
は じ め に

　ABC トランスポーターは, 分子内にアミノ酸配列のよ

く保存された ATP 結合領域をもち, ATP の加水分解を

利用して物質の輸送を行うタンパク質である. この種の

タンパク質には, トランスポーターだけでなく, レセプ

ターやチャネル機能をもつものもあり, 広く ABC タン

パク質ファミリーとして知られている. ABC トランス

ポーターは細菌からヒトに至るさまざまな生物種に普遍

的に存在し, あるものは細胞膜に局在し薬剤を細胞外へ

汲み出す排出ポンプとして働き, 微生物や癌細胞に薬剤

耐性を付与する. またヒトのトランスポーター遺伝子に

異常が生じると, 糖尿病や嚢胞性線維症などの疾患の要

因となる （ABC トランスポーターの全般的な参考書と

して文献 1 と 2 を参照）. 従って, ABC トランスポー

ターの構造と機能を解明することは細胞生物学的に興味

深いだけでなく, 医学的見地からもきわめて重要であ

る. 病原真菌においてもアゾール剤耐性機構に ABC ト

ランスポーターが深く関わっている. 1990 年代半ばよ

り, Candida albicans を始めとする主要な病原真菌から

薬剤排出を担う ABC トランスポーター遺伝子が次々と

クローン化され, それらの機能に関する報告が相次いで

なされてきた. 現在は, トランスポーターの働きが遺伝

的にどのように制御されているのか, 構造的に多様な化

合物をどのように基質として認識するのか, ATP の結合

と加水分解が薬剤の排出にどうかかわっているのか, そ

してこれら ABC トランスポーターの本来の生理的機能

は何かという諸点に関心が集まっている. 近年の細菌や

動物細胞における ABC トランスポーター解析の進展に

伴って, 病原真菌の ABC トランスポーターについても

新しい知見が得られつつあり, それらを我々の研究結果

と交えて紹介したい. 

構造と機能－ATP の加水分解による薬剤の排出

　真菌の PDR （pleiotropic drug resistance） ファミリー

およびヒトの p-glycoprotein を例にとって, ABC トラン

スポーターの模式図を Fig. 1 に示した. これらのトラン

スポーターの一般的な特徴は, ATP 結合領域 （nucleotide 

binding domain； NBD） と細胞膜を 6 回貫通する疎水

性領域 （transmembrane domain; TMD） を 1 つのユ

ニットとし, これが 2 回繰り返された構造 [（NBD-
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TMD）2 または （TMD-NBD）2 topology] をもつことであ

る. しかし, ABC トランスポーターによってはハーフサ

イズのものや膜貫通部位が 12 以上のもの, あるいは膜

貫通ドメインをもたないものもある. ATP 結合領域には

Walker A および B motif と ABC signature motif と呼ば

れる 3 つの領域 （ATP Binding Cassette） があり （Fig. 

1B）, これゆえに ABC トランスポーターと呼ばれる. こ

の部分のアミノ酸は生物種を越えてよく保存されてい

る. NBD は, いわばトランスポーターのエンジン部分に

相当し, 分子内の 2 つの ATP 結合部位で ATP が交互に

加水分解されるとトランスポータータンパク質に構造変

化が生じ, その構造変化が薬剤を始めトランスポーター

の基質となる物質の輸送を行うものと考えられている. 

全身の外分泌異常を主症状とするヒトの嚢胞性線維症

は, Cl － の透過性を担う ABC トランスポーターの CFTR 

（cystic fibrosis transmembrane conductance regulator） 

にさまざまな異常が生じて起きる疾患であり, 多くの場

合このトランスポーターの NBD 部分を構成するアミノ

酸の置換や欠失が原因であることが明らかになってい

る. 

