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研究成果の概要（和文）：本研究において、キナーゼに対するsiRNAライブラリーを用いてその発現を抑制した
際に、セラミド輸送タンパク質（CERT）の315番目のセリン残基（S315）に変化をもたらす因子の探索を目指し
た。　解析の結果、ある種のストレス応答性キナーゼの発現を抑制すると、CERT S315のリン酸化が低下するこ
とを明らかにした。　また、当該キナーゼのシグナル伝達経路から推測し、CERT S315のリン酸化を大きく亢進
させる環境要因について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research, I tried to identify a kinase that changes the 
phosphorylation state of serine 315 (S315) of ceramide transport protein (CERT) when its expression 
level is suppressed by transfection of siRNA library.  As a result, I showed that suppressed 
expression of a certain stress-responsive kinase decreased the phosphorylation state of CERT S315.  
From the information about the kinase, I speculated that an environmental factor might be involved 
in phospho-regulation of CERT and experimentally showed that the factor critically up-regulated the 
phosphorylation state of CERT S315.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 セラミド輸送タンパク質（CERT）はセラミ
ドを小胞体（ER）からゴルジ体へ輸送するタ
ンパク質である。 セラミドは ER で合成さ
れたのち、CERT によってゴルジ体のトランス
領域へと輸送され、そこに局在するスフィン
ゴミエリン合成酵素によってスフィンゴミ
エリンに変換される。  
 CERT によるセラミド輸送は、セラミド輸送
能力を有するドメイン（START）と、対象オ
ルガネラを特定するドメイン（PH，FFAT）の
協調的作用によって実現する。 CERT の C末
にはセラミドの膜間輸送を行うSTARTドメイ
ンが存在するが、このドメイン単独では ER
からゴルジ体へのセラミド輸送はほとんど
起こらない。 CERT が効率的にセラミド輸送
を行うためには、PH ドメインと FFAT モチー
フが必要となる。 PH ドメインはゴルジ体に
多く存在する PI4P との結合を介して CERT を
ゴルジ体に局在化させる。 また、FFAT モチ
ーフは ER の膜タンパク質である VAP によっ
て認識されるため、FFAT モチーフと VAP との
結合を介して CERT は ER 膜と相互作用する。 
PH ドメインと FFAT モチーフの機能により相
互作用するオルガネラが ER とゴルジ体に限
定された結果、CERT による ER からゴルジ体
へのセラミド輸送効率は著しく向上する。 
更に、CERT は PH ドメインと FFAT モチーフ
を同一分子上に有するため、ER 膜とゴルジ体
膜の間に弱い架橋構造を作り出し、メンブレ
ンコンタクトサイトの形成・維持に関与する
と考えられている。 また、クラミジア・ト
ラコマティスに感染した際に形成される封
入体膜では、クラミジアの IncD タンパク質
の作用により CERT が封入体膜にリクルート
され、それによって封入体膜と ER 膜との間
でメンブレンコンタクトサイトが形成され
る、という例も知られている。 メンブレン
コンタクトサイトは脂質、イオンなどの低分
子化合物をオルガネラ間で輸送する際の効
率を高めている。 CERT のように異なる二つ
のオルガネラ間を弱く架橋する脂質輸送タ
ンパク質が他にも複数知られており、これら
の因子もそれぞれの場所でメンブレンコン
タクトサイトの形成と維持に関わっている
ことが報告されている。 しかし、メンブレ
ンコンタクトサイトの形成がどのように制
御されているのかは、未だ不明な点が多い。 
 CERTのPHドメインやFFATモチーフはリン
酸化による活性の制御を受けている。 我々
は以前、セリンリピートモチーフ（SR モチー
フ）と呼ばれる領域がリン酸化されると PH
ドメインやSTARTドメインの機能が抑制され
（FFAT モチーフの機能に対しては、当時は不
変と結論付けた）、セラミド輸送が抑制され
ることを明らかにした。 通常の細胞培養条
件下では、SRモチーフはリン酸化修飾を受け
てCERTの活性は抑制されている。 しかし、
培養細胞に対して、コレステロールを引き抜
く処理やスフィンゴミエリンを減少させる

