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研究成果の概要（和文）：細胞内に存在する複雑な膜構造（オルガネラ）の間で，どのように膜の主成分である
リン脂質輸送が配送，選別させるのかはほとんど明らかになっていない。この主な原因は細胞内リン脂質輸送を
解析するための有効な実験系が不足していることだと考えられる。本研究では，細胞内リン脂質輸送メカニズム
の新規解析手法の開発を行い，様々なオルガネラ膜間におけるリン脂質輸送を解析するための実験系の構築に成
功した。

研究成果の概要（英文）：It has been largely unknown how phospholipid, major constituents of cellular
 membranes, travel within cells due to lack of reliable assay system to analyze phospholipid 
transport. To overcome this shortcoming, we tried to develop a novel assay system for directly 
measuring phospholipid transport in cells.  By expressing PssA, which is the E. coli PS 
(phosphatidylserine) synthetic enzyme in a number of cellular compartments within yeast cells, we 
succeeded to observe PS transport from various organelles to mitochondria.   

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： リン脂質　オルガネラ

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 近年，生体膜間リン脂質輸送が，オルガネ
ラ形態制御や，アポトーシスなどの重要なイ
ベントに関与する事が示され，その分子機構
に注目が集まっている。またリン脂質輸送が
異なるオルガネラ同士の近接部位で行われ
ることが発見され，予期しないオルガネラ間
相互作用を介してリン脂質輸送が仲介され
ている可能性も考えられる。出芽酵母では，
リン脂質の多くが小胞体上で合成されるた
め，細胞内に存在する異なるオルガネラ膜が，
独自の特徴的な脂質組成を維持するために
は，適切なリン脂質輸送の調節が必須である。
またミトコンドリアや，エンドソームもカル
ジオリピン（CL）やホスファチジルエタノー
ルアミン（PE）と言った一部のリン脂質を合
成するため，これらのオルガネラ膜からも脂
質は分配されるはずである。しかしながら現
在，オルガネラ膜間でリン脂質輸送を仲介す
る因子はほとんど同定されていない。また，
異なるオルガネラ間でリン脂質輸送経路に
どのようなものが存在するのかはほとんど
と言ってよいほど不明である。さらにオルガ
ネラ間リン脂質輸送を評価するための有用
な解析手法にも乏しい。特定のリン脂質をモ
ニターするためのプローブも開発されてい
るが，特定の脂質に結合することで，脂質の
流動性を阻害してしまう可能性があり，リン
脂質輸送解析のためには，より特異的で，影
響の小さいプローブを用いて解析すること
が重要である。このような状況からリン脂質
輸送研究は，タンパク質輸送研究の分野に比
べ研究がほとんど進んでいないのが現状で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，細胞内リン脂質輸送メカニズ
ムの新規解析手法の開発のために，蛍光性ア
ミノリン脂質合成酵素の創成を目指した。こ
のような蛍光性アミノリン脂質合成酵素を
開発できれば，特定のオルガネラ膜上で合成
させた蛍光性リン脂質の，時間経過による局
在変化を蛍光顕微鏡下でモニターできるよ
うになり，in vivo でのリン脂質輸送解析が可
能となる。このような手法が開発できれば，
細胞内のオルガネラ間リン脂質輸送機構解
明のブレイクスルーになるはずである。 
 また蛍光アミノリン脂質合成酵素を創生
できてもその細胞内局在を変化させること
が出来なければ，意味がない。そこで本研究
では，可溶性ホスファチジルセリン（PS）合
成酵素 PssA を利用する。可溶性の酵素であ
れば様々なオルガネラ局在化シグナルを付
加することで，異なるオルガネラに思い通り
の膜トポロジーで発現することが可能とな
る。最終目標である蛍光アミノリン脂質合成
酵素の創生が達成できなくとも，異なる細胞
内区画で PS を合成した研究はほとんどない
ため，リン脂質輸送機構解析における新しい
研究ツールとしての応用が可能である。すな