　医真菌の分野ではカンジダを中心に解析が進められて

いるが 3）, その他の病原真菌のアゾール剤耐性に関わる

ABC トランスポーターもアミノ酸配列から推測してカ

ンジダの CDR （Candida drug resistance） ファミリーの

ものと類似の構造を有していると考えられる. ATP 結合

領域はトランスポーターが機能する上で非常に重要な部

分であり, それは以下に挙げたような領域内へのランダ

ム変異の挿入やアミノ酸置換の導入などの例を見ても明

らかである. C. albicans の ABC トランスポーター Cdr2p

では, 191 番目のシステインはN末端側 NBD の Walker 

A motif 内に存在し ATP との結合あるいは加水分解活

性の一端を担っていると想像されるが, これをリジンに

置き換えるとアゾール耐性は野生型の 50％に減少し, C

末端側 NBD の Walker A motif に K899C を導入すると
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Fig. 1.  A. Schematic representation of the predicted membrane topology of prototypic fungal and human full-size ABC transporters.
B. Sequence comparison of conserved motifs within fungal ABC transporter NBDs （compared with HsABCB1）. Conserved 

amino acid sequences of S. cerevisiae Pdr5p, C. albicans Cdr1p （CaCdr1p）, Cdr2p （CaCdr2p）, C. glabrata Cdr1p （CgCdr1p） 
and Pdh1p （CgPdh1p） are aligned. Conserved amino acid motifs within nucleotide binding domains （NBDs） are boxed.



耐性が完全に失われる 4）. 同様に C. albicans Cdr1p の N

末端側 NBD に D232K または G296D 変異や, C 末端側

NBD に G995S 変 異が生じると耐性度が低下する 5）. 

我々の研究では, C. glabrata Cdr1p の N 末端側 NBD の

Walker A motif に位置する 188 番目のシステインをア

ラニンに置換しても排出ポンプ機能はほぼ正常であった

が, C 末端側 NBD の Walker A motif 内の K899A 置換

を行うとフルコナゾール耐性が完全に失われるという

結果を得た （田辺ら, 未発表データ）. 一方, 出芽酵母

Saccharomyces cerevisiae の薬剤排出を担うトランスポー

ター Pdr5p においても, C 末端側 NBD の Walker A motif

に G905S と G908S の同時置換が生じた変異株はアゾー

ル剤耐性を完全に失うという報告がなされている 6）. 

　以上のことから 2 つの ATP 結合領域は互いによく似

ているものの, 機能的には非対称的に働いていることが

想像される. NBD での ATP の結合あるいは加水分解反

応が阻害されると, エネルギー供給が断たれポンプ機能

が失われることは容易に想像される. しかし 2 つの 

NBD が互いに非対称的に働くのであれば, それらはど

のような関わり方をしているのであろうか. この点を解

明することが ABC トランスポーターの機能を知る上で

ひとつの重要な鍵になるであろう 7, 8）. 

基 質 認 識

　C. albicans の Cdr1p および Cdr2p は Major Facilitator 

Superfamily （MFS） タイプのトランスポーター Benrp

と比較して基質認識の幅が広く, アゾール剤のみならず

構造的に共通性のない物質も排出する 9, 10）. 一方, 

Benrp はフルコナゾールとボリコナゾールを基質とする

が, 他のアゾール剤は排出しないなど基質認識の幅が狭

い 11）（新見ら, 未発表データ）. 同じく C. albicans の Cdr3p

と Cdr4p もアミノ酸配列から ABC トランスポーターであ

ると考えられるが, 薬剤耐性には関与していない 12－14）. 

