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研究成果の概要（和文）：細胞の余剰脂質を排出するABCGタンパク質の脂質排出を制御する新規の翻訳後制御機構を明
らかにすることで、生体の脂質恒常性制御の機構を解明することを目的として研究を行った。その結果、神経細胞にお
けるABCG1とABCG4の制御、脂肪酸によるABCGタンパク質の機能制御、相互作用タンパク質による機能制御などを明らか
にした。これらの成果は、脂質恒常性制御機構の解明につながるとともに、メタボリックシンドロームやアルツハイマ
ー病の治療や予防にもつながる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate lipid homeostasis in our body by analyzing 
post-translational regulation of ABCG proteins involved in lipid efflux from cells. Regulation mechanism 
of ABCG1 and ABCG4 in neuronal cells and functional regulation of ABCG proteins by fatty acids and 
interacting proteins were demonstrated. The results may lead to prevention and treatment of metabolic 
syndrome and Alzheimer’s disease.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
日本人の死因の第一位は癌であり、第二、

三位が心疾患、脳血管疾患の「動脈硬化性疾
患」である。高脂血症は動脈硬化の危険因子
となるため、脂質恒常性維持機構の解明は社
会的に強く要請されている。体内の過剰な脂
質の排出に、多くの ABC タンパク質が関与す
ることが最近分かりつつある。ABCG タンパク
質はハーフサイズの ABC タンパク質であり、
ホモ二量体またはヘテロ二量体で機能する。
ヒトには 5種類(ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5, 
ABCG8)存在し、ABCG1, ABCG4, ABCG5, ABCG8
が脂質を輸送すると考えられている。例えば、
マクロファージのABCG1ホモ二量体は余剰の
コレステロールを排出して高密度リポタン
パク質(HDL)形成に関与する。ABCG1 のノック
アウトマウスは高脂肪食で肝臓や肺などに
脂質を蓄積する。ABCG5/ABCG8 ヘテロ二量体
は、小腸での植物性ステロール（シトステロ
ール）の吸収抑制や胆管へのコレステロール
排出に関与する。ABCG5 又は ABCG8 遺伝子の
変異は遺伝性のシトステロール血症を引き
起こす。従って、ABCG タンパク質の機能不全
は脂質恒常性の破綻（メタボリックシンドロ
ーム）につながることから注目を集めている。
脳内のコレステロール循環にも、ABCG1 と
ABCG4 が関与することが予想されている。コ
レステロール量とアミロイドβ蓄積が関係
する事、ABCG1 の発現がアミロイドβの分泌
量を減少させる事から、脳内での脂質恒常性
の破綻とアルツハイマー病の関連について
も興味が持たれている。このように、ABCG タ
ンパク質の機能については明らかになりつ
つある。 
国内外の研究グループの激しい競争の中、

いち早く ABCG タンパク質に着目し、末梢細
胞の細胞膜に局在する ABCG1 が HDL にコレス
テロールとスフィンゴミエリンを排出し、余
剰脂質の排出に働くことを示した（J. Lipid 
Res., 47, 1791, 2006）。また、ABCG1 と ABCG4
がスフィンゴミエリンとコレステロールに
富んだ細胞膜脂質ラフトに局在し、ラフト構
造が脂質排出活性に影響することを見出し
(J. Lipid Res., 48, 2377, 2007)、ABCG1 が
膜脂質を再編成しラフト構造を変化させる
ことで、脂質アクセプター分子が余剰脂質を
細胞膜から引き抜くモデルを提唱した
（Membrane, 32, 240, 2007）。さらに、中枢
神経系において、アストログリア細胞に発現
する ABCG1 が排出する脂質が、神経細胞の軸
索伸長を促進することを報告した（Biochim. 
Biophys. Acta, 1811, 31, 2011）。また、ABCG5
と ABCG8が小腸モデル細胞の頂端膜側に発現
し、胆汁酸ミセルへのコレステロールと植物
ステロール排出に働くことを示した(Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 71, 1886, 2007)。
ABCG タンパク質がコレステロール過剰条件
下で核内転写因子により転写制御されるこ
とは多くのグループから様々な研究がなさ
れているが、翻訳後制御についてはほとんど

