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研究成果の概要（和文）：ABC蛋白質は、共通のATP加水分解ドメインをもつ膜蛋白質の総称で、人の健康維持に
重要な役割を果たしている。本研究は、コレステロール恒常性に関わるABC蛋白質の輸送機構と生理的役割の解
明を目的とした。その結果、HDL（いわゆる善玉コレステロール）の産生メカニズムに関して、これまで信じら
れてきた機構とは全く異なる新規機構を提唱するに至った。また、ABCA1が細胞膜中でコレステロールの分布を
変化させ増殖シグナルを微調整していることを発見した。さらに、脂溶性化合物排出ポンプABCB1の高分解能で
の構造解析によって輸送機構を解明し、コレステロール輸送型ABC蛋白質の研究の基盤を構築することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：ATP Binding Cassette (ABC) proteins play important physiological roles 
through transporting hydrophobic substances, and defects in their functions are related to various 
diseases. In this project, we tried to reveal the functional mechanisms and physiological roles of 
ABC proteins involved in cholesterol homeostasis. By integrating biochemical/cell biological 
studies, single molecule tracking and crystal structure analyses, we proposed the novel mechanism of
 HDL (so-called good cholesterol) generation, in which ABCA1 directly loads excess cholesterol onto 
apolipoprotein A-I. Furthermore, we revealed that ABCA1 is involved in the uneven distribution of 
cholesterol in the plasma membrane and the modulation of cell growth signaling. We also succeeded in
 establishing the platform of ABC protein research by revealing the functional mechanism of 
multidrug exporter ABCB1 based on detailed structure analyses. 

研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ABC(ATP Binding Cassette)蛋白質は、共
通の ATP 結合領域と 12～17 の膜貫通αへリ
ックスをもつ輸送体ファミリーであり、大腸
菌からヒトまですべての生物で重要な機能
を果たしている。ヒト染色体上には 48 種類
の ABC 蛋白質遺伝子が存在する。これまでの
研究から、いくつかのヒト ABC 蛋白質が内在
性脂質の体内輸送に関与し、それらの異常が
さまざまな疾患と密接に関係していること
がわかってきた。しかし、脂溶性物質を基質
とする輸送体の生化学的解析は容易ではな
く、それらの ABC 蛋白質の輸送基質や生理的
役割、制御機構の詳細はいまだ解明されてい
ない。特に、コレステロール恒常性に関わる
ABC 蛋白質の機能に関しては、多くの謎が残
されている。 
コレステロールは細胞膜の主要成分であ

り、生体にとって必須な栄養素であるが、現
代社会では悪者というイメージが定着して
いる。ABC 蛋白質のひとつ ABCA1 はコレステ
ロールの恒常性維持の鍵を握るトランスポ
ーターである。ABCA1 が血中の HDL(いわゆる
善玉コレステロール)の形成に必須であるこ
とは、HDL が激減する遺伝病タンジール病の
解析から約 20 年前に明らかにされた。ABCA1
によって産生される新生 HDL は、数百分子の
リン脂質とコレステロールの周りを 2～4 分
子のアポリポ蛋白質 A-I（アポ A-I）がとり
巻いた円盤状構造であり、ABCA1 がどのよう
なメカニズムで新生 HDL を産生するかは、現
在でも議論が大きく分かれている。 

ABCA1 を代表とする膜脂質輸送に関わる
ABC 蛋白質の異常は、動脈硬化、糖尿病、皮
膚障害、精神障害、老人性の失明など、現在
人がかかわる多くの疾患に関係する。ABC 蛋
白質の作用機構、制御機構、生理的役割を明
らかにすることは、これらの疾患の予防や治
療を考える上で重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、HDL(善玉コレステロール)産生
の鍵を握る ABCA1およびコレステロール恒常
性維持に関わるその他の ABC 蛋白質の作用機
構、制御機構、生理的役割を、生化学的解析、
細胞生物学的解析、蛍光プローブを用いた 1
分子観察、結晶構造解析などを統合すること
によって解明し、疾患の予防や治療に資する
ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）生化学的、細胞生物学的解析による ABC
蛋白質の作用機構・制御機構の解明： 

ABCA1、ABCA7、ABCB4、ABCG1、ABCG4 など
コレステロール恒常性維持に関わる ABC 蛋白
質を特異的に発現させた細胞を用いて、作用
メカニズムを解析するとともに、制御メカニ
ズムを明らかにする。共同研究者が開発した
新規コレステロールプローブを用いて細胞
膜中のコレステロール分布を解析する。それ