C. glabrata の Cdr1p および Pdh1p （Cdr2p） は互いに類

似した ABC トランスポーターであり, 両方ともほとん

ど同じ化合物群を基質として認識するが, 排出能力には

若干の差があり, 後述するようにリン酸化による活性調

節も異なっている 15）. このように基本的には類似の構造

を有する ABC トランスポーターはどのような仕組みで

基質特異性を決定するのであろうか. ATP 結合領域の解

析の場合と同様に, アミノ酸変異の導入と基質特異性の

変化との関係がほ乳類の ABC トランスポーターでよく

調べられている. ヒトの ABC トランスポーターの場合, 

基質特異性がよく似たサブファミリー内では膜貫通ドメ

インのアミノ酸配列の相同性が高く, 異なるサブファミ

リー間ではアミノ酸相同性はほとんどないといわれてい

る 1）. 従って基質特異性を決定する部位は, おそらく細

胞膜貫通の疎水性領域に存在するのであろう. 真菌の

CDR （PDR） ファミリーのトランスポーターにおいても, 

膜貫通領域に位置するアミノ酸の変異と基質特異性の変

化との関係が認められる. 例えば C. albicans Cdr1p の

TMD 1 にある第 6 番目の膜貫通セグメントに位置する

774 番目のフェニルアラニンをアラニンに置き換えると

フルコナゾール耐性度が低下する 5）. 最近我々は, C. 

albicans の CDR 遺伝子の対立遺伝子間にみられる変異に

ついて調べ, 遺伝子多型 （single nucleotide polymorphisms） 

が薬剤感受性や基質特異性に影響を与えることを見いだ

した. 一例を挙げると, CaCDR2 を高発現する S. cerevisiae

株において, 連続して起きたアミノ酸変異 （G1473A と

I1474V） が, フルコナゾール感受性を変化させる原因に

なっていることである （A.R. Holmes, 未発表データ）. 

一方, S. cerevisiae の Pdr5p では, TMD10 の S1360 がフェ

ニルアラニンに置き換わるとアゾール剤感受性および

FK506 耐性になり, アラニンに置き換わると FK506 感受

性になるということから, この部分が基質認識に重要な

役割を担っていると思われる 16）. 基質特異性とは直接関

係はないが, TMD11 と TMD12 の間に位置する細胞外

ループ （extracellular loop 6） に C1427Y 変異が生じる

とタンパク質のアセンブリーや細胞膜へのターゲティン

グが障害されてポンプ機能が完全に消失するという例も

ある 17）. 今のところ病原真菌の ABC トランスポーター

の基質認識に関するデータはわずかに散見されるに過ぎ

ないが, 今後アミノ酸配列と基質特異性の関係について

の情報が蓄積するにつれて, 基質認識 （薬剤特異性） の

仕組みも次第に明らかになるであろう. それによって将

来, トランスポーターの基質にならないような （真菌細

胞外に排出されにくい） 薬剤の探索と開発, すなわち, 

タンパク質の構造に基づいた薬剤のデザインが可能にな

るかもしれない. 

生 理 機 能

　ABC トランスポーターは, 原核細胞 ・ 真核細胞を問わ

ずさまざまな細胞の膜に存在し, 糖, アミノ酸, 脂質, ビ

タミンなどの栄養源の取り込み, 細胞の浸透圧の維持, 

毒性物質の排出などを行って細胞の恒常性を保つための

重要な役割を果たしている 1, 2）. 真菌の ABC トランス

ポーターも薬剤の排出以外に, Table 1 に挙げたような

種々の生理機能を担っていることが指摘されているが, 

まだ十分には解明されていない. 

　真菌の細胞生理と ABC トランスポーターの発現に関

連していくつかの興味深い観察がある. C. glabrata のミ

トコンドリア喪失による呼吸欠損株 （petite mutant） 

では, Cdr1p や Pdh1p の発現が亢進し, 結果的にアゾー

ル剤耐性となる 18, 19）. また呼吸阻害剤や変異の導入に

よって部分的に呼吸障害が生じてもトランスポーターが

高発現し, フルコナゾール感受性が低下する 20, 21）. S. 

cerevisiae でも同様な現象が認められているが, それには

ミトコンドリアで負の制御を受けている zinc cluster 

family の転写因子 PDR3 が, ミトコンドリアの消失に

伴って制御から解除され, その支配下の PDR5 の発現を

亢進するという図式が考えられている 22）. 我々も嫌気培

養や高グルコース培地で C. glabrata を培養すると, CDR1, 

PDH1, ERG11 （エルゴステロール合成酵素遺伝子） の

発現が亢進し, フルコナゾール感受性が低下することを
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観察した （新見ら, 未発表データ）. このことから想像さ

