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研究成果の概要（和文）：本研究では、CRISPRノックアウトスクリーニングを用いて、スフィンゴ糖脂質輸送に
影響を及ぼす新規因子の探索を行った。Vero細胞を用いたスクリーニングにおいて、ゴルジ体に局在する複数回
膜貫通タンパクSYS1の同定に成功した。SYS1の遺伝子ノックアウトにより、志賀毒素受容体糖脂質Gb3の低下
と、グルコシルセラミドの大幅な増加が見られた。またSYS1のノックアウト細胞においてゴルジ体の形態変化、
及びトランスゴルジネットワークマーカーのTGN46の局在変化を示した。このことからSYS1はゴルジ体及びトラ
ンスゴルジネットワークの輸送に関与することで、糖鎖生合成を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used CRISPR knockout library to search for novel factors 
affecting glycolipid transport. We succeeded in identifying genes involved in glycolipid metabolisms
 with high coverage. We succeeded in identifying SYS1, a multi-spanning transmembrane protein 
localized in the Golgi apparatus, in Vero cells. Knockout of SYS1 gene reduced Gb3 and instead 
remarkably increased GlcCer. The SYS1 knockout cells also showed a change in the morphology of the 
Golgi apparatus from an elongated laminar to an aggregated form, and dot-like structures of a 
trans-Golgi network marker TGN46 around the Golgi apparatus. This indicates that SYS1 regulates 
glycan biosynthesis through its involvement in the Golgi apparatus and trans-Golgi network 
trafficking.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
スフィンゴ糖脂質は、高次機能や疾患に深く関与することが知られており、生体に欠かせない脂質である。スフ
ィンゴ糖脂質の生合成酵素はほぼ同定されているものの、細胞内輸送因子に関しては未解明な点が残されてお
り、代謝・輸送に関する因子の同定は重要な課題である。本研究により、ゴルジ体における糖鎖生合成の制御に
関して重要な知見を得ており、糖鎖生物学及び細胞生物学的分野における学術的意義を示すものである。

※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 
スフィンゴ糖脂質は、高次機能や疾患に深く関与することが知られている。スフィンゴ糖脂質
の生合成酵素はほぼ同定されているものの、細胞内輸送因子に関しては未解明な点が残されて
いる。糖脂質の大部分はセラミドにグルコースが付加したグルコシルセラミド（GlcCer）から始
まる。この GlcCerは主にゴルジ体の細胞質側で生合成されるが、一方 GlcCerにガラクトースを
付加して出来るラクトシルセラミド (LacCer)はゴルジ体内腔側で生合成される。そのため、
GlcCerは細胞質側から内腔側へフロップする必要があるが、その分子機構（フロッパーゼ）は不
明である。 
以前 CRISPR 遺伝子ノックアウトライブラリーを用いて、糖脂質 Gb3 を受容体とする志賀毒素
が引き起こす細胞死に対して、ノックアウトで耐性を示す遺伝子のスクリーニングを行った。そ
の結果糖脂質の生合成に関する遺伝子の網羅的な同定に成功している。ただしこの遺伝子群の
中にフロッパーゼが存在しているかは不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究目的は、上記の以前行ったスクリーニング、及び新たに行う遺伝学的スクリーニングに
より、糖脂質フロッパーゼを念頭に、糖脂質生合成に関与する新規因子の同定を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) CRISPRノックアウトライブラリーを用いたスクリーニング 
(a) Feng Zhang研究室の CRISPRノックアウトライブラリーGeCKO v2を用いた。プラスミドを
パッケージング細胞である 293FT細胞 にトランスフェクションし、レンチウイルス粒子を得た。 
(b) レンチウイルスライブラリーを CAS9 発現 HeLa 細胞（以前行った）及び CAS9 発現 Vero 
C1008細胞（今回行った）に感染させ、遺伝子ノックアウト細胞群を作製した。 
(c)志賀毒素で処理し、ライブラリ導入により生存してきた細胞群のゲノム DNAを単離した。 
(d) 染色体に組み込まれているガイド RNA配列を PCRで増幅し、次世代シークエンサーを用い
て、網羅的に解読した（感染研・病原体ゲノム解析センターとの共同研究）。 
 
