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研究成果の概要（和文）：近年、脂質合成の場である小胞体が、細胞膜や他のオルガネラに近接して“膜接触部
位”と呼ばれる領域を形成し、そこが脂質輸送の場となっていることが分かってきました。しかし、この膜接触
部位を介した脂質制御の生理機能はほとんど明らかになっていません。本研究では、脂質を制御するオキシステ
ロール結合タンパク質（ORP）ファミリーのうち機能未知であったORP10に関して、小胞体―エンドソーム膜接触
部位において脂質交換輸送分子として機能し、エンドソームからゴルジ体への膜輸送を制御することが判明しま
した。

研究成果の概要（英文）：Membrane contact sites (MCSs) serve as a zone for nonvesicular lipid 
transport by oxysterol-binding protein (OSBP)-related proteins (ORPs). ORPs mediate lipid 
countertransport, in which two distinct lipids are transported counterdirectionally. However, its 
functional contribution to cell physiology remains elusive. In this study, we report that lipid 
countertransport by ORP10 at ER-endosome MCSs regulates retrograde membrane trafficking. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の最も重要な意義は、「膜接触部位における脂質交換輸送の生理的意義の一つが解明されたこと」です。
膜接触部位は古くから知られる構造ですが、その役割は長年の謎でした。近年になり、脂質輸送の場であること
が判明しつつありますが、では脂質輸送が起こることでどのような生命現象が制御されているのか、という最も
重要な点が依然大きな謎のまま未解決でした。本研究により、膜接触部位における脂質交換輸送は “特定のオ
ルガネラの脂質組成を局所的に変化”　させることで“生体膜の分裂や輸送を制御する”ことが明らかになりま
した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

成長円錐とは、神経軸索先端に形成される運動性の高い構造体で、成長因子などを含む

様々な細胞外シグナルに応答し、細胞膜伸展と細胞骨格形成を繰り返すことで軸索を伸ば

す役割を担う。その作動メカニズムに関しては、これまでの多くの研究から徐々に明らかに

なりつつあるものの、膜進展を制御する膜脂質制御機構の詳細は未だ解明されていない。こ

れまでに研究代表者は成長円錐のリン酸化プロテオミクス解析を実施し、メンブレンコン

タクトを介した脂質交換輸送に関与するイノシトールリン脂質制御分子群の多くがリン酸

化されていることに着目した(Kawasaki et al., 2018)。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らの研究グループは、細胞膜 PI4P がオキシステロール結合タンパク質ファミ

リー分子を介してメンブレンコンタクトの形成および脂質交換輸送を制御することを明ら
かにしている（Chung et al., 2015, Nakatsu & Kawasaki,2021）。本研究では、成長円錐
において高頻度にリン酸化されるホスファチジルイノシトール４リン酸（PI4P）合成酵素の
細胞機能について、脂質交換輸送を中心に解明する。 
 
３．研究の方法 
培養細胞に種々のプラスミドを導入して発現させ、オリンパス社 FV3000 共焦点顕微鏡シ

ステムを用いてライブイメージング観察した。データ解析には ImageJ ソフトウエアを用い
て行った。ノックアウト細胞の作成は、CRISPR/Cas9法を用いて、シークエンス解析による
ゲノム配列の確認、およびウエスタンブロット法によるタンパク質発現量の解析により行
った。 
 
４．研究成果 
エンドソーム局在型 PI4P 合成酵素が制御する新規脂質交換輸送システムの解明 
 
1)ORP10/9は PI4 kinase typeII依存的にエンドソーム-小胞体膜接触部位を形成する 
成長円錐においてリン酸化修飾が確認されたイノシトールリン脂質制御分子の一つであ

る PI4 kinase typeII は、エンドソームに局在する PI4P 合成酵素である。PI4 kinase typeII
陽性のエンドソームに局在するオキシステロール結合タンパク質ファミリー分子群の細胞
内局在を調べたところ、機能未知であった ORP10 がエンドソーム-小胞体間の膜接触部位に
局在することを見出した（図１-A）。ORP10 のエンドソーム局在は、自身の PH ドメインの
PI4P 結合に依存しており、また小胞体局在は ORP9との結合を介していることを明らかにし
た。 
 
2) ORP10 はエンドソーム-小胞体膜接触部位において PI4P および PSを交換輸送する 
次いで、ORP10 のエンドソーム-小胞体間で脂質交換輸送機能について検証を行った。ま
ず、ORP10 の脂質輸送ドメインである ORDを Expi293 細胞に発現させ、アフィニティーカラ
ムおよびゲルろ過カラムによる精製した。そして、イノシトールリン脂質を標的とした脂質
分析（東京医科歯科大学・佐々木 雄彦教授との共同研究）を実施し、PI4P が主要なリガン
ド基質であることを明らかにした。先行研究により、ORP10 はホスファチジルセリン(PS)を
輸送することが報告されていることから、ORP10-ORDの PI4P/PS交換輸送活性について次に
検証を行った。まず、リポソームを用いた脂質交換輸送アッセイ系において、ORP10-ORDが
PI4P と PS を交換輸送する活性があることが証明された。次いで、エンドソーム-小胞体膜
接触部に ORP10-ORD をラマパイシン依存的にリクルートする系を構築し、この化学ツール
を用いたイメージング解析から ORP10 がエンドソーム-小胞体間においても PI4P/PS交換輸
送を実行する活性を有することを明らかにした。 
 
3) ORP10 による PI4P/PS交換輸送はエンドソームの膜分裂を制御する 
次に ORP10 によるエンドソームと小胞体間での PI4P/PS 交換輸送が制御する細胞機能を
調べる目的で、Crispr/Cas9法を用いて ORP10欠損 HeLa 細胞株を作成した。まず、エンド
ソーム膜の PI4P および PS 量について各脂質プローブを用いて検証したところ、ORP10欠損
細胞ではエンドソーム PS 量が減少していることが明らかになった。エンドソーム膜の PSは
エンドソームからトランスゴルジへの逆行性膜輸送において重要な機能を担っている。そ
こで、逆行性輸送についてマンノース 6 リン酸受容体（M6PR）を指標に検証したところ、
ORP10 欠損細胞においてはエンドソームからトランスゴルジへの M6PR の逆行性輸送が低下



 

 

し,エンドソームに M6PR が蓄積していることが明らかとなった。この ORP10 欠損による表
現型は、野生型 ORP10 によって回復するが、脂質輸送変異体では回復しないことから、ORP10
による脂質交換輸送によってエンドソームからトランスゴルジへの膜輸送が制御されてい
ることが示唆された。さらに、エンドソーム膜 PSの主要なエフェクターであり、エンドソ
ームの膜分裂制御分子の一つである EHD1 の局在について検証したところ、ORP10 欠損細胞
では EHD1 のエンドソーム局在が低下しており、エンドソーム膜の膜分裂速度が低下してい
た（図 1-B）。 
 
以上の結果から、ORP10 は小胞体―エンドソーム膜接触部位において PI4P/PS交換輸送分子
として機能し、エンドソームからゴルジ体への膜輸送を制御することが判明した（Kawasaki 
et al., 2021, 図１-C）。 
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