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研究成果の概要（和文）：　中性脂質のコアをリン脂質一重膜が覆うオルガネラである脂肪滴は通常細胞質で形
成されるが、肝由来細胞などでは核内にも多く形成される。本計画では核内脂肪滴の形成機序と機能の解明を目
指した。
　形態学的解析の結果、核内脂肪滴は小胞体内腔で形成されるリポプロテイン前駆体が核膜陥入構造を経由して
核質に遊離したものであることが示唆された。
　一方核内脂肪滴はホスファチジルコリン（PC）新規合成経路の律速酵素CCTalphaが集積して活性化する場であ
る可能性が示唆された。CCTalphaの核内脂肪滴局在を増加させることによりPC合成と小胞体ストレスに対する細
胞保護効果を増強できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Lipid droplets (LD) are composed of a neutral lipids core and phospholipids
 monolayer. In hepatic cells, LDs are formed not only in the cytoplasm but in the nucleus. The aim 
of this research is to clarify biogenesis and physiological roles of nucleoplasmic LDs. 
 Morphological analyses showed that lipoprotein precursors in the lumen of the endoplasmic reticulum
 (ER) can be delivered to the lumen of nucleoplasmic reticulum (NR), an invagination of inner 
nuclear membrane, then finally transferred to become nucleoplasmic LDs. Moreover, CCTalpha, the 
rate-limiting enzyme of de novo synthetic pathway of phosphatidylcholine (PC), was recruited to 
nucleoplasmic LDs, which correlated to increase of PC synthetic activity. These data suggested that 
nucleoplasmic LDs function as a site of CCTalpha activation, which can regulate cellular PC 
synthesis and ameliorate ER stress.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
動物細胞の多くは燐脂質一重膜と中性脂質
のコアから成る脂肪滴 (Lipid droplet: LD)
を保持しており、脂肪滴は小胞体(ER)膜で合
成された中性脂質のコアが次第に大きくな
り、小胞体膜の細胞質側葉を外皮として細胞
質側に遊離して形成されると考えられてい
る。細胞質脂肪滴 (cLD)には多数の機能的分
子が存在し、エネルギー貯蔵、熱産生、タン
パク質分解など多くの生理滴意義が明らか
となって来た（引用文献①)。一方研究代表
者は肝癌由来細胞やマウス肝細胞において
LD が核内にも豊富に存在することを見出し
た（nLD とする）。また応募者は nLD が脂肪細
胞やステロイド産生細胞などcLDを豊富に持
つ細胞では形成されず、肝由来細胞など一部
の細胞種に限局して形成されることを把握
していた。予備的知見として、代表者は肝癌
由来細胞においてnLDが核内構造体の一つで
あるPML小体と共局在することを見出してい
た。PML 小体は転写因子および修飾酵素など
を積載し、遺伝子転写調節やタンパク質修
飾・分解などの機能を持つとされている（引
用文献②）。さらに肝癌由来細胞では核膜陥
入構造 (Nucleoplasmic reticulum: NR)が発
達し、nLD は NR と近接して存在していた。複
数存在する PML 分子の転写 isoform のうち、
PML-II が最も nLD と共局在し、PML-II の発
現量操作と nLD 形成量および NR 形成量が正
に相関したことから、PML-II が nLD 形成に何
らかの関与を持つことが強く示唆された。他
方、LD-PML 複合体の形成から nLD が細胞種特
異的な遺伝子転写調節・タンパク質修飾に関
与する可能性が示唆された。しかしながら依
然としてnLDの形成機序や機能は不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を元に、本研究課題では以下の
3点を到達目標とした。 
(1)核内 LD の形成機序を明らかにする 
 PML-II が NR 構造形成と nLD 形成に関わる
機序を主に形態学的手法により調べる。 
(2)核内 LD が転写調節・タンパク質修飾の場
として働く可能性を検証する 
 生化学的に単離したnLDに結合するタンパ
ク質を質量分析により網羅的に検索・同定し、
cLD との組成の違いを比較する。nLD と結合
する DNA 配列を検索し、nLD が遺伝子転写調
節の場として機能するか調べる。LD-PML 複合
体がそこに局在する転写因子等の SUMO 化・
ユビキチン化等の修飾に関与する可能性を
検証する。 
(3)核内 LDとウイルス増殖の関連を検索する 
 HCV やアデノウイルスなどではウイルスゲ
ノム由来タンパク質がPML小体を標的として
その機能を抑制し、宿主細胞においてウイル
ス増殖に有利な条件を誘導するとされてい
た（引用文献③, ④）。PML 小体-ウイルスゲ
ノム由来タンパク質間の結合と、PML-LD 間の

