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研究成果の概要（和文）：中性脂質をリン脂質一重膜が覆う脂肪滴は、細胞質のみならず、肝由来細胞および一
部の非肝由来細胞では核内にも形成される。本研究では、肝由来細胞においては小胞体内腔で形成されたリポプ
ロテイン前駆体脂質顆粒が核膜陥入構造を経由し、核膜陥入構造膜の崩壊により内腔から核質に移行して核内脂
肪滴となる機序を明らかにした。さらに核内脂肪滴は特に小胞体ストレス誘導時に増加し、その表層でホスファ
チジルコリン合成酵素CCT alphaを活性化させ、細胞のリン脂質合成を増強させる場となること、脂肪滴分子
PLIN3がCCT alphaと競合的に核内脂肪滴に結合し、リン脂質合成の内在性阻害因子となることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lipid droplets (LD), composed of neutral lipids and a phospholipid 
monolayer, are formed not only in the cytoplasm but in the nucleoplasm in some types of cells. The 
purpose of this research is to clarify biogenesis mechanism and functions of nuclear LD. We found in
 hepatic cells, lipoprotein precursors excessively formed in the ER lumen can be spread through the 
continues luminal space of nuclear membrane as well as nucleoplasmic reticulum (NR), an invagination
 of inner nuclear membrane, then the luminal precursors become nucleoplasmic LDs after partial 
rupture of NR membrane. We also found that nuclear LDs are more formed particularly under ER stress,
 and the surface of nuclear LDs function as a platform in which CCTalpha, a rate-limiting enzyme of 
de novo phosphatidylcholine (PC) synthesis, is activated and cellular PC synthesis is upregulated. 
Further, we identified that PLIN3 can bind to nuclear LDs competitively with CCTalpha and work as an
 endogenous inhibitor of PC synthesis.  

研究分野：細胞生物学

キーワード： 脂肪滴　中性脂質　核内構造体　PML
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、肝細胞には種々のストレス下に晒された際に核内脂肪滴を用いてリン脂質合成・生体膜形成を
増強させ、小胞体機能を回復し細胞障害を軽減する機構が備わることを示唆する。肝障害や肝再生時には核内脂
肪滴を増強してリン脂質合成を促すことにより、あるいは肝がん細胞においては核内脂肪滴でのリン脂質合成と
細胞増殖を抑制することにより、それぞれの新たな治療法に繋がる基礎的知見となった。また本研究の成果は、
脂肪滴が蛋白質代謝や遺伝子発現制御など様々な反応の場となる新たな核内構造体である可能性を、医学生物学
および生物物理学など複合的な学術領域に提示したといえ、学術的価値は高いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脂肪滴 (Lipid droplet; 以下 LD とする)は中性脂質 (トリアシルグリセロール; TAG, コレ
ステロールエステル; CE)のコアを燐脂質一重膜が被う、通常は細胞質のオルガネラで、中
性脂質合成酵素が存在する小胞体 (ER)膜から形成される。細胞質 LD は蛋白質分解の足場
となる等、多くの生理機能を持つ事が代表者らにより明らかになった。                                  
 代表者らは肝由来細胞では LDが核内でも形成され、内核膜(INM)から核質へ陥入する核
膜陥入構造 (Nucleoplasmic reticulum; NR, 図 3)と近接していることを見出した(文献 1, 2)。
核内 LDは脂肪細胞など他の細胞種にはほとんど見られない。本研究課題では核内 LDが肝
細胞特異的な生理機能とリンクして形成されると仮説を立て、核内 LDの形成機構と生理的
意義について明らかにすることを目指した。 

２．研究の目的 
 肝細胞の特異的な生理機能である VLDL (超低密度リポプロテイン)合成過程では、ER内
腔の酵素MTPによって、脂質顆粒（リポプロテイン前駆体）と Apolipoprotein B100 (ApoB)
との融合、および前駆体同士の融合が起こる。本研究では第一の目的として VLDL 合成に
関連した核内 LD形成機序の詳細を検討することとした。 
 一方、核内 LD にはホスファチジルコリン(PC)新規合成経路の律速酵素である CCTalpha
が特異的に局在していたことから(文献 1)、核内 LDが CCTalpha活性化と PC新規合成経路
の起点として機能する仮説を第二の目的として追求することとした。他方、核内 LDは蛋白
質修飾と転写調節に関与する PML小体と複合体を形成することから (文献 1)、LD-PML複
合体が遺伝子発現調節に関与する可能性を第三の目的として検証することとした。 

