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研究成果の概要（和文）：リン脂質の細胞内輸送は、生体膜の形成・機能維持に必須の反応である。しかし現在、膜脂
質の細胞内輸送に関与する遺伝子に関する情報は少なく、これらの同定・解析が、生体膜の形成・機能維持機構の解明
に重要な研究課題となっている。そこで本研究では、リン脂質の細胞内輸送に関与する遺伝子，及び新規リン脂質代謝
関連遺伝子の同定を試み、ミトコンドリア内膜におけるリン脂質の輸送に関与すると考えられる2種類の新規遺伝子と
リン脂質代謝酵素遺伝子PSD2の発現に関与する新たな遺伝子を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Intracellular transport of phospholipids is an essential event for the biogenesis 
of functional biological membranes.  However, the transport processes are largely unknown with respect to 
mechanisms, genes and gene products involved.  In this study I tried to identify novel genes involved in t
he phospholipids transport or phospholipid metabolism in yeast, and identified two genes that probably fun
ctioned in phospholipid transport to mitochondrial inner membrane, and one gene that was involved in the e
xpression of a phospholipid metabolism gene, PSD2.
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１．研究開始当初の背景 
 生体膜の形成・維持機構の解明は現代生命
化学の最も重要な研究課題の一つである。生
体膜の基本構造は、膜タンパク質と膜脂質か
ら形成されているが、細胞膜や多くの細胞内
オルガネラ膜は、これら構成分子を合成する
能力がないため、生体膜の形成にはタンパク
質と脂質が合成された場所から機能する場
所に輸送されることが必要である。現在、タ
ンパク質の細胞内輸送は、膨大な研究により
その基本的な機構が明らかにされているも
のの、脂質の細胞内輸送機構に関する研究は、
脂質の物性（水に難溶性であり蛍光標識など
わずかな修飾で本来の性質が変化してしま
う）により困難であり、遅々として進んでい
ない。生体内反応の理解が飛躍的に進展して
いる近年、意外に思われるかもしれないが、
脂質の細胞内輸送機構は、セラミドやコレス
テロールなどの一部の脂質の輸送反応を除
き、文字通り全く不明といっても過言ではな
い。作業仮説的には、脂質の細胞内輸送機構
として、可溶性の脂質結合タンパク質を介し
た輸送、膜小胞を介した輸送、あるいは供与
体膜と受容体膜の接触領域を介した輸送な
どいくつかのモデルが提唱されているもの
の、生体膜の形成維持に実際に重要な役割を
担うリン脂質輸送分子・装置、あるいは輸送
反応がどの様なものかはほとんど理解され
ていない。タンパク質の細胞内輸送に膜小胞
が関与することは疑いのない事実であり、そ
の過程で膜脂質が細胞内を移動すると考え
られるが、膜小胞を介した脂質輸送が、脂質
を選別し、各生体膜の機能に適した脂質を供
給しているか否かは不明である。また、ミト
コンドリアやペルオキシソームへのタンパ
ク質輸送は膜小胞を介しておらず、これらオ
ルガネラへの膜脂質の輸送は、タンパク質を
輸送する膜小胞では説明できない。このよう
な背景の基、膜脂質の細胞内輸送に関与する
遺伝子あるいは遺伝子産物の同定が、生体膜
の形成・維持機構の解明に急務を要する重要
な研究課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、遺伝学的解析が容易で、真核
細胞の最も単純なモデルである酵母を用い
てリン脂質の細胞内輸送に関与する遺伝子
の同定を試みる。酵母（Saccharomyces 
cerevisiae）における主要リン脂質代謝経路
において、リン脂質代謝酵素の細胞内局在が
限定されているため、この代謝経路が進行す
るためには多くの局面でリン脂質のオルガ
ネラ間輸送が必要である。例をあげると、カ
ルジオリピン（CL）の生合成には、その前駆
体リン脂質であるホスファチジン酸（PA）の
脂質顆粒（lipid particle）あるいは小胞体
（ER）からミトコンドリアへの輸送が必要で
あり、ホスファチジルセリン（PS）の脱炭酸
によるホスファチジルエタノールアミン
（PE）の生合成には PS の小胞体からミトコ

