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研究成果の概要（和文）：膜脂質の大部分は、小胞体によって生合成され、細胞内小器官および細胞膜へと輸送
されている。しかし、その輸送メカニズムに関しては不明な点が多い。小胞体は全ての細胞内小器官および細胞
膜と膜接着部位を形成していることが知られている。本研究においては、小胞体-細胞膜接着部位における脂質
輸送機能に注目し、進化学的に保存された脂質輸送タンパク質であるextendedシナプトタグミンおよびGRAMD1タ
ンパク質の機能解明を試みた。我々の研究結果から、これらの分子がいかにして、膜脂質を輸送し、細胞内の脂
質恒常性に寄与するかが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum (ER), where the majority of membrane lipids are 
synthesized, extends throughout the cell and forms physical contacts with virtually all other 
cellular organelles, including the plasma membrane. Growing evidence suggests that lipid transfer 
proteins (LTPs) act at membrane contact sites and transport specific lipids from one membrane to 
another independent of membrane traffic. However, the molecular mechanisms that regulate the 
functions of LTPs are still largely elusive. In this study, we investigate how the functions of LTPs
 are regulated, focusing on ER-plasma membrane contact sites. Defects in cellular lipid homeostasis 
are linked to numerous human disorders, including neurodegenerative conditions, such as Alzheimer’s
 disease and Parkinson’s disease. Thus, our research not only provides insight into fundamental 
cell biology but also paves a way toward developing a novel therapeutic approach against 
neurodegeneration. 

研究分野：細胞生物学、神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の体は無数の細胞から形成されている。各々の細胞は、脂質を主成分とする細胞膜で包まれているが、いか
にして細胞膜の脂質組成が保たれているかはよくわかっていない。本研究を通して、細胞内での脂質輸送の分子
機構がより一層明らかになり、細胞膜脂質の維持機構に関して知見を深めることができた。細胞内での脂質分布
の異常は、様々な病態を引き起こすことが知られている。特に、神経細胞における生体膜の脂質組成の破綻は、
アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患の要因となることが示唆されている。それゆえ、本研究
は、将来的にこれら疾患の更なる病態解明および新規治療法の発見につながると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、先行研究として、２０１３年に extended シナプトタグミン（E-Syt１/E-Syt２/E-
Syt３）が小胞体–細胞膜接着に関わる進化学的に保存された因子であることを同定した[１]。
extended シナプトタグミンは、ホモ複合体およびヘテロ複合体を形成し、N 末の疎水性部

分を介して小胞体に局在し、C 末の C２ドメインを介して細胞膜のホスファチジルイノシ

トール４,５-ビスリン酸および細胞内 Ca2+濃度依存性に小胞体と細胞膜とを接着する（図

１）。また、extended シナプトタグミンは、SMP ドメインを有し、tubular lipid binding protein
（TULIP）スーパーファミリーに属することから、SMP ドメインを介して脂質輸送に関わ

ることが示唆された。その後の研究

において、我々は、extended シナプ

トタグミンのSMPドメインの結晶構

造を解き明かすことに成功し[２]、in 
vitro 再構築系と CRISPR/Cas９を用

いたゲノム編集法により作成した E-
Syt１ /２ /３トリプルノックアウト

HeLa 細胞を用いて、extended シナ

プトタグミンが、小胞体–細胞膜接着

部位において、SMP ドメインを介し、

Ca2+依存性にグリセロリン脂質を輸送することを同定した[３]。 
 研究開始当時、extended シナプトタグミンの細胞内機能に関しては、不明な点が多く、

特に extendedシナプトタグミンのグリセロリン脂質輸送制御機構は未解明であった。また、

膜接着部位には、多くの脂質輸送タンパク質が局在しており、いかにしてこれらのタンパク

質が協調して脂質輸送を調整しているかは未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、extended シナプトタグミンの細胞内機能およびグリセロリン脂質輸

送制御機構をさらに追求し、extended シナプトタグミンが、いかにして小胞体–細胞膜接着

部位にて脂質輸送のダイナミクスを調整しているかを探求することを目指した。また同時

に、これまであまりよく分かっていない、細胞内コレステロール輸送機構に注目し、小胞体

–細胞膜接着部位における、GRAMD１タンパク質（GRAMD１a/ GRAMD１b/ GRAMD１c）
の細胞内コレステロール輸送への役割を調べた。 
 
３．研究の方法 
 本研究においては、ゲノム編集法、生化学的手法、ならびに、高解像度顕微鏡（スピニン

グディスクおよび全反射顕微鏡）を多用し、膜接着部位における脂質輸送タンパク質の機能

解析を行った。研究は、次のように進めた。 
① in vitro の再構築系を用いて、extended シナプトタグミンが、いかにしてグリセロリ

ン脂質輸送を制御しているかを調べた。また、E-Syt１/２/３トリプルノックアウト

HeLa 細胞を用いて、extended シナプトタグミンの細胞内における生理機能を調べた。 
② GRAMD１タンパク質の細胞内局在を調べ、ゲノム編集法を用いて GRAMD１タンパ

