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研究成果の概要（和文）：脂肪滴表層は他の生体膜と異なる性質を持ち、様々なタンパク質の機能発現の場とな
る。我々は小胞体ストレスに晒された肝細胞では本来リポタンパク質として分泌されるはずの脂質が核内に侵入
して核内脂肪滴となり、生体膜の主要なリン脂質ホスファチジルコリンを合成するタンパク質CCTαを結合・活
性化して、ストレスの緩和に寄与することを見出した。一方、飢餓に置かれた細胞では自己成分の分解で生じた
脂肪酸を原料として作られる脂肪滴が、CCTαとは異なるアイソフォームCCTβ3を結合・活性化し、オートファ
ジーを維持し、細胞の生存を助ける働きを持つことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The surface of lipid droplets (LDs) has properties different from other 
biological membranes and recruit unique proteins. In hepatocytes exposed to the endoplasmic 
reticulum stress, we discovered that lipids, which are normally secreted as lipoproteins, enter the 
nucleus and generate nuclear LDs. These nuclear LDs recruit and activate CCTα, an isoform of the 
enzyme critical for phosphatidylcholine synthesis, thereby contributing to mitigation of the 
endoplasmic reticulum stress. In cells under starvation, free fatty acids derived from digested self
 materials generate cytoplasmic LDs. On those LDs, CCTβ3, a different isoform of CCT, is activated,
 and this helps cells to maintain autophagy and survive for a prolonged time in starvation. 

研究分野： 細胞生物学、解剖学一般
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで不明であった肝細胞における核内脂肪滴の形成機構が解明され、CCTα活性化を通じてストレス緩和に
寄与することが明らかになった。肝細胞のストレス増悪は脂肪肝などの疾病要因であり、今後、核内脂肪滴を標
的とした予防・治療法への展開が期待できる。一方、飢餓時に形成される細胞質脂肪滴はCCTβ3活性化を通じて
オートファジーの維持に重要な役割を果たすことが分かった。低栄養状態下の癌細胞生存にはこの機序が関与し
ていると推測され、CCTβ3を標的とした制癌治療の可能性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 脂肪滴は真核細胞に普遍的に存在し、トリグリセリド、ステロールエステルなどの脂質エス
テルの集塊をコアとし、表面を燐脂質で被われた細胞内構造である。脂肪滴の存在は古くから
知られていたが、長い間、過剰脂質貯蔵に特化した静的な構造と考えられていた。しかし最近
の研究によってその概念は大きく変わり、脂肪滴は多様な機能に関わる動的なオルガネラであ
ると考えられるようになった。多数の脂肪滴関連タンパク質が新たに同定される一方、リピド
ミクス技術によって脂質の詳細な解析が進み、肥満や脂肪肝などヒト疾患との関連についての
研究も大きく進展した。また脂肪細胞や肝細胞など脂質代謝を主たる生理機能とする細胞だけ
でなく、酵母など多種多様な細胞を用いた研究が行われたことにより、タンパク質輸送やウイ
ルス粒子形成への関与など、当初は予想されなかった機能が脂肪滴に存在することが分かって
きた。 
 我々は脂肪滴にカベオリンが存在すること、脂肪滴表層が特殊な燐脂質組成を持つ脂質一重
層であり、Rab18 が特異的に局在することなどを発見し、近年の脂肪滴研究の先鞭をつけた。
さらにその後、肝細胞の脂肪滴表層がアポリポプロテイン B100 (ApoB)がオートファジー、プ
ロテアソームという２つのタンパク質分解系によって分解される場となり、UBXD8, Derlin-1 な
どがその分解に関与することを明らかにした。また直近には肝細胞の核内に存在する脂肪滴が
核膜の陥入構造である Nucleoplasmic reticulum (NR)や PML 小体に近接して形成されること、脂
肪滴のミクロオートファジーにニーマンピック病 C 型蛋白質が関与することを報告した。 

脂肪滴表層の燐脂質一重層は、疎水性で球状の塊となる脂質エステルの表面を被う形で存在
するため、一般的な生体膜の燐脂質二重層とは異なり、自由に曲率を変えられない、脂質エス
テル塊の表面積に対応して拡張、縮小する必要がある、などの制約を受ける。脂質エステルの
合成・分解は、脂肪滴表面の燐脂質量とは独立に変動しうるため、種々の条件下で脂肪滴コア
と脂肪滴表層のミスマッチが起こり、燐脂質のパッキングの間隙 (packing defect) が生じるこ
とになる。このようにして生じた packing defect には両親媒性を持つタンパク質などが結合する
ことが示されている。このような特殊な膜ドメインとしての性質を持つ脂肪滴表層の機能を解
明することは重要な課題である。 
 