分かっていない。 
翻訳後制御としては、日米のグループによ

り ABCG1, ABCG5, ABCG8 がカルパインとプロ
テアソームで分解されること、ABCG5/ABCG8
ヘテロ二量体の局在が細胞内ドメインを介
して制御されることが示されている（Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 73, 619, 2009）の
みである。これらの研究動向と結果を踏まえ、
脂質恒常性の制御機構とその破綻としての
メタボリックシンドロームの解明には、ABCG
タンパク質の機能制御機構を明らかにする
必要があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
細胞の余剰脂質を排出する ABCG タンパク

質の翻訳後制御機構は、ほとんど分かってい
ない。脂質恒常性の制御とその破綻としての
メタボリックシンドロームの解明には、細胞
内の翻訳後機能制御機構を明らかにする必
要がある。そこで、これまでの研究を発展さ
せ、細胞内における ABCG タンパク質の脂質
排出を制御する新規の機構を明らかにする
ことで、生体の脂質恒常性制御の機構を解明
することを本研究課題の目的とする。 
 
３．研究の方法 
ABCG タンパク質の翻訳後制御機構を明らか

にするために、相互作用タンパク質、細胞膜
脂質と活性モジュレーターを用いる。前二者
は確実なアプローチであり、後者は予想外の
制御が発見される可能性があるアプローチ
であり、並行して行う。ABCG タンパク質と候
補タンパク質の相互作用を条件と共に明確
にし、相互作用による活性と局在、タンパク
安定性の変化を調べることで、相互作用の生
理的意義を明らかにする。細胞膜脂質量が変
動した変異株を使用して、ABCG タンパク質の
機能変化を調べ、膜脂質による制御を解明す
る。ABCG タンパク質の活性を促進または阻害
するモジュレーターをスクリーニングし、そ
の標的となる細胞内経路を同定することで、
新規の翻訳後制御機構を見出す。さらに、神
経細胞と末梢細胞の制御を比較し、各組織に
おける制御の相違についても明らかにし、生
体内の脂質恒常性制御機構を解明する。 
 
(1) ABCG1, ABCG4 とコレステロール合成関連
タンパク群との相互作用の解析 
ABCG1, ABCG4 とコレステロール合成及びそ

の制御に関わるタンパク質群(Insig, HMGCR, 
DHCR24)が共発現系でも内在性でも相互作用
することを見出した。それらタンパク質群が
小胞体に局在することから、小胞体で相互作
用すると考えられるが、その生理的意義は不
明である。生理的意義を明らかにするため、
細胞内ステロール濃度を変動させたときの
相互作用の変化を共沈降実験で調べる。 
 
(2) 神経細胞における ABCG1 と ABCG4 の制御 
神経細胞に発現する ABCG1 がコレステロー



ルのみならずオキシステロールも輸送する
ことを見出している。コレステロールとオキ
システロール排出の制御が異なるかどうか
を調べるため、ラット初代培養アストログリ
ア細胞由来のリポタンパク質をラット初代
培養神経細胞に添加し神経細胞内のステロ
ール量が上昇した場合に、それぞれコレステ
ロールとオキシステロールの ABCG1 又は
ABCG4 による排出が変化するか検討する。変
化した場合には、ABCG1, ABCG4 のタンパク量
の変化であるか局在変化であるかも調べる。
これにより、マクロファージなど末梢細胞の
ABCG タンパク質と異なる制御が神経細胞で
は存在することを示す。 
 
(3) ABCGタンパク質モジュレーターのスクリ
ーニング 
ABCG1 の活性を促進または阻害するモジュ

レーターはほとんど報告されていない。化合
物ライブラリーを用いたスクリーニングで
候 補 化合物 が 既に見 出 されて い る 。
ABCG5/ABCG8 についても ABCG1 と同様に化合
物ライブラリーで活性モジュレーターのス
クリーニングをハイスループットアッセイ
で行う。ABCA1 とそれぞれの ABCG タンパク質
に対する効果も調べ、候補化合物がそれぞれ
の ABCG タンパク質特異的であるかを検討す
る。精製 ABCG タンパク質に対する作用を調
べて、効果が直接的か細胞内の機構を介した
間接的なものであるか明らかにする。 
 
