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研究成果の概要（和文）：本研究では大腸菌のホスファチジルセリン（PS）合成酵素PssAを改変し，本来の基質
であるセリンの代わりに蛍光性基を導入したセリンを認識する酵素の創出を目指した。これまでに出芽酵母細胞
のPS合成酵素Cho1の代わりに，様々なオルガネラ膜にPssAを発現する変異細胞を作製したところ，小胞体，脂肪
滴，ペルオキシソーム，ミトコンドリア内膜局在型PssAがCho1の欠損を相補できることがわかった。本研究では
さらにPssAを大腸菌から大量発現，精製し，結晶化できる条件を決定すした。今後PssAのX線結晶構造から，
PssAの基質認識領域を決定し，蛍光性基を導入したセリンを認識する酵素の創出を目指す。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to obtain phosphatidylserine (PS) synthase PssA 
mutants, which recognize NBD-serine (fluorescence-labeled serine) instead of serine. So far, we 
created experimental systems in which PssA is expressed in an IPTG-dependent manner in Escherichia 
coli cells and expressed on various organelle membranes in yeast cells. Interestingly, when PssA is 
expressed in the ER, lipid droplet, peroxisome or mitochondrial inner membrane, growth defects of 
cho1-deleted cells were rescued. These results are important for investigating intracellular 
phospholipid transport pathways. We are now using these yeast cells for genetic screening.
In addition to the genetic method, we tool an advantage of structural analysis. If we were able to 
determine the recognition site of PssA for the subtrate serine, we could obtain mutants that 
recognize NBD-serine by introducing mutations to the sites.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： リン脂質　オルガネラ　リン脂質輸送

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸菌のPS合成酵素を真核生物に移植することで，本来不可能であった，真核生物内のPS合成の細胞内局在場所
を変化させることが出来るようになった。これにより，PSが小胞体で合成される必然性が初めて検証できるよう
になった。また様々な細胞内区画で合成されたPSの運命（PS→ホスファチジルエタノールアミンへのミトコンド
リア内での変換）をモニターすることで，細胞内の脂質の流れをモニターする実験系の構築に成功した。この実
験系により，細胞内の異なるおるがねら膜間をかなり効率的に脂質が移動する様子を様々なおるがねら間で調べ
ることが出来るようになった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞にとって脂質は欠かすことのできない重要な分子である。具体的には，脂質膜は生命活動す
る根源である細胞の階層構造（オルガネラ）を形成したり，全タンパク質の約 1/4 を占める膜タ
ンパク質の機能化に需要な役割を果たしている。しかしながら脂質研究は，タンパク質研究に比
べて未開拓の分野であり，その生合成機構について未だ不明な点が多い。例えば，細胞内での適
切なリン脂質輸送は，各生体膜の脂質組成維持に必須であるが，その輸送メカニズムはほとんど
わかっていない。特定のリン脂質をモニターするためのプローブも開発されているが，これらの
プローブは脂質結合ドメインを融合した蛍光タンパク質であるため，脂質分子に比べ非常に大
きく，脂質の流動性を阻害してしまうため，細胞内脂質輸送をモニターする目的には使用不可能
である。すなわち，リン脂質輸送を細胞内でモニターするためには，より特異的で，影響の小さ
いプローブを用いて解析することが必須である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では，細胞内リン脂質輸送メカニズム

の新規解析手法として，蛍光性非天然アミノリン脂
質合成酵素の創成を目指した。具体的には，ホスファ
チジルセリン（PS）合成酵素に着目した。PS 合成酵
素は，高エネルギー中間体リン脂質 CDP-ジアシルグ
リセロール（CDP-DAG）とセリンから PS を合成する
酵素である。もしこの PS 酵素が，通常のセリンでは
なく，蛍光ラベルしたセリンを基質として特異的に
認識するように改変できれば，細胞内の特定の区画
で，蛍光リン脂質を合成することが可能となる（図
１）。すなわち特定の細胞内区画で合成された蛍光リ
ン脂質の運命を追跡することで，リン脂質の細胞内
輸送をモニターできるようになるはずである。この
ような蛍光性非天然人工リン脂質を合成する酵素を
創生することにより，細胞内のリン脂質輸送経路を
解析する手法を確立することが本研究の目的であ
る。 
 

３．研究の方法 
真核生物の PS 合成酵素は，小胞
体に局在する複数回膜貫通型タ
ンパク質であるため，機能改変で
きたとしても細胞内の異なる膜
上に局在化させることが困難で
ある。そこで本研究では，（1）可
溶性タンパク質である大腸菌の
PS 合成酵素 PssA の機能改変を試
みた。具体的には，大腸菌内でラ
ンダム変異を導入した PssA を
IPTG で発現誘導する大腸菌株の