ク質（GRAMD１a/ GRAMD１b/ GRAMD１c）を全て欠損させた GRAMD１a/１b/１
c トリプルノックアウト HeLa 細胞を作成し、その解析を行った。また、in vitro の再

構築系を用いて、GRAMD１タンパク質のコレステロール輸送能を調べた。 
 

４．研究成果 
extended シナプトタグミンのグリセロリン脂質輸送機構とその生理的役割の解明： 
 extended シナプトタグミンの脂質輸送能の Ca2+依存性機構の解明を目標とし、主に in 
vitro の再構築系と培養細胞系を用いて、研究を推進させた。 
 extended シナプトタグミン１（E-Syt１）は５つの C２ドメイン（C２A/C２B/C２C/C２

 
図 1．extended シナプトタグミンによる、小胞体
(ER)–細胞膜(PM)接着部位の形成と脂質輸送機能 
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D/C２E）を有している。先行研究の結果から、extended シナプトタグミン１（E-Syt1）が、

Ca2+結合能力のある C２ドメイン（C２A/C２C）を介して細胞内 Ca2+濃度依存性に、小胞

体–細胞膜接着部位においてグリセロリン脂質を輸送することがわかっていた[３]。そこで

我々は、extended シナプトタグミン１の C２A ドメインおよび C２C ドメインの役割を、

種々の extended シナプトタグミン１変異体を用いて解析した。その結果、C２A ドメイン

が、定常状態において extended シナプトタグミン１の SMP ドメインの脂質輸送能力を自

己抑制していることが分かった。さらに、in vitro の再構築系と培養細胞系を用いて、C２A
ドメインに Ca2+が結合することで、C２A ドメインによる SMP ドメインの自己抑制が解放

されることを明らかにした。また、C２C ドメインがいかにして、extended シナプトタグ

ミン１による小胞体–細胞膜接着を調整するかも明らかにすることが出来た。 
 さらに、E-Syt１/２/３トリプルノックアウト HeLa 細胞を用いて、Ca2+依存性のホスファ

チジルセリンの細胞外膜への露出に extended シナプトタグミン１が必要であることを示

した。この系を用いて、extended シナプトタグミン１の活性には、C２A ドメインおよび

C２C ドメインが必要であることを細胞内においても示すことが出来た。これらの研究は、

Yale 大学の De Camilli 研究室との共同研究として行い、研究成果を The EMBO Journal に
発表した[４]。 
 
GRAMD1 タンパク質のコレステロール輸送機能の解明： 
ステロールは、真核生物における必須脂質のひとつであ

る。動物細胞においては、コレステロールが膜脂質のおよ

そ 20％を占めており、膜の機能維持や、細胞の生理機能

に対して重要な役割を担っている。コレステロールは、細

胞外から取り込まれるか、小胞体において生合成されて

いるが、細胞内においては、じつにその６０％から８０％

が細胞膜に蓄積されており、細胞膜脂質のおよそ半分を

占めている。それゆえ、細胞は、細胞膜のコレステロール

量を感知し、細胞内コレステロールの恒常性を維持する

必要がある。以前の研究から、細胞膜のコレステロール量

が一定を超えると、一部のコレステロールが、細胞膜から

小胞体へと輸送され、小胞体でのコレステロールの生合

成を停止させることが知られていた。しかしながら、その

輸送制御の分子機構は不明であった。我々は、酵母からヒトへと進化学的に保存された小胞

体局在型の脂質輸送タンパク質である GRAMD１（GRAMD１a/ GRAMD１b/ GRAMD１c）
が、細胞膜のコレステロールのアクセシビリティを感知し、細胞膜から小胞体へのコレステ

ロール輸送を調節することにより、細胞内コレステロールの恒常性の維持に関与すること

を同定した（図２）。生化学的手法と細胞生物学的手法を組み合わせることにより、GRAMD
１が、ホモ複合体およびヘテロ複合体を形成し GRAM ドメインを介して細胞膜コレステロ

ールのアクセシビリティの上昇を感知し、小胞体−細胞膜接着部位に集積し、StART-like ド

メインを介して、アクセス可能なコレステロールを細胞膜から小胞体へと輸送することを

見出した。全ての GRAMD１（GRAMD１a/ GRAMD１b/ GRAMD１c）を欠損させた HeLa
細胞においては、細胞膜から小胞体へのコレステロール輸送の障害により、アクセス可能な

コレステロールが細胞膜に異常に蓄積した。これらの結果から、GRAMD１が、アクセス可

能なコレステロールの非小胞性輸送を、小胞体−細胞膜接着部位において調節し、細胞膜へ

の過度なコレステロールの蓄積を阻止していることが明らかとなった。これらの研究は、熊

本大学の分子生理学教室（富澤一仁教授主宰）、ならびに、シンガポール国立大学の Wenk
研究室との共同研究として行い、研究成果を eLife に発表した[５]。 
 
<引用文献> 
 
[１] Giordano F*, Saheki Y*, Idevall-Hagren O, Colombo SF, Pirruccello M, Milosevic I, 

 
図２. GRAMD1 タンパク質に
よる小胞体−細胞膜接着部位に
おけるコレステロール輸送 
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