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研究成果の概要（和文）：ビタミンの膜輸送を担うタンパク質の全体像を明らかにすることを目的として実験を
行い、精製したNPC1L1のN末端がビタミンKと結合することを示し、ABCG5/ABCG8がビタミンKを輸送することを示
した。さらに、ビタミンEの細胞内輸送に関わるα-TTPがABCG5/ABCG8と相互作用することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the transporter proteins in order to reveal overall picture 
of vitamin transport. We have demonstrated that purified N-terminal region of NPC1L1 bind vitamin K 
and that ABCG5/ABCG8 transports vitamin K. Furthermore, it was suggested that ABCG5/ABCG8 interacts 
with α-TTP which is involved in the intracellular transfer of vitamin E.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンKの排出トランスポーターを世界で初めて同定した。また、その他のビタミントランスポーターについ
ても手掛かりを得て、輸送の実態が明らかとなった。研究成果は、ビタミンの効率的な吸収を可能にする食品、
健康食品の開発や食生活の提案への応用も期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
数多くのビタミン輸送研究によって、それぞれのビタミンの吸収効率と動態は詳細に分かっ
ている。しかし、意外なことにビタミンの膜輸送を担うタンパク質は、全体像が未だ分かって
いない。全体像が分からない限り、ビタミンの動態を完全に理解したとは言えないことから、
本研究でビタミン輸送の包括的な理解を目指す。 

NPC1L1は細胞膜に発現する膜タンパク質であり、小腸でのコレステロールとビタミン Kの
吸収に重要な役割を果たす（Sci. Transl. Med., 7, 275, 2015）。ATP-binding cassette (ABC)
トランスポーターは、ATP加水分解のエネルギーを使って様々な基質を輸送する膜タンパク質
である。ABCD4がリソソームから細胞質へのビタミンB12輸送を担い (Nat. Genet., 44, 1152, 
2012)、ABCA1と ABCG1が細胞質から血液側へのビタミン E輸送に関与する。他の ABCト
ランスポーターもそれらのビタミンの輸送に働く可能性が高い NPC1L1 がビタミン K や植物
アルカロイドを N末端領域で結合すること（Lipids, 54, 704）、ABCG5/ABCG8がビタミン K
を輸送することを明らかにしてきた。そこで、申請者らが明らかにしたビタミン輸送経路に加
え、まだ未解明なビタミンの輸送経路を、輸送機構と制御も含めて明らかにすることとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
現在まで膜を介したビタミン輸送の全体像は分かっていないため、ビタミン輸送を担うトラ
ンスポーターを輸送機構と制御も含めて明らかにすることを本研究の目的とする。そのため、
以下の研究を行う。 
1) どのトランスポーターがどのビタミン及び分子種を輸送するのかを明らかにする。 
2) 基質特異性、親和性や輸送速度などのビタミン輸送の分子機構を明らかにする。 
3) リン酸化、食品成分及び腸内細菌成分と膜脂質環境によるビタミン輸送の制御を明らかに
する。 

 
 
３．研究の方法 
 
1)トランスポーターによるビタミン輸送 
a. ABCG5/ABCG8 ノックアウトマウスを用いたビタミン K蓄積解析 
細胞系で見出した ABCG5/ABCG8 によるビタミン K輸送が生体内でも起こるのかどうかを確認
するため、Abcg5/Abcg8 ノックアウトマウスを用いて小腸、肝臓内のビタミン K 蓄積量を野生
型と比較する。具体的には、組織から脂質抽出を行い、HPLC 解析によってビタミン K量を求め、
生体内でも ABCG5/ABCG8 がビタミン K排出に機能していることを示す。 
b. ABC トランスポーター発現細胞系を利用したビタミン輸送実験 
既に構築済の 48種の ABC トランスポーター発現系を用いて、ビタミン輸送トランスポーター
を探索する。開発済みの MTT アッセイを利用した方法と HPLC 解析によって脂溶性ビタミントラ
ンスポーターを同定する。トランスポーターが発現した細胞を回収して、ビタミンB12量をHPLC
法と微生物法で測定する。これにより、末梢細胞でビタミン B12 をミトコンドリア内へ輸送ま
たは細胞外へ輸送するトランスポーターをそれぞれ同定する。 
c. 精製タンパク質の ATP 加水分解活性を利用したビタミントランスポーターの探索 
基質存在下で ATP 加水分解活性が上昇する性質を利用して、ABC トランスポーターの基質を
探索できることを既に示している。タグを利用して ABC トランスポーターを精製し、リポソー
ムに再構成してATP加水分解活性を測定する。ビタミンB12または脂溶性ビタミン存在下でATP
加水分解活性を測定し、ビタミントランスポーターを同定する。 
 
