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研究成果の概要（和文）：ATP-Binding Cassette Transporter (ABC) G4 が動脈硬化関連疾患のアル

ツハイマー病(AD)患者脳に強発現することを報告したが，本研究では AD 脳より同定した新規

ABCG4 短縮型アイソフォーム(SI-ABCG4)の機能を検討した．SI-ABCG4 過剰発現細胞では，膜

発現のみならず培養上清にも同蛋白が同定され可溶性であった．SI-ABCG4 導入細胞では，HDL

依存性 Cholesterol effluxが有意に抑制された。免疫沈降法では SI-ABCG4 は ABCG1 や G4だけ

ではなく ABCA1 ともダイマー形成することが明らかとなり，SI-ABCG4 は HDL lipidation を調

節し，今後の新たな動脈硬化関連疾患の診断・治療ターゲットとなることが示唆された． 

研究成果の概要（英文）：Our previous report shows the microglial ATP-binding cassette transporter 

(ABC) G4 has been upregulated in Alzheimer's disease (AD) brain. We had reported the cloning of a 

novel isoform of human ABCG4 which was short-isoform (SI) of ABCG4. SI-ABCG4 transfected cells 

expressed SI-ABCG4 proteins with both soluble and membrane bound forms. The SI-ABCG4 is 

possible to suppress HDL-mediated cholesterol efflux to interact with other lipid transporters such as 

ABCG1, ABCG4, and ABCA1. SI-ABCG4 could be a therapeutic tool and a novel marker for 

atherosclerosis related diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

コレステロール高値が心血管疾患のリスク
を増加させることは誰もが疑う余地のない
事実であるが、高比重リポ蛋白(HDL)コレス
テロールの低値もまた、LDLコレステロール
の高値以上に心血管疾患のリスクを増加さ
せることが多くの大規模疫学研究よっても
明らかにされている。HDLコレステロールの
虚血性心疾患に対する影響は、HDL が
1.2mg/dl 増加するごとに虚血性心疾患のリス
クは少なくとも 3%減少することが認められ
ている。 そこで抗動脈硬化治療として、こ
の HDL増加あるいは HDLの機能増強を標的
とした新たなアプローチによる動脈硬化疾
患の新規診断マーカーおよび新規治療戦略
の構築を本研究の目的とする。 1999 年
ATP-Binding Cassette Transporter (ABC) A1 脂
質膜輸送体が家族性 HDL 欠損症の原因遺伝
子として同定され、これがコレステロールを
細胞外へ輸送することにより HDL が新生さ
れ、細胞の余剰コレステロールを排出してい
ることが判明した。一方、ABCA1 と同ファ
ミリーに属し、ABCA1 の約半分のサイズの
トランスポーターである ABCG1 も同様にコ
レステロール応答膜蛋白であることが既に
知られているが、その存在意義、機能の詳細
は依然明らかとなっていない。ABCG1 遺伝
子過剰発現細胞では HDL 依存性のコレステ
ロール引抜き能が上昇することを報告し、
ABCG1, ABCG4 膜輸送体もコレステロール
逆転送系の一翼を担っていることを明らか
とした． この ABCA1, ABCG1, ABCG4 蛋白
はいずれもコレステロール引抜き作用に関
与しているが、ABCA1 が HDLのコア蛋白で
あるアポリポ蛋白 (Apo) A-I、ApoEと相互作
用してコレステロール引抜きに関連してい
ることに対して、ABCG1, ABCG4 は HDL（幼
若 HDL、ディスク状-HDL、preβHDL）と相
互作用してコレステロール引抜きに関連す
ると考えられている。ApoE は動脈硬化だけ
でなくアルツハイマー病（AD）と関連が高く
動脈硬化疾患と AD との類似点も多く指摘さ
れている。apoEε4 は脳・心血管疾患のリスク
を高めるだけでなく、AD においてもその発
症リスクが高いことが明らかにされており、
HDL 代謝調節機構に共通点が存在すること
に着目している。私たちはこれまでに AD 患
者脳組織では活性化されたミクログリア細
胞にABCG4蛋白発現およびmRNA発現が強
く認める事を報告してきた  (Uehara et al. 

