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研究成果の概要（和文）：マクロピノサイトーシスは細胞膜のラメリポディアの伸長と退縮により、細胞外液と
そこに含まれる高分子を細胞内に取り込み、リソソームで分解する機構である。本計画では、マクロピノサイト
ーシス制御遺伝子を同定するために、CRISPR-Cas9システムを用いたゲノムワイドスクリーニングを行った。平
行して行った研究により、真核細胞においてオルガネラ膜を構成するリン脂質がユビキチン化されることを発見
した（Mol Cell 2022）。また、オートファジー活性レポーターを用いたCRISPRスクリーニングを行い、プリン
核酸合成がオートファジーを負に制御することを発見した（J Biol Chem. 2021）。

研究成果の概要（英文）：Macropinocytosis is a process that delivers extracellular molecules to 
lysosomes for degradation. To identify novel regulators of micropinocytosis, I performed a 
genome-wide CRISPR-Cas9 screen using fluorescent labeled albumin.
 I also focused on the regulatory mechanism of organellar function and dynamics. I have discovered 
that the phospholipid phosphatidylethanolamine is ubiquitinated in eukaryotic cells (Sakamaki J et 
al. Mol Cell 2022).
 To identify negative regulators of autophagy, we performed a genome-wide CRISPR-Cas9 screen using 
the quantitative autophagic flux reporter GFP-LC3-RFP. We found that knockout of the purine 
synthesis enzyme PFAS activates autophagy and purine nucleoside synthesis negatively regulates 
autophagy (Mimura, Sakamaki, et al.  J Biol Chem. 2021).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ユビキチンとタンパク質の共有結合は真核細胞で普遍的に見られる修飾反応である。ユビキチン化は標的タンパ
ク質の分解や性質の変化をもたらすシグナルとして働き、細胞の恒常性を維持する上で重要な働きを担ってい
る。この機構の破綻はがん、神経変性、感染症などの疾患に関連することが示唆されている。ユビキチン化の標
的は長らくタンパク質のみであると考えられてきたが、本研究ではオルガネラ膜を構成するリン脂質であるホス
ファチジルエタノールアミンがユビキチン化されることを明らかにした。多くの生命現象や疾患に関連すること
が知られているユビキチンの全く新しい機能を解明し、ユビキチン化修飾の概念や考え方を変える新発見であ
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
マクロピノサイトーシスは細胞膜のラメリポディアの伸⻑と退縮により、細胞外液とそこ
に含まれる⾼分⼦を細胞内に取り込み、リソソームで分解する機構である。この機構はがん
細胞で活性化しており、その⽣存と増殖のためのエネルギー供給源となっていることが⽰
唆されている。しかし、この経路の分⼦制御機構は未だ不明な点が多く、特異的な阻害法が
確⽴していない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マクロピノサイトーシス制御遺伝⼦を網羅的に同定するために、CRISPR-Cas9
システムを⽤いたゲノムワイドスクリーニングを⾏った。 
 
３．研究の方法 
活性型変異体 KRas G12V を有し、Cas9 を発現する HEK293T 細胞を作製し、19,050 遺伝⼦
を標的とした sgRNA ライブラリーを導⼊した。作製した細胞を⽤いて、２種類の確⽴した
マクロピノサイトーシスプローブである DQ-BSA と 70 kDa デキストランの細胞への取り
込みをフローサイトメトリーにより検出した。プローブの蛍光強度が低い細胞集団下位約
５％の細胞集団をクロピノサイトーシス不全細胞集団として分取した。分取した細胞を増
幅させ、同様の操作を繰り返し、マクロピノサイトーシス不全細胞の濃縮を試みた。 
 

４．研究成果 

異なるプローブで複数回のスクリーニングを⾏った。また、平⾏して膜のユビキチン修飾に
焦点を当てて研究を⾏い、真核細胞においてオルガネラ膜を構成するリン脂質、ホスファチ
ジルエタノールアミンがユビキチン化されることを発⾒した （Sakamaki et al. Mol Cell 2022）。
PE ユビキチン化は、エンドソームやリソソームなどのオルガネラやバキュロウイルスでみ
られる。この修飾はタンパク質のユビキチン化と同様の反応によって触媒されており、出芽
酵⺟においてはユビキチン活性化（E1）酵素 Uba1、ユビキチン結合（E2）酵素 Ubc4/5、ユ
ビキチンリガーゼ（E3）Tul1 が⼀連の反応を担う（図）。PE と結合したユビキチンは、脱ユ
ビキチン化酵素 Doa4 により除去されるか、あるいは液胞へ運ばれて分解される。PE と結
合したユビキチンは膜の変形や切断に関与する ESCRT タンパク質複合体をエンドソーム膜
に引き寄せ、エンドソーム内腔に⼩胞が形成する過程（腔内⼩胞形成）に関わる可能性が⽰
唆された。本発⾒は、オルガネラの膜を構成するリン脂質そのものがユビキチン化されるこ
とを初めて⽰し、多くの⽣命現象や疾患に関連することが知られているユビキチンの全く
新しい機能を明らかにしたものである。また、オートファジー抑制因⼦を網羅的に同定する
ため、オートファジー活性レポーターを⽤いて CRISPR ゲノムワイドスクリーニングを⾏
った。その結果、プリン核酸合成経路の構成因⼦ PFAS 酵素の⽋損がオートファジーを活性
化することが明らかになった。プリン⽣合成の抑制は TSC-RHEB-mTORC1 シグナル伝達経
路に依存してオートファジーを活性化していた。⼀⽅、ピリミジン⽋乏は、プリン⽋乏と異
なる経路でオートファジーを活性化していることもわかった。以上、プリン、ピリミジン核
酸合成がオートファジーを負に制御するという新規の制御機構が明らかになった (Mimura, 
Sakamaki, et al. J Biol Chem. 2021)。 



 
図：ホスファチジルエタノールアミンのユビキチン化の分⼦機序 
ユビキチンは E1 酵素 Uba1（ATP：アデノシン三リン酸が必要）、E2 酵素 Ubc4/5 へと順に受
け渡しされ、エンドソームや液胞に存在する E3 酵素 Tul1 が E2 酵素を呼び込み、膜上のホスフ
ァチジルエタノールアミンへ共有結合する。G はグリシンを表し、カルボキシ末端のグリシンと
ホスファチジルエタノールアミンが共有結合する。ホスファチジルエタノールアミンと結合し
たユビキチンは脱ユビキチン酵素 Doa4 により除去される。 
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