ンドリアあるいはゴルジ/液胞への輸送が必
要である。また、ミトコンドリアは、二重の
脂質二重層膜（外膜と内膜）に囲まれており、
ミトコンドリアの CL 合成経路の酵素と PS
脱炭酸酵素 1はミトコンドリア内膜に局在す
る。従って、ミトコンドリアにおける CL と
PE の生合成には、これらリン脂質の前駆体
である PA と PS が合成された場所からミト
コンドリア外膜に輸送され、さらにそれに引
き続く外膜横断輸送と内膜への輸送が必要
である。しかしながら、リン脂質のミトコン
ドリア内膜への輸送に関わる因子としては、
Ca2+-結合タンパク質 S100B、ユビキチンリ
ガーゼ複合体の一つである Met30、ミトコン
ドリアの融合に関与する MFN、及び ER-ミ
トコンドリア繋留複合体（tethering complex
が知られているのみである。ミトコンドリア
内膜へのリン脂質輸送の複雑さを考えると、
これら因子だけでこの輸送が制御されてい
るとは考えにくい。そこで本研究では、PS
あるいは PA のミトコンドリア外からミトコ
ンドリア内膜への輸送に関わる遺伝子に欠
損をもつ変異株の分離を具体的な目的の一
つとした。さらに、得られた変異株の変異遺
伝子の同定とその機能解析を詳細に行い、リ
ン脂質のミトコンドリア内膜への輸送機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
先に述べたように、酵母ミトコンドリアに
おけるカルジオリピン（CL）とホスファチ
ジルエタノールアミン（PE）の生合成には、
これらリン脂質の前駆体であるホスファチ
ジン酸（PA）とホスファチジルセリン（PS）
が合成された場所からミトコンドリア外膜
に輸送され、さらにそれに引き続く外膜横
断輸送と内膜への輸送が必要である。一方、
近年、ミトコンドリア内膜で PE を合成す
る酵素Psd1pとCLを合成する酵素Crd1p
の遺伝子（PSD1, CRD1）をそれぞれ破壊
しても酵母は生育可能であるが、両者を破
壊した二重変異株は生存できず、この二重
変異が致死性となることが報告された。こ
れらのことから、PSD1 遺伝子が欠損した
変異株（psd1∆）において CL 生合成に必
須な PA のミトコンドリア内膜への輸送に
関与する遺伝子がさらに欠損した場合、あ
るいは CRD1 が欠損した変異株（crd1∆）
においてミトコンドリア PE レベルの維持
に必須な PS のミトコンドリア内膜への輸
送に関与する遺伝子がさらに欠損した場合、
それら遺伝子欠損が致死性あるいは増殖損
傷を示すと考えられる。そこで本研究では、
PAあるいはPSのミトコンドリア内膜への
輸送に関与する遺伝子を同定するため、
PSD1 欠損あるいは CRD1 欠損の遺伝的背
景において、その欠損が致死性あるいは増
殖損傷となる遺伝子を網羅的に検索した。
網羅的検索は、非必須遺伝子約 4800 個が
個別に破壊（kanR 遺伝子に置換）されて



いる酵母ノックアウライブラリーを用い、
それら全ての変異株それぞれとPSD1破壊
株（natR 遺伝子に置換）あるいは CRD1
破壊株（natR 遺伝子に置換）とのヘテロ
接合体 2 倍体細胞を作成した後に、その減
数分裂により得られる二重欠損変異株の増
殖を調べることにより行った。各変異株の
増殖速度の判定は、近年開発された SGA
（synthetic genetic arrays）分析法を 1 次
スクリーニングに用い、2 次スクリーニン
グにランダム胞子解析を用いた。次に、こ
れらのスクリーニングにより得られた各候
補遺伝子の欠損株、および PSD1 あるいは
CRD1 との各二重欠損株のリン脂質組成を
調べることにより目的遺伝子をさらに選別
した。この方法では、リン脂質の輸送に関
与する遺伝子の他に、リン脂質代謝酵素や
その調節に関与する新規遺伝子も同定され
ると考えられるが、それら遺伝子の同定も
大変に意義深いものであり、それら遺伝子
の機能解析もあわせて本研究において実施
した。 
 
