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研究成果の概要（和文）：急速凍結した細胞を用いた特殊な電子顕微鏡法を用いることにより、生体膜中で重要
な機能を持つホスファチジルセリンなどの燐脂質の超微細分布を観察する方法を確立した。この方法により、小
胞体に存在するTMEM16Kというタンパク質が細胞内の燐脂質を再分布させる機能を持つことを明らかにした。ま
た脂質膜のタンパク質による形態形成において、脂質の分子種に依存した脂質膜の特性が大きな役割を果たして
いることを解明した。さらにいくつかの脂質膜結合タンパク質を見だし、それらが脂質膜形態形成に関与する機
構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Based on a special electron microscopic technique using quick-frozen cells, 
new methods were established to enable observation of nano-scale distribution of functionally 
important phospholipids, including phosphatidylserine, in cellular membranes. By using the new 
method, TMEM16K, a protein in the endoplasmic reticulum, was revealed to have a function of induce 
redistribution of phospholipids in intracellular membranes. The membrane shaping by the membrane 
binding proteins were studied and membrane properties dependent on the lipid species were found to 
play crucial roles. Several new membrane shaping proteins and their membrane shaping mechanisms were
 revealed.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
燐脂質は細胞を形成する生体膜の主要成分であるが、その細胞内分布を正確かつ詳細に解析できる方法はほとん
どない。我々はホスファチジルセリンなどの燐脂質の超微細分布を観察する方法を確立することに成功した。こ
の方法を用いることにより、TMEM16Kというタンパク質が細胞内のホスファチジルセリン分布を制御する機能を
持つことを明らかにした。また食物中に含まれる脂質が生体膜中の脂質組成を変化させ、その結果として生体膜
の形態、ひいては細胞の形態形成に影響を与える仕組みが明らかになった。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 生体膜の基盤を形成する脂質は内葉・外葉間の非対称性を示すだけでなく、二次元的にも不

均一な分布を取る（図１）。膜脂質組成の局所

的な違いは膜の電荷や曲率などを変化させ、膜

脂質結合タンパク質との相互作用を介して膜の

形態と機能を制御する。リポクオリティの変化

はこのような膜脂質の諸性質に影響を及ぼし、

そのことがさらに様々な細胞現象・機能の変化

を引き起こすと考えられる。 
 リポクオリティの生理的意義を明らかにするためには膜脂質の変化を精緻に捉える方法が必

要不可欠であるが、脂質分子の分布・動態を解析する有効な手立ては少ない。脂質が遺伝子で

直接コードされていないこと、脂質の分子量が小さく膜蛋白質よりはるかに早く拡散するこ

と、ほとんどの脂質が化学固定に反応しないことなどが解析を困難にしている主な要因であ

る。このため膜脂質が生体膜中でどのように分布するか、そして様々な状況でそれがどう変化

するかという情報はごく限られており、膜機能を理解する上でボトルネックとなってきた。研

究代表者の藤本は膜脂質の分布を可視化する方法として、物理的に不動化した膜分子を標識・

解析する急速凍結・凍結割断レプリカ標識法(QF-FRL 法)を改良、発展させてきた (図２; Fujita 
et al, Nat Prot, 2010)。QF-FRL 法では上にあげた問題点を回避することができ、生体膜平面の二

次元方向の膜脂質分布をナノレベルで捉えるだけでなく、膜の内葉・外葉を峻別し、膜脂質の

三次元的（非対称性）分布を解析することができる。また標識定量性、捕捉効率などの点でも

他の方法より優れておりこれまでに GM1, GM3, PI(4,5)P2, PI3P などの分布をナノレベルで解析

することが可能になった (Fujita et al, MBoC, 2007, PNAS, 2009; Cheng et al, Nat Commun, 2014 な

ど)。 

 
 一方、膜脂質の局所的変化は、脂質分子を認識するタンパク質が結合することによって様々

なシグナルに変換され、細胞機能の変化をもたらす。研究分担者の末次は脂質膜の形態を認識

するドメインとして、世界に先駆けて BAR ドメインスーパーファミリーを同定し(Shimada et 
al, Cell, 2007 など)、さらに近年、新たな脂質結合ドメインとしてアンキリンリピートドメイン