れるのは, 呼吸の低下に伴って菌の代謝経路が変わり, 

細胞内に蓄積した代謝の老廃物などを ABC トランス

ポーターが基質として認識し, 細胞外に排出するために

その発現が高まるということである. 好気性細胞の C. 

albicans では呼吸完全欠損株を生じにくく, また呼吸に

関してグルコース効果を受けないためか, この現象に関

する報告はまだない. ちなみに嫌気条件下で C. glabrata

の ERG11 発現が亢進するのは, エルゴステロール合成

酵素による脱メチル化反応が酸化的に起こるため, 酸素

分圧が下がった場合は酵素濃度を上げることで反応速度

を高めて補償するというような合理的調節が働くためと

思われる. 

　臨床分離株の中にはアゾール剤に対して in vitro で感

受性を示すにもかかわらず, 薬剤の治療効果の得られな

い場合がある. in vitro と in vivo の薬剤評価に乖離がみ

られることは日常の臨床においては珍しくないが, これ

に ABC トランスポーターが一役かっている可能性が最

近の報告に見られる. Aspergillus fumigatus はステロール

の細胞内輸送系を保有しており, アゾール剤によってス

テロールの合成が障害されてもヒト体内では代替ステ

ロールを取り込むことができ, 薬剤の効果を回避できる

というものである 23）. 従って MIC 測定には培地中にコ

レステロールを加えた方がより生体に近い条件になると

いう指摘がある. S. cerevisiae でも Table 1 に挙げたよう

に, ステロールの細胞内輸送を担う ABC トランスポー

ター Aus1p と Pdr11p が見つかっている 24）. また C. 

glabrata でも, その全ゲノムの解読が最近終了し 25）, ス

テロールの細胞内取り込みを担う ABC トランスポー

ターもパン酵母と同様に存在している （http://cbi. 

labri.fr/Genolevures/C_glabrata.php）. 免疫不全患者の

カンジダ症やアスペルギルス症は増加の一途をたどって

おり, 真菌が薬剤の作用を回避するために備えている巧

妙な仕組みが明らかになるにつけても, 作用機作の点で

変化に富み治療効果の高い抗真菌薬の開発が待たれる. 
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Table 1.  Fungal ABC transporters and putative physiological functions

 ABC  Putative physiologicalFungal species  Putative substrates   Reference transporter  functions

Saccharomyces Pdr5p Azoles and other Transport of steroid  54, 55, 56
　cerevisiae  xenobiotics substrates  57
   and mycotoxins

 Snq2p 4-nitroquinoline N-oxide   58, 59
  and other xenobiotics

 Pdr12p Weak acids Acid resistance  60

 Yor1p Oligomycin   61

 Ycf1p Heavy metal (cadmium) Heavy metal resistance  62

 Ste6p a-factor Export of a-factor mating  63
   pheromone

  Aus1p Ergosterol Sterol uptake  24
 Pdr11p ｝ Cholesterol

Candida Cdr1p Azoles and other Human steroid hormones  64, 65
　albicans Cdr2p ｝ xenobiotics (β-estradiol and  66
  Phospholipid corticosterone) transport or  67, 68
   phospholipid flippase
 Cdr3p Phospholipid　   12, 68

 Hst6p a-factor Export of a-factor mating  69
   pheromone (Ste6p and
   mammalian P-glycoprotein
   orthologs)

C. glabrata Cdr1p Azoles and other   15, 52, 70
 Pdh1p ｝ xenobiotics   71

C. krusei Abc1p Fluconazole, miconazole   72
  cycloheximide

Cryptococcus Mdr1p Azoles and other   73
　neoformans  Afr1p xenobiotics   74
  Afr2p ｝   (unpublished data)

