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研究成果の概要（和文）：遺伝学的なスクリーニングにより，スフィンゴミエリン (SM) のflipに関わる候補遺
伝子として，PMP2を同定した。PMP2遺伝子のノックアウト細胞では，蛍光ラベルしたNBD-SMのflipがcontrolに
比べて起こりにくくなっていた。PMP2を過剰に発現させた細胞では，SMはcontrolに比べて細胞膜外層で減少
し，内層で増加していた。NBD-SMを添加した人工膜に，リコンビナントのPMP2タンパク質を反応させたところ，
NBD-SMが人工膜の片方の層からもう一方の層へflipされていた。以上の結果から，PMP2はSMを細胞膜外層から内
層へflipさせる活性を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sphingomyelin (SM) is a mammalian lipid mainly distributed in the outer 
leaflet of the plasma membrane (PM). We show that peripheral myelin protein 2 (PMP2) can localize at
 the PM and controls the transbilayer distribution of SM. Genetic screening with genome-wide small 
hairpin RNA libraries identifies PMP2 as a protein involved in the transbilayer movement of SM. A 
biochemical assay demonstrates that PMP2 is a phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2)
-binding protein. PMP2 induces the tubulation of model membranes in a PI(4,5)P2-dependent manner, 
accompanied by the modification of the transbilayer membrane distribution of lipids. In the PM of 
the PMP2-overexpressing cells, inner-leaflet SM is increased whereas outer-leaflet SM is reduced. 
PMP2 is a causative protein of Charcot-Marie-Tooth disease (CMT). A mutation in PMP2 associated with
 CMT increases its affinity for PI(4,5)P2 inducing membrane tubulation and the subsequent 
transbilayer movement of lipids.

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
グリセロ脂質に関しては，P4-ATPaseファミリーに属するflippaseによって，細胞膜における非対称性が生み出
される。グリセロ脂質の非対称性は，アポトーシス，細胞膜の曲率変化，小胞輸送，細胞膜極性にとって重要な
働きを担っていること報告されている。一方，SMを含めスフィンゴ脂質に関しては，非対称性を生み出す分子機
構，およびその生理的意義はほとんどわかっていなかった。今回見出したPMP2によるSMのflipは，スフィンゴ脂
質のflipの初めての例である。今後，SMの非対称性を変えた変異細胞を用いて，ウイルス感染や末梢神経疾患に
対する薬剤の開発など，応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細胞膜における脂質は，数百種類以上の分子種が存在するが，グリセロ脂質，スフィンゴ脂質，
ステロールの 3 種類に大別される。哺乳動物細胞では，ホスファチジルコリン（PC）・ホスファ
チジルセリン（PS）・ホスファチジルエタノールアミン（PE）がグリセロ脂質の，スフィンゴミ
エリン（SM）がスフィンゴ脂質の，コレステロールがステロールの主要な構成成分である。細
胞膜における脂質二重層の外層と内層では構成成分が大きく異なっており，PC と SM は外層に，
PS と PE は内層に非対称に局在することがわかっている。グリセロ脂質の非対称性は P4-ATPase
ファミリーに属するフリッパーゼによって生み出されている。一方，スフィンゴ脂質である SM
に関しては，非対称性を生み出す分子機構，およびその生理的意義はほとんどわかっていなかっ
た。 
 
２．研究の目的 

SM は主にゴルジ体の内腔側で合成され，小胞輸送によって細胞膜外層に輸送される。一部の
SM は細胞膜外層で合成される。いずれの場合にも，SM は合成直後には細胞膜外層に局在する。
P4-ATPase ファミリーに属するフリッパーゼは SM を内層にフリップさせる活性はないため，SM
は常に細胞膜外層に局在することが予想される。ところが，申請者らによるヒト線維芽細胞の観
察では，細胞膜にある SM の 12%は細胞膜内層に局在し，特徴のある脂質ドメインを形成してい
た。これらを説明するために，合成された直後の SM は細胞膜外層に局在するが，未知の因子に
よって，少量の SM が細胞膜内層にフリップされ特徴のある脂質ドメインを形成する可能性が
考えられた。本研究では，細胞膜内層にフリップさせる因子を同定し，その分子機構を明らかに
するとともに，細胞膜内層にある SM の生理的意義についても明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) SM の細胞膜外層から細胞膜内層へのフリップに必要な因子の同定 

