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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞膜脂質二重層における脂質分子の非対称分布（脂質非対称）の状態を
生きた細胞でモニターできる脂質非対称バイオセンサーの開発を試みた。その結果、生きた酵母細胞で脂質非対
称の状態変化をモニター可能なバイオセンサーの雛形の作製に成功した。さらに、その雛形に対する系統的な変
異導入を行い、脂質非対称の変化をより高いS/N比で明瞭に検出できる改良版バイオセンサーも作製した。
これらのバイオセンサーを用いて、様々な環境ストレス下で培養した酵母細胞をモニターしたところ、幾つかの
環境ストレスが脂質非対称の状態変化を通してRim21に感知されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop a biosensor that can report the state of 
lipid asymmetry in the plasma membrane. For this purpose, we focused on and utilized a lipid 
asymmetry sensor protein Rim21 which we previously identified in yeast. As a result, we developed a 
prototype of lipid asymmetry biosensor that can visualize alterations in lipid asymmetry in living 
yeast cells. In addition, we conducted a systematic mutagenesis approach of the prototype biosensor,
 and succeeded in developing a series of improved biosensors with higher S/N ratio.
Using these biosensors, we monitored the state of lipid asymmetry in yeast cells exposed to 
environmental stresses. Interestingly, the state of lipid symmetry seemed to be altered under 
alkaline and salt stresses. Cells deleted for RIM21 were hypersensitive to alkaline and salt 
stresses, suggesting that these environmental stresses are sensed by Rim21 through alterations in 
the state of lipid asymmetry in the plasma membrane.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した脂質非対称バイオセンサーは遺伝子にコードされているため、増幅、保存、輸送などが簡便で
ある。国内外の研究者のリクエストに応じることで、生体膜研究の分野に大きく貢献できる。
また、本研究では細胞外のpHや塩濃度などの物理化学変数の幾つかが、脂質非対称など細胞膜の物理化学的状態
に変化をもたらし、その変化を細胞膜に存在するセンサータンパク質群が感知することを示唆した。細胞外の物
理化学変数を細胞が感知する仕組みはほとんど明らかになっていないが、この様な新たな概念は、細胞のストレ
ス受容機構の研究に大きなパラダイムシフトを起こす可能性を秘めている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞膜の脂質二重層では内外層で脂質組成や役割が異なっている。その様な脂質非対称は、
様々な膜現象に密接に関わり、細胞の生存に必須である。また、ヒトではその部分的な破綻で
さえ多くの疾患を引き起こす。その様な重要性にもかかわらず、脂質非対称の状態を生きた細
胞でモニターできるバイオセンサーが存在せず、この研究分野のボトルネックとなっていた。 
私たちは、出芽酵母細胞を用いて、脂質非対称の状態変化を感知して適応反応を引き起こす脂
質非対称センサータンパク質 Rim21 を見出していた。そこで、Rim21 を利用することで脂質
非対称バイオセンサーが開発できるのではないかとの期待が高まっていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、脂質非対称センサータンパク質 Rim21 を利用して、生きた細胞で脂質非対称
の状態をモニターできる脂質非対称バイオセンサーを開発することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
細胞膜の多重膜貫通タンパク質である Rim21 は、その C 末端細胞質領域（Rim21C）にセ
ンサーモチーフを有している。また、Rim21C 部分を切り出して GFP に融合すると、脂質非
対称の状態変化に応じて細胞膜から解離することが知られていた。この GFP-Rim21C に系統
的な変異導入を行い、脂質非対称変化に応じた局在変化をより高い S/N比で明瞭に検出できる
改良版を作製する。 
また、様々な環境ストレスに曝した出芽酵母細胞でこのバイオセンサーの挙動を追跡し、環
境ストレスが脂質非対称の状態に及ぼす影響を調べる。 
動植物細胞・個体で発現するプロモーターに GFP-Rim21C やその改良版を連結し、動植物で
脂質非対称の状態をモニター可能なバイオセンサーの開発を行う。 
 
４．研究成果 
 
（1）脂質非対称バイオセンサーの雛形に対して、系統的な変異導入を行った。Rim21C の荷
電アミノ酸残基や菌類で高度に保存されているモチーフに注目し、それらのアミノ酸残基をア
ラニンに置換した変異版 GFP-Rim21C を作製した。必要に応じてアラニンだけではなく、セ
リン、アルギニンにも置換した。それら変異版 GFP-Rim21C の挙動を野生株および脂質非対
称が変化した変異株で観察したところ、特に菌類で保存された WEW モチーフの W 残基に変
異を導入した場合に（ここではアラニンに置換した場合は WA、セリンに置換した場合は WS
と表記）、野生株で細胞膜への局在が雛形に比べて明瞭に観察された（図 1）。しかし、脂質非
対称変異体では雛形と同様に細胞膜から解離した。すなわち、脂質非対称変化に対する細胞膜
からの解離をより高いS/N比で明瞭に観察できる改良版脂質非対称バイオセンサーの開発に成
功した。そこで WAやWS変異を導入した Rim21C部分をタンデムに連結した上で GFPと融
合したと
ころ、脂
質非対称
変化に対
する局在
変化がさ
らに明瞭
に観察出
来る様に
なった。
これらの
改良版脂
質非対称
バイオセ
ンサーを雛形と共にさらなる研究に用いた。 
 
（2）脂質非対称バイオセンサーの雛形および改良版を発現している出芽酵母細胞を様々な環
境ストレス下で培養し、バイオセンサーの挙動を観察した。すると、外界のアルカリ化ストレ
スと高塩濃度ストレス下において、脂質非対称バイオセンサーは細胞膜から解離した（図 2）。
この結果は、これらのストレスによって細胞膜の脂質非対称が変化していることを示唆してい
る。そこで、脂質非対称の形成・維持に必要な脂質分子の脂質二重層間反転移動の速度を測定
したところ、アルカリ性培地で培養した出芽酵母細胞で大幅に低下しており（図 3）、実際にア
ルカリストレス下では脂質非対称の状態が乱されていることが強く示唆された。さらに RIM21
欠損株は野生株に比べてアルカリストレスに対して高感受性を示した。アルカリストレスと同



様に脂質非対称バイオセンサーが反応した高塩濃度ストレスに対しても、RIM21欠損株は高感
受性を示した。これらの結果は、アルカリストレスや高塩濃度ストレスは、細胞膜の脂質非対
称に大きな影響を与え、それを通して Rim21 によって感知され適応反応が惹起されることを
示唆している。タンパク質性あるいは脂質性のリガンドと受容体の様な実体を伴った 1対 1の
ケースと異なり、pH や塩濃度、温度、浸透圧などの物理化学変数の感知機構はほとんど明ら
かになっていない。本研究によって、少なくとも幾つかの物理化学変数が脂質非対称をはじめ
とする細
胞膜の物
性に変化
をもたら
し、それ
を通して
細胞膜上
のセンサ
ータンパ
ク質群が
ストレス
を感知す
る様子が
浮かび上
がってき
た。物理
化学スト
レスの受
容機構に
関する大
きなパラダイムシフトを引き起こす可能性がある。 
 
（3）動植物細胞・個体で機能する脂質非対称バイオセンサーのコンストラクトを作製した。
これまでに植物培養細胞、植物個体、動物培養細胞、線虫個体で発現するプロモーターに
GFP-Rim21Cおよびその改良版を連結したコンストラクトが完成した。動物培養細胞と線虫個
体に関してはパイロット実験を開始した。今後、これらのツールを用いて動植物の膜現象に関
する新たな知見を得られるであろう。 
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