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研究成果の概要（和文）：細胞膜の脂質二重層間ではリン脂質は非対称分布を示すが、その生理的意義は完全に
解明されていない。我々は、細胞膜リン脂質非対称性制御に関わるフリッパーゼ遺伝子(lem3とcrf1)とsfk1遺伝
子の変異が合成致死性を示すことを見出した。そこで、本研究ではこれら遺伝子の条件致死変異株を作製し、そ
の表現型解析を行った。その結果、変異株ではリン脂質非対称性分布の顕著な異常とそれに伴った細胞膜ステロ
ールの喪失が起こっている事が明らかとなった。細胞膜ステロール分布が回復する処理により生育が回復した事
から、細胞膜のリン脂質非対称性が維持される事が、ステロールの恒常性維持に必須な機能を持つ事が明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：Phospholipids are asymmetrically distributed between the lipid bilayers of 
the plasma membrane, but its physiological significance has not been fully elucidated. We found that
 mutations in plasma membrane flippase genes (lem3 and crf1) and sfk1 gene, which are involved in 
the regulation of plasma membrane phospholipid asymmetry, cause synthetic lethality. In this study, 
we generated a conditional lethal mutant strain of these genes and analyzed its phenotype. The 
phenotypic analysis revealed that the mutants showed severe defects of phospholipid asymmetric 
distribution associated with the loss of plasma membrane sterols. Treatment to restore the plasma 
membrane sterols rescued growth of conditional mutant, suggesting that the maintenance of plasma 
membrane phospholipid asymmetry is an essential function for sterol homeostasis.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞膜　リン脂質　非対称分布　ステロール　フリッパーゼ　膜タンパク質　物理状態　脂質極性分布

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リン脂質非対称分布は細胞の中においても細胞膜二重層で最も顕著に認められる現象である。酵母からヒトに至
るまで真核生物共通にみられる現象である事から、そこには重大な機能が存在すると思われる。本研究では、リ
ン脂質非対称分布が細胞膜ステロール恒常性を制御し、細胞に必須であること初めてを明らかにした。現在まで
に理論科学的な推測であった細胞膜のステロール保持に関わる機序について、本研究によって生体内での可能性
が初めて示された。この現象をより詳細に解明する事で、将来的には、神経変性疾患で見られるコレステロール
分布異常を指標に、その抑制を目指した新たな治療法の開発に発展する可能性を期待している。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生体膜には 1,000 種以上の膜脂質が存在するが、その詳細な分布は分かっていない。生体膜
の脂質分布には、脂質ドメインのように膜上の二次元方向の分布の偏りである不均一分布と本
研究の核心をなす膜二重層の内外の偏りである非対称性分布の様式が存在する。このような膜
脂質分布の偏りが細胞膜インテグリティを制御し、タンパク質の分布やそれによる細胞機能の
調節に関わると推測される。そのため、膜脂質分布の制御機構や生理的意義を解明する事が急
務である。 
 真 核 細 胞 の 細 胞 膜 を 構 成 す る 脂 質 は 非 対 称 分 布 を 示 す 。 細 胞 膜 で は 、
Phosphatidylethanolamine (PE)や Phosphatidylserine (PS)等のアミノリン脂質は細胞質側
に、Phosphatidylcholine や sphingolipid は細胞外側に多く分布する。この非対称分布は、二
重層を横切る反転運動により形成・維持される。非細胞質側層から細胞質側層への脂質輸送は
フリップと呼ばれ、この反応を進めるタンパク質はフリッパーゼと呼ばれる。逆に細胞質側層
から非細胞質側層への輸送はフロップと呼ばれる。ATP 依存的な 4 型 P-type ATPase とそのサ
ブユニットからなる複合体がフリッパーゼとして考えられている。出芽酵母では細胞膜フリッ
パーゼ として 4型 P-type ATPase とサブユニットの Dnf1/2 と Lem3、Dnf3 と Crf1 が複合体を
形成し、機能する事が示唆されている。この非対称性とその制御機構は酵母からヒト細胞まで
真核生物全般的に保存されており、動物細胞の RNA 干渉実験や出芽酵母での多重変異株解析系
等、細胞膜フリッパーゼに関して報告が数多くある。しかし、細胞増殖等の細胞の生存におい
ては顕著な表現型が観察されていない。そのため、非対称性が生命必須の機構において生理的
意義を持つか不明であった。 

