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研究成果の概要（和文）：細胞内の脂質選別輸送に脂質転移蛋白質の関与が示されつつあるが、当該輸送系の制御の仕
組みは未解明である。本研究では、小胞体で合成されたセラミドをゴルジ体へと輸送する蛋白質CERTのセリン315のリ
ン酸化によって、CERTと小胞体膜蛋白質VAPとの相互作用が顕著に増強すること、及び、そのことがセラミドの小胞体-
ゴルジ体間輸送を上昇させることを見出した。別の特定部位での脱リン酸化がCERTのゴルジ体会合活性及び膜間セラミ
ド転移活性を高進することも別途明らかにしている。これらの結果から、CERT依存性セラミド輸送は、複数の蛋白質リ
ン酸化・脱リン酸化系の関与によって制御されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Lipid transfer proteins have been shown to mediate inter-organelle trafficking of 
various types of lipids in cells. However, mechanisms underlying the regulation of intracellular lipid tra
fficking remain poorly elucidated. In this research, we found i) phosphorylation at serine 315 of the CERT
 protein, which mediates transport of ceramide from the endoplasmic reticulum (ER) to the Golgi apparatus,
 strongly enhances the interaction of CERT with the ER-membrane protein VAP, and ii) this phosphorylation 
up-regulates ER-to-Golgi transport of ceramide. We previously showed that de-phosphorylation at another sp
ecific site of CERT up-regulates both activities for inter-membrane transfer of ceramide and Golgi-associa
tion of CERT. These results revealed that CERT-mediated ceramide trafficking is regulated by multiple prot
ein kinase/phosphatase systems.
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１．研究開始当初の背景 
脂質は、生物の基本ユニットである細胞に

おいて内外の環境間の境界壁を成す生体膜
の主要分子基盤である。さらに、脂質は、重
量当たりの酸化的エネルギー備蓄が大きく
栄養学的にも重要であり、環境からの情報を
細胞内へ伝達する際の制御因子としても機
能している。 
 膜脂質が生合成されるとき、異なる細胞内
小器官（オルガネラ）の膜で起こる複数のス
テップを経るために、目的とする場所へ脂質
分子自身も的確に移動している。しかし、特
定のオルガネラ膜に存在する多種多様な脂
質の中から特定の脂質を選びだして他のオ
ルガネラ膜へと運んでいるメカニズムは、ど
の種類の脂質をとってみてもほとんどわか
らないままであった。 
 主要膜リン脂質の一種であるスフィンゴ
ミエリンの生合成では、小胞体で合成された
セラミドが、ゴルジ体に移行してスフィンゴ
ミエリンへと変換される。申請者は、スフィ
ンゴミエリン生合成に異常を有するチャイ
ニーズハムスター卵巣由来 CHO 細胞変異株
を複数分離し（Hanada et al 1998 J Biol Chem）、
その中にセラミド輸送欠損変異細胞 LY-A 株
を見出し（Fukasawa et al 1999 J Cell Biol; 
Funakoshi et al 2000 J Biol Chem）、さらに、当
該変異株の相補遺伝子をクローニングする
という手段によって、セラミドの小胞体-ゴル
ジ体間選別輸送に特異的に関わる分子装置
(CERT と命名)の同定に成功した（Hanada et al 
2003 Nature）。そして、CERT には、セラミド
を小胞体から特異的に引き抜き、ゴルジ体に
運搬して放出する機能があることを示し、タ
ンパク質の選別輸送形式である膜小胞輸送
機構とは全く異なる「分子引き抜き転移」機
構でセラミドの選別輸送は行われているこ
とを主張するに至っている（Hanada et al 2003 
Nature; Kumagai et al 2005 J Biol Chem; 
Kawano et al 2006 J Biol Chem; Kudo et al 2008 
PNAS）。CERT が仲介する膜間セラミド輸送
は、今や細胞内脂質輸送のモデル系として注
目されているが、CERT 機能がどのように制
御されているのかに関してはよくわかって
いなかった。 
 CERT の N 末 端 領 域 に は
phosphatidylinositol-4-monophosphate (PI4P)を
認識してゴルジ体へ会合する pleckstrin 
homology (PH)ドメインを、C 末端領域にはセ
ラミドの膜間転移を触媒する START ドメイ
ンを持つ。さらに、それらの中間領域には、
小胞体膜タンパク質 VAP と会合する FFAT モ
チーフを有する。我々は、PH ドメインのす
ぐ下流に多重リン酸化を受ける部分が存在
して、この領域（serine repeat motif; SRM と命
名）が多重リン酸化されると CERT 機能が負
に制御されること（Kumagai et al 2007 J Biol 
Chem）、さらに SRM のリン酸化にはカゼイン
キナーゼ 1gamma2 が関与していることもす
でに明らかにしていた（Tomishige et al 2009 

Mol Biol Cell）。一方、SRM とは別の領域にあ
るセリン残基 S315 においても CERT はリン
酸化を受けることが海外の研究グループに
よる大規模リン酸プロテオーム解析の結果
として論文報告された（Olsen et al 2006 Cell）。
しかし、FFAT モチーフのすぐ上流に位置す
る S315 のリン酸化が CERT 機能に与える影
響は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CERT の機能がリン酸化によ

