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研究成果の概要（和文）：生物の構成単位である細胞の中には人間の社会とよく似た細胞の社会があります。本
研究では，細胞の社会における脂質の物流システムがどのように整備されているのか調べました。その結果，細
胞の中に張り巡らされた脂質の交通網を試験管の中に再現して解析する実験手法の開発に成功し，この独自の実
験手法を利用して，リン脂質やスフィンゴ脂質合成に関与する因子の発見に至りました。また新しいリン脂質輸
送タンパク質の発見や，これまで独立に存在すると考えられてきた細胞小器官同士が，互いに一部結合すること
で脂質を輸送する道を作ることを見出しました。これの発見は，細胞構造の概念を書き換えるインパクトの大き
い成果となりました。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated Intracellular logistics systems for lipid 
transportation. First of all, we succeeded in developing an experimental system to analyze 
phospholipid transport between the ER and mitochondria in a test tube. Using this system, we 
identified novel factors involved in the phospholipid and sphingolipid metabolism. Second, we 
characterized molecular functions of phospholipid transfer proteins in mitochondria. Importantly, we
 found that organelles, which have been thought to exist separately, directly tether each other and 
form pathways for transporting phospholipids. These discoveries provide new aspects that could 
rewrite the concept of cellular structure.

研究分野：細胞生物学

キーワード： リン脂質　ミトコンドリア　オルガネラコンタクト　スフィンゴ脂質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 真核細胞内に発達した膜構造であるオル
ガネラは，それぞれ特殊化した構造と機能を
持ち，生命活動に必須の役割を果たしている。
これまでミトコンドリアや小胞体などのオ
ルガネラは，各々が独立して機能すると考え
られてきたが，オルガネラ膜同士を物理的に
近接させる分子装置が相次いで発見され，異
なるオルガネラ同士が互いに相互作用する
ことが明らかとなった。出芽酵母のミトコン
ドリア外膜と小胞体膜を結合させるタンパ
ク質複合体として，ERMES 複合体が同定さ
れ，これらのオルガネラ間コンタクトサイト
で，リン脂質輸送を仲介すると言うモデルが
提唱されていた（ミトコンドリア･小胞体：
Kornmann et al. Science, 2009）。しかしその一
方で，ERMES のリン脂質輸送機能に関して
は否定する論文も複数報告されており，
ERMES が脂質輸送に関与するかは大きな議
論となっていた。その他，ERMES に代表さ
れるオルガネラ間テザリング因子の複合体
形成メカニズムや，オルガネラ間コンタクト
サイトの形成機構はほとんど何もわかって
いない状態であった。また細胞内リン脂質輸
送機構に関しても，リン脂質輸送タンパク質
はほとんどわかっておらず，輸送の分子メカ
ニズムはほとんど明らかにされていない状
態であった。 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，ミトコンドリア･小胞体
間のリン脂質輸送メカニズムを解明するこ
とである。これまでサイトゾルで合成された
タンパク質が，異なる細胞内区画に輸送され
るメカニズムについては多くの解析がなさ
れてきているが，リン脂質の輸送メカニズム
はほとんど分かっていない。細胞内リン脂質
輸送機構の詳細を明らかにするために，本研
究では以下の 5つのサブプロジェクトを行う。
(1)試験管内でミトコンドリア小胞体間のリ
ン脂質輸送反応を評価できる実験系の構築。 
(2)確立した試験管内アッセイ系を駆使し，議
論となてっいる ERMES 複合体のリン脂質輸
送における役割を明らかにする。 
(3)同様の試験管内実験系をスクリーニング
実験に用いることで，新規リン脂質代謝遺伝
子を同定し，その機能解析を行う。 
(4)GFP 融合タンパク質として発現した際に
一細胞あたり 5−6個のドットとして検出され
る ERMES 複合体（以後 ERMES ドットと呼
ぶ）の数を制御するメカニズム（クラスタリ
ング機構）を明らかにする。  
(5)私達が過去に同定したリン脂質代謝に関
与するミトコンドリア膜間部タンパク質複
合体 Ups2-Mdm35複合体が，リン脂質代謝に
おいてどのような役割を持つかを明らかに
する。 
 以上の解析により，リン脂質輸送機構の観
点から，ミトコンドリアと小胞体の形態や量