Aspergillus Mdr4p Itraconazole   75
　fumigatus

A. nidulans  AtrBp Cycloheximide, azoles   76
 AtrDp Cycloheximide and other   77
  cytotoxic compounds

�
�
�
�
�



制 御 機 構

　トランスポーターの遺伝子発現を制御する転写因子に

ついては, S. cerevisiae で最もよく調べられており, 代表

的なものとして Zinc（2）-Cysteine（6） DNA binding motifs

をもつ binuclear zinc cluster family （PDR1, PDR3） と

basic region-leucine zipper domain をもつ bZip タンパ

ク質 （Yap family） の二種類の転写因子が挙げられ

る 26）. 前者のグループに属する転写因子としては PDR1

およびPDR3 が挙げられ, これらの遺伝子産物は PDR5 

のプロモーター領域の pleiotropic drug response element 

（PDRE） に結合してトランスポーターの発現を促進す

る. 我々が確立した S. cerevisiae の発現系も, F815S の変

異を起こした PDR1 （pdr1-3；a gain-of-function allele）27）

と PDR5 のプロモーターを利用しており, その下流にポ

ンプ遺伝子を繋ぐことによって, 種々のトランスポー

ターの高発現を可能にしている 28）. 一方, 後者の bZip 

タンパク質に属する転写因子としては YAP1 （Yeast 

activator protein） があり, これは酸化的ストレスに応

答してカドミウム耐性を付与するトランスポーター 

Ycf1p を制御している 29）. C. glabrata においても S. 

cerevisiae の PDR1 類似の転写因子の存在が示され, 

CgPdr1p の P927L 変異によって CDR1 と PDH1 が共に

高発現したアゾール耐性株が in vitro で分離されてい

る. しかし, 両トランスポーターが共発現するにも関わ

らず CgPdr1p の変異が認められない臨床分離株もあ

り, さらに別の転写因子が関与する可能性も残ってい

る 30）. 

　C. albicans のアゾール耐性臨床分離株が CDR1 と

CDR2 を同時に過剰発現することはよく知られている 31）. 

両トランスポーターは基質認識の点で相違点もあるが 32）, 

遺伝子の相同性が高く発現制御機構には共通点が多い. 

最近, 両トランスポーターを共通に制御する zinc 

cluster family の転写因子 TAC1 が同定された 33）. すなわ

ち CDR1 と CDR2 は と も に TAC1 の 結 合 す る drug-

responsive element （DRE） をプロモーター領域に持

ち, TAC1 によって転写の制御がなされる. 興味深いこ

とに耐性株由来の TAC1 で TAC1 破壊株を相補すると, 

感受性株由来のそれで相補した場合よりも高い耐性が得

られる. おそらく TAC1 に生じた変異 （gain （loss）-of-

function） が関係していると予想され, S. cerevisiae の転

写因子と同様な解析が進められている 27, 34）. なお CDR1

については TAC1 を破壊してもわずかな発現がみられる

ので, 別の転写因子の制御を受けている可能性もある. 

その一つが zinc finger motif を含む転写因子 FCR1 で, 

C. albicans では FCR1 破壊によりアゾール耐性となる. 

従って FCR1 は TAC1 とは逆に, 負の制御をするのであ

ろう. しかし, Pdr1p, Pdr3p の変異によってアゾール感

受性になった S. cerevisiae に FCR1 を導入すると, 逆に感

受性が低下するので 35）, 同じ転写因子でも本来の宿主と

違う環境におかれた場合には異なる働きを示すのかもし

れない. TAC1 はトランスポーター遺伝子のほかにも, 

プロモーター中に DRE をもつ様々な遺伝子の発現も制

御しているようである 33）. これらの転写因子は S. 

cerevisiae の PDR1 や PDR3 の場合と同様に, 様々な標的

遺伝子に対して正あるいは負の制御を行い, 転写制御の

複雑なネットワークを形成していると思われる 36）. 一

方, bZip タンパク質に属する転写因子として C. albicans

では CAP1 が見いだされており, カドミウム耐性 CaYCF1

や MFS トランスポーター BEN R の発現調節 37） を担って

いる. また酸化ストレス耐性をつかさどっているため, 

食菌作用抵抗性との関連が示唆されている 38）. 