出芽酵母の細胞膜フリッパーゼについては、lem3変異株で脂質非対称性が異常になり、細胞
膜外層にリン脂質が過剰に露出する事が明らかとなっている。所属研究室では、この非対称性
の異常を高発現した時に抑制する遺伝子として新規な脂質非対称性制御タンパク質であるSfk1
を見出した。Sfk1 は、細胞膜に局在する六回膜貫通タンパク質であり、高等生物にも保存され
ている。しかし、特徴的なドメインを持たず、その機能は未解明であった。所属研究室の解析
から、細胞内において Sfk1 が脂質輸送に関してフリップとフロップともに抑制する事が示唆さ
れた。このような両方向の脂質輸送を抑制する遺伝子は、現在までに報告は無く非常にユニー
クな機構である。加えて、lem3 sfk1 二重変異株は、脂質非対称性の極度な異常を示した。興味
深い事に、同時に膜の透過性も上昇しており、膜の脂質分布と透過性に関連性がある可能性が
示された。ところが、膜の物性が変化する lem3 sfk1二重変異でさえも、生存に影響はなかっ
た。我々は非対称性が生命必須の機構に関わりをもつ可能性を探索するため、更なる遺伝子変
異を探索した結果、lem3 sfk1 二重変異に、更に細胞膜で機能する別のフリッパーゼ遺伝子変
異 (crf1)を組み合わせる事で、初めて細胞が致死になる事を見出した。我々が発見した致死性
は細胞膜におけるリン脂質非対称性が保たれる事が生存において生理的意義を持つ事を示唆し
ている。そのため、三重変異の致死性の原因に迫る事で、細胞膜脂質非対称性の意義の解明に
近づく事が期待される。 

 
２．研究の目的 

細胞膜におけるリン脂質非対称性が真核生物全般に保存されていることから重要な生理的
意義を持つと予想されるが、その意義は完全に明らかにはなっていない。これまでフリッパーゼ
の単独変異体は軽微な表現型しか示さず、その脂質非対称性の生理機能については不明な点が
多かった。そのため、我々が明らかにした sfk1 lem3 crf1三重変異はリン脂質非対称性が生存
において重要である事が初めて示された事例となる。この致死性の原因と Sfk1 の機能を解明す
るため、SFK1遺伝子に変異処理を施し、低温 (30℃) では増殖可能であるが高温 (37℃) で増
殖できない温度感受性変異株 (temperature-sensitive; ts) を取得した。この sfk1-ts lem3 
crf1三重変異株 (三重変異株) を用いた予備解析から、細胞膜リン脂質分布の劇的な異常 (PS、
PE の外層への露出)が観察された。この結果は、細胞膜脂質非対称性の崩壊が、生存に必須な現
象に異常を引き起こす事を示唆している。そこで、本研究では、申請者のこれまでの未発表デー
タに基づき、未解明な Sfk1 の機能を解明し、その知見を用いて細胞膜現象の解析から得た結果
を評価する事で三重変異株の致死性の原因を解明する。そして、この原因究明を通して、未解明
なまま残されている細胞膜脂質非対称性の「細胞にとって必須な生理機能」を明らかにすること
を目的とする。 
本研究では、以下の目標を設定して研究を進めた。１及び 2 を目標にした研究を進めたところ、
細胞内でのステロール恒常性に異常が生じている事が認められた。そのため、３について新たな
目標として設定した。 
⑴ 三重変異株において細胞膜の性状を種々の観点から解析し、致死性の原因に迫る。 
⑵ 高発現で三重変異株の致死性を抑圧する遺伝子の探索を行う。 
⑶ リン脂質非対称性が持つステロール恒常性維持における機能を解明する。 

 
 