2) ビタミン輸送の分子機構 
a. ABCG5/ABCG8 によるビタミン A、ビタミン Dとビタミン Eの輸送 
NPC1L1 タンパク質は、ビタミン Kとビタミン Eを輸送する。同様に ABCG5/ABCG8 が複数の脂
溶性ビタミンを輸送する可能性がある。そこで、ABCG5/ABCG8 を発現する培養細胞を用いて、
HPLC 解析によりビタミン A, D, E が輸送されるか調べる。さらに分子種、例えばビタミン Eで
あればα-、β-、γ-トコフェロールまたはトコトリエノールの輸送それぞれについて調べ、基
質特異性を明らかにする。 
b. 小胞輸送系を用いたビタミン輸送実験 
実際にトランスポーターがビタミンを輸送することを直接的に証明するため、精製タンパク
質を再構成したリポソームに ATP とビタミンを添加し、小胞内へのビタミン輸送を測定する。
小胞を洗浄後に小胞の中に蓄積したビタミン量を測定することで、ビタミン輸送を定量的に測
定し、輸送速度を明らかにする。さらに精製タンパク質とビタミンの結合特性を調べ、それぞ
れのビタミンとの親和性を明らかにする。 
 
３）ビタミン輸送の制御 



a. ビタミン輸送のリン酸化による制御の解析 
ABCA1 と同様に ABCG1 のコレステロール輸送は PKC によって制御されることを明らかにして
いる。ビタミン輸送も同様に制御されるか調べるため、キナーゼ阻害剤または活性化剤存在下
で ABCA1, ABCG1, ABCG5/ABCG8 によるビタミン輸送を測定する。上記の研究計画で同定できた
ビタミントランスポーターについても同様に調べる。これによって、ビタミン輸送の細胞内シ
グナルによる制御を明らかにする。 
b. ビタミン輸送の食品成分、腸内細菌成分及び膜脂質環境による制御の解析 
既に食品成分や腸内細菌由来成分、膜脂質環境が NPC1L1 や ABC トランスポーターのコレス
テロール輸送活性を変えることを見出している。そこでそれらの成分がビタミン輸送にも影響
するかを調べる。また、スフィンゴミエリン含量を変化させてラフトドメインを変えた細胞を
用いて、ビタミン輸送への効果を調べる。これらによってビタミン吸収や動態に対する食品の
効果や腸内環境の影響、膜脂質環境による制御を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
1)トランスポーターによるビタミン輸送 
a. ABCG5/ABCG8 ノックアウトマウスを用いたビタミン K蓄積解析 
東京大学病院の高田龍平教授との共同研究で、Abcg5/Abcg8 ノックアウトマウスを用いて肝
臓、胆管内のビタミン K蓄積量を野生型と比較した。組織から脂質抽出を行い、UPLC 解析によ
ってビタミン K 量を求めた。その結果、Abcg5/Abcg8 ノックアウトマウスでは、血清中のビタ
ミン K1濃度に変化が無い一方で胆汁中のビタミン K1 濃度が低下していた。このことから、生
体内でも ABCG5/ABCG8 がビタミン Kを輸送する可能性が示唆された。 
b.トランスポーター発現細胞系を利用したビタミン輸送実験 
NPC1L1 の N 末端ドメインの野生型（WT）及びコレステロール結合活性を失う変異体（Q95A，
P215A-L216A）の精製標品を使用し、ビタミン K１結合とそれに対するコレステロールの効果に
ついて検討した。Q95A と P215A-L216A へのビタミン K1 結合量は WT より少なく、ビタミン K1
は NPC1L1 の N末端ドメインに結合する可能性、及びビタミン K1 結合に Q95、P215 と L216 が関
与する可能性が示唆された。コレステロール共存下では、Q95A と P215A-L216A へのビタミン K1
結合量は WTより多く、コレステロールがアロステリックに作用してビタミン K1 結合に影響す
る可能性が明らかとなった。 
ミトコンドリア内へのビタミン B12 の輸送を調べるため、GFP を融合した ABCB6、ABCB7 また
は ABCB10 を発現させた HEK293 細胞からオルガネラを単離し、ビタミン B12 含有量をビタミン
B12 要求株であるラクトバチルスを使用した微生物学的定量法により定量した。GFP-ABCB7 を発
現させた細胞のミトコンドリアでビタミン B12 含有量が他の細胞と比べて高い結果が得られた。
このことから、ABCB7 がビタミン B12 をミトコンドリアへ輸送する可能性が示唆された。 
c. 精製タンパク質の ATP 加水分解活性を利用したビタミントランスポーターの探索 
ABC トランスポーターは基質の存在で ATP 加水分解活性が上昇する性質を利用し、ビタミン
B12 が基質となるかを調べた。ABCB6、ABCB7、ABCB8、ABCB10、ABCC1、ABCD4 タンパク質を動物
細胞に発現させ、ABCタンパク質の精製とATPase活性測定を行った。精製の純度を高めるため、
Ni レジンを用いた His タグ精製を行った後、さらに陰イオン交換レジンを用いた二段階精製を
行ったところ、純度の高い精製標品を得ることができた。また、その精製標品を用いた活性測
定では ABCD4 においてビタミン B12 の添加で活性が上昇する結果が得られ、コントロールとし
ての働きを確認できた。この二段階精製で ABCB6、ABCB7、ABCB8、ABCB10、ABCC1、ABCD4、GFP
を精製したところ、ABCB6、ABCB10、ABCD4、GFP で高純度の精製標品を得られたため二段階精
製は精製方法として有効であると示唆された。 
 
