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研究成果の概要（和文）： 
 ABC タンパク質 D 群（ABCD1~4）のオルガネラ選別輸送機構を解析し、N 末端に存在する

疎水性領域の有無が局在性を決めていることを明らかにした。この疎水性領域をもつABCD1~3
はペルオキシソーム形成因子 Pex19p と相互作用し、ペルオキシソーム膜上の Pex3p を介してペ

ルオキシソーム膜へ輸送されることを示した。一方、この領域をもたない ABCD4 は小胞体膜

へ輸送される。ABC タンパク質 D 群の機能については、ペルオキシソーム型（ABCD1~3）が

acyl-CoA の輸送に関与すること、小胞体型（ABCD4）はヘム代謝に関与する可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     We found that the hydrophobic properties of NH2-terminal cytosolic region of ABC subfamily D 
proteins determine their subcellular localization. ABC proteins (ABCD1~3) with the NH2-terminal 
hydrophobic region are targeted to peroxisomes through the interaction of ABCD1~3 to Pex19p and 
Pex3p. On the other hand, ABCD4 without the hydrophobic region is targeted to endoplasmic reticulum. 
Concerning function of ABC subfamily D proteins, ABCD1~3 are suggested to be involved in transport 
to acyl-CoA and ABCD4 is involved in heme metabolism. 
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１．研究開始当初の背景 
 ATP-binding cassette （ABC）タンパク質
は、膜結合ドメインとヌクレオチド結合ド
メインをもつ一群のタンパク質で、生体膜
を介した様々な物質輸送に重要な役割を
担っている。ヒトでは 48 種類の ABC タン
パク質が同定され A-G の７群に分類され

ている。哺乳動物 ABC タンパク質 D 群では、
ABCD1/ALDP、ABCD2/ALDRP、ABCD3/PMP70、
ABCD4/P70R の４種類が同定され、ペルオキシ
ソーム膜に局在すると考えられていた。しかし
ながら我々は、P70R はペルオキシソームではな
く小胞体に局在していることを見出した。よっ
て、ABC タンパク質 D 群がどのような仕組みで
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ペルオキシソームもしくは小胞体に選別
輸送されているかは興味深い。 
 さて ABC タンパク質 D 群を含むペルオ
キシオーム膜タンパク質は、遊離型ポリソ
ームで翻訳さて、細胞質中のペルオキシソ
ーム形成因子 Pex19p と結合し、ペルオキ
シソーム膜上の Pex3p との相互作用を介し
てペルオキシソーム膜に挿入される。しか
しながら、局在化シグナル、その受容体、
トランスロコンの同定を含め、ペルオキシ
ソーム膜への移行と挿入過程の詳細は不
明である。 
 一方生合成された小胞体膜タンパク質
は、N 末端側に存在する小胞体局在化シグ
ナルが SRP と結合し co-translational に翻訳
され、stop-transfer 配列により特有のトポロ
ジーをもって局在化すると考えられてい
る。しかしながら、小胞体に留まる分子機
構は不明な点が多い。 
 機能に関しては、ABC タンパク質 D 群
は、その局在性より脂肪酸代謝に関わると
推測されてきた。我々は CHO 細胞に野生
型、変異型 ABC1、ABCD3 を安定発現させ、
ABCD3 が長鎖脂肪酸 CoA の、ABCD1 が極
長鎖脂肪酸 CoA の輸送に関与する可能性
を明らかにしてきた。また他のグループの
解析により、ABCD1~3 は脂肪酸β酸化と
関連し、acyl-CoA の細胞質側からペルオキ
シソーム内への輸送に関与していると推
定されている。しかしながら、その輸送機
構の詳細は不明である。P70R についは何
を輸送するのかも明らかにされていない。
よって、ABC タンパク質 D 群の選択的局
在化機構と膜上での機能の解析は重要な
課題である。 
 
２．研究の目的 
 ABC タンパク質 D 群の生理的役割の全
体像を明らかにすることを目的として、オ
ルガネラ膜への選別輸送機構と各 ABC タ
ンパク質の基質認識と輸送機構を解析し
た。 
（１）ABC タンパク質 D 群の局在化機構 
 ペルオキシソーム型 ABC タンパク質は
生合成後細胞質で Pex19p と複合体を形成
する。その後、どのような機序でペルオキ
シソーム膜に局在化するのかを明らかに
する。特にペルオキシソーム膜局在化シグ
ナル、Pex19p とペルオキシソーム膜上の
Pex3p との相互作用、ペルオキシソーム膜
への挿入過程を明らかにする。一方、
ABCD4 については小胞体局在化機構と小
胞体膜 retention シグナルを明らかにする。
これらの解析を踏まえ、ABC タンパク質 D
群のペルオキシソーム膜と小胞体膜への
選別機構を提示する。 
 