ってどのように制御されるのかを明らかに
することを目的とした。特に、S315 のリン酸
化が CERT 機能に与える影響を分子レベルで
明らかにすることを具体的な達成目標とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) CERT pS315 の検出： S315 にリン酸を受
けた CERT（CERT pS315）の選択的検出は、
抗 CERT pS315 抗体を用いたウエスタンブロ
ット解析で行った。本抗体は、pS315 の周辺
ぺプチド配列を模したリン酸化合成ペプチ
ドを抗原として作製した。 
(2) CERT 変異体の作製：HA エピトープを付
加したヒト野生型 CERT cDNA を鋳型にした
PCR により、各種変異体を作製した。 
(3)共免疫沈降実験：FLAG エプトープを付加
した FL-VAP-Aと各種HA-CERTをHeLa細胞
に同時に発現させ、調整した細胞抽出液を抗
FLAG 抗体または抗 HA 抗体を用いた免疫沈
降反応に供した。沈降画分のウエスタンブロ
ティングにより共沈降したパートナーを解
析した。 
(4) CERT の PI4P 結合活性およびセラミド転
移活性：大腸菌に発現させた CERT 組換え体
を精製し、人工膜を用いた PI4P 結合活性およ
びセラミドの膜間転移活性を解析した。 
(5) 小胞体-ゴルジ体間セラミド輸送活性： 
CERT 欠損 CHO 細胞株・LY-A 株のセミイン
タクト細胞を用いて、精製した CERT タンパ
ク質の小胞体-ゴルジ体間セラミド輸送活性
を解析した。 
(6) CERT 欠失 HeLa 細胞の作製：ヒト CERT
遺伝子の PH ドメインをコードする第二エキ
ソンを標的とした pTAL コンストラクトを構
築し、HeLa 細胞にトランスフェクション後
にスフィンゴミエリン結合毒素ライセニン
に耐性となった細胞クローンを複数選択し
た後、CERT 遺伝子座三つ全てで欠失が起こ
ったことをゲノム PCR 解析で確認できた１
クローンを得た。なお、HeLa 細胞は疑似三
倍体の核型を持つため、CERT 遺伝子をノッ
クアウトするには三座に欠失を導入する必
要がある。 
 
４．研究成果 
(1) CERT S315 のリン酸化が VAP-A との結合
に及ぼす影響：各種 CERT 変異体と VAP-A と
を HeLa 細胞に共発現させて共免疫沈降解析



したところ、CERT S315 のリン酸化疑似的変
異体であるCERT S315EおよびCERT 315Dは
対照の野生型 CERT WT に比べて VAP-Aとの
結合能が顕著に増強していた。この増強は
FFAT モシーフとの二重変異で消失した。ま
た、野生型 CERT おいても、CERT 全体に対
する pS315 型の割合と VAP-A との共免疫沈
する CERT に対する pS315 型の割合を抗
CERT pS315 抗体を用いたウエスタンブロッ
ト解析したところ、後者で約４倍になってい
ることがわかった。 
(2) CERT S315 のリン酸化が細胞内セラミド
輸送に及ぼす影響：大腸菌で発現させて精製
した各種 CERT 組換え体について、小胞体-
ゴルジ体間セラミド輸送活性をセミインタ
クト細胞を用いた再構成系で解析したとこ
ろ、対照の CERT WT と比べて CERT S315E
で高進が見られ、この高進は FFAT モチーフ
との二重変異で消失した。一方、人工膜間の
セラミド転移活性や PI4P 結合活性ではこれ
ら CERT コンストラクトの間で大きな差はな
かった。 
(3) スフィンゴ脂質合成阻害による CERT 
S315 リン酸化の高進：スフィンゴ脂質の特異
的阻害剤ミリオシンで細胞を処理すると
CERT S315リン酸化が顕著に高進することを
見出した。 
(4) S315 と SRM の相互依存性：S315 とは別
の特定部位である SRM の脱リン酸化が
CERT のゴルジ体会合活性及び膜間セラミド
転移活性を高進することを我々は以前明ら
かにしている（Kumagai et al 2007 J Biol 
Chem）。そこで、CERT 機能に対するこれら
二か所の相互依存性を S132A や S315A とい
ったさまざまな変異体を用いて解析した。そ
の結果、それぞれのリン酸化は他方のリン酸
や脱リン酸化が起こらずとも起こり得るこ
と、S315 のリン酸化と SRM の脱リン酸化は
CERTの小胞体-ゴルジ体間セラミド輸送活性
に対して相加的に寄与することを見出した。 
以上の結果から、CERT の S315 のリン酸化に
よって、小胞体膜タンパク質 VAP との相互作
用が増強し、その結果として小胞体-ゴルジ体
間セラミド輸送が上昇すると結論した。また、
CERT の機能制御には、複数のリン酸化・脱
リン酸化系が関与していると示唆された。 
(5) CERT 遺伝子欠失 HeLa 細胞の作製：我々
が以前分離した CERT 欠損 CHO 細胞 LY-A 株
ではスフィンゴミエリン合成が大きく損な
われていてもスフィンゴ糖脂質合成にはほ
とんど影響がないことから、CERT はセラミ
ドをスフィンゴミエリン合成場に選択的に
輸送すると提唱していたが、LY-A 細胞 CERT
遺伝子の変異はその PH ドメイン上のミスセ
ンス変異であり、この変異 CERT タンパク質
でもスフィンゴ糖脂質合成を支えるのに十
分という可能性を厳密には排除できてない
かった（Hanada et al 1998 J Biol Chem; Hanada 
et al 2003 Nature）。そこで、ヒト子宮頸がん由
来 HeLa 細胞における CERT 遺伝子座に欠失

変異を導入した変化株をゲノム編集技術を
用いて取得して解析したところ、CERT 遺伝
子欠失 HeLa 細胞においてもスフィンゴミエ
リン合成は顕著に減少しながらもスフィン
ゴ糖脂質合成は正常に近いことが観察され、
我々の従来の主張を裏付けることができた
（Yamaji & Hanada 2014 PLoS One）。さらに、
グルコシルセラミド合成酵素遺伝子も欠失
させた二重変異 HeLa 細胞株も作成した。こ
れら細胞は CERT に関する今後の研究に重要
な細胞材料となると期待される。 
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