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研究成果の概要（和文）：本研究では、私達が細胞膜脂質非対称センサーとして同定したRim21の研究を行い、脂質非
対称の感知に直接的に関わるセンサーモチーフを特定した。また、センサーモチーフが、負電荷を有する脂質の幾つか
と結合することを明らかにした。その他の結果も併せて、Rim21による脂質非対称センシングのモデルを提唱した。
一方で、脂質非対称が乱れた際の細胞応答も研究し、私達が鍵因子として以前に単離したOpt2がリン脂質の細胞膜外層
への露出に関わることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we performed a detailed analysis of Rim21 which had been 
identified by us as the sensor protein for plasma membrane lipid asymmetry. As a result, we succeeded in 
identifying the sensor motif that directly recognizes the state of lipid asymmetry. We also found that 
the sensor motif interacts with some of negatively charged lipids. From these and other results, we 
proposed a model for sensing mechanism of altered lipid asymmetry by Rim21.
On the other hand, we also investigated cellular responses to altered lipid asymmetry. We focused on Opt2 
which we previously identified as a key molecule in adapataion to altered lipid asymmetry. In 
consequence, we revealed that Opt2 mediates exposure of phospholipids to the outer leaflet of the plasma 
membrane.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜の脂質二重層では、その内層（細胞
質側）と外層（細胞外側）で脂質組成や役割
が大きく異なっている。その様な「脂質非対
称」は真核生物に保存されており、細胞の生
存レベルで必須な基幹プロセスである。ヒト
では脂質非対称の部分的な破綻でさえ様々
な疾患を引き起こす。 
 私達は、その様な脂質非対称の状態変化を
感知する「脂質非対称センサーRim21」を同
定した。また、脂質非対称が変化した際に、
その適応反応で中心的な役割を担う新規因
子 Opt2 を見出した。 
 研究開始の段階で、Rim21 の C 末端細胞質
領域（Rim21C）が脂質非対称の感知に重要な
役割を果たしていることを突き止めていた。
しかし、Rim21C 内のどの領域が脂質非対称
の感知に直接的に関わるか、またその感知機
構については不明であった。 
 脂質非対称変化に対する適応反応では、
Opt2 がどの様にして適応反応に関わるかは
未知であった。 
 
２．研究の目的 
（１）Rim21 による脂質非対称センシングの
分子機構を解明することを目的とした。具体
的には、脂質非対称センシングに直接的に関
わる領域（センサーモチーフ）および Rim21C
が相互作用する脂質分子種の特定を目指し
た。 
 
（２）Opt2 が脂質非対称変化に対する適応過
程で果たす機能を明らかにすることを目指
した。 
 
３．研究の方法 
（１）脂質非対称センサーモチーフを特定す
るために Rim21 に対する変異解析を行った。
Rim21C 内にセンサーモチーフが存在するこ
とを既に突き止めていたこと、また Rim21C
には荷電アミノ酸残基クラスターが豊富に
存在すること（図 1）を鑑み、Rim21C 内の荷
電アミノ酸残基クラスターに焦点を絞り、荷
電アミノ酸残基をアラニンに置換した合計
18 種の変異体を作製した。Rim21 変異タンパ
ク質の機能は、Rim21 が発するシグナル伝達
経路（Rim101 経路）の活性化能で評価した。
Rim21C 部分のみを切り出して GFP と融合
すると、通常は細胞膜に結合し、脂質非対称
の変化に応じて細胞膜から解離する様子が
観察できる。そこで、注目した変異タンパク
質に関しては、その変異を有する Rim21C 部
分と GFP の融合タンパク質の挙動を追跡し、
脂質非対称の変化を認識できるか否かを検
証した。 
 
（２）Rim21C の組換タンパク質を大腸菌で
作製した。その組換タンパク質を各種脂質を
スポットしたニトロセルロース膜とインキ
ュベートし、イムノブロットで結合した箇所

を検出した（Lipid overlay 解析）。 
 
（３） 脂質非対称が変化した変異体で OPT2
をさらに欠損したり、あるいは過剰発現し、
細胞膜の脂質非対称がどのように変化する
かを調べた。脂質非対称の状態は、主に内層
に局在するPEとPSが外層に露出した量で評
価した。これらの脂質の外層への露出は、露
出したこれらの脂質に結合して毒性を示す
薬剤に対する感受性試験やそれら薬剤の蛍
光ラベルによる可視化で評価した。また、各
株に対して蛍光ラベルしたリン脂質を細胞
外から加え、外層に挿入された後に内層へ反
転移動する割合をフローサイトメトリーで
定量し、Opt2 がリン脂質の二重層間反転移動
に関与するか否かを検証した。 

 
４．研究成果 
（１）Rim21C の荷電アミノ酸残基に対する
変異解析の結果、Rim21C の前半部にある連
続した 3 つのグルタミン酸残基（3E 配列）（図
1）をアラニンに置換した Rim21 変異タンパ
ク質（3E 変異体）は機能を完全に失っていた。
3E 配列が関わる素過程を調べたところ、3E
配列は Rim21 の細胞膜への局在および他の
因子とのセンサー複合体の形成には必須で
はなかった。一方、3E 変異体由来の Rim21C
は、脂質非対称の変化に応じた細胞膜からの
解離が出来なくなっていた。この結果は 3E
変異体が脂質非対称の変化を感知できなく
なっていること、すなわち 3E 配列が脂質非
対称の感知に直接的に関わることを物語っ
ている。また、この結果から3E配列がRim21C
の細胞膜からの解離に必要な反発力を生み
出していることが明らかになった。そこで 3E
配列の近傍を重点的に調べたところ、その近
傍にある ERKEE という荷電残基クラスター、