わち，PS を合成した場所から，その他オルガ
ネラへのリン脂質輸送を評価できる実験系
の確立が可能である。本研究のバックアップ
プロジェクトとして，PssA を利用した細胞内
リン脂質輸送解析法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 出芽酵母では，ホスファチジルセリン（PS）
は高エネルギー中間体リン脂質 CDP-ジアシ
ルグリセロール（CDP-DAG）とセリンを原料
として，Cho1 と呼ばれる PS 合成酵素による
触媒作用により合成される。しかし Cho1 は
複数回膜貫通タンパク質であるため，改変が
難しく，細胞内局在を変化させることも容易
でない。そこで本研究では可溶性 PS 合成酵
素である大腸菌の PssA と呼ばれるタンパク
質に着目する。 PssA も Cho1 と同様，
CDP-DAG とセリンから PS を合成するが，突
然変異を導入し構造を改変することにより，
通常のセリンではなく，蛍光ラベルしたセリ
ンを特異的に基質として認識する改変 PS 合
成酵素の創成を目指す。このような酵素を細
胞内の特定の領域で発現させることにより，
様々な細胞区画で合成された蛍光リン脂質
の運命を追跡可能になるはずである。 
４．研究成果 
（1）出芽酵母 PS 合成酵素 Cho1 の欠損株を
相補する改変 PssA の創生 
 研究開始当初は，出芽酵母 PS 合成酵素
Cho1 を欠損した株の小胞体内腔に PssA を発
現させても，その PS 合成酵素活性は Cho1 の
20%程度であり， Cho1 欠損による増殖阻害
をほとんど相補できないことがわかってい
た。そこでまず，出芽酵母で十分量の PS を
合成できる PssA の創出を目標にした。まず
組換え PssA を大腸菌から精製し，これを抗
原として用いることにより PssA を特異的に
認識する抗体を作製した。この抗体を用いて
ウェスタンブロッティングをおこない，PssA
が出芽酵母において発現しているかを確認
した。その結果，小胞体内腔に PssA を発現
させた場合その発現がかろうじて検出でき
るものの，ミトコンドリア外膜，膜間部，マ
トリクス，サイトゾル側小胞体膜，ペルオキ
シソーム膜，脂肪滴など様々なオルガネラに
標的した PssA の発現は確認できなかった
（Fig.1）。 



この低い発現量の原因が，大腸菌のゲノムか
らクローニングした遺伝子を出芽酵母に導
入したこと，すなわち大腸菌と出芽酵母間の
コドンの相性が悪い可能性を考慮し，出芽酵
母の発現用にオプティマイズした PssA 遺伝
子を 出芽酵母に導入したところ，PssA が安
定して発現することを確認した（Fig.2）。 

 
 さらに Cho1 の欠損を，これら様々なオル
ガネラ膜上に発現させた PssA が機能的に相
補するかを，酵母株の増殖を指標に検討した。
その結果，小胞体内腔側から小胞体膜に挿入
された PssA（Lip1N-PssA）や，ペルオキシソ
ーム（Pex3N-PssA），脂肪滴（Erg6-PssA）に
標的化した PssA が，Cho1 の欠損による増殖
阻害を回復させることがわかった（Fig.3）。 

 
 
 
 
 

その一方で，PssA が持つホスホリパーゼ D
活性に重要な HDK モチーフに変異を導入し
た，PssA-H138A 変異体，PssA-H357A 変異体
を，Lip1N や Pex3N の融合タンパク質として
発現させても，Cho1 欠損株の増殖阻害を回復
させることができなかったことから，PssA の
活性が Cho1 欠損株の増殖回復に重要絵ある
ことを確認した（Fig.4）。 
 

 
 さらに実際にPex3N-PssAやErg6-PssAがペ
ルオキシソームや脂肪滴に標的化している
かを確認するため，C 末端に GFP を融合した
PssA を発現させて見たが，これら GFP 融合
PssA は， Cho1 欠損を相補することができな
かった（Fig. 5）。 
 

