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研究成果の概要（和文）：MAM（mitochondria-associated membrane）や他の小胞体サブドメインのいくつかはラフト
様の構造を持つ。申請者らは小胞体ラフト様構造に存在するsyntaxin17（Syn17）とVAPA/Bが以下の機能を持つことを
明らかにした。（１）Syn17はアポトーシスを制御する。（２）栄養飢餓に伴ってSyn17はラフト様構造から非ラフト様
構造（オートファゴソーム）へ移動する。（３）Syn17はラフト局在タンパク質であるSNAP23と協調して、脂肪滴形成
を制御する。（４）VAP-A/Bは小胞体とゴルジ体の境界面に存在し、トランス・ゴルジネットワークのラフト構造を制
御する。

研究成果の概要（英文）：The MAM（mitochondria-associated membrane）and some of the other ER subdomains 
appear to have raft-like structures. In the present project we made the following findings about 
raft-localized proteins, syntaxin 17 (Syn17) and VAP-A/B: (1) Syn17 regulates apoptosis. (2) Upon 
nutrient deprivation, Syn17 redistributes from the raft-like structure (MAM) to the non-raft-like 
structure (autophagosomes).(3) Syn17 in cooperation with another raft-localized protein, SNAP23, 
regulates lipid droplet formation. (4) VAP-A/B localize to the ER-Golgi contact site and regulate the 
raft-like structure of the trans-Golgi network.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 ラフトは細胞膜のカベオレに類似した膜
構造で、スフィンゴ脂質とコレステロールに
富んでいる。最近、小胞体-ミトコンドリア
接触領域にもラフト様構造が存在し、スフィ
ンゴ脂質代謝（Chipuk	 et	 al.	 (2012)	 Cell	 
148,988）や小胞体からの Ca2+放出（Sano	 et	 
al.(2009)	 Mol	 Cell	 36,500）を通じてアポ
トーシスを制御していることが報告されて
いる。このラフトの場所に関しては種々議論
があるが、おそらく MAM（mitochondria-	 
associated	 membrane）と呼ばれる小胞体サ
ブドメインあるいはその一部であると考え
られる。興味深いことに、スフィンゴ脂質合
成を調節する TORC2 は動物細胞では MAM に存
在する（Betz	 et	 al.(2013)	 PNAS	 110,12526）。
ラフト様構造は小胞体だけでなく、ゴルジ体、
特にトランス・ゴルジネットワークにも存
在することが報告されている（Waugh	 (2013)	 
Nature	 Protoc	 8,	 2429）。	 
	 申請者らは、膜融合装置として知られてい
る SNARE の一種である syntaxin17(Syn17)が
MAM のラフト様構造に局在することを見い出
した。ラフトに存在する Syn17 は、膜融合活
性とは無関係にミトコンドリアの分裂を制
御しており、この知見は、小胞体膜がミトコ
ンドリアの分裂する位置を決定していると
いう発見（Friedman	 et	 al.(2011)	 Science	 
334,358）に、分子的裏付けをもたらすもの
である。Syn17 は最近、オートファジーに関
与することが示されたタンパク質である。申
請者らはさらに、Syn17 の発現抑制によって
脂肪滴が減少することを見い出している。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 ミトコンドリアと接する小胞体領域 MAM に
はラフト様構造が存在し、アポトーシス誘導
等に関与すると考えられているが、その性質
や機能はよくわかっていない。申請者らは、
ヘアピン型膜結合領域を有する SNARE タンパ
ク質 Syn17 がラフトに存在し、膜融合とは異
なる機能でミトコンドリアの分裂を調節し
ていることを見い出した。本研究では、Syn17
とその結合タンパク質を中心とし、小胞体内
ラフト様構造の構築と動的性質を調べ、脂肪
滴形成やオルガネラ間のコミュニケーショ
ンを仲介するラフトの役割を解明する。また、
小胞体－ゴルジ体の接触についても調べる。	 
	 
３．研究の方法 
（１）抗体、プラスミド、試薬	 
	 Syn17の膜結合ドメイン以降を欠失させた
断片のN末端側にGSTタグを付加するプラスミ
ドを構築し、タンパク質を大腸菌で発現・精
製して抗原とした。ウサギに免疫した後、MBP
タグを付加したSyn17（膜結合ドメイン以降を
欠失）を用いて抗体をアフィニティ精製した。
他の抗体は市販品を用いた。動物細胞発現プ
ラスミドは、GFP、FLAG、Mycタグが付くもの