(4) コレステロール合成関連タンパク群に
よる ABCG1, ABCG4 機能制御の解析 
ABCG1, ABCG4 はコレステロールを排出する

トランスポーターであることから、細胞内で
コレステロールの排出と合成が統合的に制
御されている可能性がある。この可能性を検
討するため、コレステロール合成制御タンパ
ク質をノックダウンまたは過剰発現した場
合に、ABCG1, ABCG4 の細胞内局在と活性が変
化するかどうか調べる。その結果から、コレ
ステロール合成制御タンパク質が ABCG1, 
ABCG4 を制御することでコレステロール排出
も統合的に制御するというモデルを示す。 
 
(5) 相互作用タンパク質による ABCG タンパ
ク質機能制御 
CYP4F3 と TMEM150 の過剰発現またはノック

ダウンによるそれぞれ ABCG1、ABCG5/ABCG8
の局在と活性の変化を調べる。とりわけ、
CYP4F3 を介した制御から、多価不飽和脂肪酸
による ABCG1 の活性制御を明らかにし、体内
の多価不飽和脂肪酸とコレステロール動態
の関係を明らかにする。 
 
(6) NPC1L1 による ABCG5/ABCG8 活性制御 
コレステロールの体内への取り込みを担う

NPC1L1 が細胞内コレステロール動態を変化
させ、ABCG5/ABCG8 の活性を変化させている
可能性がある。NPC1L1 発現の有無によって

ABCG5/ABCG8 の局在と活性がどのように変化
するか調べる。NPC1L1/ABCG5/ABCG8 極性安定
発現株の樹立が困難な場合には、既に実績の
あるレンチウィルスの多重感染でクリアす
る。NPC1L1 と ABCG5/ABCG8 間に機能的クロス
トークがあることを示し、トランスポーター
間の制御機構を明らかにする。 
 
(7) モジュレーターを利用した新規制御機
構の同定 
同定した ABCG タンパク質のモジュレータ

ーのうち、ABCG タンパク質の既知の翻訳後調
節に関与するもの、ABCG タンパク質に直接作
用するものを除外し、残りのものについてモ
ジュレーターの標的を同定する。モジュレー
ターで標的タンパク質をラベルし、そのタン
パク質を質量分析にて同定することで、ABCG
タンパク質の新規制御機構を明らかにする。 
 
(8) 細胞膜脂質による ABCG タンパク質の活
性制御 
細胞膜脂質環境によって ABCG タンパク質

の活性が制御される可能性がある。スフィン
ゴミエリンがラフト構造を介してABCG1の活
性を制御することは既に明らかにしている
ので、それ以外の膜脂質によって ABCG1, 
ABCG4, ABCG5/ABCG8の活性が変化するかどう
か調べる。具体的には、ホスファチジルセリ
ン、ホスファチジルエタノールアミン合成経
路の変異株に ABCG タンパク質を発現させ、
コレステロール排出活性を調べる。このとき、
コレステロール含量の変化が原因でないこ
とは脂質抽出により確かめる。また、上記以
外の脂質、例えば PIP2 のようなシグナル伝
達を担う分子が活性を制御する可能性もあ
る。そこで、PI3 キナーゼ阻害剤を用い、そ
の効果を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）ABCG1 とコレステロール合成関連タン
パク群との相互作用の解析 
ABCG1 がコレステロール合成の律速段階を

触媒する HMG-CoA reductase と相互作用する
ことを見出した。さらに、ABCG1 が HMG-CoA 
reductase の活性を抑制することを明らかに
した。このことから、ABCG1 がトランスポー
ターとして機能するだけでなく、コレステロ
ール合成の制御にも機能することを示した。
これは、コレステロール合成制御タンパク質
とABCG1によるコレステロール排出が統合的
に制御される可能性を示唆する。 
 
（２）神経細胞における ABCG1 と ABCG4 の制
御 
神経細胞の ABCG1 が 24-ヒドロキシコレス

テロールの添加によって発現誘導されるこ
と、誘導が LXR の合成リガンドを添加した場
合と同等であることを示した。そして、ABCG1
が 24-ヒドロキシコレステロールの排出に一
部寄与する可能性を示唆した。ラット初代培