Brain Res 2008)。ABCG4 膜輸送体は、HDL

の新生、成熟に関与していると考えられてい
るが、その生理学的意義の詳細は未だ不明で
ある。AD 患者脳組織から mRNA を抽出し
3’RACE 法を用いて splicing variants を検索し
た結果、新規の Exon 9 を同定し、それに伴っ

て 647アミノ酸からなる 6回膜貫通モデルの
従来型 ABCG4 と比べて約半分の 358 アミノ
酸からなる新規の 1回膜貫通モデルの短縮型 

(SI)-ABCG4 を同定することが出来た。
RT-PCR 法にて SI-ABCG4 特異的発現を解析
すると、脳の他に単球、マクロファージにそ
の発現を認めており、SI-ABCG4 の一過性発
現細胞では、細胞膜分画に蛋白発現を認める
と同時に、その培養上清にも蛋白を認めてい
た。 

 

２．研究の目的 

抗動脈硬化治療として HDL の増加および機
能増強が注目されている．AD 患者脳より同
定した新規の SI-ABCG4脂質膜輸送体を標的
として、分子生物学的手法により SI-ABCG4

の発現調節およびその可溶化機構解明によ
り動脈硬化関連疾患における新規の診断・治
療マーカーとしての可能性、治療戦略を構築
することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

・これまでに、剖検ヒトAD脳組織よりmRNA

を抽出し逆転写 cDNAを用いて、SI-ABCG4

特異的プライマー、PCR 法にて新規

SI-ABCG4 cDNAを作製しさらに pcDNA3.1

発現ベクターへサブクローニングした

ABCG4 コンストラクトを作製。このコンス

トラクトを用いて、N末端，C末端あるいは

両端にそれぞれ，GFP，mycタグ，Hisタグ，

FLAGタグを付加したコンストラクトを作製． 

・コンストラクト作製後、CHO細胞，COS-7

細胞，HEK293細胞，ヒト microglia 細胞へ

リポフェクション法にて遺伝子導入し、その

発現および細胞内局在についてレーザー走

査顕微鏡を用いて明らかにする．

SI-ABCG4-GFP を CHO細胞に一過性発現し

た後、過剰発現細胞株を確立する。 

作製した Si-ABCG4 遺伝子コンストラクトを
基に ATP 結合領域 K108Mに変異導入した
ATP-mutant (mut)-SI-ABCG4 遺伝子（ドミナン
トネガティブ；DN）を site-directed mutagenesis

法を用いて作製しヒト SI-ABCG4-DN コンス
トラクトを作製し、発現・局在解析を行う。 

・放射線ラベル (
3
H) コレステロールを用い、

1-20μg/ml ApoE、ApoA-I, 1-50μg/ml HDL存

在下にて、SI-ABCG4 遺伝子の単球系細胞に

おける ApoA-I, ApoE および HDL 依存性の

cholesterol efflux への関与を明らかとする。

更に ABCA1、ABCG1, 従来型 ABCG4 過剰

発現恒常株に対して ApoA-I, ApoE 存在下に

て細胞上清中に efflux される HDL 様の



A B 

ApoA-I/ApoE - コレステロール-リン脂質コ

ンプレックスを回収し、cholesterol efflux へ

の関与を明らかとする。 

・新規に同定（Exon 9）した蛋白領域を含む

ペプチドを Japanese white 兎に免疫後、ヒト

SI-ABCG4 ポリクローナル抗体を作製する． 

・免疫沈降法によりABCG1，ABCG4，ABCA1

とそれぞれのdimerizationの存在を証明する。

ApoE, ApoA-I の他，転写因子 LXRα/β，

RXRα とのdimerization の存在も確認する． 

・可溶化のプロセッシングに関して、serine 

protease、cysteine protease、metaloprotenase、

acid proteaseの各種阻害薬を用いて関連酵素

を同定し、可溶化促進・阻害因子を明らか

として、可溶性 ABCG4 蛋白の可溶化機構を

解明する。 

・認知症の患者血清および髄液において，

作製した可溶性 ABCG4 抗体を用いて、可溶

性 ABCG4 蛋白をウェスタンブロット法に

て発現解析も併せて行う。 

・in vivo においては、作製した 6X His タグ付

加可溶性 ABCG4 遺伝子コンストラクトを哺

乳細胞へ遺伝子導入することにより可溶性

ABCG4 発現系を確立する．大量培養した培

養上清から可溶性 ABCG4 蛋白を採取し，可

溶性 ABCG4 タンパク精製を行う．精製した

可溶性 ABCG4 タンパクを C57BL6 マウスに

経静脈的に急性投与し，4時間後，24時間後

に血液サンプルを回収し脂質プロファイル

を解析する． 

 

４．研究成果 

既知の full-length ヒト ABCG4 特異的抗体の
なかでも N 末端を標的とした数種類の
commercial available な抗体数種類を用いて
SI-ABCG4 蛋白をウェスタンブロット法にて
解析したところ，2 種類の抗体において膜分
画における蛋白を同定することが可能であ
った（図 1）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 

 

SI-ABCG4 の一過性発現 CHO 細胞では、細

胞膜分画に蛋白発現を認めると同時に、その
培養上清にも蛋白発現を認めていた。この培
養上清での蛋白発現は従来型 full-length 

ABCG4 には認められないことから、この
SI-ABCG4 は従来型と異なり可溶性 ABCG4 

であると断定した（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

C: 培養上清，M: 細胞膜分画 

図 2.           図 3. 

