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研究成果の概要（和文）：本研究では、以前見いだした「TMBIMファミリーによるスフィンゴ糖脂質Gb3生合成の低下」
という知見をもとに、このファミリーの１つFAIM2の新たな機能について検討した。その結果、(1) FAIM2がN末側細胞
質領域でE3リガーゼのNEDD4ファミリータンパクと相互作用をすること、(2) TMBIMファミリーの膜貫通領域に共通する
アスパラギン酸が２つのFAIM2の活性、すなわちFASを介したアポトーシスに対する抑制能及びGb3低下能、に必須であ
ることを明らかにした。一方糖脂質解析の新たな道具として、遺伝子編集法の１つTALEN法を用いて、糖脂質生合成酵
素等の遺伝子破壊株の樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I examined new functions of FAIM2, a member of TMBIM family, based 
on my previous report that TMBIM family members reduced a glycosphingolipid, Gb3. Consequently, I found th
e following points: (1) FAIM2 interacted with NEDD4 E3 ligase family proteins through the N-terminal cytos
olic domain of FAIM2; (2) an aspartate residue that is commonly observed in the multi-spanning membrane do
mains of TMBIM family was critical for two activities of FAIM2, the inhibitory activity to FAS-mediated ap
optosis and Gb3-reducing activity. On the other hand, as a new tool to analyze glycolipid metabolism, I es
tablished a series of HeLa cell mutants deficient in sphingolipid-related genes including glucosylceramide
 synthase using TALENs. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) スフィンゴ糖脂質は、脳神経などの高次
機能や糖尿病、感染症などの疾患に深く関与
する。機能解明と同時に重要なのが、その代
謝制御機構の解明である。特にセラミドやラ
クトシルセラミド (LacCer) からは、様々な
代謝産物が生じる上、それぞれの代謝が異な
る細胞内小器官で起こる。そのため代謝酵素
の量(mRNA)だけでなく、これら酵素の細胞
内局在や糖脂質輸送を制御する因子の同定
が、糖脂質の発現制御を理解する上で必要不
可欠である。 
 
(2) 以前、糖脂質 Gb3を受容体とする志賀毒
素の細胞死誘導を利用し、発現クローニング
法 (cDNA過剰発現)を用いて、糖脂質代謝・
輸送関連遺伝子の同定を試みた。その結果、
過剰発現で志賀毒素に耐性を示す新規の
cDNA として、Glutamate receptor, ionotropic, 
N-methyl D-asparate- associated protein 1 
(GRINA) 遺伝子の C 末端側断片をコードす
る cDNA (GRINA-Cと命名) の単離に成功し
た。この GRINA-C の過剰発現による志賀毒
素に対する耐性は、Gb3 合成酵素を直接的、
あるいは間接的に阻害し、その結果 Gb3が低
下することに起因する。 
 
(3) GRINA-C の全長である GRINA は機能未
知 の 複 数 回 膜 貫 通 タ ン パ ク で 、
Transmembrane BAX inhibitor motif containing 
(TMBIM)ファミリー（ヒトでは 6 つの遺伝
子）に属する。このファミリーの他のタンパ
クはもともと抗アポトーシス因子として知
られており、例えば FAIM2 は FAS によるア
ポトーシスを抑制する活性を有する。これら
の全長タンパクを過剰発現させた場合、
GRINA-C より活性は低いものの Gb3 の低下
が見られた。このことより TMBIMファミリ
ーで糖脂質生合成に対する共通の活性を持
っている可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
以前見いだした「TMBIM ファミリーによる
Gb3生合成の低下」という上記の知見を踏ま
え、TMBIMファミリー、特に FAIM2の糖脂
質生合成への関与を軸に、TMBIM ファミリ
ーの結合タンパクの同定、他の代謝への影響
を探索、及びそのための技術開発を行うこと
により、TMBIM ファミリーにおける分子機
能を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(1) FAIM2におけるモチーフ検索 
TMBIMファミリーは、相同性に乏しい N末
側の細胞質領域と、ファミリー間で保存され
ている C 末側の複数回膜貫通領域に分けら
れる。アミノ酸配列をモチーフ検索したとこ
ろ、FAIM2の細胞質領域にWWドメインと
結合する PPXYモチーフを有していた。そこ
でこの情報をもとに結合タンパクについて

検討した。 
 
(2) TMBIM ファミリーで保存されているア
ミノ酸の FAIM2における機能 
ファミリー間で保存されている複数回膜貫
通領域には、大腸菌から哺乳動物細胞まで保
存されているアスパラギン酸残基がある。こ
のアミノ酸の FAIM2 への影響を、アラニン
置換により検討した。 
 
(3) GRINA-C、FAIM2と Gb3合成酵素の細
胞内での相互作用 
以前免疫沈降法で GRINA-Cと Gb3合成酵素
(A4GalT) の結合を確認したが、実際細胞内で
相互作用しているか不明であった。そこで
BiFC 法 (bi-molecular fluorescent comple- 
mentation 法)を用いて GRINA-C 及び FAIM2
と A4GalTとの結合を検討した。  
 