３．研究の方法 
本研究では、lem3 sfk1 crf1 三重変異株が示す致死性の原因究明を通して、細胞膜のリン

脂質非対称性の新たな生理機能の解明を試みた。致死性の原因と Sfk1 の機能を解明するために
構築した三重変異株は低温 (30℃) では増殖可能であるが高温 (37℃) で増殖できない。野生
株またはそれぞれ遺伝子の二重変異株を比較対象にして、致死性を示す高温条件下で、三重変異
株で顕著に変化を示す表現型を指標に異常が生じている機構を解析した。具体的には以下のよ
うな解析を行った。 
⑴ 生化学実験による脂質の定量 

細胞膜脂質量の解析を目的として、分画遠心により細胞膜を単離し、脂質組成の解析を試み
たが三重変異株の性質上、単離が困難である事が明らかとなった（研究結果③）。そこで、全脂
質での解析に変更した。Ergosterol は、薄層クロマトグラフィーにて定量した。リン脂質の定
量は、薄層クロマトグラフィーにより各種リン脂質を分離し、リン酸の定量により解析した。 
⑵ 細胞膜における脂質分布や細胞膜物性の解析  
三重変異株において PSや PE の分布が変化している事が予測されたため、それらリン脂質を

含め細胞膜脂質が細胞外側層全体で露出するのか、あるいはある領域に限定しているのか、また、
細胞質側層の脂質分布の変化が起こっているのか、など脂質分布情報を解析した。 

リン脂質の非対称分布は、薬剤感受性試験と蛍光顕微鏡観察によって解析した。通常は、PS
や PE は細胞質側層に分布し細胞膜外側層に露出していない。変異などによりリン脂質が細胞膜
外側層に露出した場合、PE結合性の Duramycin と PS結合性の Papamide Bを含んだ寒天培地上
で生育阻害が起こる事から、生育を指標に非対称性の異常を評価した。細胞膜脂質の分布につい
ては、それぞれの脂質特異的プローブを用いた顕微鏡観察により解析する。PSの分布の評価は、
Lactadherin の C2 ドメイン（LactC2）、Evectin-2 の PH ドメイン(Evt-2PH)を細胞内で発現さ
せる事で可視化し、解析した。PE分布の評価には、PE結合性 Ro-0198 ペプチドを用いた間接蛍
光染色法により細胞膜外側層に露出した PEを検出した。更に、Sfk1はフォスホイノシタイド合
成酵素と機能的関連が示唆されている事から、PI4P や PI(4,5)P2 のそれぞれを検出するプロー
ブ（Osh2-PH, PLC𝛿-PH）で観察した（PIPs に異常は観察されなかったため、研究結果では記述
を省略した）。 

ergosterolの分布は、ステロールに結合して蛍光を発する Filipinによる染色にて行った。
さらに、本研究では、ステロール分子に結合する細菌毒素 Perfringolysin O のステロール結合
ドメイン D4 を改変して作製した GFPenvy-D4H(緑色蛍光タンパク質 GFP の誘導体 GFPenvy に D4H
を融合させたもの）を、新たにステロールのプローブとして開発し、解析に用いた。また、細胞
内に取り込まれたステロールの動態を観察するために、TopFluor-コレステロールを細胞外から
取り込ませ、その後の分布を追跡した。脂肪滴の分布は Nile Red 染色で行った。 

細胞膜の物性や機能にについては、細胞膜の透過性を指標に評価した。三重変異株を
rhodamine とインキュベートした後、FACS を用いて取り込まれた蛍光について定量解析を行っ
た。透過性が上昇する場合、より取り込まれた蛍光量の増加が観察された。 
⑶ 顕微鏡解析による関連タンパク質の局在解析  
三重変異株における致死性を解析する上で、脂質が変化を及ぼしうる関連タンパク質につ

いても大きく変化している事が予測された。この変化を解析するために、関連タンパク質の GFP
あるいは赤色蛍光タンパク質（mCheery）融合タンパク質を遺伝学的操作により染色体上に導入
し、細胞内で発現をさせ、脂質プローブとの共染色または、別々のタンパク質との共発現を行い、
顕微鏡下で観察を行った。 