　以上挙げた個々の転写因子の詳細な働きについては, 

今後に残された研究課題である. また同時に, 転写制御

のネットワークの全体像を把握することも重要で, 既に

実用化されて久しい DNA マイクロアレイが興味深い結

果を生み出しつつある 39－43）. この解析法は大きな可能性

を秘めた革新的な技術であるが, 得られたデータの生物

学的意味をさらに検証することが重要である. 

リン酸化による活性調節

　タンパク質が生体内で正常に機能するためには, 糖鎖

付加や分子内切断, リン酸化等の翻訳後修飾, 適切な場

所への輸送, 更には正しいタイミングで分解されること

が必要である. タンパク質の翻訳後修飾の研究は, 近年

著しい発展を遂げてきたが, 中でも細胞内シグナル伝達

系の主要な伝達手段であるタンパク質のリン酸化と脱リ

ン酸化は古くから重要視されてきた. ABC トランスポー

ターのリン酸化に関しても, これまでにヒトのタンパク

質を中心にいくつかの例が報告されている. コレステ

ロールやリン脂質のトランスポーターであると考えられ

ている ABCA1 は複数のキナーゼによってリン酸化さ

れ, リン脂質排出活性や ABCA1 自身の合成, 分解速度

が制御されている 44, 45）. 嚢胞性線維症の原因遺伝子産

物であり, Cl － チャネルである CFTR （ABCC7） はプロ

テインキナーゼ A （PKA）46） およびプロテインキナーゼ

C （PKC） によってリン酸化されることで, チャネル活

性が調節される 47）. また胆汁酸排出トランスポーターの

MRP2 （ABCC2） は, C 末端にある PDZ （PSD-95/D1h/ 

ZO1 の略 : 膜タンパク質の局在を規定する働きをもつタ

ンパク質） 結合モチーフが PKC によってリン酸化され

ると PDZ タンパク質との親和性が変化し, 細胞内の局

在が調節される 48）. 真菌のトランスポーターについて

も, リン酸化による制御の例が報告されている. 出芽酵

母の Pdr5p では 420 番目のセリンがカゼインキナーゼ

によってリン酸化され, タンパク質自身の分解速度が調

節される 49）. これらの例を見ても分かるように, ABC ト

ランスポーターの各種キナーゼによるリン酸化は, トラ

ンスポーターの機能や細胞内局在をコントロールし, そ

れによって細胞は栄養増殖や代謝状態の変化, 細胞外ス

トレスなどに対応するのであろう. しかし一方で, 癌細

胞において高発現し, 抗癌剤を排出するトランスポー

ター MDR1 （ABCB1） は PKA や PKC によってリン酸化

を受けるが, これらのリン酸化は抗癌剤排出活性には影
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響を及ぼさないという報告もあり, 未知のキナーゼによ

るリン酸化が活性制御に関わっている可能性も考えられ

る 50, 51）. 

　我々はこれまでに, C. glabrata の ABC トランスポー

ター Cdr1p, Pdh1p について生化学的な解析を行い, ど

ちらも代謝レベルや細胞外ストレスによって活性調節

を受けるということを見いだした. その後の解析でこれ

らのトランスポーターもリン酸化による活性調節を受け

ることが明らかになったので, 以下にその概要を紹介す

る 15, 52）. 