(4) 糖脂質解析のツールとしてのゲノム編集
法 TALENの導入 
培養細胞による遺伝子の機能解析の場合、簡
便である RNAiによる遺伝子ノックダウンが
主流であるが、糖鎖や脂質は二次代謝産物で
あるため、責任遺伝子の mRNAの減少ほど糖
鎖や脂質が減少しない場合がある。そこでゲ
ノム編集法 TALEN法を導入し、糖脂質関連
遺伝子のノックアウト培養細胞を作製した。 
 
４．研究成果 
(1) FAIM2 と NEDD4 ファミリーとの結合
FAIM2の N末側細胞質領域には、ユビキチ
ンE3リガーゼNEDD4ファミリーのWWド
メインと結合しうる PPXY モチーフを有す
る。そこで FAIM2 過剰発現 HeLa 細胞に
NEDD4ファミリーの１つ NEDD4-2を発現
し、免疫沈降法を行った。その結果 NEDD4-2
が結合することを明らかにした。またこの結
合は内在性 NEDD4-2 においても見られた。
FAIM2 の PPXY モチーフのうちチロシンを
アラニン置換した変異体は、NEDD4-2 との
結合が失われことより、この結合は PPXYモ
チーフ依存性であることが確認された。ただ
しこの変異体、もしくは N末側細胞質領域を
欠いた FAIM2 (deltaN)を発現させても、野生
型と同じように Gb3の低下及び FASによる
アポトーシスの抑制が見られた。つまり
FAIM2の N末側細胞質領域は、FAIM2の活
性そのものではなく、発現調節等別の機能が
あると推察される。今後さらに NEDD4ファ
ミリーとの関連について解明する必要があ
る。 
 
(2) TMBIM ファミリーの膜貫通領域に共通
するアスパラギン酸の FAIM2における機能 
TMBIMファミリーは膜貫通領域で大腸菌か
ら哺乳動物細胞まで保存されているアミノ
酸が存在する。その中の１つのアミノ酸に注
目し、FAIM2 の膜貫通領域のアスパラギン
酸残基をアラニン置換したところ、Gb3生合



成低下能及び FAS アポトーシス抑制能の両
機能が大幅に失われることを明らかにした。
このアミノ酸を含む領域はTMBIMファミリ
ー間で特に保存されている領域であり、この
ファミリーがどのような分子装置であるの
かを探る上での突破口となると考えられる。 
 
(3) GRINA-C、FAIM2と Gb3合成酵素との結
合 
GRINA-C、FAIM2と Gb3合成酵素 (A4GalT) 
との結合が実際細胞内で結合するかについ
て 、 BiFC 法 (bi-molecular fluorescent 
complementation 法 ) を用いて検討した。
GRINA-Cと FAIM2の C末端にKusabira-GFP
の一部を、A4GalT の N 末端 (細胞質側) に
Kusabira-GFP のもう一部を融合させ、HeLa
細胞に発現した。蛍光シグナルを FACSで確
認したところ、GRINA-Cにおいて A4GalTと
の結合がみられた。また FAIM2においても、
若干ではあるがシグナルが見られた。この蛍
光強度の違いは以前免疫沈降法で示した傾
向と同じであった。このことは GRINA-C あ
るいはFAIM2とA4GalTが結合することを確
認出来たのと同時に、GRINA-C 及び FAIM2
のC末端が細胞質側に向いていることを示し
ている。 
 
(4) GRINA の splicing variant解析 
HeLa細胞において、GRINA の splicing variant 
(全長) をクローニングし、それらを細胞に強
制発現させたところ、その cDNAのうち１つ
は強い Gb3低下能を有していた。この cDNA
は NCBIの Data base (Aceview) に登録されて
いるものであるが、発現させるとさらに
splicingを起こしてGRINA-Cを発現すること
が明らかとなった。今後実際にこのような
re-splicing があるかその有無を検討する必要
がある。 
 
(5) TALEN法の導入 
新たな糖脂質代謝の知見を得るためのツー
ルとして、遺伝子編集法の一種、TALEN法の
導入を行った。Open Resource となっている
Golden Gate TALEN and TAL effector Kitを入
手し、論文等を参考に TALEN 発現ベクター
の改変等を行った。その結果、培養細胞にお
いて高効率な遺伝子編集の実現に成功した。
これを使用することで、HeLa 細胞において
糖脂質生合成の鍵酵素であるグルコシルセ
ラミド合成酵素 UGCGをはじめ、CERT gene、
B4GalT5の遺伝子破壊株、さらには UGCGと
CERT gene の二重破壊株の樹立に成功した 
(図１参照)。これらの細胞株は様々なスフィ
ンゴ脂質発現株のいわば“細胞パネル”とし
て、糖脂質研究に今後大きく貢献するものと
考えられる。 
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