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研究成果の概要（和文）：イノシトールリン脂質PI4Pは、細胞膜に豊富に存在するが、その合成機構や生理機能
の詳細は明らかではなかった。そこで培養細胞を用いて詳細に解析したところ、PI4P合成酵素であるPI4KIIIα
は、種々の細胞においてTMEM150A等と複合体を形成して細胞膜に局在することが明らかになった。また、細胞膜
PI4Pは、オキシステロール結合タンパク質ファミリーORP5およびORP8を細胞膜にリクルートし、小胞体―細胞膜
接触部位形成を制御する機能を有することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P), a phosphoinositide enriched in the 
plasma membrane, has been shown to serve as a precursor for phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate. 
However, its own role at the plasma membrane has been poorly understood. We found that PI4KIIIα, 
the kinase responsible for the production of PI4P at the plasma membrane, forms a complex with 
TMEM150A, and localizes at the plasma membrane in many types of cells. Furthermore, PI4P produced by
 the PI4KIIIα complex recruits ORP5 and ORP8, members of the oxysterol-binding protein-related 
protein family, at the contact sites between the plasma membrane and endoplasmic reticulum.

研究分野：細胞生物学

キーワード： イノシトールリン脂質

  ４版
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１．研究開始当初の背景 
 
脂質は、細胞膜やオルガネラ膜を形成する役割
の他に、シグナル伝達、細胞内輸送、代謝やエ
ネルギー合成など、様々な細胞生理機能を担っ
ている。なかでも、リン脂質の 1 つであるイノシト
ールリン脂質は、細胞における存在量は微量で
あるにもかかわらず、細胞の生存に必須の役割
を果たす。イノシトールリン脂質の特徴は、イノシ
トール環の３位、４位、及び５位が可逆的にリン
酸化・脱リン酸化を受け、組み合わせにより７種
のイノシトールリン脂質が自在に作られることに
ある。細胞膜においては、Phosphatidylinositol 
4-phosphate (PI4P)- Phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate (PIP2)-phosphatidylinositol 
3,4,5-triphosphate (PIP3)の一連の代謝が、酵
素群の働きにより制御されており、特に PIP2 及
び PIP3 は、シグナル伝達やエンドサイトーシス
等に必須の役割を担うことから、様々な知見が
得られている（引用文献①）。しかし一方で、そ
の前駆体である PI4P については、PIP2と同様に
重要であるにもかかわらず、不明な点が実に多
い。酵母をもちいた先行研究から、細胞膜にお
ける PI4P の新規合成は、stt4 によって制御され
ることがわかっていた。また、stt4 は複合体を形
成して細胞膜に局在し、細胞膜の PI4P 合成を
担うことも判明していた。しかしながら、哺乳動物
細胞における PI4P 合成機構について、その詳
細は未解明であった。そこで私達は、stt4 の哺
乳動物相同遺伝子である Phosphatidylinositol 
4-kinase IIIα (PI4KIIIα)の分子細胞生物学的
解析を行い、これまで NCBI のデータベースに
登録されている PI4KIIIα の開始コドンは誤りで
あり、実際には N 末端側 59 アミノ酸が欠落して
いたこと、そして新たに同定した全長 PI4KIIIα
は新規分子 EFR3A もしくは EFR3B 及び TTC7A
も し く は TTC7B と 複 合 体
（PI4KIIIα-EFR3-TTC7）を形成することで、細
胞膜に局在することを見いだした（引用文献②）。
さらに、タモキシフェン誘導型の PI4KIIIα ノック
アウトマウスを作成し、このノックアウトマウスから
樹立したPI4KIIIα ノックアウト線維芽細胞では、
細胞膜 PI4P が合成されない結果、細胞膜のア
イデンティティが確立されず、種々の細胞膜機
能が損なわれることがわかった。これらの結果か
ら、PI4KIIIα は、細胞膜 PI4P 産生および細胞
膜機能に必須の役割を担っていることが明らか
になった（引用文献②）。 
 
２．研究の目的 
 
上述の研究から様々な新知見が得られたが、同
時にさらなる多くの疑問点が生じた。中でも重要
な の は 、 ①PI4P 複 合 体 形 成 機 構 で あ る 。
EFR3A/B と TTC7A/B 以外に複合体形成分子
は存在するのか？それらは細胞内で複合体を
形成し、細胞膜に局在するのか？また、②細胞
膜 PI4P の生理機能の詳細は依然不明である。
PI4P が PIP2 の前駆体であることは周知の事実
であるが、PI4P は単に PIP2 の前駆体としての機

