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研究成果の概要（和文）：生体膜を構成する脂質のグローバルなコントロールは、マスター転写制御因子と呼ば
れる脂質代謝酵素やその制御因子遺伝子を標的とした少数の転写制御因子により制御されることが知られてい
る。グリセロリン脂質やステロールについては、酵母及び哺乳動物においてマスター転写制御因子が明らかにさ
れているが、スフィンゴ脂質代謝について不明であった。我々は、酵母においてC2H2型Znフィンガー転写因子
Com2が、スフィンゴ脂質レベルの低下に伴って誘導され、下流にあるスフィンゴ脂質代謝に関わる遺伝子の発現
を制御することでスフィンゴ脂質代謝を制御するマスター転写制御因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Global control of the lipids that make up biological membranes is known to 
be regulated by a small number of transcriptional regulators that target lipid-metabolizing enzymes 
and their regulator genes, called master transcriptional regulators. Master transcriptional 
regulators have been identified for glycerophospholipids and sterols in yeast and mammals, but not 
for sphingolipid metabolism. We have shown that the C2H2-type Zn finger transcription factor Com2 is
 a master transcriptional regulator of sphingolipid metabolism in yeast, which is induced upon 
reduction of sphingolipid levels and regulates the expression of genes involved in sphingolipid 
metabolism downstream.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： スフィンゴ脂質　TORC2　酵母　転写因子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、転写因子Com2が長らく未解明であったスフィンゴ脂質代謝におけるマスター転写制御因子であることを
明らかにした。Com2はスフィンゴ脂質低下に依存的に発現誘導され、この誘導は既知のスフィンゴ脂質感知に機
能するTORC2-Ypk1シグナル経路の機能欠損株においても正常であることから、本経路とは独立した経路で細胞内
スフィンゴ脂質量を感知していることを明らかにしている。
酵母は、オートファジーなどの真核生物共通の生物学的プロセスの発見に貢献し、様々なヒト疾患の発症メカニ
ズムの理解につながっている。本研究によりヒトにおけるスフィンゴ脂質代謝制御異常に関連した疾患の理解に
もつながることが期待される。

※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 

酵母は単細胞真核生物で遺伝学的解析が容易であり、酵母細胞膜を構成する脂質は高

等動物細胞の脂質と共通する点も多く、脂質代謝を理解する上で優れたモデル系である。

例えばスフィンゴ脂質代謝経路において小胞体におけるセラミド合成までの初期経路

に機能する多くの代謝酵素が酵母変異株を用いた解析により同定され、高等動物・植物

におけるスフィンゴ脂質代謝の理解につながっている。また、酵母は高温ストレスに伴

い、スフィンゴ脂質合成量が一過的に上昇し、この高温下におけるスフィンゴ脂質の de 

novo 合成は、高温適応に不可欠であることが明らかにされている。この様に酵母には環

境変化適応のためのスフィンゴ脂質代謝のファインチューニングシステムが存在する

ことが明らかになっている。 

我々は、形質膜のフォスフォイシチド(PI4,5P2)とその下流因子である Slm1 が Tor キナ

ーゼ複合体 2 (TORC2)経路を介してスフィンゴ脂質代謝を制御することを明らかにした 

[1]。さらに、Loewith らにより TORC2 キナーゼとその下流の Ypk1 キナーゼが形質膜上

の複合スフィンゴ脂質レベルの低下を膜ストレスとして感知することで活性化し、スフ

ィンゴ脂質合成の律速酵素であるセリンパルミトイル転移酵素(SPT)の抑制因子である

Orm1/Orm2 をリン酸化することで負に制御し、結果としてスフィンゴ脂質代謝を調節

することが明らかにされている [2]。この様に TORC2-Ypk1 経路を介したスフィンゴ脂

質のファインチューニングシステムについては、分子レベルでかなり理解が進んでいる。

しかし、グリセロリン脂質、コレステロールについては、転写レベルで代謝酵素の活性

が制御されることが知られていることから、スフィンゴ脂質についても、同様に転写制

御を介したスフィンゴ脂質代謝のファインチューニングシステムの存在が考えられる

が、これについては未だに明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

我々は、セラミド合成酵素制御サブユニット Lip1 のドキシサイクリン(Dox)依存的に

発現が抑制される lip1-1 変異株を作製した[3]。lip1-1 変異株は、スフィンゴ脂質合成阻

害剤であるMyriocin (Myr)に対してDox依存的に強い感受性を示し、Dox依存的Myriocin

感受性を抑圧するマルチコピーサプレッサーとして機能未知な C2H2 タイプ転写因子

Com2 を見出した。本研究では、転写因子 Com2 が如何にしてスフィンゴ脂質代謝を制

御するのかを解析することで転写制御を介したスフィンゴ脂質代謝のファインチュー

ニングシステムを分子レベルで明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、以下の手法により Com2 のスフィンゴ脂質代謝における役割について解析した。 