４．研究成果 
1）GIP4、GIP5遺伝子に関する研究 
 PSD1 との二重欠損で致死あるいは増殖損
傷となる GIP (Genetic Interactors of PSD1) 
遺伝子を新たに多数同定した。そのうち GIP4
と GIP5 と名付けた互いに相同性を持つ遺伝
子が PSD1 との二重欠損で、致死性となり、
それぞれの単独欠損で CL の減少とモノリゾ
カルジオリピンあるいはホスファチジルグ
リセロールの蓄積を示した。また、GIP4、GIP5
遺伝子産物は、いずれもミトコンドリア内膜
タンパク質であると考えられた。この結果と
既知の CL 生合成経路酵素の局在を考え合わ
せると、これら遺伝子が、リン脂質のミトコ
ンドリア内膜における膜横断輸送に関与す
るものと考えられた。 
 
2) GIP3に関する研究 
 図 1 に示されるように、GIP3 と PSD1 との
二重欠損が最小合成培地で合成致死となる
ことがランダム胞子解析により明らかにさ
れた。 

 PSD1とGIP3の二重欠損が酵母に及ぼす影響
を調べる目的で、PSD1のプロモーターの変換
により、その発現をテトラサイクリンあるい
はドキシサイクリン（Dox）の培地への添加
で抑制できる tet-PSD1株とこの株に GIP3欠
損を導入した tet-PSD1 gip3∆株を構築した。
これら酵母株の細胞増殖を調べたところ、
PSD1 発現抑制の条件下で、GIP3 欠損株は

GIP3 正常株に比べ、増殖速度が低下し、そ
の低下は エタノールアミンの培地への添加
で回復することが明らかとなった（図２）。 
 

 
 PSD1発現抑制の条件下における gip3∆株の
増殖低下がエタノールアミンの添加で正常
に回復することから、gip3∆株が PS 脱炭酸経
路による PE 合成に損傷を有している可能性
が考えられた。そこで、各種変異株を[14C]セ
リンで代謝標識し、[14C]PS の合成とその脱炭
酸で生じる[14C]PE を解析した。その結果、
gip3∆株では PS 脱炭酸経路による PE 合成が
低下していることが判明した（図３）。 
 

 次に、各種変異株の細胞抽出液を調製し、
その PS 脱炭酸酵素活性を測定した。活性測
定は、基質に NBD-PS を用い、Psd1p と Psd2p
の両者の酵素活性を測定できる反応系で行
った。その結果、GIP3単独欠損株が野生株に
比べて部分的に低下した PS 脱炭酸酵素活性
を示すこと、及び PSD1 の発現を抑制した
GIP3欠損株がPS 脱炭酸酵素活性をほとんど
有さないことが判明した。この結果より GIP3
欠損株がPsd2pの活性をほとんど有さないこ
とが示唆された（図４）。 
 PSD1 発現抑制の条件下で、GIP3 欠損株は
GIP3正常株に比べ、（１）増殖速度が低下し、
その低下はエタノールアミンの培地への添
加で回復すること、（２）PS 脱炭酸経路によ
る PE 合成の速度が低下していることが判明
した。また、PSD1 の発現を抑制した GIP3 欠
損株が PS 脱炭酸酵素活性をほとんど有さな
いことも in vitro の活性測定により明らか
となった。これらの結果より、GIP3は酵母が
Psd2p の活性を維持するために必要な遺伝子



であることが示唆された。現在、GIP3の欠損
により、Psd2p の合成が抑制されるのか、分
解が促進されるのか、あるいは Psd2p の活性
に必要な修飾等に損傷が生じるのかについ
て検討している。 
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