結合が競合的に行われるのであれば、LD-PML
複合体の増加によりウイルスゲノム由来タ
ンパク質によるPML小体の機能破壊が抑制さ
れ、HCV-Core の局在・HCV 増殖およびアデノ
ウイルス初期翻訳タンパク質の局在・アデノ
ウイルス増殖に影響を及ぼし得る可能性を
検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) PML isoform II がどのように NR 構造の
伸長に寄与しnLDと会合するのかを電顕画像
立体構築技術などにより解析し、nLD と PML, 
核膜，NR 構造，核ラミナとの立体的位置関係
を詳細に調べることにより、nLD の形成機序
を明らかにする。 
(2) Huh7細胞及びマウス肝組織の核画分から
nLD を生化学的に単離し、含まれる分子を質
量 分 析 に よ り 網 羅 的 に 検 索 す る 。
FLAG-TEV-PML-II 安定発現 Huh7 細胞から抗
FLAG を用いた pull down およひ ChIP assay
により LD-PML 複合体に特異的に結合するタ
ンパク質・DNA 配列を検索する。同定された
分子のタンパク質修飾・遺伝子発現への影響
を検討する。 
(3) LD-PML 複合体を増加させる条件（脂肪酸
投与など）と減少させる条件（脂質除去培地
培養、中性脂質合成酵素阻害剤投与など）を
行い、HCV-Core あるいはアデノウイルス初期
翻訳タンパク質とPML小体との結合を競合的
阻害することにより、nLD がウイルス増殖に
影響を及ぼす可能性について、蛍光顕微鏡レ
ベルおよび生化学的解析により検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 核内 LD の形成機序の解明：  
肝癌由来培養細胞Huh7の核内では内核膜か
ら核質に延びる膜構造（核膜陥入構造: NR）
が nLDと接していることを電子顕微鏡解析に
より確認した。CLEM および免疫電顕解析によ
り、nLD の周囲に PML 小体が配位するのでは
なく、nLD をコアとして PML 分子および他の
タンパク質がその表面を覆う LD-PML 複合体
が形成されることが判明した。様々な変異体
作成により PML-II の C 末 isoform 特異的配
列が、nLD との結合、ならびに内核膜に結合
しラミンなどを排除した領域(PML-II patch)
を形成するために必須であることが判明し
た。PML-II patch の形成能を持つ細胞種と
nLD 形成能との間には相関がみられた。
PML-II は細胞分裂期に NR 構造の形成を抑制
する働きを持つ SUN および REEP に対して拮
抗し、NRと nLD 形成の両方を促進する機能を
持つことが判明した。NR 膜には中性脂質合成
酵素が存在した。薬剤処理により細胞分裂を
阻害したHuh7においても、nLDは形成された。
これらの結果から Huh7 細胞では、PML-II の
働きにより分裂期を通じて増加した NR 構造
から、間期において nLD が新規に形成される
機構が備わることが示唆された。以上の知見
は海外学術誌にて発表した（発表論文③, 



⑤）。 
さらにライブイメージング等を用いた解析
により、nLD が肝由来細胞で多く形成される
原因が肝由来細胞の持つ特異的生理機能で
ある VLDL(超低密度リポプロテイン)合成能
と関連することが示唆された。肝由来細胞で
はcLDに蓄積された脂質が小胞体内腔に供給
されてリポプロテイン前駆体となり、前駆体
が Apolipoprotein B と結合して VLDL の合
成・分泌が行われる。リポプロテイン合成に
関与する分子 Xの機能抑制により nLD形成が
阻害されたこと、NR 構造の内腔に蓄積したリ
ポプロテイン前駆体が核質へ移動する様子
が確認されたことなどから、肝由来細胞で形
成されるnLDの由来はリポプロテイン前駆体
である可能性が示唆された。現在まで得られ
た知見から推定されるnLD形成機序は以下の
通りである。①内核膜から NR 構造が形成さ
れる ②脂肪酸過剰投与、VLDL 合成阻害など
の環境下ではリポプロテイン前駆体が小胞
体と連続した核膜、NR 膜の内腔に逆流・蓄積
する。③NR 膜が何らかの分子機構により崩壊
し、リポプロテイン前駆体が核質に移行して
nLD となる。④nLD は NR 構造と近接して中性
脂質供給を受けて成長する。以上の知見は現
在学術誌投稿準備中である。また本研究課題
遂行中に得られた解析技術の一部を用いて
共著として参加した研究内容は、発表論文①, 
②, ④として学術誌に報告した。 
 
