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研究成果の概要（和文）：リン脂質のリモデリングは、生体膜中のリン脂質分子種の多様性の獲得や生体膜の恒常性の
維持に寄与するが、その機構は未解明である。本研究では、酵母Saccharomyces cerevisiaeにおいて、リン脂質ホスフ
ァチジルコリン（PC）とホスファチジルエタノールアミン（PE）のリモデリングの分子機構の解析を行った。酵母のPC
合成欠損株と短鎖アシル鎖を持つPCを用いて、アシル鎖のリモデリングを解析する系を構築した。さらに、PCおよびPE
のsn-1位へのアシル鎖の導入を解析するためのアナログを合成してその機構の解析を行い、これらアナログのsn-1位に
アシル鎖を導入するアシル転移酵素を同定した。

研究成果の概要（英文）：The remodeling of phospholipids contributes to the generation of the diversity of 
phospholipid species and to the maintenance of membrane homeostasis. In this study, the molecular 
mechanisms of the remodeling of phosphatidylcholine (PC) and phosphatidylethanolamine (PE) in the yeast 
Saccharomyces cerevisiae were analyzed. We constructed a system to evaluate the acyl chain remodeling of 
PC using a yeast mutant defective in PC synthesis and PC containing short acyl chains. In addition, 
systems to specifically analyze the introduction of acyl residues at sn-1 positions of PC and PE using 
newly synthesized analogs in vivo and in vitro were constructed. Acyltransferases that introduce acyl 
residues at sn-1 positions of these analogs were identified.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物の生体膜は、親水性頭部と疎水性
アシル鎖の構造が異なる多様なリン脂質分
子種により構成される。リン脂質アシル鎖を
交換するリモデリングは、リン脂質分子種の
多様性の獲得に寄与すると考えられている。
また、高温、低温、酸化ストレスなどのスト
レス下では膜の流動性の変化やリン脂質ア
シル鎖の酸化など生体膜への負荷が発生す
るが、この様な生体膜ストレスに対して生物
は、脂質組成やリン脂質アシル鎖組成の改変、
異常アシル鎖の除去修復などを行い、生体膜
としての完全性・恒常性（生体膜インテグリ
ティ）の維持を図ると考えられる。真核生物
において、生体膜インテグリティの維持には、
各脂質分子の合成の制御だけでなく、合成し
た脂質分子のリモデリングが重要であると
考えられているが、その具体的な機構や制御、
実際の生理的意義は未解明である。 
 1950年代にWilliam Landsにより、生合成
されたリン脂質のアシル鎖がホスホリパー
ゼによる脱アシル化とアシルトランスフェ
ラーゼによるアシル鎖の導入という代謝回
転（リモデリング）を受けることが提唱され、
ランズ回路と命名された。その機構は長く不
明であったが、2007年に複数のグループによ
り酵母の Membrane Bound O-Acyltransferase 
(MBOAT)ファミリーに属するアシルトラン
スフェラーゼ Ale1p が同定されたこと
（Tamakiら J. Biol. Chem. 282 34288 (2007)、
他）を皮切りに、様々な真核生物で MBOAT
ファミリー酵素が続々と同定され、リン脂質
のアシル鎖のリモデリングの過程で sn-2 位
へのアシル鎖の導入に関わることが報告さ
れた。一方、sn-1位へのアシル鎖の導入につ
いては、線虫および酵母においてホスファチ
ジルイノシトール（PI）のアシル鎖のリモデ
リングに関わる酵素が同定された(Imae ら 
Mol. Biol. Cell. 21 3114 (2010)、他)のみで、他
のリン脂質種については不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、出芽酵母 Saccharomyces 
cerevisiaeを用い、真核生物の主要かつ生育に
必須のリン脂質であるホスファチジルコリ
ン（PC）およびホスファチジルエタノールア
ミン（PE）のリモデリングの機構とその意義
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子操作 
 Molecular Cloning等の方法およびキット等
の説明書に従った。 
 
(2) 使用菌株 
 大腸菌は DH5株を用いた。酵母は、
W3031A株（MATa his3 leu2 trp1 ade2 ura3）
または MHY501 株（MAT his3-200 leu2-3 
112 ura3-52 lys2-801 trp1-1）を遺伝的背景とす
る菌株を用いた。 

 
(3) 脂質解析 
脂質抽出は Bligh and Dyerの方法に従って行
った。またリン脂質の質量分析には、主にエ
レクトロスプレーイオン化 (ESI) 法による
イオン源と三連四重極型の質量分析部を持
つ API3000 triple quadrupole instrument 
(Applied Biosystem)を用いた。リン脂質は
0.4%ギ酸アンモニウムを含むアセトニトリ
ル−メタノール−水（4:4:1）に溶解し、直接イ
オン源に注入した。イオンスプレーの電圧は、
ポジティブスキャンの場合には 5.0 kVに、ネ
ガティブスキャンの場合には-3.8 kV に設定
した。MS/MSによる測定には衝突ガスとして
窒素ガスを使用し、衝突エネルギーは 25～
60Vdcにした。測定は、100〜200スキャンを
積算した。 
 