能しか持っていないのか？PI4P 自身はどのよう
な機能を有しているノか？そこで本研究では、
細胞膜 PI4P の産生制御メカニズムと生理機能
の解明を目指し、PI4KIIIα 複合体局在制御と、
それにより産生される PI4P の生理機能について
解析した。 
 
３．研究の方法 
 
PI4KIIIα 複合体の局在を詳細に調べるために、
PI4KIIIα、EFR3A、EFR3B、TTC7A、TTC7B お
よび TEME150A を発現するプラスミドは、ヒトもし
くはマウス由来の cDNA を用いてそれぞれ作成
した。また、培養細胞としては、株化細胞として、
HeLa 細胞、COS7 細胞、NG108-15 細胞及び
PC12 細胞を用いた。初代培養細胞としては、マ
ウス線維芽細胞を用いた。マウス線維芽細胞は、
定法にしたがって胎児マウスから脳と造血系組
織を除いた後にトリプシン消化を行ったのちに、
培養ディッシュに付着して増殖した細胞を用い
た。 
脂質の調整およびリン脂質の定量は以下のよう
に行った。まず、培養細胞を PBS で洗浄したの
ちに、メタノールおよび塩酸を含むバッファーで
処理して、スクレーパーにより細胞抽出液を回収
した。これをエッペンチューブに移し、クロロホル
ムを加えてからボルテックスにより攪拌して遠心
分離することで脂質を抽出した。脂質を含む溶
液を窒素ガスにより蒸発させて抽出した脂質を
乾燥させたのち、脱アシル化処理を行った。こ
れを脱イオン水に溶解し、イオンクロマトグラフィ
ーによって陰イオンカラムを用いて解析した。 
 
４．研究成果	
	
（１）PI4KIIIα は、EFR3A/B および TTC7A/B と
ともに複合体を形成することが判明している。し
かしながら、酵母による先行研究から細胞膜に
局在する複数回膜貫通型タンパク質 sfk1 が stt4
を細胞膜にリクルートすることが報告されていた。
そこで私たちは、sfk1 の動物細胞相同遺伝子を
探索し、TMEM150 分子群がその候補となるこ
とを見いだした。そしてそのうち TMEM150A
が PI4KIIIα 複合体の新たなコンポーネントの一
つであることを見いだした。そこで、PI4KIIIα、
EFR3A/B お よ び TTC7A/B に 加 え て 、 
TMEM150A を培養細胞株（HeLa 細胞、COS7
細胞、NG108-15細胞及びPC12細胞）に発現さ
せ て そ の 局 在 を 詳 細 に 調 べ た と こ ろ 、
TMEM150A は PI4KIIIα とともに細胞膜に局在
すること明らかとなった。また、マウス線維芽細胞
において PI4KIIIα 複合体の局在を調べたとこ
ろ、TMEM150A はやはり PI4KIIIα とともに細胞
膜に局在した。したがって、TMEM150A は、広
範 の 組 織 に お い て 発 現 し 、 TMEM150A は
PI4KIIIα とともに複合体を形成することが明らか
となった。 
	
（２）PI4P の生理機能を調べるため、先に樹
立したタモキシフェン誘導型 PI4KIIIα ノック



アウト線維芽細胞に、タモキシフェンを 36 時間
添加して PI4KIIIα 欠損を誘導した。コントロー
ルとしては、DMSO のみを添加した。培養開始１
週間後に、コントロール細胞およびノックアウト細
胞をそれぞれ回収し、生化学的に脂質を抽出し
て、最終的には脱アシル化したグリセロリン脂質
を調整した。これをイオンクロマトグラフィーにて
陰イオン交換カラムを用いて解析したところ、
PI4P の顕著な減少が確認された。 
一方、オキシステロール結合タンパク質ファミリ

ーは、脂質結合ドメインを有し、脂質の輸送・代
謝を制御すると考えられている。ORP5 および
ORP8 は、膜貫通領域を持ち、小胞体に局在し
つつ他のオルガネラ膜に結合する可能性が示
唆されていた。そこで、オキシステロール結合タ
ン パ ク 質 ORP5 お よ び ORP8 の 局 在 を、
GFP-ORP5 および GFP-ORP8 を一過性に発現
させて調べたところ、コントロール線維芽細胞に
おいては、ORP5 および ORP8 は小胞体―細胞
膜 接 触 部 位 に 局 在 し た 。 し か し な が ら 、
PI4KIIIα ノックアウト線維芽細胞では、その小胞
体―細胞膜接触部位局在が消失した。このこと
から、細胞膜 PI4P は ORP5 および ORP8 を小胞
体―細胞膜接触部位にリクルートする機能を有
することが明らかになった。 
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