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研究成果の概要（和文）： 

小胞体からゴルジ体へのセラミド輸送蛋白質CERT は、N末端領域にホスファチジルイノシト
ール４モノリン酸を認識する PHドメインを持ち、C末端領域にセラミドの膜間転移を触媒する
START ドメインを持っている。CERT は多重リン酸化によって PHドメインと START ドメインが相
互阻害を起こして負に制御されることを明らかにした。また、この多重リン酸化にはカゼイン
キナーゼ I2 が関与することを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
 The ceramide transport protein CERT has a PH domain recognizing phosphatidylinositol 
4-monophosphate and a START domain catalyzing intermembrane transfer of ceramide. We 
showed that multiple phosphorylations of CERT induce an auto-inhibitory interaction 
between the PH and START domains, thereby down-regulating the function of CERT, and that 
casein kinase I2 is relevant to the phosphorylation. 
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１．研究開始当初の背景 
 脂質は、生物の基本ユニットである細胞に

おいて内外の環境間の境界壁を成す生体膜

の主要分子基盤であり、それには、親水性環

境から自律的に分離する脂質の特性が合理

的に生かされている。さらに、脂質は、重量

当たりの酸化的エネルギー備蓄が大きく栄

養学的にも重要であり、環境からの情報を細

胞内へ伝達する際の制御因子としても機能

するなど、実に多彩な生物学的役割を担って
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いる。脂質を生体内のような親水性環境にお

いて恒常的に利用するには、そのための特別

な仕組みが存在しなければならないが、その

仕組みを解き明かすことは、水と油を同時に

扱わねばならぬ技術的困難のために大変

遅々としている。 
 膜脂質が生合成されるとき、異なる細胞内

小器官（オルガネラ）の膜で起こる複数のス

テップを経るために、脂質分子自身は目的と

する場所へ的確に移動している。しかし、特

定のオルガネラ膜に存在する多種多様な脂

質の中から特定の脂質を選びだして他のオ

ルガネラ膜へと運んでいるメカニズムは、ど

の種類の脂質をとってみてもほとんどわか

らないままであった。 

 主要膜リン脂質の一種であるスフィンゴ

ミエリン(SM)の生合成では、小胞体で合成さ

れたセラミドが、ゴルジ体に移行して SM へ

と変換される。我々は、SM生合成に異常を有

する哺乳類培養細胞変異株を複数分離し、そ

の中にセラミド輸送欠損変異細胞を見出し、

さらに、当該変異株の相補遺伝子をクローニ

ングするという手段によって、セラミドの小

胞体-ゴルジ体間選別輸送に関わる分子装置

(CERT と命名)の同定に成功した。そして、

CERT の解析から、セラミドを小胞体から特異

的に引き抜き、ゴルジ体に運搬して放出する

「分子引き抜き転移」機構でセラミドの選別

輸送は行われていることを主張するに至っ

ていた。しかし、CERT の活性が制御を受けて

いるのか否かについては未解明であった。 

 
２．研究の目的 
 CERT の活性が制御を受けているのか否か

は未解明であったが、我々は CERT 自身がリ

ン酸化修飾されていることを予備的に見出

していた。すなわち、哺乳動物細胞で発現さ

せた場合、CERT は SDS-PAGE ゲル上で複数の

バンドとなるが、タンパク質ホスファターゼ

処理によって、低分子側のバンドに収束した。

この結果は、哺乳動物細胞において CERT は

複数のリン酸化修飾を受けていることを示

している。このような背景を踏まえ、本研究

課題では、CERT のリン酸化修飾に注目し、リ

ン酸化部位の決定とリン酸化が担う役割を

明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) CERT のリン酸化部位の決定 

HA-epitope タグを付加させた CERT 

(HA-CERT)を安定発現する HeLa-S3 細胞を大

量培養し、細胞質画分を調製した。抗HA抗

体を結合させた HA-アフィニティーカラムに

細胞質画分を供し、洗浄後に HAペプチドで

溶出することで HA-CERT を精製した。精製

HA-CERT をプロテアーゼ消化したペプチドの

中からリン酸化ペプチドを精製し、それを質

量分析器で解析した。 

(2) CERT 変異体の作製と解析 

 CERT の様々な変異体は、PCR 法を用いたヌ

クレオチド置換により作製した。ホスファチ

ジルイノシトール４モノリン酸(PI4P)結合

活性、膜間セラミド転移活性、セミインタク

ト細胞を用いたセラミドの小胞体-ゴルジ体

間輸送活性は、我々が以前確立した方法に従

った。 

４．研究成果 

CERT のアミノ末端領域約 100 アミノ酸は

PI4P を認識する PH ドメインを形成し、カル

ボキシル末端約200アミノ酸はセラミドの膜

間転移を触媒するSTARTドメインを形成して

いる。START ドメインの上流には、小胞体と

の相互作用に関わる FFAT モチーフが存在す

る。 

(1) CERT 機能におけるリン酸化の意義 

哺乳動物細胞で発現している CERT の大部

分はリン酸化されていることを我々は観察

していた。そこで、哺乳動物細胞から CERT



 