３．研究の方法 
・FRAP (光退色後蛍光回復法)アッセイは、LDを蛍光標識脂肪酸により代謝的に標識し、蛍
光標識内核膜蛋白質によりNR内腔に存在する内腔LDと核質のLDとを区別し行なった。 
・PC合成活性は[3H]-コリンによる標識法、およびプロパギルコリンと蛍光標識アジドによ
るクリック反応を用いた蛍光画像検出法により解析した。 
・MTP阻害剤として BAY13-9952, CP-346086、広範な LD合成阻害剤として TriacsinC (Acyl-

CoA transferase阻害剤)を用いた。 
・マウス肝細胞解析は、野生型の C57BL6に 60%高脂肪食（HFD-32, オリエンタル工業）を

6週間投与し脂肪肝を形成させ、屠殺前 2日間に TMを腹腔投与して行なった。 

４．研究成果 
(1) 核内 LDの核膜陥入構造に依存した形成機構の解明   

ER ストレス誘導剤ツニカマ
イシン(TM)により VLDLの分泌
が抑制され、リポプロテイン前
駆体が増加する。ヒト肝癌由来
細胞 Huh7にオレイン酸 (OA)お
よびTMを投与すると核内LDが
増加するが、これは阻害剤また
は RNA 干渉法による MTP 活性
の抑制により減少したことか
ら、核内 LDは小胞体内腔のリポ
プロテイン前駆体に由来するこ
とが確認された (図 1a)。電子顕微鏡観察では核質に遊離した LD 以外に、小胞体内腔、核
膜槽内腔、NR構造の内腔に、リポプロテイン前駆体（内腔 LD）が高頻度に蓄積していた 
(図 1b)。高脂肪食餌および TM投与したマウス肝細胞でも、同様であった。つまり肝細胞の
核内 LDのなかには「NR内腔 LD」と核質に遊離した「核質 LD」が混在していた。次に内



腔 LD と核質 LD の関係性を調べたところ、ライブイメージングおよび電子顕微鏡観察に
より、NR 膜が崩壊し内腔 LD が直接核質 LD となることが判明した(図 1c)。FRAP アッセ
イを行ったところ内腔 LD形成はMTPに依存し、リポプロテイン前駆体由来であることが
再確認された (図 1d)。以上の結果は国際雑誌に発表し(文献 3, 4)、さらに NR形成と崩壊を
支配する分子機構について解析を進めている。 
他方、非肝由来細胞では、TAG 合成経路の複数の酵素蛋白質および中間脂質が小胞体だ
けでなく内核膜にも存在していることが判明し、内核膜で直接 TAG合成および核内 LD 形
成が起こり得ることが示された。これらの成果は国際雑誌に発表した(文献 5)。 

(2) 核内 LDの PC合成活性と ERストレス応答への影響 
核内 LD 局在
が 既 知 の
perilipin-3とCCT 
alphaは競合的に
核内 LD に局在
した。perilipin-3
の発現抑制によ
り CCT alpha の
核内 LD局在が増加し、かつ細胞の PC合成
活性が亢進した。（図 2,文献 3）。このとき
perilipin-3 の発現量と複数種の小胞体スト
レスマーカーの mRNA 発現量が逆相関し
た（未発表データ）。 
これらの結果から、肝細胞において核内

LDは PC合成を活性化させることにより、
小胞体ストレスを軽減させる装置として機
能し得ること、また内在性の perilipin-3 が
これらの現象の制御因子となることが示唆された (図 3)。 

(3) 核内 LDの遺伝子発現調節への関与 
核内 LD は高頻度に PML 小体と会合し、転写因子 p53, SREBP などが表面に局在したこ
とから (文献 1, 未発表データ)、LDないし LD-PML複合体は遺伝子発現調節への関与が示
唆されていたが、本研究により p53遺伝子座と LD蛋白質の隣接 (FISH法)、核内 LDの表
層へのクロマチン結合（電顕解析）が確認され（論文準備中）、さらにその仮説が補強され
た。核内 LDとクロマチンの接近は様々なストレスにより増加することが判明し、現在この
因果関係および特定のストレス下で発現が増減することが既知の分子の転写制御が実際に
核内 LD有無により変動するか検討中である。 
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