 

より特異性の高い SI-ABCG4特異抗体を作製
するために，大腸菌におけるマルトース付加
SI-ABCG4 発現系を確立した．マルトース付
加 SI-ABCG4 蛋白精製した後， JWウサギへ
免疫し SI-ABCG4特異的ポリクローナル抗体
を作製した．ウェスタンブロット解析の結果，
Full-length ABCG4 蛋白も僅かではあるが
detect した．しかしながら SI-ABCG4 への特
異度が高いオリジナルポリクローナル抗体
（SI-ABCG4 抗体(O)）を作製することに成功
した（図 3）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. 

 

SI-ABCG4－GFP cDNAを COS-7 細胞に一過
性に発現させると（図 4，図 5A），細胞膜の
みならず細胞質においてその発現が強く認
められた．また，SI-ABCG4 も full-length 

ABCG4と同様にATP結合 domainを持つこと
から，このドメインに変異を導入した K108M 
DN を作製し，野生型（WT）と比較したが明
らかな局在の変化はみられなかった（図 5B）． 
 

 

 

 

 

 

 

図 5． 

 

SI-ABCG4 の機能として，細胞内コレステロ
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短縮型 ABCG4 
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ール排出作用への影響を検討した．COS-7 細
胞に mock および SI-ABCG4 遺伝子を一過性
に過剰発現させ，3

H 標識コレステロールを細
胞に取り込ませた後，4 hour のアポリポ蛋白 

(apo) A-I 依存性コレステロール排出能を測定
した結果，SI-ABCG4 の過剰発現は apoA-I 依
存性コレステロール排出能には影響を及ぼ
さなかった（図 6A）．一方，興味深いことに
COS-7 細胞に mock および SI-ABCG4 遺伝子
を一過性に過剰発現させ，4 hour の HDL依存
性のコレステロール排出能を測定した結果，
SI-ABCG4の過剰発現はHDL依存性コレステ
ロール排出能を有意に抑制する結果が得ら
れた（図 6B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6． 

 

この SI-ABCG4 による HDL 依存性コレステ
ロール排出能の抑制作用メカニズムとして，
これまでに ABCG1 や ABCG4 といったハー
フトランスポーターはダイマライズして，
HDL 依存性コレステロール排出などのトラ
ンスポーターとしての機能を発揮すること
が知られている．このことから，ABCG1 お
よび G4 とこの SI-ABCG4 とがそれぞれダイ
マライズすることにより，非活性型のヘテロ
ダイマーを形成している可能性を推察した．
そこで，免疫沈降法を用いて SI-ABCG4 と
ABCG1, ABCG4，ABCA1 蛋白とのダイマー
形成を検討した． FLAG-tag 付加 SI-ABCG4

を一過性遺伝子導入した COS-7 細胞におい
て，FLAG にて免疫沈降(IP)，ABCG1 抗体に
て immunoblotting (IB)を施行した（図 7A）．
また ABCG1 抗体にて IP を行い FLAG, sbG4

抗体にて IB を行った（図 7B, 7C）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7． 

 

いずれの結果からも sbABCG4 と ABCG1 と

はダイマー形成していることが明らかとな
った．更に FLAG-tag 付加 SI-ABCG4 および
ABCG1 を一過性遺伝子導入した COS-7 細胞
においても，同様にダイマライズを確認出来
た（図 8）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8．         図 9. 

 

ABCG4 においても ABCG1 と同様に
FLAG-tag 付加 SI-ABCG4 および full-length 

ABCG4-myc/His を一過性遺伝子導入した
COS-7 細胞においても，ABCG1 と同様に
SI-ABCG4 は ABCG4 ともダイマー形成して
いることが明らかとなった（図 9）． 

ABCG1やG4などのハーフトランスポーター
と異なり，フルトランスポーターである
ABCA1 はダイマー形成をせず単独でコレス
テロール排出機能を持つと考えられている
が，SI-ABCG4 が ABCA1 とダイマー形成を
行 う か ど う か を 確 認 し た ． FLAG-tag 