（２）ABCタンパク質D群の基質輸送の分子機
構 

 ペルオキシソーム型のABCD1~3については、
光親和性官能基を導入したacyl-CoAを基質とし
てphotoaffinityラベルを行い、基質認識部位を同
定する。P70Rについては、ヒト肝癌細胞でP70R
を用いて、野性型ならびに部位特異的変異型
P70Rを安定過剰発現する細胞を作製し、種々の
代謝変動や遺伝子発現プロフィールの解析によ
って、その機能を予測する。さらに、酵母Pichia 
pastoris発現系により各種ABCタンパク質D群を
大量発現させ、活性を保持した状態での精製を
試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）ABC タンパク質 D 群のオルガネラ膜選

別輸送機構の解析 
①ABC タンパク質 D 群の細胞内局在性 

ABC タンパク質 D 群の細胞内局在性は、C 末
端側に GFPもしくは HAタグを融合させたタ
ンパク質を CHO 細胞に発現させ、共焦点レ
ーザー顕微鏡により解析した。また ABCD1
ならびに ABCD4 については、各種の変異タ
ンパク質を CHO 細胞に発現させ、ペルオキ
シソームならびに小胞体局在化シグナルに
ついて解析した。また内在性の ABCD4 の細
胞内局在性は、ラット肝臓を用い、細胞分画
法後 immunoblotting により解析した。 

 
②ABCD3 ならびに ABCD4 と Pex19p の相互作
用 
ヒト His-Pex19p を大腸菌に発現させ、精製し
た。ABCD3 ならびに ABCD4 の mRNA を調
製し、精製 Pex19p、[35S ]Met 存在下、wheat 
germ cell free translation system で翻訳した。
ABCD3、ABCD4 と Pex19p との結合は、抗
His 抗体を用いた免疫共沈法により解析した。 

 
③Pex3p と Pex19p との相互作用の解析 

ヒト Pex3p の細胞質ドメイン His-Pex3p (aa. 
49-373)、ヒト GST-Pex19p を大腸菌に発現さ
せ精製した。また部位特異的変異体について
も同様に精製した。Pex3p と Pex19p との相互
作用は、Pex3p を glutathione-Sepharose に結合
させた GST-Pex19p と incubation 後、pull-down 
assay により解析した。 

 
④Pex3p/Pex19p 複合体の３次元構造解析 

ヒト Pex3p の細胞質ドメイン GST-Pex3p 、ヒ
ト GST-Pex19p(aa. 1-44)を大腸菌に発現させ、
精製した。Pex3p と Pex19p を 1:2 で混合し、
ポリエチレングルコールを沈殿化剤よして
結晶化させた。Spring-8 の BL41XU および
BL38B1 にて X 線解析データを収集し、2.5Å
分解能における複合体の結晶構造を決定し
た。 

 



 

 

（２）基質輸送機構の解析 
①P70R 安定発現細胞による機能解析 
野性型ならびに Walker A モチーフに変異
をいれた P70R cDNA をヒト肝癌細胞
HuH-7 に transfection し、それぞれの安定
過剰発現細胞を作製した。脂質代謝との
関連性については、取得した細胞に
[14C]oleate や[14C]acetate を添加し、膜脂質
への分布、リポタンパク質としての
medium への分泌量を解析した。さらに
control 細胞、野性型ならびに部位特異変
異安定細胞より mRNA を調製し、DNA マ
イクロアレイを用い、遺伝子発現プロフ
ィールを解析した。 

 
②Photoaffinity labeling 

ABCD3 の基質輸送機構を明らかにする
ため、基質認識部位の同定を試みた。光
親和性プローブとしてジアジリンとビオ
チン基を導入した長鎖脂肪酸 CoA を基
質として、ラット肝より精製したペルオ
キシソームと incubation し、光照射後、
Streptavidin-horseradish peroxidase を用い
て反応産物を検出した。 