２．研究の目的 

脂肪滴表層に生じる packing defect には哺乳類細胞の主要な燐脂質であるホスファチジルコリ
ン (PC) を合成する経路の律速酵素 CTP:phosphocholine cytidylyltransferase (CCT) が結合し、活
性化される。この現象は脂肪滴が大きくなる際に脂肪滴を被うのに必要な PC を供給するため
の機構と理解されてきた。我々は CCT の３つのアイソフォームのうち、CCTと CCTがそれ
ぞれ異なる条件で形成される脂肪滴にリクルートされ、より細胞全体の機能に関わる意義を持
つことを示唆する予備的結果を得た。本研究ではその結果をさらに発展させ、脂肪滴における
PC 合成制御の機序とその生理的意義を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 核内脂肪滴形成機構と CCT活性化の意義の解明 
 CCTは核に存在する可溶性タンパク質である。我々は肝癌由来培養細胞を用いた研究によ
り、CCTが核内に存在する脂肪滴に結合することを報告した (Ohsaki et al, J Cell Biol, 2016)。
それに引き続く研究で核内脂肪滴の形成機序を調べたところ、ER ストレスなどによって超低
比重リポタンパク質 (VLDL) の形成、分泌が阻害された場合に、VLDL 前駆体である脂質顆粒
が ER 内腔に滞留し、さらに核膜槽、NR に逆流し、核内脂肪滴の形成に至ることを示唆する予
備的結果を得た。この予想外の機序でできた核内脂肪滴に CCTがリクルートされて PC 合成
が活性化されると、膜新生が増加して ER が拡張し、ER ストレスが軽減されるのではないかと
考えた。 

この仮説について検証するため、まず NR 内腔に逆流した VLDL 前駆体が内核膜を隔てた核
質側に核内脂肪滴形成を誘導する機序について、VLDL 前駆体、核内脂肪滴、NR 膜のマーカ
ーの多重蛍光標識、ライブイメージング、電顕観察などを用いて解析する。また NR 膜の伸長



を制御する因子についても調べる。ついで核内脂肪滴において CCTと相補的な分布を示す脂
肪滴結合タンパク質 Perilipin-3 の発現レベルを操作し、CCTの挙動、PC 合成活性、ER ストレ
ス応答に与える影響を探究する。 

また肝細胞と異なり、リポタンパク質合成能を持たない細胞での核内脂肪滴形成機構を明ら
かにするために骨肉腫由来 U2OS 細胞を用いて検討する。脂質合成酵素の核膜への分布の有無
を調べ、脂質合成酵素発現抑制の影響、核内脂肪滴のライブイメージングなどを行う。また
Perilipin-3 の発現操作が CCTの挙動、PC 合成活性に与える影響を調べる。 
(2) オートファジーにおける CCT活性化の意義の探究 
 CCTは細胞質の可溶性タンパク質として存在するが、アミノ酸飢餓でオートファジーが誘
導されると、自己成分の分解で遊離した脂肪酸を原料として形成される細胞質脂肪滴に特異的
に結合することが分かった。CCTが結合した脂肪滴付近で隔離膜が形成され、新規合成され
た PC が取り込まれることを示唆する結果も得た。 

オートファジーにおいて CCTが担う役割を明らかにするため、オートファジーによって形
成された脂肪滴、不飽和脂肪酸負荷で形成された脂肪滴について、CCT、CCTと N 末の一
部だけが異なる CCT、CCTの挙動を比較する。また GFP でタグした WIPI, DFCP1, LC3 な
どオートファジー膜形成の各段階のマーカーを発現する細胞、Atg5, Atg7 など必須遺伝子を欠
損した細胞などを用い、ライブイメージング、オートファジー活性定量などを行い、CCT発
現の増減がオートファジーに与える影響を解明する。凍結割断レプリカを用いた解析により、
オートファジー膜への新規合成 PC の取り込みについて詳細に解析する。CCTを欠損する細
胞を作製し、オートファジー活性や飢餓時の細胞の生存に対する影響を調べ、さらに CCT欠
損細胞に種々の CCT変異体を発現させることにより、CCTのどの部分が機能的に重要なの
かを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 核内脂肪滴形成機構と CCT活性化の意義の解明 