処理を行うと、SR モチーフは脱リン酸化され、
CERT によるセラミド輸送の抑制が解除され
る（J. Biol. Chem. 282. 17758-17766 (2007)）。 
一方、SR モチーフとは異なる位置にも CERT
の活性を制御するリン酸化サイトがあるこ
とが分かっていた。 CERT の 315 番目のセリ
ン（S315）がリン酸化されると、FFAT モチー
フの担う機能、即ち、CERT と VAP-A との相互
作用が増強する。 S315 のリン酸化は PH ド
メインやSTARTドメインの担う機能にはほと
んど影響を与えない。 
 上述のようにCERTにはSRモチーフとS315
という 2つの制御機構が存在するが、本研究
課題を開始する時点では、SR モチーフのリン
酸化と S315 のリン酸化との関係性について
の統一的な理解はなかった。 また、S315 の
リン酸化を担うキナーゼについても全く分
っていなかった。 S315 のリン酸化を変動さ
せる要因として、細胞のコレステロールやス
フィンゴミエリンの量的変動などが分って
いたが、その変動率が小さいことから、本当
の変動要因は別にあるのだろうと予測され
ていた。 
 
２．研究の目的 
 現在メンブレンコンタクトサイトの形成
因子が多数同定されつつあるが、メンブレン
コンタクトサイトの形成制御機構について
はあまりよく分かっていない。 少し想像し
てみると、細胞がメンブレンコンタクトサイ
トを制御する際に、PI4Pや VAP等の多岐に
わたって役割を果たす分子を変動させてし
まえば、様々な事象が波及的に起きてしまい
大変不都合であろう。 一方、脂質輸送タン
パク質の活性制御をメンブレンコンタクト
サイトの形成制御に利用すれば、脂質の輸送
が必要もしくは不必要となった時に限って
メンブレンコンタクトサイトを調節するこ
とが可能となり、好都合であろう。 我々が
過去に報告した、SR モチーフのリン酸化に
よる CERTの活性制御に関する研究結果は、
メンブレンコンタクトサイトの制御機構を
理解する上での好例となるかもしれない。 
現在我々は CERT を突破口として研究を進
めているが、将来的には、CERT以外の様々
な分子についてもリン酸化によるメンブレ
ンコンタクトサイトの形成制御が行われて
いるか否か検証していく予定である。  
 メンブレンコンタクトサイトの形成制御
の解明という大きな目的の前に、我々はまず、
突破口となる CERT のリン酸化による制御
についてしっかりと理解しておく必要があ
る。 本研究課題開始時点で、我々は SRモ
チーフと S315 のリン酸化について個々に検
討を行っていたが、両者の関係性についての
統一的な理解には至っていなかった。 これ
らの情報を得ることで、CERTのリン酸化と
メンブレンコンタクトサイトの形成との関
係性についてより深い議論ができるように
なる。 また、CERT S315 のリン酸化を担



うキナーゼを同定することも、メンブレンコ
ンタクトサイトの制御を理解する上で重要
となってくる。 最終的には、S315 のリン
酸化状態の変動が、スフィンゴミエリン生合
成やメンブレンコンタクトサイトの形成に
どのような影響を与えるのかを明らかでき
るだろう。 上記のように、本研究課題は
CERT S315 のリン酸化によって引き起こさ
れる現象と、それをもたらす因子（キナーゼ）
の同定という、二つの方向性からのアプロー
チを目指している。 
 
３．研究の方法 
 キナーゼ全般に関する情報量は比較的多
いので、S315 をリン酸化するキナーゼを文献
的に絞り込めるのであれば、効率よく研究を
進めることができる。 しかし、CERT S315
の周辺配列は既知のキナーゼの基質認識配
列に該当せず、既存の情報をもとに候補キナ
ーゼを絞り込むことができなかった。 その
ため、絞り込みのための情報収集を継続しつ
つ、特定の候補に的を絞らずに以下に記すよ
うなランダムスクリーニングを行おうと考
えた。 ヒトのキナーゼは約 800 種類程度と
見積もられ、そのほとんどを網羅する siRNA
のライブラリーがSIGMA社から販売されてい
る。 タグの付いた CERT を安定的に発現す
る HeLa 細胞に上述 siRNA を一つずつトラン
スフェクションし、その細胞のライゼートを
マグネティックビーズで免沈する。 タグ抗
体と抗 S315 リン酸化抗体とで二色標識し、
両者の比を算出することで、変化をもたらす
キナーゼを同定することが可能であろう。 
しかしながら、後述するように、有益な新規
の情報に接した事を転換点としてこのスク
リーニングのステップは回避されることと
なった。 
 候補となるキナーゼが見出された場合に
は、target 配列を変えたり、発現を戻したり
して、更なる検証を加える。 また、多くの
候補が同時に見つかった場合には、どのよう
なシグナル経路が動いているのかが推定で
きる。 キナーゼが同定された場合には、そ
の活性変化が細胞に意味のある変化をもた
らすか否か、具体的には、スフィンゴミエリ
ン生合成量とメンブレンコンタクトサイト
の面積という二つの指標に変化がないか検
討を行う。 
  