 
４．研究成果 
⑴ 細胞膜におけるリン脂質非対称性に関する解析 
三重変異株における細胞膜リン脂質非対称性の変化を

解析した。Duramycin と Papamide Bに対する感受性が、二
重変異株と比較して顕著に増加している事が明らかとなっ
た。また、Ro-0198ペプチドを用いた間接蛍光観察を行った
ところ、三重変異株では蛍光量が顕著に増加しており、細胞
膜外側層に露出する PE 量が増加している事が確認された
（図１上）。また、細胞内発現をさせた Evt-2PHの細胞膜分
布が減少していた事から、細胞質側層での PS分布も異常に
なっている事が明らかとなった（図１下）。以上のことから、
三重変異株ではリン脂質の非対称性に劇的な異常が生じる
事が明らかとなった。 
⑵ 三重変異株における細胞膜インテグリティの異常 
三重変異株の顕微鏡観察から、１．細胞膜 nutrient 

transporter の細胞膜局在の喪失。２．PMで形成されるドメ
イン（eisosome）タンパク質の異常蓄積、など細胞膜タンパ
ク質の局在に異常が観察された。また、細胞膜における物質
透過性が三重変異株では顕著に上昇する膜物性の異常も観察された（図２Ａ）。これらのことか
ら、致死性を示すほどにリン脂質非対称性が異常になる状況では、細胞膜機能に顕著な異常を生
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じる事が明らかになった。 
⑶ 細胞膜を構成する脂質に関する解析 
三重変異株においてリン脂質非対称性が崩壊することで、脂質レベルでどのような変化が生

じているのかについて解析を行った。細胞膜を単離するため分画遠心を行ったところ、細胞膜自
体の密度が変化しており、他の細胞内小器官との分離が困難であった、そのため、細胞全体から
脂質を抽出し、リン脂質の解析を行った。その結果、野生株やそれぞれの遺伝子の二重変異株と
比較して、リン脂質組成の大きな変動は確認されなかった。そのため、細胞膜密度の低下は他の
膜脂質の異常である事が推測された。 
⑷ 細胞膜脂質非対称性制御に関わる遺伝子のスクリーニング 
三重変異による致死性の原因と

して、脂質非対称性の崩壊が引き起
こす脂質分布や膜物性の異常、また
増殖に必須な細胞膜タンパク質の機
能不全等が考えられる。三重変異株
の致死性を高発現によって抑圧する
遺伝子群の中には、致死性の原因に
関与する遺伝子が存在するものと考
えられる。そこで、酵母ゲノム断片
を多コピープラスミドにクローニン
グしたゲノムライブラリーを三重変
異株に形質転換することで、これら
の遺伝子の検索を行った。このスク
リーニングから、脂質輸送タンパク
質群に含まれるオキシステロール結
合タンパク質 Kes1 の多コピープラ
スミドにより三重変異株が示す致死
性が抑圧されることを確認した（図
２Ｂ）。この致死性の抑圧効果は、
Kes1 に含まれるステロール結合能に依存しており（図２Ｃ）、三重変異株の致死性がステロール
に起因している可能性が示唆された。また、オキシステロール結合タンパク質のうち、細胞膜に
局在する事が確認されている OSH2-7種類についても、抑圧性の確認を行ったが、KES1 以外の遺
伝子では致死性の抑圧は確認されなかった（図２Ｂ）。KES1 の過剰発現により、三重変異株の致
死性だけではなく、細胞膜の透過性やnutrient transporter の細胞膜局在も回復しているが、
ステロール結合性を喪失した KES1 変異遺伝子の過剰発現では回復しなかった（図２Ａ）。そのた
め、KES1 のステロール輸送に関わる機能がこの致死性や細胞膜機能の喪失に関わる可能性が示
唆された。 
⑸ 三重変異株におけるステロール分布の解析 
スクリーニングの結果を受