（ARD）を発見した(Takahashi et al, Nat Commun, 2014)。現在知られている脂質膜とタンパク質

の結合様式は、図３に示すようにほとんどが脂質分子の親水性頭部との相互作用を基本として

いる。これに対して、リポクリティに重要な疎水性の脂肪酸部分を脂質膜において認識するタ

ンパク質についてはほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 生体膜の基盤を形成する脂質は二次元方向に流動性を示しつつ、様々な局所分化を呈し、ま

た同時に三次元方向の分化（非対称性）を示す。膜脂質組成の局所的な違いは膜の電荷や曲率

などを変化させ、膜脂質結合タンパク質との相互作用を介して膜の形態と機能を制御する。
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様々な条件や病態がもたらすリポクオリティの変化は、膜脂質組成の変動を通じて膜脂質の諸

性質に影響を及ぼし、それがさらに細胞現象・機能の変化を引き起こすと考えられる。しかし

実際に生体膜の局所で膜脂質にどのような変化が生じているのかを解析できる方法はほとんど

ない。本研究では、藤本の開発した膜脂質分布をナノレベルで高精度に可視化できる QF-FRL
法を基盤的技術として用い、リポクオリティと生体膜の構造・機能の関連を追究する。QF-FRL 
法で可視化できる膜脂質のレパートリーを拡張するだけでなく、1枚の生体膜の内葉・外葉を

相補的に解析する方法など、さらに高度な脂質解析技術の開発を進める。膜脂質組成の局所的

変化は、脂質分子を認識するタンパク質によって様々なシグナルに変換され、細胞機能の変化

をもたらす。しかし、リポクオリティの多様性に比して、脂質分子を認識する「既知」のタン

パク質ドメインの数は限られている。末次は脂質膜の形態を認識するドメインとして BAR ド
メインスーパーファミリーを同定し、新たな脂質結合ドメインの同定にも成功している。さら

に脂質結合ドメインの探索を進め、膜脂質のリポクオリティの変化と細胞機能を連結する分子

機構について明らかにする。同定された脂質結合ドメインは、藤本の QF-FRL 法のプローブと

しての使用も期待できる。現時点で QF-FRL 法以上の空間分解能で膜脂質局在を捉える方法は

ない。QF-FRL 法は、脂質結合タンパク質ドメイン研究と共同し、またリポクオリティの変化

を異なる手法で解析する他の研究班と連携することにより、リポクオリティが生体膜の構造・

機能にどのような変化をもたらし、さらにそれがいかにして細胞機能に影響を与えるのかにつ

いての理解を飛躍的に高めることができると考える。 
 
３．研究の方法 
 
１．新たな脂質標識法の確立と応用 
 QF-FRL 法でホスファチジルセリン(PS)、ホスファチジルイノシトール 3,5-２燐酸[PI(3,5)P2]
など特異的に標識する方法を確立する。それぞれ Evectin-2 PH ドメイン、Atg18p をプローブと

して用いた予備的実験で標識を確認しているので、今後リポソーム、対象脂質を欠損する酵母

（ホスファチジルセリンでは cho1Δなど）やアミノ酸置換で結合性を失った変異体プローブな

どを用いて標識特異性と定量性を確認する。急速凍結後に凍結置換した試料の標識可能性につ

いても検討する。ホスファチジルセリン、PI(3,5)P2 はそれぞれ東北大学・生命科学研究科・田

口友彦教授（反町班）、東京大学・薬学研究科・高鳥翔助教との共同研究である。 
 他のイノシトール燐脂質のうち PI(3,4)P2、PI4P についても、特異的な標識を可能にするプロ

ーブを探索し、方法を確立する。プローブ候補として、生化学実験で結合が報告されているタ

ンパク質を検討する。PS などと同様の実験で標識特異性、定量性を検討する。 
 既存の方法と上記の新たな標識法を駆使して、様々な実験条件で膜脂質分布にどのような変

