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研究成果の概要： 
薬物トランスポーターPGP-1 のアピカル膜への局在制御に関与する因子群を明らかにする目的

で、PGP-1-GFP を発現するトランスジェニック線虫を作成し、それを用いて RNAi 及び突然変異

誘発法による遺伝学的スクリーニングを行った。その結果、微小管に沿って小胞を輸送するモ

ータータンパク質であるダイニン／ダイナクチン複合体の構成因子や膜融合に関与する

SNAP29 などが PGP-1 のアピカル膜への局在制御に関与していることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
薬物トランスポーターは、薬物の吸収を行

う小腸や、排泄を担う肝臓や腎臓、および薬
物の透過を制限するための血液脳関門など
に発現し、薬物動態に大きな影響を与える細
胞膜蛋白質である。種々の薬物トランスポー
ターはそれぞれの機能に応じて、これらの臓
器の上皮細胞の特異的膜領域（管腔側もしく
は基底膜側）に局在化している。この局在化
は薬物トランスポーターの機能発現に必須
であるが、その局在化メカニズムに関しては
大部分が未解明である。 

上皮細胞における膜蛋白質の選別輸送に

は多様な経路が存在し、ゴルジ体での糖鎖付
加や選別、脂質ラフトや輸送小胞への組み込
み、細胞膜へのターゲッティングといった多
段階からなるステップにより複雑に制御さ
れていると考えられる。これまでの上皮細胞
における選別輸送の研究においては、培養細
胞を用いた生化学的・分子生物学的手法によ
り、膜蛋白質の細胞膜移行に必要なドメイン
の絞り込みや結合蛋白質の同定といった解
析が主であった。しかし前述のように選別輸
送が多段階からなる複雑なステップで制御
されていることを考えると、このような実験
系に加えて選別輸送に関与する因子群を系

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19390017 

研究課題名（和文） 薬物トランスポーターの細胞内局在を制御する因子群の網羅的解析 

  

研究課題名（英文） Comprehensive analysis of genes involved in the regulation of 

subcellular localization of drug transporters 

研究代表者 

紺谷 圏二（KONTANI KENJI） 

東京大学・大学院薬学系研究科・准教授 

 研究者番号：30302615 



 

 

統的に解析するアプローチが必要である。申
請者はこれまでに、線虫を用いた遺伝学的・
細胞生物学的手法により上皮細胞の機能解
析を行ってきた経験を有しており（Kontani 
et al., Dev Cell 2005, Kontani & Rothman, 
Curr Biol 2005）、この研究過程で上皮細胞
における蛋白質の局在制御の解析に取り組
むきっかけを得た。線虫の腸上皮細胞アピカ
ル膜には哺乳動物と同様に薬物トランスポ
ーターPGP-1 が局在化することから、申請者
は線虫の様々な利点を生かし、PGP-1 の局在
化制御因子の網羅的同定と機能解析という
着想に至った。 
 
