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研究成果の概要（和文）：本研究では、脂質非対称センサーRim21が細胞膜の脂質非対称変化を感知して、シグ
ナル伝達を発火させる仕組みを研究した。その結果、Rim21のC末端細胞質領域に存在するセンサーモチーフおよ
びその周辺の荷電アミノ酸残基が、Rim21Cと細胞膜の相互作用に重要な役割を担っていることを強く示唆した。
Rim21による脂質非対称モニタリングの分子機構に迫る成果である。
一方、細胞外のpH上昇、高塩濃度、高浸透圧などの細胞外物理化学ストレスが、細胞膜の脂質非対称変化をもた
らし、Rim21に感知される可能性を示した。物理化学変数のセンサーという細胞膜の役割として新たな側面を浮
き彫りにする発見である。

研究成果の概要（英文）：We investigated into the mechanism of lipid asymmetry sensing by the sensor 
protein Rim21 and how activated Rim21 evokes signal transduction pathway. As a result, we suggested 
that some charged amino acid residues within and near the "sensor motif" which is located in the 
C-terminal cytosolic region of Rim21 (Rim21C) play pivotal roles in interaction between the plasma 
membrane inner leaflet and  Rim21C. This is a great progress that may open the door for elucidation 
of molecular mechanism underlying lipid asymmetry sensing.
We also found that alterations in some physicochemical variants outside the cell, e.g. pH and salt 
concentration, may affect the state of lipid asymmetry. Of them at least pH elevation and high salt 
stress, was found to be sensed by Rim21 through alterations in lipid asymmetry. This finding 
deserves attention in that it sheds light on a novel aspect of the plasma membrane as a sensor 
structure for physicochemical variants.

研究分野： Cell Biology

キーワード： Plasma membrane　lipid　lipid asymmetry　yeast

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜脂質非対称の調節は、細胞の生存に必須な基本的な性質であるにも関わらず、その状態がどの様にモニタ
ーされているかは未知のままである。本研究は、その様な細胞の基本機能の一端を明らかにする点で重要であ
る。また、Rim21の様な多重膜貫通タンパク質が可溶性領域を触角の様に用いて膜表面の状態をモニターする例
は知られておらず、本研究は「タンパク質ー生体膜相互作用」の新たなパラダイムとなり得る。
細胞膜が、細胞外物理化学変数の変化に対して巨大なセンサーとして働き、脂質非対称などの状態変化を通して
各種センサータンパク質群に提示することを示唆し、細胞膜の役割そのものに新たな一面が加わる可能性を示し
た。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 真核生物の細胞膜脂質二重層では、その内外層で脂質組成が大きく異なる。その様な「脂質

非対称」を維持し、適切に調節することは細胞の生存に必須である。私は、以前に真核生物
のモデルである出芽酵母を用いて、脂質非対称の状態変化を感知して適応反応を引き起こす
センサータンパク質 Rim21 を同定した。 

(2) 脂質非対称センサーRim21 が脂質非対称の変化や乱れを感知する分子機構は不明のままで
あった。特に、膜の状態を Rim21 がモニターするためには Rim21 と細胞膜との相互作用が
重要だと予想されるが、その実態はほとんど明らかになっていなかった。 

(3) 脂質非対称の変化を感知して活性化した Rim21 が次のタンパク質にその情報を出力し、シ
グナル伝達を開始する仕組みは明らかになっていなかった。 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、Rim21 が脂質非対称変化を感知する分子機構の解明を目指した。特に、細胞膜

と Rim21 相互作用を主眼に置いた。 
 

(2) 脂質非対称変化を感知して活性化した Rim21 が、次のタンパク質群にシグナルを出力して
シグナル伝達を開始する仕組みの解明も目指した。このシグナル伝達では、ユビキチンリガ
ーゼである Rsp5 が必須であることが知られている。そこで、ユビキチン化反応を足掛かり
として、Rim21 によるシグナル出力機構を明らかにすることを目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) Rim21 と細胞膜あるいは生体膜を構成する脂質分子との相互作用を in vivo, in vitro の両面か

ら調べた。In vivo では、Rim21 内の脂質非対称センサーモチーフ（代表者が以前に同定）を
含む C 末端細胞質領域（Rim21C）を GFP 融合した融合した GFP-Rim21C の挙動を蛍光顕
微鏡下で追跡した。GFP-Rim21C は、通常は主に細胞膜に結合しているが、脂質非対称が乱
れている変異体（Rim21 が活性化する状態）では細胞膜から解離して細胞質中に拡散するこ
とが知られている。細胞を様々な環境で培養したり、Rim21C 部分に点変異を導入したりす
ることで、この挙動に影響を与えるような状況を調べた。 
 