を維持するオルガネラ恒常性維持の分子機
構の理解を目指すことが目的である。 
３．研究の方法 
(1) 試験管内リン脂質輸送実験系の構築 
 出芽酵母から単離した膜画分を，放射性同
位体ラベルしたセリンとインキュベートす
ることで，小胞体膜上で 14C-ホスファチジル
セリン（PS）を合成する。この PS がミトコ
ンドリアへ輸送されれば，ミトコンドリア内
膜に存在する PS 脱炭酸酵素によって，ホス
ファチジルエタノールアミン（PE）に変換さ
れる。このPEがもう一度小胞体に輸送され，
PE メチル化酵素によってホスファチジルコ
リン（PC）に変換される。この PS→PE→PC
の変換をモニターすることで小胞体・ミトコ
ンドリア間のリン脂質輸送を評価する。申請
時には試験管内で PS→PE→PCが高効率で合
成されることを見出していた。しかし，この
リン脂質の変換が，これらオルガネラ間での
リン脂質輸送を反映したものであるか，すな
わちリン脂質輸送がリン脂質変換の律速段
階となるかなど，実験系の有効性を検証した。 
(2) 試験管内リン脂質輸送実験を用いた 
ERMES複合体の機能解析 
 ERMES 複合体構成因子欠損公募株から単
離した膜画分を用いることで，ERMES 複合
体が欠損した際にミトコンドリア・小胞体間
のリン脂質輸送に阻害が生じるかを検討し
た。 
(3)試験管内リン脂質輸送アッセイ系を用い
た新規リン脂質代謝因子の探索と機能解析 
 上記(1)の実験を，機能未知の小胞体または
ミトコンドリアタンパク質欠損株から単離
した膜画分を用いて行うことで，新規リン脂
質代謝関連因子を探索した。 
(4) ERMES 複合体の数を制御するメカニズ
ムの解析 
 ERMES ドットの数が変化する条件を，共
焦点レーザー顕微鏡を用いた解析により明
らかにした。特にミトコンドリアの動的性質
や細胞ストレス条件が ERMES ドットの数に
影響するかを検討する。 
(5) Ups2-Mdm35複合体の機能解析 
 Ups2-Mdm35 が欠損した細胞では PE の量
が減少することがわかっていた。また Ups2
のホモログタンパク質である Ups1 がホスフ
ァチジン酸の輸送タンパク質であることか
ら， Ups2-Mdm35もリン脂質輸送タンパク質
であることが示唆された。そこで組換え
Ups2-Mdm35 タ ン パ ク 質 を 精 製 し ，
Ups2-Mdm35 がリン脂質輸送活性を持つかを
検討する。具体的には Ups2-Mdm35が PEの
前駆体リン脂質である PS の輸送に関与する
かを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 試験管内リン脂質輸送実験系の確立に成
功した 



 出芽酵母から単離したミトコンドリアと
小胞体を含む膜画分を用いて， 14Cラベルし
た PSを合成し，この PSが PE，PCへと変換
されていく様子を観察することで小胞体・ミ
トコンドリア間のリン脂質輸送を評価可能
であることを確認した。具体的には PS, PE, 

PC を合成する酵素を過剰発現した膜画分を
用いた場合や，逆に加える 14C-セリンの量を
少なくして合成する PS の量を少なくした場
合でも，PS→PE→PC の変換速度に差がない
ことを確認した（図 1）。この結果は，小胞体
ミトコンドリア間のリン脂質輸送が，リン脂
質合成（変換）の律速段階となる事を示して
いる。さらに低濃度の界面活性剤 (Triton 
X-100)存在下では，PSの合成はされるが, PE,  
PCがほとんど合成されないことを確認した。
この結果は，インタクトな膜を介したリン脂
質輸送に依存して PS, PE, PCが 合成される
ことを示している。以上の結果から， 
PS→PE→PC の変換をモニターすることによ
り，ミトコンドリア・小胞体間でのリン脂質