(2)核内 LD の転写調節・タンパク質修飾の場
としての機能の検証： 
当初予定していたnLDの生化学的な単離は、
特にcLDの混入が想定以上に避けられず技術
的に難航した。また PML-II にタグをつけて
過剰発現させ、これをアフィニティーカラム
により精製して LD-PML 複合体を単離する方
法も、精製過程で LD を維持することに難が
あり、実用レベルに到達しなかった。別のア
プローチとして APEX タグを融合した nLD 結
合タンパク質プローブあるいは PML-II を発
現させた Huh7 細胞を用いて、nLD/PML 小体
/LD-PML 複合体に近接して存在するタンパク
質、および DNA 配列の検出法を開発中である
が、期間内での実用化には至らなかった。 
網羅的検索に代わり、既知の情報などから
個別に想定した nLD/LD-PML 複合体局在分子
候補についての解析を進めた。まず PML 小体
に局在して活性化あるいは分解を受けるこ
とが既知である転写因子 TP53 は、特定残基
のリン酸化特異的抗体を用いた免疫染色に
より LD-PML 小体に限局して検出された事か
ら、TP53 は LD-PML 複合体上で活性化してい
る事が示唆された。また LD-PML 複合体周囲
にはユビキチン化、SUMO 化を受けたタンパク
質群が集積することも示唆された。これらの
ことから LD-PML 複合体は PML 小体の亜種と
してタンパク質の活性化や分解の場として
機能することが示唆された。 
一方 nLD 周囲にはホスファチジルコリン

(PC)の新規合成経路の律速酵素 CCTalpha が
集積することが明らかとなった。CCTalpha の
膜結合ドメイン Mが nLD への局在にも必須で
あった。CCT alpha の nLD への局在は nLD 局
在が既知である別の分子 Y と競合的であり、
分子 Y の発現抑制により CCTalpha の nLD 局
在頻度と PC 合成活性は共に亢進した。また
この時、小胞体ストレス誘導薬剤に対する小
胞体ストレス応答シグナルの亢進が緩和さ
れた。CCTalpha は核質に非活性型として遊離
し、核膜に集積して活性化されると従来報告
されていたが、本研究課題の結果から肝癌由
来細胞などnLDを豊富に持つ細胞種では、nLD
表面が CCTalpha の活性化と PC合成に関与す
る場として機能することが示唆された。以上
の知見は現在学術誌投稿準備中である。 
 
(3)核内 LD とウイルス増殖の関連の検索： 
アデノウイルス株 Ad5 の初期翻訳タンパク
群 (Orf3, E1A, E1B など)をそれぞれプラス
ミド導入によりHuh7細胞に一過性発現させ、
これらと PML 小体との結合率と、LD-PML 複合
体形成の増減との間の相関を検討したが、有
意な差は得られなかった。しかしながら、E1B
に関しては PML 非依存性に LD への結合能を
持つことが新たに判明した。一方、HCVの Core
タンパク質はcLD周囲に結合してウイルス粒
子産生の場を形成する役割を持つが、核質内
にも存在してPML小体に局在すると報告され
ていた。アデノウイルスと同様に、一過性に
Huh7 細胞に発現させた HCV-Core と PML 小体
との結合率が LD-PML 複合体の増減に影響を
受けるかを蛍光免疫染色により解析したが、
有意な差は得られなかった。しかし HCV-Core
も PML に依存しない nLDに一部直接結合する
ことが判明した。ウイルスタンパク質と nLD
とが直接結合する知見から、ウイルスタンパ
ク質が nLD 周囲で分解を受ける可能性、逆に
例えば CCTalpha 活性化といった nLD の機能
に影響を及ぼす可能性が示唆され、今後さら
に検討していく。 
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