 
③ABC タンパク質 D 群の酵母 Pichia 

pastoris での発現 
ヒト、線虫等 17 種類の His タグを付加し
た ABC タンパク質 D 群 cDNA を酵母
Pichia pastoris に transfection し、メタノ
ールで発現誘導した。菌体から膜分画を
調製し、発現タンパク質を２％ bDDM
で可溶化し、TALONE Metal Affinity Resin
で精製した。 

 
４．研究成果 
 ABC タンパク質 D 群のオルガネラ膜へ
の選別輸送機構と基質輸送の分子機構の
解析を行い、以下の成果を得た。 
（１）ペルオキシソーム型 ABC タンパク質

のペルオキシソームへの局在化機構 
①ペルオキシソーム膜局在化シグナルの

同定 
N 末端ならびに C 末端より順次欠損させ
た ABCD3-GFP、GFP-ABCD3 を CHO 細
胞に発現させ、その細胞内局在性を解析
した。その結果、膜貫通ドメイン（TMD）
1-2 を含む N 末端 144 アミノ酸配列中に
ペルオキシオーム膜局在化シグナルが
存在することが明らかになった。さらに
TMD1に隣接した N末端側の疎水性アミ
ノ酸ドメイン中の２つの疎水性アミノ
酸領域をそれぞれ親水性アミノ酸に置
換するとペルオキシソーム局在性が消
失した。前者が Pex19p との結合、後者
がペルオキシソーム膜上の受容体介し
た ABCD3 の膜挿入に関与する可能性が

示唆された。 
 

②ABCD3 と Pex19p との相互作用 
N 末端ならびに C 末端より順次欠失させた
ABCD3 cDNA を in vitro で転写後、mRNA
を精製し、His-Pex19p 存在化 in vitro で翻訳
させ ABCD3 と Pex19p との結合性を解析し
た。その結果、N 末端領域と C 末端領域に
Pex19pとの結合に重要な領域が同定された。 

 
③Pex3p と Pex19p との相互作用と３次元構造 

Pex3p は、６本のαヘリックスから構成され
る回転楕円状の新規な構造（twisted six-helix 
bundle）であることが判明した。最も長いα
2 が中心に位置し、他の５つのαへリックス
がα２に巻き付く構造をとっていた。Pex19p
ペプチドはαヘリックス構造をとり、Pex3p
の最先端部に結合していた。 Pex3p は
Typ-104 で区分される２つの疎水性の cavity
をもち、分子表面に近い cavity で Pex19p の
Lue-18、Leu-21、Leu-22 と結合し、分子内の
cavity で Pex19p の Phe-29 と結合していた。
X 線結晶解析により Pex3p と Pex19p との相
互作用に重要である可能性が示唆された
Pex19p の Leu-18、Leu-21、Leu-22、 Phe-29
を Ala に置換した GST-Pex19p を作製し、
His10-Pex3p を用いた pull down assay を行っ
た。その結果、野生型は His10-Pex3p に結合
したが、L18A、L21A、L22A、F29A の置換
をもつGST-Pex19pはHis10-Pex3pに結合しな
かった。一方、Pex3p の Trp-104 を Ala に置
換した His10-Pex3p は、GST-Pex19p に結合し
なかった。 

 
（２）小胞体型 ABC タンパク質の小胞体への

局在化機構 
①ABCD4 の小胞体局在化機構 

ABCD4 はペルオキシソームではなく，小胞
体に局在化することが明らかになった。そこ
で N 末端より順次欠損させた ABCD4-HA を
CHO 細胞に発現させ、細胞内局在性を解析
した。その結果、TMD1 から TMD6 までの
TMD について、TMD の直前から翻訳させた
ABCD4-HA は小胞体に局在したが、TMD の
前に細胞質側のアミノ酸配列をもつものは
小胞体に局在しなかった。よって、N 末端の
疎水性 TMD が小胞体局在化と小胞体滞留に
重要であることが示唆された。 

 
②ペルオキシソームと小胞体への選択的輸送機

構 
ABCD1-3とABCD4のホモロジーとアミノ酸
配列を比較すると、ABCD4 は、ABCD1-3 が
もつ TMD1 の末端側の疎水性アミノ酸を含
むペルオキシソーム移行シグナルを欠いて
いる。この領域を含む N 末端 61 アミノ酸を
ABCD4-HA に融合させたタンパク質を CHO



 