(2) 志賀毒素耐性候補遺伝子の解析 
(a) 個々の遺伝子解析のため、プラスミドによるノックアウト細胞を作製した。 
(b) 志賀毒素耐性の再現性を確認した。 
(c) 受容体 Gb3 の発現を志賀毒素 B サブユニットによる FACS 解析及びガラクトースやセリン
のパルスラベル実験による糖脂質解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) HeLa細胞を用いた CRISPRスクリーニングで単離された志賀毒素耐性因子の解析 
以前スクリーニングにおいて、ノックアウトで志賀毒素に耐性を示す遺伝子群を同定してい
る。その中の 2つ TM9SF2及び LAPTM4Aに関しては、Gb3生合成に影響する因子としてす
でに解析を行っている。今回、他の因子群に関して、ノックアウトによる糖脂質生合成の変化に
ついて検討した。もし糖脂質のフロッパーゼとして機能している場合、GlcCerの蓄積と LacCer
以降の糖脂質の減少が見られると想定される。残念ながら GlcCerと LacCerの両者が蓄積するよ
うなパターンはあるものの、GlcCerのみ蓄積するような細胞は見られなかった。このことから、
これらのタンパクがフロッパーゼである可能性は低いと考えている。 

 
(2) Reticulonの糖脂質生合成に対する影響 
  GlcCer 合成酵素との結合が知られている Reticulon ファミリーのうち HeLa 細胞に発現してい
る Reticulon3及び 4の二重破壊株を作製し、糖脂質生合成に影響を及ぼすか検討したが、親株と
比較し目立った変化は見られなかった。 
 
(3) Vero細胞を用いた CRISPRスクリーニングで単離された志賀毒素耐性因子の解析 
  Vero細胞亜株の Vero C1008細胞を用いて、HeLa細胞と同様の志賀毒素耐性 CRISPR遺伝
子ノックアウトスクリーニングを行った。その結果 HeLa細胞ほどでないものの、糖脂質生合成
に関与する遺伝子が網羅的に単離された。その中に HeLa 細胞を用いたスクリーニングで単離
されなかった遺伝子が存在しており、それらの遺伝子に関してさらに解析を行った。 
(a) 4つの遺伝子 SYS1, ARNT, MED12, DPY30において、ガイド RNA発現レンチウイルスを
VeroC1008 細胞に発現させた。程度の差はあれ、これらの細胞は志賀毒素に耐性を示した。一
方 HeLa細胞に発現させたところ、顕著な耐性は見られなかった。 



(b) SYS1の糖脂質解析 
 複数回膜タンパクの SYS1 に関して、
VeroC1008においてノックアウト細胞を作製
したところ、志賀毒素に対して非常に強い耐
性を示した。糖脂質解析を行ったところ、受
容体 Gb3 の低下と共に、GlcCer の大幅な蓄
積が見られた（図 1）。またレクチン染色と β
インテグリンのウエスタンブロットにより、
糖タンパク糖鎖に関しても糖鎖不全を起こし
ていた。 
 
(c) ゴルジ体の形態変化 

SYS1 のノックアウト細胞においてゴルジ
体が細長い層状から凝集したような形態に変
化した（図 2）。またトランスゴルジネットワ
ークマーカーの TGN46が、ゴルジ層のマーカ
ーGM130の近傍だけでなく、そこから離れた
ドット上の局在を示した。このことから SYS1
はゴルジ体及びトランスゴルジネットワーク
の輸送に関与することで、糖鎖生合成を制御
することを明らかにした。 
 
(4) 糖脂質挙動を見るための遺伝子改変細胞
の作製 
スフィンゴ糖脂質の挙動を見やすくするため
に、スフィンゴ脂質の多くを占めるスフィン
ゴミエリンの合成酵素 1 及び２の二重破壊株
を作成した（図 3）。この細胞を用いることで、
蛍光セラミドのパルスラベルによる糖脂質の
動態の追跡が容易になった。 

 
(5) 糖脂質改変細胞のトランスクリプトーム 

GlcCerの発現量（過剰発現及び KO）により、スフィンゴ脂質関連遺伝子が変動することを想
定して、GlcCerの発現を変化させた複数の細胞群のトランスクリプトーム解析を行った。 
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