を用いた。ジギトニンはWako社から購入し、
30μg/ml、5分間室温で細胞を処理した。	 
（２）細胞培養	 
	 培養細胞は主に HeLa 細胞を用いたが、結
合実験には 293T 細胞、分化実験では NIH3T3-	 
L1 細胞を用いた。RNAi は合成オリゴ RNA を
用いて行った。複数のオリゴ RNA を用いるか、
あるいはオリゴ RNA 耐性の cDNA を発現させ
て、発現抑制の効果が特異的であることを検
証した。	 
（３）顕微鏡による解析	 
	 蛍光顕微鏡解析にはオリンパス fluoview	 
300 あるいは 1000 を用いた。	 
（４）定量	 
	 蛍光画像の定量は ImageJ（NIH）を利用し
た。実験結果で得られた数値を平均し、平均
値±SD または±SEM で表示した。	 
４．研究成果	 
（１）アポトーシスにおける Syn17 の役割	 
	 2014 年度にスタウロスポリンを用いたア
ポトーシス誘導実験を行ったが、2015 年に条
件を詳細に検討して再度実験を行ったとこ
ろ、スタウロスポリンによって引き起こされ
るアポトーシスが Syn17 発現抑制細胞におい
ては抑制されていることが判明した。一方、
TRAIL によるアポトーシスは Syn17 の発現抑
制では抑制されなかった。Fas 刺激について
は現在再現性を取っている。	 
（２）栄養飢餓に伴う Syn17 の局在変化	 
	 Syn17 を含む構造はミトコンドリア
（Tom20）と共局在しているが、低濃度
（30μg/ml）ジギトニンによってコレステロ
ールを除去するとミトコンドリアから解離
する。一方、栄養飢餓を誘導してオートファ
ゴソームへ移動した Syn17 はジギトニン処理
によって膜から遊離しない。これは、Syn17
が栄養条件に従って、ラフト様構造から非ラ
フト様構造へ移行することを示唆する。	 
（３）脂肪滴形成における Syn17 の役割	 
	 Syn17 は膜融合を司る SNARE ドメインの後
に、中央部分が Lys によって分断された 44
アミノ酸の疎水性膜ドメイン（HMD）を持つ
（下図：青が SNARE ドメイン、紫色は HMD）。	 
	 Syn17 の発現抑制によってトリアシルグリ

セロール量および脂肪滴は減少するが、その
効果を回復させるためには、Syn17 の SNARE
ドメインおよびそれ以降の C末端領域が必要
であることが分かった。それゆえ、Syn17 は
膜融合とそれ以外の機能の両方で脂肪滴形
成を促していると考えられる。	 
	 ラフト局在タンパク質である SNAP23 は
Syn5 と結合して脂肪滴形成に関与すること
が報告されていたが、このタンパク質は
Syn17 とも結合する。NIH3T3 細胞を脂肪細胞
に分化させると、Syn17 の発現が上昇するが、
この時 SNAP23 の発現も上昇した。	 
	 ACSL3（Acyl-CoA	 synthetase	 3）はトリア



 

 

シルグリセロールの原料となるアシル CoA を
産生する酵素で、HeLa 細胞においては、通常、
小胞体に存在するが、脂肪滴を形成させる条
件（オレイン酸の添加）では脂肪滴へ移動す
る。Syn17 の発現を抑制すると、ACSL3 の脂
肪滴へ局在化は阻害された。結合実験から、
ACSL3 は Syn17 の SNARE ドメインと結合して
いることが判明した。また、この結合は、
SNAP23と競合的であった。一方、ACSL3はGate
ドメインと呼ばれる脂肪滴局在（そして酵素
活性）に必要なドメインを介して Syn17 と結
合していた。これらの結果から、ACSL3 が脂
肪滴へ局在化するためにはラフトが重要な
役割をしている可能性が示唆された。	 
（４）小胞体－トランス・ゴルジネットワー
クの接触	 
	 VAP-A/B は小胞体ラフトに存在するタンパ
ク質であり、細胞膜やゴルジ体（トランス・
ゴルジネットワーク）へのコレステロールや
セラミドの輸送に関与する。また、ミトコン
ドリアとの接触にも関わる。VAP-A/B の発現
を抑制するとトランス・ゴルジネットワーク
から細胞膜へ輸送される小胞（CARTS 小胞）
の形成が抑制されることを見い出した。
VAPA/B はホスホイノシチド	 4-ホスファター
ゼである Sac1、オキシステロール結合タンパ
ク質である OSBP と複合体を形成し、小胞体－
ゴルジ体の接触領域に存在している。詳細な
解析の結果、VAP-A/B の発現抑制によってコ
レステロールやセラミドが輸送されなくな
った結果、トランス・ゴルジネットワークの
ラフト様構造が崩壊し、そのために輸送小胞
形成が抑制されることが判明した。	 
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