 
４．研究成果 
 本研究課題開始前後から、候補キナーゼの
絞り込みを期待して、阻害剤を用いたり CERT
のコンストラクトを改変したりする等の方
法で実験を行った。 S315 のリン酸化を担う
キナーゼは、広範なキナーゼに対して阻害活
性を持つスタウロスポリンによって抑制さ
れず、むしろ逆に活性化するという興味深い
結果が得られた。 これは候補の絞り込みに
おいて有益な情報であった。 改変した CERT

コンストラクトを用いた実験結果は、キナー
ゼの絞り込みに対してはあまり有益な情報
をもたらさなかったが、長らく懸案であった
SR モチーフと S315 の関係性を明示すること
が可能となった。 即ち、CERT の SR モチー
フが脱リン酸化された状態は S315 のリン酸
化が起こり易いこと、SR モチーフの脱リン酸
化と S315 のリン酸化は相加的に CERT を活性
化すること等を明らかにした。 SR モチーフ
と S315 のリン酸化についての統一的な理解
については、2014年に発表した論文（J. Biol. 
Chem. 289. 10748-10760 (2014)）の中で詳
述した。   
 研究開始から間もない頃、我々がマグネテ
ィックビーズによる免疫沈降の条件を検討
していた時期に、ゲハイン シャルロットら
が興味深い報告をした。 彼女らは 800 種類
のキナーゼそれぞれについて、siRNA ライブ
ラリーを用いて発現を抑制し、変動する脂質
をリピドミクスによって網羅的に解析した。 
データは慎重に評価されており、十分に信頼
できるだけでなく、本研究課題において考え
ていたスクリーニングよりも緻密に研究を
進めていた。 その中に、発現を抑制するこ
とでスフィンゴミエリンの量が減少するキ
ナーゼが 12 種類リストアップされていた。 
CERT S315 のリン酸化が抑制されればスフィ
ンゴミエリンの量が低下することが強く推
測される。 このような観点から先の 12 種
類のキナーゼの中に CERT S315 を直接リン酸
化しているものが含まれている可能性が高
いと判断し、スクリーニングに優先して検討
することとした。 
 HeLa 細胞に siRNA を導入し、先述の 12 種
類のキナーゼの発現を抑制したところ、CERT 
S315 のリン酸化状態がわずかに変化したキ
ナーゼが 2つ見つかった。 そのうちの 1つ
はカルモジュリンキナーゼであったが、これ
はスタウロスポリンによって強く阻害され
ることが知られていたため、以後の解析対象
から外した。 もう一方はストレス応答性の
Kinase X（後日論文として発表することを考
慮し、現段階では明記することを避けていま
す）であり、このキナーゼはある種の刺激に
応答して活性化されることが知られていた。 
HeLa 細胞にその刺激を加えたところ、我々が
知っていた如何なる条件よりも強く S315 の
リン酸化が亢進していた。 これらの情報を
得たことにより、網羅的スクリーニングを行
う計画を見直して、Kinase X と当該刺激によ
る CERT S315 の応答性に焦点を合わせて解析
を進めた。 本研究課題を遂行する中で分か
ってきたことだが、通常の培養条件下では
CERT S315はあまりリン酸化されていない（多
く見積もっても 10%、或いはそれ以下）。 ま
た、siRNA を用いた手法では発現を完全に落
とすことが難しい。 当初計画のように、こ
の手法を用いて S315 のリン酸化状態を更に
低下させる因子を探し出すのは、実験的にか
なりの精度が要求される難しい方法であっ



ただろうと現段階では考えている。 シグナ
ル伝達に関する経験が浅いために、研究の進
展に想定以上の時間を要しているが、我々は
今後、更に検討を行った上でこれらの結果を
論文投稿する予定である。 そのため、現段
階で委細について公式に発表することは控
えたい。 詳細の報告は後日発表する論文を
以て代えさせて頂きたく存じます。 
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