 

（１）スフィンゴ脂質合成低下時における Com2 および下流候補 Ypk1, Lcb1 の発現解析 

野生株および Com2 欠損株（com2Δ）を 1 μM Myr で処理し、経時的にサンプリングし、細胞か

ら Total RNA を抽出し、RT-PCR により COM2 およびその下流にある YPK1, LCB1 mRNA を解析

した。 

また、Com2 の発現がスフィンゴ脂質合成低下時にどの様に変化するか、また、Com2 発現が下



流に位置すると考えられる Ypk1 や Lcb1 の発現にどの様に影響するかをウエスタンブロッティ

ングにより解析を試みた。 

 

（２）YPK1 および LCB1 の LacZ レポーター解析 

Com2 の下流に存在すると考えられた YPK1 および LCB1 のプロモーター活性を測定するため、

YPK1 および LCB1 プロモーター領域約 500 bp を LacZ レポータープラスミドに組み込み PYPK1-

LacZ および PLCB1-LacZ プラスミドを作製した。作製したプラスミドを Com2 発現をドキシサイ

クリン(Dox)により調節可能な P tetoff-GFP-COM2 株に形質転換し、Com2 発現依存的な YPK1 およ

び LCB1 のプロモーター活性を β ガラクトシダーゼ (βGal)活性を指標に解析した。 

 

（３）ゲノム編集による PYPK1ΔCBS 株の作製 

CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集による YPK1 プロモーター領域からの Com2-binding site: CBS

を除去した株を作製し、CBS を欠損することによる Ypk1 の発現と Myr に対する感受性を調べ

た。 

 

（４）スフィンゴ脂質分析 

各種変異株からスフィンゴ脂質を抽出後、薄層クロマトグラフィー（TLC）により展開し、展開

後の TLC を銅リン酸法によりスフィンゴ脂質を検出した。検出されたスフィンゴ脂質は、Image 

J により定量解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）Com2 は、Ypk1 の転写制御を介してスフィンゴ脂質代謝を制御する 

セラミド合成に異常により Dox 依存的に Myr 超感受性を示す lip1-1 株の Myr 超感受性を抑圧す

るマルチコピーサプレッサーとして機能未知転写因子 Com2 を取得した。lip1-1 株の Myr 超感受

性を抑圧するマルチコピーサプレッサーには、Com2 以外に、スフィンゴ脂質合成の活性化に機

能する Ypk1 キナーゼも含まれていたことから、Com2 と Ypk1 は同一のスフィンゴ脂質代謝制

御経路にあると考えられた。Com2 は、高度にリン酸化されており、その配列には Ypk1 リン酸

化モチーフを複数含んでいたことから、当初、Com2 は、Ypk1 によりリン酸化されることでスフ

ィンゴ脂質代謝を制御することが考えられた。しかし、遺伝学的解析結果から、COM2 は、遺伝

的に YPK1 の上流に位置することが考えられた。YPK1 のプロモーター領域を調べたところ、す

でに Com2 の結合配列として明らかにされている 5’-ATAGGG-3’という配列 [4]が存在していた

ことから、Com2 は、転写レベルで Ypk1 の発現を制御することでスフィンゴ脂質代謝を制御す

ることが考えられた。興味深いことに、Com2 の発現は、Myr 処理によるスフィンゴ脂質合成低

下に伴って上昇し、それと同様に Ypk1 の発現も転写及び翻訳レベルで上昇した。一方、Com2

欠損株（com2Δ）では、Myr 依存的な Ypk1 の発現がキャンセルされており、Myr 依存的な Ypk1

の発現は、Com2 に依存することがわかった。 

 

（２）Com2 のスフィンゴ脂質合成低下依存的な発現上昇は、TORC2-Ypk1 経路非依存的である 

Com2 の発現は、Myr 処理によるスフィンゴ脂質合成低下に依存して上昇したことから、スフィ

ンゴ脂質量を感知して転写レベルで発現情報していることが考えられた。これまでに酵母にお

いては、Tor キナーゼ複合体 2 (TORC2)とその下流に位置する Ypk1 がスフィンゴ脂質量の低下

を膜ストレスとして感知することでスフィンゴ脂質代謝を活性化すること[2]が知られていた事



から、Com2 の発現は TORC2-Ypk1 経路の下流に位置することが考えられた。しかし、TORC2-

Ypk1 経路を温度感受性変異株（slm1ts slm2Δ, tor2ts, ypk1ts ypk2Δ）を用いて不活化した条件おいて

も、Myr 依存的な Com2 の発現上昇が見られたことから、Com2 は、TORC2-Ypk1 経路とは独立

した感知機構によりスフィンゴ脂質量を感知し、その発現を制御していることが考えられた。 

 