け、ステロールに関する変化の
解析を行った。生化学的な脂質
解析の結果、三重変異株では細
胞膜中のエルゴステロール（動
物細胞のコレステロールに相
当）量が減少する一方で、細胞
内のステロールエステル量（脂
肪滴の主成分の一つ）が増加し
ていた。続いて、Filipin で細
胞内ステロール染色を行った。
修飾を受けていないステロー
ルは基本的には細胞膜に分布
しているが、三重変異株では、
ステロール類の細胞膜分布に
顕著な低下が生じる事が明ら
かとなった（図３Ａ）。この現象
をさらに検証するために、膜表層に露出するステロール分子を解析する GFPenvy-D4H を開発し
た。GFPenvy-D4Hの特徴づけを行ったところ、ステロールの濃度が２５％以上の脂質膜に結合す
る事、酵母のステロールである、エルゴステロールには結合するが、その中間産物には結合性を
示さない事が確認された。この新たなステロールプローブを細胞内で発現させ、細胞膜のステロ
ール分布の確認を行ったところ、三重変異株での細胞膜分布は確認されなかった（図３Ｂ）。こ
のステロールプローブは、野生株やそれぞれの遺伝子の二重変異株では細胞膜でその分布が確
認された。 

細胞膜にステロール分布が観察されない原因を探索するために、細胞外から蛍光ステロール
TopFluor-コレステロールを添加し、細胞内に取り込まれた後の動態を観察した。野生株や二重
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変異株では、細胞膜に観察されているのに対して、三重変異株では、細胞膜の分布が観察されず
に、細胞内に点状の構造体として存在する事が明らかとなった（図３Ｃ）。これらの結果から、
三重変異株では、細胞膜でのステロール保持能力に異常が生じている事が示唆された。 
⑹ 三重変異株における細胞小器官の形態的変化 

種々の細胞小器官の蛍光色素、マーカータンパ
ク質を用いて、三重変異株の特徴づけを行なった
結果、三重変異株では NileRed で染色される脂肪
滴の数が増加していており、それに伴って、Faa4 や
Tgl1 などの脂肪滴マーカータンパク質の発現が上
昇している事が確認された（図４Ａ）。この現象は、
前項⑤で示した生化学的な結果、すなわち、ステロ
ールエステル量の増加と一致している。そのため、
細胞膜ステロールの低下と脂肪滴の増加の因果関
係を明らかにするため、TopFluor-コレステロール
と脂肪滴マーカータンパク質 Faa4の共染色を行っ
た。その結果、細胞膜で保持されない TopFluor-コ
レステロールの細胞内構造体が、Faa4 と共局在し
ている事が明らかとなった（図４Ｂ）。この結果は、
細胞膜で保持されないステロールが脂肪滴に輸送
されている事を示唆している。さらに、三重変異株
では、脂質輸送に関わる PM 直下の小胞体構造が部
分的に失われていた。 
 
以上の結果から、リン脂質非対称性が正常に保た

れる事は、細胞膜にステロールを維持する上で重
要であり、その機能を通してステロールレベルを
制御する事により細胞膜インテグリティに寄与しうる事が示唆された。リン脂質は、ステロール
と親和性を持っている事、また頭部の官能基がステロールを脂質二重膜の内部（脂肪酸鎖）側に
維持する事など、ステロールを維持する機能を持つ可能性は現座までに報告されている。そのた
め、脂質の非対称性が維持される事によりステロールリン脂質間の相互作用が高められ、それに
よる保護効果が脂質輸送タンパク質による細胞膜ステロールの引き抜きを抑制していると推測
される。そして、非対称性が崩壊すると、ステロールを保護するリン脂質が細胞質側層から喪失
するため、脂質輸送タンパク質による過剰な引き抜きが起こり、小胞体に輸送、そこで脂肪滴に
蓄積したのではないかと考えられる。現在までに脂質とステロールの相互作用については、理論
科学的な証拠は報告されている。その一方、本研究のように実際の細胞内で見られた例は多くは
なく、リン脂質の非対称性制御機構を介したステロール保持機構は本研究から初めて明らかと
なった。今後の検討課題としては、Sfk1 が示す機能の解明が挙げられる。本研究で、Sfk1 が細
胞膜リン脂質非対称性の維持に加えて、ステロールの保持に関わっている事を明らかにした。し
かし、特徴的な脂質輸送活性ドメインを持たない事から、Sfk1 がどのような機能で脂質分布を
制御していくかについて明らかにする必要があると考えられる。今後は、Sfk1 がステロールの
保持において直接的に機能を示すかを生化学的な解析から明らかにしていく事を検討している。 
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