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１．研究計画の概要 
 主要膜リン脂質の一種であるスフィンゴ
ミエリン(SM)の生合成では、小胞体で合成さ
れたセラミドが、ゴルジ体に移行して SM へ
と変換される。我々は、SM生合成に異常を有
する哺乳類培養細胞変異株を複数分離し、そ
の中にセラミド輸送欠損変異細胞を見出し、
さらに、当該変異株の相補遺伝子をクローニ
ングするという手段によって、セラミドの小
胞体-ゴルジ体間選別輸送に特異的に関わる
分子装置(CERT と命名)の同定に成功した。 
 我々は CERT 自身がリン酸化修飾されてい
ることを見出し、リン酸化部位の決定とリン
酸化が担う役割を明らかにすることを目的
とした。 
 
２．研究の進捗状況 
 CERT は、ホスファチジルイノシトール４モ
ノリン酸(PI4P)を認識する PH ドメインとセ
ラミドの膜間転移を触媒する STARTドメイン
を有し、小胞体からゴルジ体へのセラミド選
別輸送を仲介する。PH ドメインと START ドメ
インとの間の約 250アミノ酸の領域のなかの
約 20 アミノ酸の領域（セリンが３残基ごと
に繰り返す領域なので serine repeat motif; 
SRM と命名）が多重リン酸化を受けているこ
とを明らかにした。SRM の最初のセリンをア
ラニンに置換した S132A 変異体は、リン酸化
を受けなくなった。また、多重リン酸化を擬
似する変異体として SRM 中の全てのセリン・
スレオニンをグルタミン酸に置換した 10E変
異体も作成した。HeLa細胞に発現させた CERT
蛋白質を精製し、セミインタクト細胞を用い
た小胞体-ゴルジ体間セラミド輸送活性検出
系で解析すると、S132A 変異体は野生型 CERT

の約３倍の活性を示し、一方、10E 変異体は
ほとんど活性を示さなかった。PI4P 結合活性
とセラミド転移活性の両方に関して、S132A
変異体は野生型 CERTよりも高い活性を示し、
野生型 CERT を脱リン酸化酵素処理すると活
性が S132A 変異体レベルに上昇した。当該処
理の有無に関わらず 10E変異体はほとんど活
性を示さなかった。しかし、10E 変異体の
STARTドメインを切り離すとPI4P結合活性が
回復し、PH ドメインを切り離すとセラミド転
移活性が回復した。これらの結果から、SRM
のリン酸化は CERT 機能を負に制御している
ことが明らかとなり、また、SRM のリン酸化
によって PH ドメインと START ドメインとが
お互いをマスクするような相互阻害をおこ
すことが示唆された。さらに、このリン酸化
にはカゼインキナーゼ Iγ2 が関与しているこ
とも明らかにした。 
 
３．現在までの達成度 
①当初の計画以上に進展している。 
 CERT のリン酸化部位を決定し、その役割を
明らかにしたことで当初の目的をほぼ達成
した。さらに、このリン酸化に関わるタンパ
ク質リン酸化酵素を同定したことで初期の
計画以上の成果を得た。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 細胞のスフィンゴミエリン量の減少など
によって、CERT のリン酸化状態が低下して
活性化することを観察している。この変化が
リン酸化の変化によるものなのか、脱リン酸
化の変化によるものなのかを放射性無機リ
ン酸を用いたトレーサー実験によって解析
する。 



 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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