化が生じるかを調べる。 
 
２．新たな脂質結合ドメインの同定とその作用機序の解析 
 研究分担者である末次が解析を行ってきた BAR ドメインはおよそ７０種、ARD はおよそ５

００種に及ぶタンパク質に存在するにもかかわらず、そのほとんどは機能未解明のまま残され

ている。Endophilin などに含まれる BAR ドメインの一部は、脂質膜に挿入される疎水性アミノ

酸をタンパク質表面に持つが、その脂質分子の脂肪酸との相互作用機序は不明である（図

3）。ARD をもつタンパク質は、それぞれに異なる ARD の数や組み合わせをもつことから、

タンパク質ごとに異なるリン脂質分子種に結合する可能性が想定される。 
 ARD を持つタンパク質には mRNA の発現量がアクチンなどの細胞骨格関連タンパクに匹敵

するほど非常に多いにもかかわらず機能未解明の分子が多数ある。リポクオリティの維持には

脂質分子の恒常的な代謝が不可欠であると予想されることから、このような ARD含有タンパ

ク質を候補として組み替えタンパク質を発現精製した。結合する脂質分子が不明なことから、

組織の全脂質抽出液との脂質結合を検討したところ、実際に多くの ARD含有タンパク質に脂

質結合が見られた。これらの ARD含有タンパク質の結合脂質種を同定したところ、脂肪酸の

組成に依存して結合するものや、ある特定のリン脂質に結合するものが同定された。平成２７

年度の研究においては、これらの ARD や BAR ドメインの結合する脂質分子種を同定する

（佐々木班との共同研究）。さらに、脂質膜の形態と結合能の相関を試験管内で再構成した脂

質膜の電子顕微鏡観察により調べる。 
 これらのドメインを持つタンパク質の細胞機能を、局在する細胞のオルガネラを蛍光抗体

染色により同定することで調べる。さらに脂質結合を担うアミノ酸の変異体の作成などを通

じて結合特性や細胞機能を検証する。また、これらのタンパク質が、脂質分子に対するプロ

ーブとして機能するかどうか、調べる。 
 
 