特にその中でも正電荷を有する RK 配列（図
1）が、3E 配列とは逆に細胞膜への親和性を
生み出していることが判明した。すなわち、
RK配列による細胞膜への結合力と3E配列に
よる反発力という二つのクラスター間の拮
抗作用のバランスによって脂質非対称セン
シングが為されている様子が浮き彫りにな
った。この二つのクラスターを含む領域を脂
質非対称センサーモチーフと定義した。 
 
（２）Rim21C の組換えタンパク質と各種脂
質による Lipid overlay 解析により、Rim21C
が PS, PA, PI, PI(4,5)P2といった負電荷を有す
る脂質と結合することが明らかになった。こ
れは正電荷を有する RK 配列が細胞膜への親
和性を生み出す、という（１）の結果と良く
一致する。その一方で、PI(3)P, PI(4)P, PHS1P
などの負に荷電した脂質には結合しなかっ
たことから、負に荷電した脂質の中でもある
程度の選択性がある様だ。PE は負電荷を有し
ていないが、そのほとんどが内層に局在して
いるため、その効果を調べた。すると、先の
結合した脂質に PE を混在させるだけで、
Rim21C の結合が大幅に増大した。これは、
プロトン受容可能なアミノ基を有する PE の
共存によって、負に荷電した脂質の脱プロト
ン化が促進し、負電荷が強まったためだと推
測される。特筆すべきは、Rim21C が結合し
た 4 種の脂質およびその効果を増強した PE
は細胞膜ではほとんどが内層側に存在する
ということである。すなわち、Rim21C は実
際の細胞内でもこれらの脂質と接触するト
ポロジー関係にあり、細胞内でもこの様な相
互作用が起こっていても不思議ではない。 
 
（３）ここまでの結果をまとめ、以下の様に
脂質非対称センシングにおける「触角仮説」
を提唱した（図 2）。Rim21 は柔軟性の高い
Rim21C を触角の様に用いて細胞膜内層との

相互作用を繰り返しながら脂質非対称の状
態をモニターしている。正電荷を有する RK
配列と負に荷電した脂質との相互作用は、
Rim21C と細胞膜の親和性を生み出し、近傍
に存在する PE がその効果を増強している。
一方、その直後にある 3E 配列は反発力を生
み出す。通常は、この拮抗作用のうち親和性
が優勢となり、Rim21C は細胞膜に結合して
いる。脂質非対称が変化し、負に荷電した脂
質あるいはPEが細胞膜内層から減少すると、
3E 配列による反発力が優勢となり、Rim21C
は細胞膜から解離する。すると、下流因子が
認識してシグナルが出力される。 
 
（４）乱れた脂質非対称に対する適応反応で
中心的な役割を果たす Opt2 の機能解析を行
った。脂質非対称が乱れ、通常は内層に存在
するPEや PSが外層に露出してしまう変異体
（lem3∆）は、外層に露出したこれらの脂質
に結合して毒性を示す薬剤（それぞれ
duramycin, papuamide B）に高感受性となるこ
とが知られている。しかし、OPT2 をさらに
欠損すると、これらの薬剤に対する感受性が
抑圧され、耐性となった。そこに OPT2 遺伝
子を入れ戻すと再び高感受性となった。外層
に露出した PE は、PE に特異的に結合するペ
プチド（Ro-peptide）の蛍光標識によって可視
化できる。そこで、これらの株で調べたとこ
ろ、lem3∆株で見られた PE の外層への露出が
lem3∆ opt2∆二重欠損株では見られなくなり、
そこに OPT2 遺伝子を入れ戻すと再び見られ
る様になった。これらの結果は、Opt2 が PE
や PS の外層への露出に関わっていることを
示している。さらに、蛍光ラベルしたリン脂
質を細胞膜外層に取り込ませ、内層への反転
移動に依存した取り込み量を測定した。する
と、Opt2 を過剰発現した株では取り込み量が
減少した。この結果は、Opt2 が内層から外層
への反転運動に関わり、その拮抗作用により
正味の取り込み量が減少したためであると
考えられる。これら全ての結果を合わせると、
Opt2 がリン脂質の外層への反転移動に直接
的あるいは間接的に関与し、その機能によっ
て乱れた脂質非対称の修繕に寄与している
ことが強く示唆された。Opt2 は既知の脂質反
転酵素とは相同性を有しておらず、もし直接
的な関与であれば、全く新しいタイプの脂質
反転酵素の発見となる。 
 
（５）上述の様に Opt2 は乱れた脂質非対称
に対する細胞応答で、リン脂質の外層への反
転移動を促進することで中心的な役割を担
うことが示唆された。さらに、私達は以下の
様に、通常時における Opt2 の機能を示唆す
る結果を得た。OPT2 を欠損した酵母細胞は、
野生型細胞に比べてより球形に近かった（長
軸と短軸の比が 1 に近い）。酵母細胞は、出
芽の先端部で極性成長（先端成長）を起こし
た後に等方成長へと切り替わるため、球形で
はなく卵形になる。先端成長を引き起こすに



は、成長部で PE が外層に露出する必要があ
るため、PE の外層への露出が滞ると先端成長
が起こりにくくなり、細胞はより球形になる
と予想される。しかし、既知の脂質反転酵素
の欠損株の中で、より球形に近い形状を示す
ものは存在せず、先端成長を引き起こす脂質
反転酵素は長らくブラックボックスであっ
た。私達の結果は Opt2 が先端部での PE の反
転移動に関与する可能性を示すものである。 
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