(2) In vitro では、Rim21 の組換タンパク質を作製し、lipid overlay assay により脂質との相互作用
を調べた。 
 

(3) Rsp5 のターゲットにしばしば存在する PxxY モチーフに注目した。Rim21 には PxxY モチ
ーフに類似した配列があるためこの箇所の変異解析を行った。シグナル伝達の評価はシグ
ナル伝達の最終段階で起こる転写因子 Rim101 の切断、Rim20 を基盤とするシグナル複合体
の形成などを指標にして行った。 

 
 
４．研究成果 
(1) GFP-Rim21C の挙動を追跡したところ、これまでの知見どおりに脂質非対称が乱れた変異体

で細胞膜から解離した（図 1）。また、細胞膜脂質の合成や代謝に関わる様々な酵素のコー
ド遺伝子を欠損したところ（欠損できない必須遺伝子は温度感受性変異体やデグロン株を
入手・作製）、ホスファチジルセリン合成に関わる Cho1 のコード遺伝子を欠損した場合に
GFP-Rim21C が細胞膜から解離した。また、GFP-Rim21C の変異解析を行ったところ、セン
サーモチーフ近傍の荷電アミノ酸残基や保存されたトリプトファン残基が細胞膜との結合
に大きな影響を与えることが明らかになった。 
 

(2) Rim21C の組換えタンパク質について、コムギ胚芽抽出液を用いた in vitro 転写・翻訳シス
テムにより合成・精製できることを見出した。収量はそれほど多くはなかったが、これまで
大腸菌や昆虫細胞を用いた発現系では、組換えタンパク質がほとんど得られなかったこと
を考えると大きな一歩である。 
 

(3) 精製した Rim21C 組換えタンパク質を用いた lipid overlay assay により、Rim21C が負電荷を
有する幾つかの脂質 [ホスファジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイノシトー
ル、ホスファチジルイノシトール（4,5）2 リン酸など] に結合することが明らかになった。
これらの脂質は、そのほとんどが内層に存在するため、実際の細胞内でも Rim21C 部分と結
合可能なトポロジー関係にある。また、負電荷は有していないが、そのほとんどが内層に存
在し非対称分布を示す典型例として挙げられるホスファチジルエタノールアミンを
Rim21C が結合した脂質に混在させることにより、その結合力が強まることを見出した。ホ



スファチジルエタノールアミンのアミノ基が有するプロトン受容能により、負電荷を有す
る脂質の平衡がよりイオン化する方向に傾いたと考えられる。ホスファチジルエタノール
アミンの非対称分布の新たな生理的意義を見出した可能性がある。 
 

(4) 細胞を様々な環境で培養して
GFP-Rim21C の挙動を追跡したと
ころ、外界のアルカリ化、塩ストレ
ス、高浸透圧ストレス下で細胞膜
から解離した（図 1）。これらのス
トレスが細胞膜の脂質非対称に影
響を与え、Rim21C 部分によって感
知されている可能性が浮上した。
そこで、これらのストレスに対す
る耐性を野生型と RIM21 欠損株で
比較したところ、RIM21 欠損株は
外界のアルカリ条件および塩スト
レスに高感受性を示した。これら
のことから、外界のアルカリ化や塩ストレスは、脂質非対称に影響を与えることで Rim21
によって間接的に感知され、適応反応が引き起こされている可能性が示された。細胞膜その
ものが外界の物理化学的ストレスに対するセンサーとなり、その状態変化として Rim21 な
どのセンサータンパク質に提示する、という細胞膜の新たな概念を生み出す可能性を秘め
た大きな結果である。一方、RIM21 欠損株は高浸透圧ストレスに対しては感受性を示さな
かった。高浸透圧ストレスは脂質非対称に影響を与えるものの、細胞膜のその他の状態変化
（流動性や張力など）を通して別のタンパク質を通して感知されて適応反応が惹起される
のかも知れない。 
 

(5) Rim21 が発するシグナル伝達に必須なユビキチンリガーゼ Rsp5 は、ユビキチン化のターゲ
ット分子の PxxY モチーフを認識して結合することが知られている。Rim21 には PxxY モチ
ーフに類した配列が一箇所存在するためその部分に変異を導入した。すると Rim21 のシグ
ナル伝達がほぼ完全に停止した。この PxxY 類似のモチーフが Rim21 のシグナル伝達に必
要であることが明らかになった。 
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