。 
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