ぞれの ABC蛋白質の精製条件の最適化を行い、
精製蛋白質を用いた活性測定系を用いて、輸
送基質との相互作用を解析する。さらに、活
性測定のための新規蛍光プローブ、阻害剤、
活性化剤などのスクリーニングを行う。 

 
（２）結晶構造解析による ABC 蛋白質の作用
機構の解明： 
真核単細胞生物（紅藻）の ABC 蛋白質であ

る CmABCB1 の基質輸送前と輸送後の構造を世
界最高レベルの高分解能で明らかにする。そ
れによって、ABC 蛋白質の基質認識機構およ
び ATP 加水分解に伴う構造変化によって基質
がどのように輸送されるかを解明し、コレス
テロール輸送型 ABC 蛋白質の研究のプラット
フォームを構築する。 

 
（３）全反射照明蛍光顕微鏡を用いた 1分子
イメージングによる HDL 形成機構の解明： 

細胞膜上の ABC 蛋白質を蛍光標識し、全反

射蛍光顕微鏡を用いて一分子レベルでリア

ルタイムに可視化し、ABC 蛋白質の作用メカ

ニズムを解明する。 

 
４．研究成果 
(１)生化学的、細胞生物学的解析による ABC
蛋白質の作用機構・制御機構の解明： 
①ABCA1 による新生 HDL 産生機構の解明 
背景で述べたように、ABCA1 による HDL 産

生に関して議論が大きく分かれている。現在
一般に受け入れられているモデル（図１）は、
ABCA1 がリン脂質を脂質二重層の外層に動か
すことによって外に突出した特殊な膜ドメ
インを形成し、アポ A-I がその特殊な膜ドメ
インに結合し受動的に脂質を引き抜くこと
で新生 HDL が産生されるというものである。 

 
図１．ABCA1 が HDL 産生に間接的に関わるモデル 

 
本研究では、ABCA1 発現細胞を低濃度のト

リプシンで処理すると、ABCA1 の細胞外ドメ
インの切断とともに大量のリン脂質とコレ
ステロールが培地中に放出されることを明
らかにした。ABCA1 と同様に HDL 産生に関わ
るが、大きな細胞外ドメインをもたない
ABCG1 発現細胞からは、トリプシン処理で脂
質が放出されないことから、ABCA1 が輸送し
たリン脂質とコレステロールを ABCA1の大き
な細胞外ドメインに蓄積することを明らか



にした。また、代表者らは、ABCA1 が HDL 産
生時に一時的に二量体を形成し、細胞膜上で
静止することを報告しており(Nagata K, 
PNAS 2013)、これらの結果から、ABCA1 が HDL
産生に直接関与する新規 HDL 産生モデルを提
唱した（図 2）(Sci Rep 2018①)。 

 

図２.本研究で提唱した新規 HDL 産生モデル 

 

②ABC 蛋白質による細胞膜脂質環境の制御 
ABCA1 が、HDL を産生するだけでなく、細

胞膜中のコレステロールを内層から外層へ
動かすことによって、脂質二重層外層のコレ
ステロール濃度を内層の１０倍以上高く保
っていることを、新規コレステロールプロー
ブを用いて明らかにした（図３）。さらに、
細胞が増殖シグナルを受け取ると ABCA1 の活
性が変化し、コレステロールの分布が変化す
ること、それによって ABCA1 が増殖シグナル
の細胞内への伝達を微調整しているという
全く新しい概念を提唱した(Nat Chem Biol 
2017③)。 

 
図3. ABCA1は細胞膜中のコレステロールの分布を

変化させ、増殖シグナル伝達を微調整している 

 
 さらに、ABCA1 がコレステロールの細胞膜
から小胞体への逆輸送にも関与しているこ
とを明らかにした(J Biol Chem 2015⑥)。ま
た、コレステロール輸送に関わる ABC 蛋白質
ABCA1、ABCG1、ABCG4 などがそれぞれ異なる
細胞膜マイクロドメインで機能しているこ
とを明らかにした(PLoS One 2014④)。この
結果は、それぞれの輸送基質が濃縮した膜ド