２．研究の目的 

最もよく知られた薬物トランスポーター
の一つである P 糖蛋白質（PGP-1）は小腸上
皮細胞においてアピカル膜（管腔側）に局在
化し、薬物を細胞内から汲みだす機能を担っ
ている。そのため PGP-1 は薬物の吸収効率に
大きな影響を及ぼしており、特に癌細胞にお
いては PGP-1の細胞膜での発現量増加が多剤
耐性の大きな原因となっている。よって
PGP-1 の膜局在化の分子メカニズムを明らか
にすることは、薬物動態を調節する新しい手
法の開発にもつながることが期待できる。そ
こで本研究では、申請者が新たに構築した線
虫をモデル生物としたスクリーニングシス
テムにより、PGP-1 のアピカル膜への局在化
に関与する因子群の網羅的同定・機能解析を
行い、PGP-1 のアピカル膜局在化の分子メカ
ニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）スクリーニングの概略：線虫は遺伝
学的スクリーニングが可能であり、体が透明
なので生きた個体のまま GFP融合蛋白質の発
現や細胞内局在を解析できるという利点を
有している。PGP-1 の C 末端に GFP タグが付
加された PGP-1-GFPを発現するトランスジェ
ニック線虫において、PGP-1-GFP は、ヒトな
どの哺乳動物における小腸上皮細胞での局
在と同様、腸上皮細胞のアピカル膜に局在す
る。よって線虫でも哺乳動物と同様に PGP-1
をアピカル膜に局在化させる分子機構が存
在すると想定される。そこで本研究ではこの
PGP-1-GFP を発現する線虫を出発材料に用い、
その細胞内局在を制御する因子群の遺伝学
的スクリーニングを行った。 
 スクリーニングの方法としては二通りの
方法を用いた。ひとつは近年開発された
Feeding RNAi library を用いたゲノムワイド
スクリーニングである。線虫は大腸菌を食べ
て成長するが、餌である大腸菌にあらかじめ
ノ ッ ク ダ ウ ン し た い 遺 伝 子 に 対 す る
double-strand RNA（dsRNA）を発現させてお
き、それを摂取した線虫で RNAi を効かせる

ことができるという非常に簡便で優れた方
法である。もう一つの方法は、トランスジェ
ニック動物を EMSなどの突原変異誘発剤で処
理し、PGP-1-GFP の細胞内局在に変化が生じ
た変異体を単離する方法である。 
（２）Feeding RNAi library を用いたスクリ
ーニングの実際：Feeding RNAi ライブラリー
に 関 し て は Geneservice 社 及 び Open 
Biosystems 社から購入した。個々の遺伝子に
対する double-strand RNA（dsRNA）を発現す
る大腸菌は 96 well または 384 well フォー
マットで供給されるので、まず各クローンを
液体培養後、Feeding RNAi 用の 12 well プレ
ートに培養した。それらを餌としてトランス
ジェニック動物を生育させることにより、そ
の個体に RNAi を作用させて PGP-1-GFP の局
在を観察した。この方法ではある程度生育し
た時点から RNAi を効かせられるので、生存
に必須な遺伝子に対する RNAi を行った動物
も観察できるという利点も有する。 
（３）EMS によるスクリーニングの実際：線
虫は雌雄同体であり、EMS で処理したトラン
スジェニック動物から自家受精で生まれた
子供世代（F1）は、ある突然変異 mのヘテロ
接合体（+/m）になっている。そこでの F1 を
小シャーレに単離し、F1 から生まれた子供世
代（F2）のうち、４分の１の確率で生まれる
ホモ接合体（m/m）で PGP-1 のアピカル膜へ
の局在化に異常が生じているものを選別し
た。得られた変異体は何回か野生型と交配し
て余分な変異を除いた後、SNP を用いたポジ
ショナルクローニングを行った。 
 
４．研究成果 
これまでの報告から、極性形成や輸送にお

いて重要な役割を担う因子の機能を欠損し
た線虫は致死性を示す事が知られている。そ
こで、遺伝子発現抑制により致死性を示す因
子(1170 個)に焦点を当て、PGP-1 の細胞内局
在に影響を与える因子のスクリーニングを
行った。その結果、PGP-1-GFP の局在に影響
を与える計 302個の候補クローンを同定した。
これらの因子を発現抑制すると、腸管のアピ
カル膜に選択的に局在していた PGP-1-GFPが
細胞質内にも散在するなどの様子が観察さ
れた。本スクリーニングでは、RNA 関連因子
が多数取得されたが、これは転写、翻訳とい
った機能が欠損したことによる二次的な影
響がみられたためであると考えられた。そこ
で以降の解析には、細胞内小胞輸送に関する
と考えられる因子群に焦点を当てて解析を
行った。 
 今回の RNAi スクリーニングで得られた候
補因子群の中には微小管に沿って小胞を輸
送するモータータンパク質であるダイニン
／ダイナクチン複合体の構成因子が複数存
在した。これらの因子の発現抑制の際には、



 