 

タンパク質を精製し、リン酸化されたままの

精製 CERT をトリプシン処理し、そこから得

られたリン酸化ペプチドを質量分析法で解

析することにより、PHドメインの下流にある

約 20 アミノ酸の領域（セリンが３残基ごと

に繰り返す領域なので serine repeat motif; 

SRM と命名）が多重リン酸化を受けているこ

とを明らかにした。SRM の最初のセリンをア

ラニンに置換した S132A 変異体は、リン酸化

を受けなくなった。また、多重リン酸化を擬

似する変異体として SRM 中の全てのセリン・

スレオニンをグルタミン酸に置換した10E変

異体も作成し、以下の解析に利用した。

HA-epitope を付加させた CERT の野生型、

S132A 変異体、10E 変異体を HeLa 細胞に発現

させ、それぞれを親和性クロマトグラフィー

法で精製し、セミインタクト細胞を用いた小

胞体-ゴルジ体間セラミド輸送活性検出系で

解析すると、S132A 変異体は野生型 CERT の約

３倍の活性を示した。野生型 CERT を脱リン

酸化酵素処理すると活性がS132A変異体のレ

ベルに上昇した。10E 変異体はほとんど活性

を示さなかった。これらの結果から、SRM の

リン酸化は CERT 機能を負に制御しているこ

とが明らかとなった。 

(2) CERT の PH ドメインおよび START ドメイ

ンに対する SRM リン酸化の影響 

上述したように SRM のリン酸化は CERT 機

能を負に制御することから、CERT の機能ドメ

インに対する影響を調べた。興味深いことに、

PH ドメインが有する PI4P 結合活性と START

ドメインの有するセラミド転移活性の両方

に関して、S132A 変異体は野生型CERT よりも

高い活性を示し、野生型 CERT を脱リン酸化

酵素処理すると活性がS132A変異体のレベル

に上昇した。当該処理の有無に関わらず 10E

変異体はほとんど活性を示さなかった。しか

し、10E 変異体の START ドメインを切り離す

と PI4P 結合活性が回復し、PH ドメインを切

り離すとセラミド転移活性が回復した。これ

らの結果は、SRM のリン酸化によって PHドメ

インとSTARTドメインとがお互いをマスクす

るような相互阻害を起こすことを示唆して

いる。 

(3) SM 代謝に影響を及ぼすキナーゼの同定 

SM 代謝に影響を及ぼすような因子を同定

することを目的として、レトロウイルスベク

ターを用いたヒト cDNA 発現ライブラリーを

CHO 細胞に導入後、SM結合性毒素・ライセニ

ンに対して耐性を付与するような cDNA を探

索した。その結果、カゼインキナーゼ

I2(CKI2)をコードする cDNA が得られた。

CKI2 高発現細胞ではセラミドの SM への変

化が低下しているが、SM合成酵素の活性は正

常であった。そこで、セラミドの小胞体-ゴ

ルジ体間輸送への影響を調べたところ、

CKI2 高発現細胞では当該輸送能が低下して

いることが明らかとなった。 

(4) CKI2 が CERT に及ぼす影響 

CKI2高発現CHO細胞ではCERTは多重リン

酸化状態になっていた。この細胞に野生型

CERT を過剰発現してもほぼ全ての CERT は多

重リン酸化状態となり、SM生合成は低いまま

であるが、SRM の多重リン酸化を受けない

S132A変異体を発現させるとSM合成は正常レ

ベルに回復した。HeLa 細胞において、RNA 干

渉法により内在性の CKI2 mRNA レベルを低

下させると CERT の多重リン酸化型が低リン

酸化型へと移行した。CKIの他のアイソフォ

ームであるCKI1およびCKI3のノックダウ

ンでは CERT のリン酸化状態にほとんど変化

がなかった。これらの結果から、CKI2はCERT

の機能を負に制御するSRMの多重リン酸化に

関わることが明らかとなった。 
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