SM のフリップに必要な因子を同定するために，ノックダウンのライブラリーを用いて，遺伝
学的なスクリーニングを行った。野生型 HeLa 細胞の細胞質中に SM 分解酵素を発現させた場
合，細胞膜外層の SM 量が低下する。この細胞にノックダウンのライブラリーを導入し，細胞膜
外層の SM 量が低下しないものを選別した。 
 
(2) SM の細胞膜外層から細胞膜内層への移行の分子機構の解析 

(1)で選別された因子に関して，ノックアウト細胞および精製タンパク質を用いて，生化学的
解析を行った。細胞膜外層から内層への in vivo のフリップ活性を測定するために，ノックアウ
トされた細胞において，蛍光ラベルされた NBD-SM を細胞膜外層に加えてから一定時間後に，
内層のみの NBD-SM を測定した。また，in vitro のフリップ活性を測定するために，大腸菌で発
現させたリコンビナントタンパク質と，外層のみ NBD-SM によってラベルされたリポソームを
混ぜ合わせ，一定時間後に内層のみの NBD-SM を測定した。 
 
(3) 細胞膜内層の SM の生理的な機能の解析 

(1)で得られた細胞膜内層の SM が減少しているノックアウト細胞に対して，表現型を調べた。
また過剰発現細胞についても，表現型を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) SM のフリップに必要な因子の同定 

スクリーニングの結果，約 10 個の原因遺伝子を特定した。このうち，最も強い表現型を示し
た PMP2 タンパク質（peripheral myelin protein 2）について解析を進めた。 
 
(2) SM のフリップの分子機構の解析 

PMP2 は末梢神経系の神経細胞のミエリン鞘に多く含まれるタンパク質である。この PMP2 が
SM を細胞膜外層から内層へ flip させるのかを確かめるための実験を行った。まず，ノックアウ
ト細胞では，蛍光ラベルされた NBD-SM は細胞膜外層から内層へ flip しにくくなっていること
が分かった。さらに，PMP2 を過剰に発現させた細胞における SM をライセニンによって染色し，



全反射顕微鏡や超解像顕微鏡による観察した結果，SM は細胞膜外層で減少し，内層で増加して
いることが分かった。 

細胞膜に存在する数種類の脂質と PMP2 リコンビナントタンパク質との結合能を調べたとこ
ろ，PMP2 はホスファチジルイノシトール 4,5-ビスリン酸（PI(4,5)P2）と特異的に結合すること
がわかった。PMP2 リコンビナントタンパク質存在下で，PI(4,5)P2を含んだ人工膜の形状を調べ
た結果，PMP2 は球状の人工膜の一部からチューブ状の膜構造を形成させることがわかった。細
胞膜外層に存在するスフィンゴミエリンのちょうど裏側の内層に PI(4,5)P2 が分布することを考
え合わせると，PMP2 は細胞膜内層の PI(4,5)P2 に結合し，脂質二重層の形状を変化させること
で，ちょうど表側にある細胞膜外層のスフィンゴミエリンの flip を促進していることが示唆され
た。 
 
(3) 細胞膜内層の SM の生理的な機能の解析 

HeLa 細胞・PMP2 ノックアウト細胞・PMP2 過剰発現細胞において，様々な表現型を比較した
が，顕著な違いは観察されなかった。 

PMP2 タンパク質の遺伝子は，末梢神経疾患であるシャルコー・マリー・トゥース病の原因遺
伝子の一つである。シャルコー・マリー・トゥース病を引き起こす変異型 PMP2 を作製し，今回
明らかにした PMP2 の特徴を解析した結果，通常の PMP2 に比べて，PI(4,5)P2への結合能，リポ
ソームの変形活性，SM のフリップ活性が増加していることが分かった。これらのことから，通
常の培養細胞では表現型は見られないが，末梢神経など特殊な細胞では，細胞膜における SM の
非対称性が重要な働きを担っている可能性が示唆された。 
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