養アストログリア細胞由来の条件培地をラ
ット初代培養神経細胞に添加し、神経細胞の
ABCG タンパク質の変動を明らかにした。 
 
（３）ABCG タンパク質モジュレーターのスク
リーニング 
既に見出している ABCG1 の活性を促進また

は阻害する可能性のある候補化合物の、濃度
依存性やマクロファージ内在性ABCG1への効
果を調べた。ABCG4 発現株でのハイスループ
ットスクリーニングの条件検討を行い、タウ
ロコール酸を脂質アクセプターとして簡便
に測定できる条件を設定した。ABCG5/ABCG8
のモジュレーター探索のために、ABCG5, 
ABCG8 の誘導発現用ベクターの構築を行い、
さらに BHK 細胞の ABCG5, ABCG8 共誘導発現
安定株の作製を行った。 
 
（４）コレステロール合成関連タンパク群に
よる ABCG1, ABCG4 機能制御の解析 
コレステロール合成制御タンパク質

（HMG-CoA reductase）をスタチンで阻害し
た際には、細胞内コレステロール低下に伴い
ABCG1, ABCG4によるコレステロール排出が減
少した。一方、他のコレステロール合成制御
タンパク質（Insig-1）の発現によっては、
ABCG1 の細胞内局在や活性には影響が無いこ
とが明らかとなった。これまでの ABCG1 がコ
レステロール合成の制御にも機能する結果
と合わせて、ABCG1 によるコレステロール排
出が統合的に制御されるモデルを示した。 
 
（５）相互作用タンパク質による ABCG タン
パク質機能制御 
リン脂質に組み込まれた多価不飽和脂肪酸

が、ABCG1 によって排出されてアポリポタン
パク質 E 含有高密度リポタンパク質(LpE)を
形成すること、さらに多価不飽和脂肪酸を含
む LpE が LRP1 を介して神経細胞の突起伸長
を促進することを明らかにした。プロテイン
キナーゼC (PKC)活性化剤がABCG1によるHDL
への脂質排出を促進すること、逆に PKC 阻害
剤が脂質排出を抑制することを見出した。ま
た、恒常的活性型の PKCαを ABCG1 と共発現
させることによってABCG1タンパク質量が大
幅に増加することを明らかにした。ABCG1 は
PKC によってリン酸化されることで、タンパ
ク分解が抑制されてタンパク量が増え、コレ
ステロール排出が増加することを明らかに
した。リン酸化による翻訳後制御で ABCG1 が
制御されていることを示した。 
 
（６）ABCG5/ABCG8 と NPC1L1 のモジュレータ
ーのスクリーニング 
ABCG5/ABCG8 発現細胞を使ってハイスルー

プットスクリーニングを行い、キノコ由来成
分がABCG5/ABCG8タンパク質の活性を上昇さ
せることを見出した。また、別のキノコ由来
成分がコレステロールインポーターである
NPC1L1 の活性を阻害することを明らかにし

た。 
 
（７）脂肪酸による ABCG タンパク質機能制
御 
脂肪酸による ABCG タンパク質の機能制御

を調べた。多価不飽和脂肪酸は、ABCG1 の転
写を少し促進する一方、タンパク量や活性に
は大きな影響が無いことを明らかにした。し
かし、ABCG1 によって産生される高密度リポ
タンパク質の特性に影響することが分かっ
た。また、様々な脂肪酸のうち、リノレン酸
由来の脂肪酸がABCG1の活性を促進すること
をモジュレータースクリーニング実験で見
出し、翻訳後制御も関与することを明らかに
した。 
 
（８）細胞膜脂質による ABCG タンパク質の
活性制御 
細胞膜脂質環境によって ABCG タンパク質

の活性が制御される一方で、ABCG1 と ABCG4
が細胞膜ラフト構造を変化させγ-セクレタ
ーゼのラフト領域への分布や活性に影響す
ることで、アミロイドβの分泌を抑制するこ
とを見出した。このことから、ABCG1 と ABCG4
がアミロイドβ産生を抑制し、アルツハイマ
ー病の抑制に働く可能性を示した。 
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