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研究成果の概要（和文）：　ビスモノアシルグリセロリン酸（BMP）は後期エンドソーム特異的に局在するリン脂質で
あるが、その機能や生合成経路に関しては不明な点が多い。本研究ではBMP生合成関連酵素の同定とBMPの機能解明に有
用な細胞株の作製を目的とした。
HeLa細胞エンドソームのプロテオーム解析を行った結果、複数のアシルトランスフェラーゼとホスホリパーゼを見いだ
した。shRNAを利用してHeLa細胞でこれらの酵素遺伝子をノックダウンした結果、ホスホリパーゼの一つがBMP生合成に
関与していることが分かった。この細胞株はBMP量が減少するが、致死ではなかったことからBMPの機能解明に利用可能
であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Bis(monoacylglycero)phosphate (BMP) is a unique phospholipid enriched in the late 
endosome. There are some questionable points about the function of BMP and the de novo biosynthesis of 
BMP has not been clearly demonstrated. In this study, I tried to identify a novel enzyme gene involved in 
the BMP biosynthesis and establish a cell line that the amount of BMP is decreased by silencing of the 
gene.
From the result of proteome analysis of endosome, I found some acyltransferases and some phospholipases 
which may be involved in the BMP biosynthesis. Gene silencing indicated that one of the phospholipases 
was involved in the BMP biosynthesis. Finally I succeeded to establish the cell line the amount of BMP is 
decreased by silencing of the gene.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 細胞内には小胞体やゴルジ体、エンドソー

ムなど様々な小器官があり、脂質二重膜はこ

れらの内外を区別する役割を担っている。脂

質二重膜の主要成分はリン脂質であり、試験

管内では１種類のリン脂質だけで二重膜構

造を再構成できるが、一方で自然界には 1000

種類以上のリン脂質が存在しており、これら

の組成は生物種や組織、細胞小器官などの違

いにより異なる。ホスファチジルコリンやホ

スファチジルエタノールアミンは生体内に

おいて脂質二重膜を構成する主要なリン脂

質であり、どの細胞小器官においても比較的

多く存在するが、その一方で本研究対象であ

るビスモノアシルグリセロリン酸（BMP）は

後期エンドソームの内腔小胞に特異的なリ

ン脂質であり、内腔小胞ではリン脂質の 70％

を占めることが報告されている。その機能に

ついては不明瞭な点が多いが、最近になって

Kirkegaard らは BMP の機能の一つとして

HSP70 との相互作用を介して酸性スフィンゴ

ミエリナーゼの補助因子として働くこと報

告している（Nature, 2010）が、実際にはさ

らに多くの未知機能があると考えられる。一

方、Poorthuis らは BMP がホスファチジルグ

リセロール（PG）から生合成されることを示

した（JBC,1976）が、その生合成経路は不明

瞭な点が多く PG 以降の生合成酵素は全く不

明であった。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究では HeLa 細胞を用い、BMP

の生合成に関わる酵素遺伝子の同定を目的

とする。 

（２）（１）が成功した場合には、さらにこ

の酵素遺伝子を HeLa細胞で人工的に欠損さ

せるか、あるいは発現抑制させることにより

BMP 量が少ない細胞株の樹立を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

（１）BMP の生合成にリゾリン脂質アシル

トランスフェラーゼ（LPLAT）が関与してい

るとの仮説に基づき、マウスで報告されてい

る 19 種類の LPLAT 遺伝子すべてを各々

CHO-K1 細胞で発現させた。トランスフェク

ション２日後の細胞から脂質を抽出した後、

LC/MSを用いてBMPを定量することにより、

その生合成に関与しているかどうか判断し

た。 

（２）BMP 生合成関連酵素が後期エンドソー

ムに特異的に存在すると仮定し、HeLa 細胞か

ら調整した初期エンドソームおよび後期エ

ンドソームのプロテオーム解析を行った。こ

の解析結果から関連酵素の候補を選抜した

後、各々についてテトラサイクリン誘導

shRNA 発現システムを利用した細胞株を作製

した。これらの細胞株で各遺伝子を発現抑制

後、LC/MS を用いて BMP を定量し、BMP 量の

減少を目安としてBMP生合成酵素の同定を試

みた。 

 

４．研究成果 

（１）19 種類のマウス LPLAT 遺伝子を各々

CHO-K1 細胞で発現させた後、LC/MS を用

いて BMP を定量したが、野生型との比較で

優位な差は見られなかった。原因を調べた結

果、トランスフェクションの効率が本実験

目的を達成するには十分でないことが分か

った。そこで、これらの一部については強

制発現可能な安定細胞株を作製した。 

（２）HeLa 細胞の初期エンドソームおよび後

期エンドソームのプロテオーム解析を行い、

BMP 生合成関連酵素の候補として５種類のア

シルトランスフェラーゼと９種類のホスホ

リパーゼを得た。HeLa 細胞を用いて tet-on

システムを利用可能な誘導型のshRNAを持つ

細胞株を作製し、各遺伝子をノックダウン後、

LC-MS を用いて BMP を定量した。その結果、

前述のホスホリパーゼのうちの一つをノッ



クダウンした際に BMP 量が徐々に減少し、ノ

ックダウン４日目までに約 60%減少したこと

から、このホスホリパーゼが BMP の生合成に

関与していることが明らかとなった（図１）。

また、このホスホリパーゼを継続的にノック

ダウンさせた場合、細胞株の増殖速度はノッ

クダウン前に比べて 50%以下になるものの、

死滅せずに２週間以上培養できることを確

認した。したがって、この細胞株を用いて解

析することにより、BMP の機能解明が期待で

きると考えている。 

 

図１ ホスホリパーゼ遺伝子をノックダウ

ンした細胞における BMP 量の変動 

BMP 生合成に関連するホスホリパーゼ遺伝子

を HeLa 細胞にてノックダウンした後、LC/MS

を用いて BMP を定量した。HeLa：HeLa 細胞。

KD:遺伝子ノックダウン細胞。横軸：ノック

ダウン後の日数。 
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