メインで最も高い活性を発揮することを示
していたが、それが輸送基質の濃度に依存し
ているのか膜環境が重要であるのかは不明
であった。次に、毛細胆管膜でホルファチジ
ルコリンとコレステロールを胆汁中に排出
する ABCB4 の活性を検討した。その結果、
ABCB4 は細胞膜中のスフィンゴミエリン豊富
な膜ドメインに局在し、輸送活性がスフィン
ゴミエリンに依存していることを明らかに
した(J Lipid Res 2015⑤)。この結果は、ABCB4
がホルファチジルコリンを生理的基質とし
て輸送するにもかかわらず、活性がスフィン
ゴミエリンに依存していることを示してお
り、ABC 蛋白質の輸送活性が膜環境に依存し
ていることを初めて明らかにしたものであ
る。ABCB4 が機能する毛細胆管膜はスフィン
ゴミエリンに富むことから、ABC 蛋白質の機
能調節を考えるうえで重要と考えられる。 

 
③神経細胞・ES/iPS 細胞における ABC 蛋白質
の機能 
アルツハイマー病との関連が示唆されて

いる ABCA7 は、ABCA1 と高い相同性をもつに
もかかわらずコレステロールは輸送せず、リ
ゾホスファチジルコリンの輸送に関与する
ことを見出した(Biochim Biophys Acta 2017
②)。また、脳の発達に重要である高度不飽
和脂肪酸が脳内の HDL に相当する LpE を介し
て神経細胞へ運ばれることを明らかにした
(J Lipid Res 2015⑤)。さらに、iPS 細胞、
ES細胞におけるABC蛋白質遺伝子の発現プロ
ファイルの解析から、ES/iPS 細胞では ABCA1、
ABCB1、ABCG2 の発現が抑制されていることを
明らかにした。さらに、再生医療の途上で分
化しなかった iPS細胞を同定し除去するため
の蛍光プローブと薬剤の開発に成功した(J 
Am Chem Soc 2014⑩, Cell Reports 2014⑫)。
また、小腸上皮から体内へのコレステロール
吸収において ABCA1 と協調して働く NPC1L1
の阻害剤の開発にも成功した(PLoS One 2015
⑧)。 
 
(２)結晶構造解析によるABC蛋白質の作用機
構の解明: 
温泉に生息する真核単細胞生物C. merolae

のもつ CmABCB1 がヒト ABCB1 と非常によく似
た基質特異性を示すことを明らかにすると
ともに、大量発現系と結晶条件を確立した。
さらに、CmABCB1 に特異的に結合する環状ペ
プチドを開発することによって、真核生物の
ABC蛋白質としては世界最高の解像度2.4Åで
3 次元構造を解明することに成功した。その
結果、4 番目の膜貫通αへリックス（TM4）の
脂質二重膜内層部分がほどけており、ABCB1
は輸送基質をそこから蛋白質内部へ取り込
むことを明らかにした（PNAS 2014）。これま
で輸送基質が細胞膜中から蛋白質内部へ侵
入することが予想されてはいたが、その侵入
路が解明されたのは、これが初めてである。
ABCB1 と 86%のアミノ酸配列相同性をもち、



肝臓から胆汁中にリン脂質を分泌する ABCB4
の TM4 のαへリックス構造を固定する変異を
導入すると輸送活性を失ったことから、脂質
を輸送する ABC 蛋白質も、ABCB1 と同様に TM4
のαへリックス構造のすきまから基質を取
り込んでいると考えられる（図４）。 

 

 
図４．ABCB1 の構造を高分解能で解明し、脂溶性

基質を細胞膜中から取り込むことを明らかにした 

 
さらに、CmABCB1 の構造中に、内向き構造（輸
送前の構造）を安定化するアミノ酸側鎖ネッ
トワークを発見し、そのネットワークに変異
を導入することによって、これまで取得が困
難であった外向き構造（輸送後の構造）の結
晶化に成功した。それによって、ATP 結合に
よる構造変化によって、脂溶性基質を細胞外
へ絞り出すように排出していることを明ら
かにした（投稿中）。 
 

(３) 全反射照明蛍光顕微鏡を用いた 1 分子
イメージングによる HDL 形成機構の解明： 

ABCA1 と高い相同性をもち、ABCA1 と同様
に HDL 能をもつ ABCA7 の細胞膜上の動きを全
反射照明蛍光顕微鏡を用いて解析した結果、
ABCA7 は細胞膜上で常にブラウン運動をして
おり、ABCA1 のような二量体化して細胞膜上
で静止するという特異な性質は示さないこ
とが明らかになった。さらに、ABCA1 と ABCA7
のアミノ酸配列の比較から、二量体化に関与
すると思われるアミノ酸を同定することに
成功した（投稿準備中）。 
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