SI-ABCG4を一過性遺伝子導入した COS-7細
胞で ABCA1 抗体にて IP，ABCG4（図 10A）
および FLAG 抗体（図 10B）にて IB を行っ
た．その結果，sbABCG4 は，ABCG1 や G4

と同様に ABCA1 ともダイマー形成している
ことが明らかとなった．フルトランスポータ
ーとハーフトランスポーターとがダイマー
形成をするこの結果はこれまで予想してい
ない結果であることから，これを検証するた
めに，myc-tag付加SI-ABCG4およびFLAG-tag

付加 ABCA1 を一過性遺伝子導入した細胞に
おいて FLAGおよびmyc抗体にて IP，ABCA1

抗体にて IB を施行した（図 10C）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 

 

これらの結果から，sbABCG4 と ABCA1 と
はダイマー形成していることが確認された
が，SI-ABCG4 が ABCG1 や G4とのダイマー
形成により HDL 依存性コレステロール引き
抜き能を制御している事に対して，ABCA1
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とのダイマー形成により ApoA-I 依存性コレ
ステロール引き抜き能は制御していない．本
来，ABCA1 はモノマーにて ApoA-I 依存性コ
レステロール引き抜き能を持つことから，ダ
イマー形成することは ABCA1 の機能制御す
るのではなく SI-ABCG4の作用制御に関連し
ていると推察される．ところで，SI-ABCG4

は condition medium中に確認出来ていること
から，可溶性となることが明らかとなったが
（前述），その可溶化機構を検討した．
FLAG-tag 付加 SI-ABCG4 を一過性遺伝子導
入した COS-7 細胞において，24 時間培養中
の condition mediumを抗 FLAG 抗体にてウェ
スタンブロットを行った（図 11; control）．ま
た，リガンドである ApoE, ApoA-I の他，関連
の転写因子である LXRα/βや RXRα との
ダイマー形成の存在は確認できなかった． 

同時に各種プロテアーゼ阻害薬（E64, PMSF, 

Aprotinin, Pepstatin, Leupeptin, Chymostatin，
Pefabloc）を添加して可溶化の抑制が可能か
どうかを検討した．その結果，E-64, Aprotinin

以外では可溶化の抑制を認めていたが，特に
Chymostatin にて SI-ABCG4 の可溶化が顕著
に良くされていたことから，キモトリプシン
様のセリンプロテアーゼが SI-ABCG4の可溶
化進めていることが判明した（図 11）．様々
な病態において，ABCG4 蛋白の可溶化が生
体内で行われる可能性が示唆される． 

 

 

 

 

 

 

図 11． 

 

AD脳にて full lengthおよび SI-ABCG4の発現
が亢進していることを既に報告したが，AD

にて可溶性(sb)-ABCG4 が測定可能であれば
診断，進行と等のツールとしての意義を検討
した． 

 

 

 

 

 

 

図 12. 

 

非アルツハイマー（none-AD），AD，レビー
小体型認知症 (DLB)の患者髄液および血清
を用いて，ウェスタンブロット法にて可溶性
ABCG4 を解析した．髄液（図 12A）のみな
らず血清（図 12B）において目的の可溶性
ABCG4 蛋白を同定することに成功した．し
かしながら，数例のサンプルでは none-AD，
AD， DLB 間で明らかな差は認めなかった．

今後，age-mutched サンプル，AD の stage 別
のサンプルでの臨床試験にて sb-ABCG4と認
知症との関連を明らかとさせる必要がある
と考えられた．さらに健常者 2人の血清を用
いて，今回作製したオリジナルのモノクロー
ナル抗体（sb-ABCG4 (O)）にて IP を行い，
ABCG4抗体(E)にて IBを行うと sb-ABCG4蛋
白を同定可能であり，sb-ABCG4 蛋白は健常
者においても存在することが初めて確認，検
証出来た（図 13）．現在，この 2 種類の抗体
を用いて血清 sb-ABCG4蛋白のELISA法の確
立を行っている．可溶化した ABCG4 蛋白の
マーカーとしての可能性を考えているが，可
溶化した ABCG4 蛋白が機能を持っているの
かを検証している．哺乳細胞（FreeStyle F293

細胞）に一過性に(N)-His-SI-ABCG4 を過剰発
現させ，培養上清中に分泌される sb-ABCG4

を回収，濃縮，精製を行うことに成功した（図
14，培養 3-6日）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13.       図 14. 

 

現在，この精製 sb-ABCG4 蛋白をマウスへ経
静脈投与を行っているが，単回投与では明ら
かな脂質組成への変化は認められていない．
今後，さらに中・長期間の投与を進めて可溶
化した ABCG4 蛋白の機能を明らかとする． 
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