2) ビタミン輸送の分子機構 
a. ABCG5/ABCG8 によるビタミン Eの輸送 
コレステロールを輸送する ABCA1 と ABCG1 はビタミン Eの排出に関与することから、ステロ
ールを輸送する ABCG5/ABCG8 もビタミン Eの排出に関与する可能性がある。細胞内でα-トコフ
ェロールと特異的に結合し輸送するα-TTP は、ABCG5/ABCG8 と相互作用し、ビタミン E排出を
促進する可能性がある。そこで ABC トランスポータータンパク質とα-TTP との相互作用につい
て検討した。共沈降実験で、ABC タンパク質とαTTP が一過的に共発現した培養細胞の細胞抽出
液から免疫沈降を行い、ABC タンパク質のαTTP との相互作用を解析した。α-TTP の発現量が
低く相互作用解析の検出が困難であったため、α-TTP の高発現株を選抜し、樹立した。樹立し
たα-TTP の高発現株を用いて共沈降実験を行った結果、ABCG5/ABCG8 とα-TTP が相互作用する
可能性が示された。ABCG5/ABCG8 を発現する培養細胞を用いて、HPLC 解析によりビタミン Eが
輸送されるか調べた。ABCG5/ABCG8 発現細胞でα-トコフェロールの輸送が高い傾向にあった。
これらのことから、ABCG5/ABCG8 がα-TTP からビタミン Eを受け取って細胞外に輸送する可能
性を示した。 
b. 小胞輸送系を用いたビタミン輸送実験 



 ABC トランスポーター発現細胞から細胞抽出液を調製し、密度勾配超遠心により小胞画分を
調製した。また、精製した ABCB6、ABCB10、ABCD4 をリポソームに再構成した。それらを用いて
ビタミン輸送を測定しようとしたが、ビタミンの小胞への添加が困難であったため、これらの
輸送実験系はさらに検討する必要がある。 
 
 
３）ビタミン輸送の制御 
a. ビタミン輸送のリン酸化による制御の解析 
 ABCA1と同様に ABCG1のコレステロール輸送は PKCによって制御される。ビタミ
ン輸送も同様に制御されるか調べるため、キナーゼ阻害剤または活性化剤存在下で
ABCG5/ABCG8によるビタミン K3輸送を測定した。キナーゼ阻害剤である Go6976あ
るいはキナーゼ活性化剤である TPA存在下ではビタミン K3輸送は影響を受けず、少
なくとも調べた BHK細胞では PKCによる制御は観察されなかった。 
 
b. ビタミン輸送の食品成分、腸内細菌成分及び膜脂質環境による制御の解析 
食品成分を添加して ABCG5/ABCG8 によるビタミン K3輸送への効果を調べたが、今回の研究に
おいて使用した食品成分では輸送への効果が見られものもある一方、発酵食品抽出物はビタミ
ン K3輸送を促進する傾向があった。スフィンゴミエリン含量の変化ではビタミン K3輸送は影
響を受けなかった。一方、ビタミン E存在下では ABCG5/ABCG8 によるビタミン K3輸送は阻害を
受けた。このことは、ABCG5/ABCG8 がビタミン E も輸送することを示唆し、複数の脂溶性ビタ
ミンが存在する時に互いの吸収輸送に影響が出る可能性も示している。 
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