４．研究成果 
(1) PCのアシル鎖のリモデリングを解析する
ための系の構築と解析 
 酵母のPC合成に関わるPEメチル化酵素を
コードする遺伝子 PEM1および PEM2を破壊
し、ケネディ経路での PC合成に必須な CTP:
ホスホコリンシチジリルトランスフェラー
ゼ遺伝子 PCT1 を GAL1 プロモーター支配下
においた株を、異なる遺伝的背景を持つ
W3031A株およびMHY501株を親株として作
製した。得られた KSY02 株および PCY12G
株は、ガラクトース培地で PCT1 の発現を誘
導した場合には培地にコリンを添加すると
それを利用して PC を合成して生育できたが、
グルコース培地で培養することにより PCT1
の発現を抑制すると生育できなかった。しか
し、そこに炭素鎖長 8の短鎖アシル鎖を持つ
dioctanoyl-PC (diC8PC)を添加するとその生育
が支持された。安定同位体で親水性頭部を標
識した diC8PCを有機合成し、KSY02株に取
り込ませて、その代謝を質量分析装置で解析
したところ、sn-1位と sn-2位の両方のアシル
鎖が炭素数 16または 18のアシル鎖に置換さ
れた PC分子種が検出された。さらに、in vitro
で酵母細胞抽出液を安定同位体標識した
diC8PCおよび palmitoleoyl-CoAとインキュベ
ートしたところ、2つのアシル鎖が 16:1のア
シル鎖に置換された分子種が検出された。以



上の結果から、短鎖アシル鎖を持つ PC は、
正常な長さのアシル鎖を持つ PC にリモデリ
ングされ利用されていることが示唆された
（図１）。 
 
(2) PCの sn-1位のアシル鎖のリモデリング 
 研究代表者のこれまでの diC8PC を用いた
リモデリングの解析において、リモデリング
の中間体として、diC8PC の sn-1位のアシル
鎖のみが 16または 18の炭素数のアシル鎖に
置換された分子種と、sn-2位のアシル鎖のみ
が置換された分子種が検出された。このこと
から、PC のアシル鎖のリモデリングには、
sn-2位のアシル鎖をリモデリングする機構だ
けでなく、sn-1位のアシル鎖をリモデリング
する機構も存在することが示唆された。 
 リン脂質アシル鎖のリモデリングには、ホ
スホリパーゼ活性によりアシル鎖を除去す
る過程とアシルトランスフェラーゼ活性に
よりアシル鎖を導入する過程が関わると考
えられる。これまで、リン脂質の sn-1位のア
シル鎖のリモデリングの解析が遅れている
理由の 1つとして、リン脂質の sn-1位のアシ
ル鎖がホスホリパーゼ A1 活性により除去さ
れて生成する 2-アシルリゾリン脂質は不安
定であり、sn-2位のアシル鎖が sn-1位に分子
内転移してしまうために、sn-1位へのアシル
鎖の導入活性を厳密に評価することが困難
であることが挙げられる。 
 そこで、PC の sn-1 位へのアシル鎖の導入
を評価するためのリゾ PC アナログを合成し
た。PCY12Gにおいて、グルコース培地で PC
合成を抑制した条件下で本リゾ PC アナログ
を与えたところ、その生育が支持された。ま
た、質量分析装置を用いてその代謝を解析し
たところ、本リゾ PCアナログの sn-1位に主
に炭素鎖長 16または 18のアシル鎖が導入さ
れた分子種が検出された。さらに、酵母細胞
抽出液と本リゾ PCアナログを in vitroでイン
キュベートしたところ、sn-1位にアシル鎖が
導入された分子種が検出された。以上の結果
から、本リゾ PC アナログを利用することに
より、PC の sn-1 位へのアシル鎖の導入機構
を解析できると期待された。 
 そこで、酵母においてアシルトランスフェ
ラーゼをコードする遺伝子とアシルトラン
スフェラーゼをコードする可能性のある遺
伝子の合計 54 の遺伝子の破壊株から細胞抽
出液を調製し、in vitroでの本リゾ PCアナロ
グへのアシル転移活性を解析した。その結果、
本リゾ PC アナログに対するアシル転移活性
が低下した遺伝子破壊株を一株見出した。こ
の遺伝子破壊株に本アシルトランスフェラ
ーゼ遺伝子を低コピー型ベクターで導入し
た株の細胞抽出液では in vitroで本リゾ PCア
ナログの sn-1 位へのアシル転移活性が野生
型株と同程度まで回復し、さらに本アシルト
ランスフェラーゼ遺伝子を多コピー型プラ
スミドで高発現した株の細胞抽出液では本
PCアナログへの in vitroでのアシル転移活性