Cdr1p と Pdh1p のリン酸化による機能調節

　Cdr1p と Pdh1p の詳細な機能解析を行うために, 

CDR1, PDH1 遺伝子を 7 種類の主要な ABC トランス

ポーター遺伝子を破壊した出芽酵母株に導入し, それぞ

れのタンパク質を大量発現する酵母株を作製した. これ

らの株から単離した膜画分を用い, 抗リン酸化ペプチド

抗体によるウエスタンブロット解析を行った結果, 

Cdr1p とPdh1p は, PKA によるリン酸化部位を認識する

抗体によって強く認識され, いずれのトランスポーター

も PKA もしくは類似のキナーゼに依存したリン酸化を

受けていることが推測された. また, Cdr1p と Pdh1p の

リン酸化シグナルは培地中のグルコースの欠乏によっ

て消失または減少し, グルコースの添加によって再び回

復することも分かった （Fig. 2A）. このとき Pdh1p は

1 mM のグルコースでリン酸化が回復するが, Cdr1p は

100 mM までリン酸化が回復しなかったため, 両者は異

なるキナーゼによってリン酸化されると考えられる. さ

らに, Cdr1p のリン酸化は高濃度の NaCl, 熱ショック, 

H2O2 添加などの細胞外ストレスによっても亢進した 

（Fig. 2B）. 出芽酵母では, グルコースによる栄養増殖や

ストレス応答反応に PKA が関与すると考えられてお

り, 我々の結果からも Cdr1p や Pdh1p のリン酸化が 

PKA によっておこる可能性が強く示唆された. 

　次に Cdr1p のリン酸化部位を同定するため, リン酸化

が推測される 9 箇所のセリンまたはスレオニンを一つ

ずつアラニンに置換し, それぞれの変異タンパク質を発

現させて, リン酸化状態と薬剤排出能および薬剤耐性度

を比較した （Fig. 3）. その中で最も大きな変化の見られ

たのは, N 末端側 NBD の付近にある 307 番目 （M1） と
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　　　　　　　　＋1 mM glucose　　　　　　　　＋1 mM glucose

Fig. 2.  Phosphorylation of C. glabrata Cdr1p and Pdh1p. 

A. C. glabrata Cdr1p- or Pdh1p- expressing S. cerevisiae strains （CDR1-AD or PDH1-AD, respectively） were glucose-
starved in glucose-free medium and then treated with 0-100 mM glucose for 10 min. Membrane fractions from 
those cells were analyzed with anti-pAkts antibody. Filled arrowheads show ABC transporter protein bands. Open 
arrowheads indicate Pma1p. 

B. Glucose-starved CDR1-AD or PDH1-AD cells were stressed as indicated or treated with 100 mM glucose for 10 min.
　Stress experiments that included 1 mM glucose are indicated.
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Fig. 3.  Effect of phosphorylation on pump function. 

A. The nine putative phospho-Akt substrate antibody recognition sites of C. glabrata Cdr1p are shown （M1-M9）. The 
conserved motifs of the nucleotide binding cassette, Walker A, B, and ABC signature are indicated, and twelve 
transmembrane spans are depicted with gray bars. CDR1-M1 through CDR1-M9 yeast strains, whose Ser or Thr 
residues were replaced by Ala at each M1-M9 site, were constructed. 

B. The phosphorylation of phospho-Akt substrate antibody recognition sites of CgCdr1p was analysed. The S. 
cerevisiae recombinants CDR1-AD, the point mutants CDR1-M1, CDR1-M2, CDR1-M4 and CDR1-M1,2 were glucose-
starved and then treated with 100 mM glucose for 10 min. M4-M9 gave essentially identical profiles. 

C. Susceptibility of CDR1-AD and its parent and mutant strains to antifungal drugs. Filter disks containing drugs were 
applied to the plates. Concentrations of drugs applied to the sensitive parent strain pSK-AD and the other four 
strains were 10 and 120 μg of fluconazole, 0.02 and 8 μg of ketoconazole, and 20 and 300μg of terbinafine HCl, 
respectively.



484 番目 （M2） のセリンのアラニン置換変異で, ウエス

タンブロットのリン酸化シグナルが大幅に減少した. 更

に両セリンを同時にアラニンに置換した変異タンパク

質 （M1, 2） では, シグナルが全く検出できなかった. こ

れらの変異タンパク質発現株はローダミン排出活性 （薬

剤排出活性） およびフルコナゾール耐性が野生型 

Cdr1p 発現株と比較して有意に低下し, さらに基質輸送

に必須な ATP 加水分解活性は M1, 2 では完全に消失し

ていた. 