輸送速度を評価できる実験系が確立されて
いることを示した。 
 
(2)-① 試験管内リン脂質輸送実験を用いて 
ERMES 複合体のリン脂質輸送における役割
を明らかにした。 
 試験管内リン脂質輸送実験系を確立する
ことができたので，ERMES 構成因子欠損株
から調製した膜画分において，リン脂質輸送
に阻害が生じるかを検討した。ERMES 構成
因子欠損株は非常に強い増殖阻害を示すこ
とから，単純に ERMES欠損株を使用すると，
リン脂質組成異常やミトコンドリアの呼吸
能の低下など様々な二次的影響が危惧され
た。そこで ERMES 欠損株の強い増殖阻害を
回復させることができるサプレッサー変異
体を用いて実験を行った。具体的にはミトコ
ンドリア・液胞間のコンタクトを増加させる
ことで ERMES の欠損を相補すると考えられ
ている Vps13-D716H 変異体を発現させるこ
とで増殖を回復させた ERMES 構成因子
（Mmm1, Mdm12）欠損株を用いた。その結
果，Mmm1や Mdm12が欠損した際には小胞
体で合成された PS のミトコンドリアへの輸
送が顕著に遅れることがわかった。その一方
で，ミトコンドリアで合成された PE の小胞
体への輸送には阻害が見られなかった。これ
らの結果から，ERMES 複合体が小胞体から
ミトコンドリアへの PS 輸送に関与すること
が示された。 (1)(2)の成果は 2016 年に
Scientific Reportsに掲載された。 

 (3) 試験管内リン脂質輸送実験系を用いて
リン脂質代謝に関与する新規遺伝子を単離
した。 
 小胞体もしくはミトコンドリア外膜に局
在することが報告されている機能未知タン
パク質や，PSD2 遺伝子と負に遺伝学的相互
作用することが報告されている因子を欠損
した酵母株から膜画分を調製し，(1)の試験管
内リン脂質輸送実験系を行った。PSD2 はゴ
ルジ体で機能する PE 合成酵素であるため，
PSD2 が欠損した際に増殖に重要になる因子
は，ミトコンドリアでの PE 合成，すなわち
ミトコンドリアへの PS 輸送に重要な因子で
あることが期待される。スクリーニングの結

 

図 1 リン脂質合成酵素の過剰発現や，PS
合成量はリン脂質輸送に影響しない。 

 
図 2 ERMES構成因子欠損はミトコンドリ
アから小胞体への PS輸送に阻害を生じる 



果，その欠損によりリン脂質合成がほとんど
合成されなくなる因子として Pah1 と，リン
脂質輸送が促進する因子 Ilm1 を同定した。
Pah1はホスファチジン酸（PA）の脱リン酸化
酵素でジアシルグリセロールの合成を仲介
する酵素である。 
(3)-①Pah1の機能解析 
 まず Pah1 欠損株におけるリン脂質合成酵
素の発現量を検討した結果，PS, PC合成に関
与する酵素のすべての発現量が著しく低下
していた（図 3）。これらのリン脂質合成酵素
をコードする遺伝子は，転写活性化因子
Ino2/Ino4 と，Ino2/Ino4 のリプレッサー因子
Opi1，さらに細胞内イノシトール濃度によっ
てその転写が制御される。細胞内イノシトー
ル濃度が低く，PA→ホスファチジルイノシト
ール（PI）の変換が行われにくい場合や，PAH1
が欠損した場合，PAが消費されずに PA量が
増加する。Opi1は PAに結合する性質がある
ので，PAが増加すると小胞体膜にトラップさ
れて，核に移行できなくなり，リン脂質合成
酵素をコードする遺伝子群の転写は活性化
されるはずである。しかし今回得られた結果
は真逆であった。Pah1欠損株をイノシトール

非存在下で培養し，リン脂質合成酵素の発現
量が増加するかを確認したが，イノシトール
がない条件で Pah1 欠損株は致死であった。
そこで Pah1 欠損によってリン脂質合成酵素
の発現量が激減する原因を調べるために，酵
母ゲノムライブラリーを Pah1 欠損株に導入
し，イノシトール無しの培地で生育できるク
ローンを単離した。増殖が回復した原因遺伝
子を調べた結果，INO4 が単離された。実際
に Pah1欠損株のゲノム上の INO4遺伝子を調