が増加した。PCY12G株において本アシルト
ランスフェラーゼ遺伝子を破壊した株では、
PCの合成を抑制した条件で、リゾ PCアナロ
グ存在下での生育が低下したのに対して、低
コピープラスミドで本アシルトランスフェ
ラーゼ遺伝子を導入すると生育は回復した。
また、本アシルトランスフェラーゼ遺伝子破
壊株にリゾ PC アナログを取り込ませてその
代謝を質量分析装置用いて解析したところ、
sn-1位にアシル鎖が導入された分子種の量が
低下した。以上の結果から、本アシルトラン
スフェラーゼがリゾ PCアナログの sn-1位へ
のアシル転移に関わることが示唆され、本ア
シルトランスフェラーゼが PCの sn-1位のア
シル鎖のリモデリングに関わる可能性が示
唆された。 
 
(3) PEの sn-1位のアシル鎖のリモデリング 
 PE の sn-1 位へのアシル鎖の導入機構を解
析するためのリゾ PE アナログを、(2)と同様
に合成した。 
 酵母において、ホスファチジルセリン（PS）
の脱炭酸に関わる PSD1 および PSD2 を破壊
し、ケネディ経路での PE合成に必須の CTP:
ホスホエタノールアミンシチジリルトラン
スフェラーゼをコードする ECT1 を GAL1 プ
ロモーター支配下においた TKY12Ga 株は、
ガラクトースを炭素源とした培地では ECT1
の発現が発現するため培地にエタノールア
ミンを添加すると生育できるが、グルコース
培地では PE 合成が抑制されるため生育でき
ない（Dengら Biochim. Biophys. Acta. 1801 635 
(2010)）。しかし、そこに本リゾ PE アナログ
を添加したところ、その生育が支持された。
本リゾPEアナログをTKY12Ga株に取り込ま
せ、その代謝を質量分析装置により解析した
ところ、本リゾ PEアナログの sn-1位にアシ
ル鎖が導入された分子種が検出された。また、
本リゾ PE アナログを酵母細胞抽出液とイン
キュベートしたところ、sn-1位にアシル鎖が
導入された分子種が検出された。以上の結果
から、本リゾ PE アナログを用いることによ
り、PE の sn-1 位へのアシル鎖の導入機構の
解析が可能になると期待された。 
 本リゾ PEアナログへの in vitroでのアシル
転移活性が低下した遺伝子破壊株を探索し、
一株見出した。TKY12Ga 株において本遺伝
子を破壊した株にリゾ PE アナログを取り込
ませ、その代謝を質量分析装置により解析し
たところ、sn-1位へアシル鎖が導入された分
子種の量が低下した。これらの結果から、本
遺伝子が PEの sn-1位へのアシル鎖の導入に
関わる可能性が示唆された。 
 
(4) 小胞体における PEのメチル化による PC
への変換の意義 
 酵母において、PEは小胞体膜上の PEメチ
ルトランスフェラーゼ Pem1p および Pem2p
により頭部がメチル化されて PC に変換され
る。この反応が小胞体上で行われることの意



義を探るため、PEM1および PEM2を破壊し
た株において、酢酸菌 Acetobacter aceti 由来
の PE メチルトランスフェラーゼに酵母のミ
トコンドリアタンパク質である Pet100p のミ
トコンドリア移行シグナルおよび内膜貫通
領域と 3xHAエピトープタグを付加した融合
タンパク質 mitopmtを発現させることにより、
PE メチル化反応が小胞体ではなくミトコン
ドリアで行われる株の作製を試みた。間接蛍
光抗体法および細胞抽出液の分画により
mitopmt がミトコンドリアに局在することを
確認した。PEM1、PEM2の二重破壊株におい
て mitopmtを発現させたところ、コリン非存
在下でも PC が合成され、生育が回復した。
さらに上記 PCY12G株において PC合成を完
全に抑制した場合にも mitopmtを発現させる
ことにより、PC の合成と生育の回復が観察
された。これらの結果から、この株において
PEはミトコンドリアで PCに変換され、それ
が他のオルガネラで利用されていること、酵
母にはミトコンドリアから他のオルガネラ
へ PC を輸送する機構が存在することが示唆
された。また、酵母は PC 合成の場の改変に
対して対応できる頑強性を持つことが明ら
かとなった。 
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