 

細胞に発現させると、ミトコンドリアに
局在した。そこで、ABCD3 について N
末端 81 アミノ酸から順次 TMD1-2 を含
む領域まで発現させると、TMD1 の直前
までのタンパク質はミトコンドリアに
局在したが、TMD1 から延長するに従い、
ペルオキシソームへの局在化が増加し、
TMD-2 を含むと、ほぼ 100％ペルオキシ
ソームに局在した。一方、ABCD3 を
TMD1 から発現させると小胞体に局在
化した。すなわち、ABCD1-3 の N 末端
側の延長配列は、翻訳されたタンパク質
が小胞体に局在することを回避し、かつ
TMD1-2 と協調して Pex19p との結合を
安定化し、ミトコンドリアではなく、ペ
ルオキシオームへ局在化させる役割を
もつことが推測された。 

 
③種を選別輸送機構が存在する可能性 

ABC タンパク D 群について、これまで
同定されている全生物種のタンパク質
について hydropathy plot をとると、ペル
オキシソームに局在することが明らか
にされている、ヒトならびにマウス
ABCD1~3、酵母 Pxa1、Pxa2、スロイヌ
ナズナ CTS には TMD1 の N 末端側に疎
水性アミノ酸配列を含む延長領域をも
つことが明らかになった。一方、小胞体
型を証明したのは、今回の ABCD4 が初
めてである。そこで N 末端延長配列の有
無が存在する線虫 ABC タンパク質 D 群
（pmp-1~5）について、C 末端に GFP を
融合したタンパク質を CHO 細胞に発現
し、その細胞内局在性を解析した。その
結果、延長配列をもつ pmp-1, 2, 4 はペル
オキシソームに局在したが、もたない
pmp-3, 5 は小胞体に局在した。よって、
この選別輸送は種をこえて存在する可
能性が示唆された。 

 
（３）ABC タンパク質 D 群の機能 
①ABCD4 安定過剰発現細胞 HuH-7 での解
析 
野性型ならびに変異型 P70R 安定過剰発
現 HuH-7 細胞株を用い、[14C]oleate や
[14C]acetate を添加し、脂質の合成と分泌
について検討したが、有意な差はみられ
なかった。一方、DNA マイクロアレイに
より各種代謝系遺伝子の網羅的解析を
行ったところ、変異型 P70R 安定発現株
において lysine 代謝系酵素群の遺伝子発
現が増加していた。また、heme 合成に関
与する遺伝子群の発現増加、heme 分解に
関与する遺伝子群の発現に低下がみら
れた。今後、P70R がこれら代謝系にど
のように関与するかを解析する必要が
ある。 

 
②acyl-CoA 誘導体を用いた解析 

ABCD1~3 は acyl-CoA の輸送に関与する可能
性が示唆されていることから、photoaffinity
光親和性プローブとしてジアジリンとビオチ
ン基を導入した長鎖脂肪酸 CoA を合成した。
この基質をラット肝より精製したペルオキシ
ソームと incubation し、光照射後試料を
SDS-PAGE にかけ、Streptavidin を結合した
horseradish peroxidase と incubation し、結合タ
ンパク質を chemiluminescence 法により検出
した。その結果、この基質は peroxisomal 
multifunctional enzyme と特異的に結合したが、
ABCD1~3 とは結合しなかった。今後、
photoaffinity label には CoA 部分を保持した基
質の合成が必要であることが示唆された。 

 
③酵母 Pichia pastoris 発現系を用いた ABCD タ

ンパク質発現系の構築 
ABCD1~4 の機能を詳細に解析するためには、
native の状態で ABC タンパク質をリポソーム
に再構成することともに X 線結晶解析に向け
た大量精製が求められている。そこで、これ
まで同定されている全生物種の ABC タンパ
ク質 D 群の cDNA を準備し、C 末端へ GFP
を融合させ His-ABCD-GFP として Pichia 
pastoris に発現させることを試みた。現在 17
種類の ABCD 遺伝子を発現させ、TALONE 
Metal Affinity Resin で精製し、Gel filtration で
タンパク質の性状を解析した。その結果、ヒ
ト ABCD4、線虫 pmp-3、pmp-5 が比較的安定
したダイマー構造をとることが示唆された。
今後、可溶化条件を検討し、ABC タンパク質
D 群の構造と機能を明らかにしていきたい。 
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