 

極性形成に必要なアピカルジャンクション
(タイトジャンクション)及びバソラテラル
膜に局在する蛋白質の局在には変化は見ら
れなかったことから、細胞の極性形成自体は
維持されていると考えられた。極性細胞にお
いては、非極性細胞と異なり、微小管のプラ
ス端からマイナス端への極性がバソラテラ
ル側からアピカル側へと向いている。ダイニ
ン／ダイナクチン複合体は微小管のプラス
端からマイナス端へと小胞を輸送すること
から、PGP-1 のアピカル膜への局在化は、ダ
イニン／ダイナクチン複合体を介した微小
管依存的な小胞輸送系が重要な役割を果た
していると考えられた。 
 申請者は、候補因子群の一つである PHI-28
の機能を抑制した際に、PGP-1-GFP が細胞内
に異常に蓄積するという特徴的な表現型を
示す事を見出した。PHI-28 は膜融合の際に重
要な役割を果たす SNARE であり、ヒトにおけ
るホモログは SNAP29 である。近年、神経症
状と角化異常症を示す CEDNIK 症候群の原因
遺伝子として SNAP29 が同定されており、
SNAP29 の発現が低下した患者の皮膚では分
泌小胞の細胞内蓄積が見られることが報告
されているものの、SNAP29 がどのような細胞
内小胞輸送系を制御するかに関しては未解
明である。 
 線虫において PHI-28 の機能を抑制した際
に観察された、PGP-1 の局在異常の表現型が
種を超えて保存されているかを検討する目
的で、ヒト培養細胞系を用いて、以下の実験
を行った。まず、HeLa 細胞において PHI-28
のヒトホモログである SNAP29 の局在を検討
したところ、トランスゴルジ網を含むいくつ
かの膜オルガネラのマーカータンパク質と
SNAP29 は共局在したことから、SNAP29 は細
胞内の様々なオルガネラ膜間輸送に関与す
ることが示唆された。 

一般に細胞内輸送においては低分子量 Gタ
ンパク質である Rabファミリーが重要な役割
を担っている。そこで SNAP29 が Rab ファミ
リーと協調して機能している可能性を考え、
SNAP29と各種Rabとの共局在性及び相互作用
の有無を検討した。その結果、細胞内で
SNAP29 と Rab8 が共局在し、他の Rab と比較
して強く相互作用することを見出した。近年
Rab8 はアピカル膜への輸送過程に関与する
ことが示されており、以上の結果を考え合わ
せると SNAP29 が Rab8 との相互作用を介して
PGP-1 のアピカル膜への局在化制御に関与す
る可能性が考えられた。 
 EMS によるスクリーニングに於いては、F1
の数として 6000 クローンを単離し、PGP-1 の
局在に異常が見られる１０個以上の変異体
の単離に成功した。このうち顕著な表現型を
示す変異体 td52 では PGP-1-GFP はアピカル
膜だけでなく、細胞質中にも拡散する細胞内

局在を示した。また他のアピカルマーカーで
ある VHA-6も同様に細胞内に拡散するパター
ンを示した。一方、td52 変異体ではバソラテ
ラルマーカーである NFM-1に関しては顕著な
細胞内局在の異常は観察されなかった。よっ
て、td52 変異体ではアピカル膜への局在化が
特異的に異常になっている可能性が示唆さ
れた。SNP を用いて td52 のポジショナルクロ
ーニングを行ったところ、td52では Y41E3.11
遺伝子に変異が生じていることが明らかと
なった。Y41E3.11 は、SPRY ドメインを含む、
hnRNP と推定されている蛋白質をコードして
おり、td52 では 92 番目のロイシン残基がフ
ェニルアラニン残基に置換されていた。92 番
目のロイシン残基は hnRNPで高く保存されて
いる RNA 結合モチーフの変異であり、
Y41E3.11産物と標的となるRNAとの相互作用
に変化が生じ、それが td52 の表現型を惹起
する可能性が考えられた。 
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