作成を行い，NBD-serine を基質として認識できる PssA 変異体を，脂質抽出画分の蛍光シグナル
を指標にスクリーニングを試みた。（2）もう一つの方法として，PssA を出芽酵母細胞の様々な
区画に発現させ，酵母の PS 合成酵素 Cho1 の欠損を最も効率よく相補できる PssA 変異体の構築
を行った。この細胞ランダム変異を導入した PssA を発現させ，NBD-serine を細胞内に蓄積する
酵母細胞を，FACS ソーティングにより濃縮することを試みた。
（3)最後の方法として，PssA の結晶構造解明を目指した。ラン
ダム変異によるスクリーニングでは変異体の単離が難しかった
ため，PssA の基質認識部位を構造の観点から明らかにすること
で，変異箇所の絞り込みを目指した。 
 
４．研究成果 
 大腸菌を用いた方法では，脂質抽出のステップを介すること
でスクリーニングを行うことが難しかったため，出芽酵母を用
いた実験に切り替えることとした。具体的にはまず，出芽酵母の
様々なオルガネラ膜へ局在化するPssAのコンクトラクトをおこ
なった（図 2）。これらのオルガネラ局在型 PssA を，PS 合成酵
素 Cho1 を欠損した酵母株（cho1∆）に発現させ，Cho1 欠損によ
る増殖阻害を回復させることが出来るか確認した（図 3）。その
結果，興味深いことに，小胞体膜，ペルオキシソーム膜，脂肪滴，
ミトコンドリア内膜（マトリクス側）に PssA を発現したときに



Cho1 の欠損を部分的に相補できることがわか
った（図 3）。一方，ミトコンドリア外膜やミト
コンドリア内膜の膜間部側に PssA を発現した
場合や，小胞体内腔やミトコンドリアマトリク
スに膜貫通ドメインを持たない PssA を発現し
た場合は，Cho1 の欠損を相補できなかった（図
3）。この結果により，PssA の発現量の違いによ
って増殖の回復が異なる可能性が考えられたた
め，オルガネラ局在型 PssA の発現量を，PssA に
対する抗体を用いたウェスタンブロッティング
により検討した。その結果，すべてのオルガネ
ラ局在型 PssA が同程度発現しることを確認し
た（図 4A）。さらに，cho1∆細胞の増殖を回復さ
せる Lip1N-PssA, Pex3N-PssA の PssA の活性中心に変異を導入し，酵素活性をなくすと酵素の発
現量は変わらないが，cho1∆株の増殖を回復できなくなくなることを確認した（図 4B, C）。これ
らの結果から，PssA が効率的に機能するためには膜への結合が重要であることが示唆された。
次に cho1∆株の増殖阻害が，PssA 実際に PS 合成に寄与しているかを検討した。具体的にはオル
ガネラ局在型 PssA を発現した cho1∆欠損株を 32P-リン酸存在下で培養し，リン脂質をラベルし

た細胞からトータルリン脂質を抽出，TLC で展開後，オートラ
ジオグラフィーを行った。その結果，cho1∆株や，増殖が回復し
ない PssA 変異体発現細胞ではほとんど PS が検出されない一方
で，増殖が回復した PssA 変異体発現株では，確かに野生型同程
度の PS が蓄積していた（図 5A）。次に細胞内の様々な区画で
PssAによって合成された PSがミトコンドリアへと移動するか，
すなわち PS がミトコンドリア内膜に存在知る PS 脱炭酸酵素
Psd1（図 2）により PE へと変換されるかを検討した。具体的に
は，Cho1 に加えて，出芽酵母に存在する PS 脱炭酸酵素の内ゴ
ルジ体に局在する Psd2 と，Kennedy pathway（CDP エタノール
アミンとジアシルグリセロールから PE を合成する経路）で PE
合成に関与する Dpl1 を欠損させた酵母株（cho1∆psd2∆dpl1∆）
に PssA 変異体を発現させ，PssA を介して新規に合成される PS
を 14C-セリンを含む培地で培養することでラベルした。細胞か
らトータルリン脂質を抽出し，TLC で展開後，オートラジオグ
ラフィーにより，PS→PE の変換が行われているかを確認した。
その結果，増殖が回復した，小胞体，ペルオキシソーム，脂肪
滴，ミトコンドリア内膜に PssA を発現させた場合，PS が PE さ
らに PE がメチル化して合成される PC が検出された（図 5B）。
これらの結果は，小胞体，ペルオキシソーム，脂肪滴の脂質が
ミトコンドリアへと輸送されることを示している。またミトコ
ンドリアマトリクス側で合成された脂質も，効率的にミトコン
ドリア膜間部側へとフロップすることがわかった。 
さらに本研究では，PssA の結晶構造解明を目指し，PssA の結
晶化にも取り組んだ。PssA
の結晶構造から基質結合
様式が理解できれば，人工

酵素の設計に威力を発揮すると考えられる。現在，PssA の
微結晶得るところまで進んでいるので（図 6），今後結晶化
条件の最適化を行い，構造の解明も行いたいと考えている。 
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