（３）YPK1 および LCB1 プロモーターの解析 

Com2 は、5’-ATAGGG-3’という Com2 結合配列 (CBS)に特異的に結合することが明らかにされ

ている。そこで、YPK1 以外にこの配列をもった遺伝子がないかを S. cerevisiae ゲノムから探索

したところ、スフィンゴ脂質代謝の初発酵素であるセリンパルミトイル転移酵素 (SPT)の触媒サ

ブユニットをコードする LCB1 のプロモーター領域にも CBS が存在することを見出した。そこ

で、YPK1 および LCB1 のプロモーター領域に LacZ 遺伝子を融合したレポータープラスミドを

作製し、それぞれのプラスミドを GFP-Com2 を Dox 依存的に発現調節可能な P tetoff-GFP-COM2

株に形質転換し、これらの形質転換体について Dox の有無における βGal 活性を指標にプロモー

ター活性を解析した。その結果、YPK1 および LCB1 のプロモーター活性は、Dox 非存在下の Com2

過剰発現時には、Dox 存在下の Com2 発現抑制時に比べて、それぞれ 6 倍および 2.7 倍発現が上

昇した。また、この発現上昇は、それぞれのプロモーターから CBS を除去したレポータープラ

スミドでは、完全にキャンセルされたことから、この発現上昇は、CBS 依存的であった。以上の

結果から、Com2 は、スフィンゴ脂質合成低下時にその発現が誘導され、下流の YPK1 や LCB1

のプロモーター領域に CBS を介して結合することで、それらの遺伝子発現を上げ、結果として

スフィンゴ脂質代謝を活性化することが考えられた。 

 

（４）YPK1 プロモーターから CBS 配列を除去した株はスフィンゴ脂質合成が低下する 

次に、YPK1 プロモーター上の Com2 依存的な YPK1 発現のスフィンゴ脂質合成の役割をより明

確にするために、ゲノム編集により YPK1 プロモーター上の CBS を除去した PYPK1ΔCBS 株を作

製した。作製した PYPK1ΔCBS 株を用いた Myr 処理時の Ypk1 の発現を調べたところ、通常野生株

で見られる Ypk1 の発現上昇は、PYPK1ΔCBS 株ではキャンセルされており、低濃度の Myr 処理に

よるスフィンゴ脂質合成の低下を TLC により調べたところ、本変異株では、野生株よりも com2

Δ株同様に低下していた。一方、P tetoff-GFP-COM2 株を用いて Dox 非存在下での Com2 過剰発現

時には低濃度の Myr で処理してもスフィンゴ脂質合成の低下が回復しており、Com2 がスフィン

ゴ脂質合成を Ypk1 を介して直接的に促進することが明らかになった。 

 

（５）Com2 は、スフィンゴ脂質合成のマスター転写因子である 

本研究により C2H2 型転写因子 Com2 は、細胞内スフィンゴ脂質量に依存してその発現を上昇さ

せることで、下流の Ypk1 や Lcb1 の発現を上昇させ、結果として、スフィンゴ脂質代謝をポジ

ティブに制御することを明らかにした [5]。興味深いことに PYPK1ΔCBS 株および PLCB1ΔCBS 株お

よび PYPK1ΔCBS PLCB1ΔCBS 二重変異株は、com2Δ株ほど強い Myr 感受性を示さなかったことか

ら Com2 には、YPK1 や LCB1 以外にも標的があることが考えられた。グリセロリン脂質やステ

ロールの合成については、マスター転写因子によって、合成に関わる代謝酵素の発現が制御され

ることが酵母やヒトにおいて明らかにされていたが、スフィンゴ脂質代謝についてはマスター

転写因子は全く明らかにされていなかった [6]。Com2 は、スフィンゴ脂質合成低下時にその下

流の複数の標的に作用することでスフィンゴ脂質合成を促進するマスター転写因子として機能

することが考えられた。 



興味深いことに Com2 の発現上昇は、既知のスフィンゴ脂質量センシングに機能する TORC2-

Ypk1 経路に依存しないことから未知のスフィンゴ脂質量センシング機構の存在を示唆していた。

今後は、Com2 をレポーターとして、この未知のスフィンゴ脂質量センシング機構を明らかにす

ることで酵母からヒトにまで保存されたスフィンゴ脂質センシング機構が明らかになることが

期待される。 
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