４．研究成果 
 
１．新たな脂質標識法の確立と応用 

細胞内物質輸送など多様な現象に関与する PI(3,5)P2 の局在を QF-FRL 法で解析するための方

法を新たに開発した。プローブとして出芽酵母 ATG18 に GST, 4xFLAG のタグを付加したリコ

ンビナント蛋白質を精製し、抗 FLAG抗体、プロテイン A 標識金コロイドを用いて可視化し

た。上記プローブは PI3P にも結合を示すが、過剰量の p40phox の PX ドメインを共存させて

PI3P との反応を無視できる程度まで抑制することができた。この方法を用いることにより、出

芽酵母では高浸透圧処理した際に形成される液胞膜のラフト様ドメインに PI(3,5)P2が集中する

こと、一方、哺乳類細胞では PI(3,5)P2 は管・小胞状構造を示すエンドソームの小胞部分に集ま

り、管状部分にはほとんど存在しないことなどが明らかになった。PI(3,5)P2 はイノシトール燐

脂質の中でも特に含量が少なく、蛍光バイオセンサー法でも分布を可視化することが困難な状

況が続いている。今回確立した方法は PI(3,5)P2 の生理的意義を解析する有力な手法となると考

えられる。 
主要な酸性リン脂質であり、生体膜へのタンパク質のリクルートなどに関与する PS の分布

を QF-FRL 法で可視化する方法を確立した。異なる燐脂質で作製したリポソームの凍結割断レ

プリカを用いることにより、evectin-2 の PH ドメインをタンデムに連結した GST融合タンパ

ク質(GST-evectin-2 2xPH)が PS を特異的に標識し、PS含量に依存して標識強度が変化するこ

とを確認した。この方法をマウス胎仔線維芽細胞（MEF）と出芽酵母細胞に用いることによ

り、出芽酵母では小胞体膜、内外核膜に差がなく、いずれも膜の両葉にほぼ同レベルの PS が

あるのに対し、MEF では小胞体膜の細胞質側膜葉にほぼ限局して高レベルの PS があり、その

一方、内外核膜では両葉とも低レベルで非対称性がないことが分かった。これらの結果は哺乳

類細胞と出芽酵母の PS 分布に差があること、哺乳類細胞では連続する小胞体膜と核膜の間で

PS の拡散を妨げる何らかの機構があることが示唆された。 
上記の PS 標識法を用いて細胞内膜系に分布する TMEM16ファミリーの分子 TMEM16K の

PS 分布への影響を検討した。正常MEF にカルシウムイオン存在下で A23187 を作用させる

と、小胞体膜の内腔側膜葉の PS増加とともに、核膜の非内腔側膜葉の PS が著しく増加した

が、TMEM16K を欠損させた MEF では、A23187 による変化はほとんど見られなくなり、

TMEM16K を再導入すると回復した。細胞膜に存在する TMEM16F は細胞内カルシウム濃度の

増加で活性化されるスクランブラーゼであることが分かっている。これまで細胞内に存在する

スクランブラーゼの候補分子の機能を調べる方法がなかったが、新たに開発した方法により

TMEM16K がカルシウム依存性に活性化し、小胞体の PS をスクランブリングする機能を持つ

可能性が強く示唆された。 
PI(3,4)P2, PI4P について、それぞれに特異的に結合するリコンビナントタンパク質を得ること

に成功し、QF-FRL 標識法を確立した。PS, PI4P に対するプローブおよび以前に確立した

PI(4,5)P2 に対するプローブを用いて、酵母細胞膜を詳細に解析し、PI(4,5)P2 が eisosome で裏打
ちされた陥凹構造 [membrane compartment of Can1 (MCC)]に高度に集中することを見出した。頻

用されている蛍光バイオセンサー(GFP-PLCδ1-2xPH)ではこのようなドメインごとに異なる

PI(4,5)P2 分布を見ることができず、QF-FRL 法の有用性が示された。 
 
２．新たな脂質結合ドメインの同定とその作用機序の解析 
BAR タンパク質の中から、脂質膜への挿入部位を持つと推定されるタンパク質としてエンドフ

ィリンに注目した。BAR ドメインは、ダイマーとして機能するが、ほとんどの BAR ドメイン

と脂質膜の相互作用は、塩基性アミノ酸残基と酸性脂質の間の静電的な相互作用によってい

る。BAR ドメインの中でも陥入膜形成とエンドサイトーシスに関与するエンドフィリンは、そ

の両端及び中央部に両親媒性部位を持つ。この両親媒性部位は、二重層からなる脂質膜の一層

に挿入されることから、脂肪酸の多様性を認識できる可能性がある。様々な組織より抽出され

た脂質とエンドフィリンの結合を調べたところ、脂質膜との結合や、結合の結果生じる脂質膜

の形態の違いを見出した。エンドフィリンは、脂質膜の間隙を増大させると考えられる不飽和

度の高い脂肪酸を持つリン脂質に選択性を持って、脂質膜の変形、切断することを見出した。

［反町班・田口友彦博士との共同研究］ 
 ついで、突起膜の形成に関与する BAR ドメインのサブタイプである I-BAR ドメインを持つ

MTSS1 は両親媒性ヘリックスを持つことから、同様の脂肪酸に選択性を持つ可能性を検討し

た。突起膜は、陥入膜とは逆の形状を持つ。このことに対応するように MTSS1 は、脂質膜の

間隙を減少させる不飽和度の低いリン脂質に選択的に脂質膜の切断を誘導することを見出し

た。［有田班、佐々木班との共同研究］ 



 また、F-BAR ドメインのほとんどは、陥入膜形成に関与しているが、GAS7 の F-BAR ドメイ

ンは、その特徴的なループ構造により、脂質膜表面で、平面状に重合し、脂質膜の電荷に依存

して、ファゴサイトーシス構造を形成することを見出した。 
 さらに、ARD を含むタンパク質の中にも、ANKHD1 などの脂質の組成により異なる結合を

示すものを見出した。ANKHD1 の両親媒性ヘリックスに注目し、変異を導入し、両親媒性ヘリ

ックス依存的な膜変形活性を見出した。すなわち、エンドフィリン、MTSS1、GAS7 などの

BAR ドメインを含むタンパク質や ARD を含むタンパク質は、組織により異なるリポクオティ

の違いを認識できる可能性がある。 
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