　以上の結果から, Cdr1p と Pdh1p はグルコースの添

加や細胞外ストレスに応じて, PKA または類似のリン酸

化活性をもつキナーゼによってリン酸化され, Cdr1p で

はこのような培養条件において M1, M2 のセリンがリ

ン酸化されていることが明らかになった. M1 や M2 の

アラニン変異は薬剤排出活性を大きく低下させるので, 

この部位のリン酸化状態が薬剤排出活性を調節している

のであろう. M1 や M2 の位置がそれぞれ NBD 内, もし

くは NBD の近傍であることから考えても, この位置の

リン酸基のもつ負の電荷が NBD の活性やドメインの動

きを調節しているのはほぼ間違いない. 

おわりに

　以上述べたような ABC トランスポーターの構造, 機

能そして調節の仕組みは, これまで主として遺伝学的, 

生化学的な手法によって調べられて来た. しかしその多

くはまだ断片的な観察の累積であり, トランスポーター

の全体像を描くためにはこれらの知見を統合すると共

に, タンパク質そのものの結晶構造の解析が必要であ

る. 膜タンパク質は, 可溶性タンパク質に比べて取り扱

いが著しく困難であり, その機能 （活性） を維持したま

ま結晶化に成功するためには, タンパク質発現量の増

加, 膜脂質との相互関係の解明, 構造的に均一な分子を

そろえることなど解決すべき問題が残されている. 今後

これらの問題点を解決し, タンパク質の結晶構造が得ら

れるようになれば, 変異によって引き起こされるタンパ

ク質の構造変化が機能にどのような影響を及ぼすかが一

段とはっきりするようになるであろう. また化合物ライ

ブラリーのスクリーニングによって ABC トランスポー

ターの特異的な阻害剤を探し 53）, タンパク質と阻害剤の

共結晶が得られるようになれば, タンパク質の構造に基

づいた新規薬剤の開発にも大きく貢献する筈である. 冒

頭にも記したように, ABC トランスポーターは病原微生

物や癌細胞に薬剤耐性を付与するだけでなく, 遺伝的な

疾患や糖尿病, 心臓血管系の疾病にも深く関わってい

る. これらの疾病の予防や治療を容易にするためにも, 

それぞれのトランスポーターの基質輸送メカニズムにつ

いてよりよく知ることが不可欠であり, そのための優れ

た研究が各分野で盛んに行われている. 生命体維持に必

須な ABC トランスポーターが如何に重要で興味深いタ

ンパク質であるか, 本稿を通してその概観を述べた. 
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　ABC （ATP binding cassette） transporters consist of transmembrane domains which confer specificity, and 
structurally conserved nucleotide binding domains that contain highly conserved amino acid motifs. They 
act not only as transporters but also as receptors or channels that use energy generated by ATP hydrolysis. 
ABC transporters are widely dispersed in nature. They are found in cells ranging from prokaryotes 
（bacteria） to eukaryotes （including humans） and several are considered to play crucial roles in cellular 
homeostasis. Defects in ABC transporters in humans are associated with severe diseases such as type 2 
diabetes and cystic fibrosis. Some ABC transporters extrude xenobiotics and confer resistance to 
chemotherapeutics on microbial pathogens and cancer cells. Thus ABC transporters are of considerable 
medical importance. Structure-function analysis of ABC transporters has begun to elucidate their 
mechanisms of substrate recognition, the functional regulation of ATP-binding and hydrolysis and to 
identify intrinsic physiological functions. In pathogenic fungi, ABC transporters contribute to the clinical 
problem of drug resistance. The application of new technologies to the examination of fungal ABC 
transporter function is providing new insights into the use of antifungal drugs in medical mycology and 
contributing to a better understanding of these important membrane proteins.
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