核内脂肪滴は肝細胞で比較的多く見られるが、その生理的意義や形成のメカニズムについて
はほとんど分かっていなかった。我々は肝細胞の重要な機能である VLDL 合成との関係に着目
し、下記の知見を得た。なお VLDL 合成過程には、コアとなるタンパク質である ApoB ととも
に脂質輸送活性を持つ Microsomal triglyceride transfer protein (MTP)が必須であることが分かって
いる。①肝細胞の核内脂肪滴は MTP 阻害によって減少する。②小胞体ストレス下では MTP の
発現量は維持されるが ApoB は減少するため、VLDL 前駆体である ApoB を持たない脂肪顆粒 
(ApoB-free lumenal LD) が小胞体内に蓄積し、小胞体内腔の脂肪滴として観察されるようにな
る。③内腔脂肪滴は核内膜が伸長して形成される type I NR の内腔で巨大化し、最終的には NR
膜の破綻を引き起こして核質内に移行し、核内脂肪滴となる。④核質脂肪滴には CCTα がリク
ルートされ、活性化される。⑤核質に存在する Perilipin-3 は CCTα と競合的に核内脂肪滴に結
合し、Perilipin-3 の発現量の増加、減少は、それぞれ CCTα の核質脂肪滴への結合量の減少、増
加、さらに PC 合成量の減
少、増加を引き起こす。⑥
Perilipin-3 の発現抑制は PC
合成を増加させることによ
り、小胞体ストレス応答を
低減させる。⑦小胞体内腔
の脂肪滴や核内脂肪滴は、
肝細胞株だけでなく、長期
間高脂肪食を給餌し、小胞
体ストレスを負荷したマウ
ス体内の肝細胞でも認めら
れる。 

これらの結果は、小胞体
ストレスに曝露された肝細



胞では核内脂肪滴が多数形成されることによって PC 合成が活性化され、それによる小胞体膜
の増量、小胞体容積の増大が小胞体ストレスの緩和をもたらすというフィードバック機構の存
在を示唆する。 

一方、リポタンパク質合成能のない U2OS 細胞での核内脂肪滴形成については以下の結果を
得た。①核内膜にはトリグリセリド合成に関わる酵素が存在し、核内脂肪滴を形成する。②核
内膜での核内脂肪滴形成には細胞質脂肪滴の形成に重要な機能を担う Seipin は関与しない。③
Seipin の発現を抑制すると、Lipin-1発現増加、核内ホスファチジン酸増加が起こる。その結果
として内核膜でのトリグリセ
リド合成が増加する。④肝細
胞と異なり、Perilipin-3 の発
現抑制は PC 合成にほとんど
影響を与えない。 

これらの結果は、リポタン
パク質合成能を持たない細胞
では肝細胞とは異なり、核内
膜でのトリグリセリド合成に
よって核内脂肪滴が形成さ
れ、PC 合成調節への寄与度
も異なることを示唆する。  
(2) オートファジーで形成される脂肪滴について 

アミノ酸飢餓でオートファジーが誘導された細胞において、下記の結果が得られた。①新規に
合成された PC はオートファゴソーム膜に優先的に取り込まれる。②CCTβ3 は、通常培養条件下
では細胞質にびまん性に存在するが、短時間（１∼２時間）飢餓時にはオメガソームなどのオー
トファジー関連構造に、長時間（８時間∼３日）飢餓時にはオートファジー依存性に形成された
細胞質脂肪滴にリクルートされる。一方、CCTα、CCTβ2 はそれぞれ核質、細胞質の可溶性画分
にあり、CCTβ3 のような分布変化を示さない。③アミノ酸を含む通常の培地で培養した細胞に
不飽和脂肪酸を付加して作らせた細胞質脂肪滴には CCTβ3 はリクルートされない。④CCTβ3 の
過剰発現により長時間飢餓の細胞でのオートファゴソーム形成やオートファジー活性が増加す
る。⑤CCTβ3 の発現抑制はオートファゴソーム形成やオートファジー活性を減少させる。⑥①
～⑤の結果はマウス線維芽細胞で得られたが、骨肉腫由来の癌細胞である U2OS 細胞でも CCTβ3
を欠損させると、長期飢餓時のオートファジー活性が減弱し、さらに細胞の生存率が著しく低下
する。  

以上の結果から、長期間飢餓状態におか
れた細胞では、オートファジーによる自己
成分の分解で遊離した脂肪酸を原料として
脂肪滴が形成され、そこにリクルートされ
た CCTβ3 の活性化がオートファジー膜形
成に必要な PC 合成の活性化をもたらし、
それによって細胞の生存維持に寄与すると
考えられた。 
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