同様の実験をシグナル配列と PssA の間に
GFP を挿入したタンパク質でも行ったが，同
様に Cho1 欠損株の増殖を回復させることは
できなかった。これらの結果は PssA の N 末
端もしくは C 末端に GFP を融合すると，PssA
が不活性化することを示唆ししている。これ



ら PssA タンパク質の細胞内局在の確認は，
今後の PssA 抗体を用いた蛍光体法などによ
り検証していく予定である。 
 Cho １欠損株において Lip1N-PssA や
Pex3N-PssA を発現すると増殖が回復するこ
とがわかったため，これらの酵母株における
リン脂質組成が Cho1 欠損株と比較して，ど
のように変化しているかを検討した。具体的
にはこれらの酵母株を 32P-リン酸を加えた
液体培地で培養後，細胞を破砕してミトコン
ドリアや小胞体を含む膜画分を回収した。こ
れらの膜画分からリン脂質を抽出し，TLC で
展開後オートラジオグラフィーにより検出
した。その結果，興味深いことに Lip1N-PssA
を発現した酵母株では PS の量が野生型と同
程度まで回復していた一方で，他の増殖が回
復した Mmm1N-PssA，Pex3N-PssA, Erg6-PssA
株では PSの蓄積はほとんど見られなかった。
また他のリン脂質ホスファリジルエタノー
ルアミンなどの量もほとんど回復していな
かった（Fig. 6）。 

 
これらの結果から，これら PssA 発現株の増
殖の回復は，単純に PS の量が，ミトコンド
リアや小胞体回復することが，増殖にポジテ
ィブな影響を与えているわけではないこと
がわかった。今後，全細胞におけるリン脂質
組成を調べて，膜画分以外で PS 量が増加す
るか，その他のリン脂質の組成にも変化があ
るかを検証していく。 
 
（2）蛍光セリンを基質として認識する人工
蛍光 PS 合成酵素の探索 
 error-prone PCR キットを用いて，PssA 遺伝
子全長にランダム変異を導入し PssA 変異体
発現プラスミドライブラリーを構築した。こ

れらのライブラリーを導入し，現在蛍光セリ
ン（NBD-セリン）を特異的に認識する PssA
変異体のスクリーニングを試みているが，現
時点で目的の変異体は得られていない。そこ
で今回作製した細胞を用いて，細胞内リン脂
質輸送を解析する実験系の構築を試みた。 
 
 （3）様々な細胞内区画に PssA を発現させ
た細胞を用いたリン脂質輸送アッセイ型の
開発 
 Cho1 欠損株の様々な細胞内区画に PssA を
発現させることで，細胞内の異なる区画で P 
S を合成することが可能となった。PS はホス
ファチジルエタノールアミン（PE）の前駆体
脂質であるため，PE 合成酵素が存在するミト
コンドリア内膜にPSが輸送されればPEに変
換される。この PS→PE の変換をモニターす
ることで，様々な細胞内区画からミトコンド
リアへの PS 輸送をモニターすることが出来
る。32P-リン酸を加えた液体培地で培養し，
定常状態のリン脂質をラベルした場合には
PS はほとんど検出されなかったが， PssA 発
現 Cho1 欠損株から調製した膜画分を，14C
セリン存在下でインキュベートすると，PS
が合成され PE さらにはホスファチジルコリ
ン（PC）に変換される様子が観察された
（Fig.7A）。 

 
これらの結果が，ペルオキシソームや脂肪滴
からミトコンドリアへの PS 輸送経路が存在
すること，さらにミトコンドリアマトリクス
から膜間部側へ PS が効率よくトランスロケ
ーションすることを示唆している。このよう
な in vitro の実験に加え，in vivo においても
PS が合成され PE, PC に変換される様子が観
察できた（Fig. 7B）。Fig. 5B では，ゴルジに
存在する PE 合成酵素は欠損させているため
PS→PE の変換はミトコンドリアのみで起き
る）。このような実験系の開発は，リン脂質
輸送を解析するための非常に有効なツール
となり，将来的に様々なオルガネラ間でのリ
ン脂質輸送因子の探索や解析に応用可能な
重要な研究成果であると考えられる。 
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