べたところ，INO4 遺伝子内にトランスポゾ
ンが挿入されたことによって INO4 遺伝子が
機能できなくなっていたことがわかった。異
なる親株を作製した Pah1 欠損株においても
全く同じ場所にトランスポゾンの挿入があ
ったことから，たまたま生じた現象ではなく，
Pah1 欠損によって引き起こされる現象であ
ると考えられる。今後 Pah1 の欠損がなぜ
INO4 ローカスへのトランスポゾン挿入を誘
発するのか検討する必要がある。これらの結
果は，現在投稿準備中である。 
 
(3)-② Ilm1の機能解析 
 Ilm1は 3つの膜貫通領域を持つことが予想
される小胞体膜タンパク質である。これまで
オレイン酸を含無培地上で増殖に必須であ
ることが報告されていたが，その機能は不明
であった。本研究によって，Ilm1が欠損する
とミトコンドリア・小胞体間のリン脂質輸送
が促進することが示唆された。しかし様々な
実験で確認実験を行ったところ，最終的に
Ilm1 がリン脂質輸送には関与しないことが
わかった。ただし解析を進めると Ilm1が脂質
代謝に関与することがわかってきた。例えば，
Ilm1 が欠損するとカルジオリピン（CL）や

PSと言ったリン脂質の量が減少する。さらに
スフィンゴ脂質のうちM(IP)2Cが減少するこ
とがわかった（図 4）。 
 Ilm1が第一にリン脂質に影響するのか，そ
れともスフィンゴ脂質代謝に関与するのか
を検討するために，既知のリン脂質合成酵素
欠損株がスフィンゴ脂質異常を引き起こす
か，もしくはその逆はあるうかを検討した。
その結果，リン脂質組成異常によってスフィ
ンゴ脂質代謝に変化はでない一方で（図 5B），
スフィンゴ脂質組成異常がリン脂質組成異
常，特に PS の減少を引き起こすことがわか
った（図 5A）。これらの結果から，Ilm1がス
フィンゴ脂質代謝に関与する新規因子であ
ることが明らかとなった。この成果に関して
も現在投稿準備中である。 

 
図 3 Pah1の欠損はリン脂質合成酵素の
発現量低下を引き起こす 

 
図 4 Ilm1 の欠損はリン脂質とスフィンゴ
脂質の組成異常を引き起こす 



(4)ERMESドットの数を制御する２つの独立
なメカニズムを発見した。 
(4)-①ミトコンドリアの融合と分裂によって
ERMESドットの数が制御されることを発見 
 一細胞あたりの ERMESドットが平均 6個
程度に維持されている。興味深いことにミト
コンドリア分裂因子である Dnm1が欠損した
細胞では，ERMES ドットの数が減少し，サ
イズが大きくなることを確認していた（図 6）。
この結果はミトコンドリアの分裂が ERMES

の数の制御に関与することを示唆する。そこ
でミトコンドリア上で Dnm1のレセプターと
して機能する因子 Fis1 の欠損株を用いて同

様の実験を行ったところ，確かに ERMES ド
ットの数が減少することを確認した。さらに
ミトコンドリア分裂阻害剤である Mdivi-1 で
細胞を処理した際にも ERMES ドットの減少
が見られた。 
 次にミトコンドリア融合因子 Fzo1を欠損さ
せ，ミトコンドリア融合をできなくした際に，
ERMES ドットの数が変化するか検討したと
ころ，ミトコンドリア分裂を阻害した時とは
逆に ERMES ドットの数が増加した。更に興
味深いことにミトコンドリア融合因子と分
裂因子を同時に欠損させると，ミトコンドリ
ア分裂因子単独欠損株と同様に ERMES ドッ
トの数が減少した（図 7）。これらの結果はミ
トコンドリアの融合と分裂がアンタゴニス
ティックにミトコンドリア・小胞体間コンタ
クトサイトの数の調節を行っている事を示
している。この成果に関しても現在投稿準備
中である。 
 
(5) Ups2-Mdm35複合体が PS輸送因子であ
ることを見出した。 
 Ups2-Mdm35 を大腸菌で安定に発現，精製
することは難しかったが，これらのタンパク
質をタンデムにつなげて発現することで大
量精製が可能になることを見出した。調製し
た組換えUps2-Mdm35がリポソーム間でリン
脂質を輸送する活性を持つかを検討したと
ころ，Ups2-Mdm35 が PS 輸送タンパク質で
あることを直接的に示すことができた。この
成果は九州大学の久下教授のグループと共
同で JCB誌に掲載された。 
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