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研究成果の概要(和文) :ホスフアチジルコリン(PC)はミトコンドリア膜の主要な構成成分で

あるが､ミトコンドリア自身はPCを合成できない｡そのため､小胞体やゴルジ体などで合成さ

れたPCがミトコンドリア-供給される細胞内輸送機構が存在すると考えられるが､分子レベル

での解明は行われていなかった｡本研究では､ミトコンドリア-PCを輸送する活性を有する新

規タンパク質starD7を兄いだし､リン脂質の細胞内輸送の新局面を展開した｡

研究成果の概要(英文) : Phosphatidylcholine (PC) is the major constituent of both

mitochondrial inner and outer membranes.　Because mltochondria do not contain the

sequential enzymes needed for PC production, they must import it from the site of

biosynthesis such as the endoplasmlc retlculum and Golgi complex. Up to daLe, the

specific molecules responsible for the transport of PC to mitochondrla have not been well

characterized. In the present study, a novel lipid transfer protein involved ln the

intracellular trafficking of PC to mitochondria is identified and characterized｡
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1.研究開始当初の背景

細胞膜やオルガネラ膜は､リン脂質を最小
単位とする脂質二重膜で構成されている｡と
ころが､多くのオルガネラは､その構成に必

要であるリン脂質を生合成することができ
ず､リン脂質合成器官である小胞体やゴルジ

体からの供給に依存している｡ミトコンドリ
アにおいても､自身の主要なリン脂質である
ホスフアチジルコリン(PC)を合成すること

はできない｡そのため､小胞体やゴルジ体な
どで合成されたPCがミトコンドリア-運ば

れる細胞内輸送機構が存在すると考えられ



ている｡これまでの知見では､ミトコンドリ

ア-のリン脂質の供給は､小胞体やゴルジ体
とミトコンドリアとの直接的かつ局所的な

膜同士の接触により行われると考えられて
きたが､詳しい分子機構は不明であった｡

2.研究の目的

Steroidogenlc acute regulatory

proteinーelated lipid transfer domain

(star°)は､約210のアミノ酸で構成され､

生体膜のコレステロール､リン脂質､セラミ

ドなどを特異的に認識して結合し､これらの
脂質を生体膜から引き抜いて輸送する活性
を有するタンパク質モジュールである｡ヒ

ト･データベース上にはこのStarDドメイン

を有する　タ　ンパク　質が15　種類

(starD卜StarD15)兄いだされている(図1 )

その中の一つである　StarD7は機能不明のタ

ンパク質であったが､申請者による遺伝子解

析からStarD7はN末端に75アミノ酸で構成

されるミトコンドリア移行配列を持つこと
が判明した｡この結果から､ StarD7が何らか

の脂質をミトコンドリア-輸送する機能を

有することが予想された｡本研究ではさらに
生化学的および細胞生物学的な手法で
starD7の生物学的意義について解析した｡

図1 :StarDファミリーの分子系統樹と輸送
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3.研究の方法

(1)v5タグで標識したStarD7の発現ベクター

を構築し､マウス肝癌由来の細胞株Hepa-1

に発現して細胞免疫染色を行い､細胞内局在
を解析した｡さらに､本タンパク質に対する
ポリクローナル抗体を調製し､ラット肝臓や
Hepa-1を細胞分画して本タンパク質が回収

される画分を調べた｡さらに､プロテアーゼ

Kに対する耐久性から､ StarD7のミトコンド

リア内での局在を調べた｡

(2)大腸菌でStarD7を発現し､アフイニティ
ーカラムで高純度に精製した｡これを用い､

starD7が輸送する脂質の特異性を解析した｡

脂質輸送の活性は､蛍光標識リン脂質をリポ
ソームに組み込み､輸送活性があると蛍光が
上昇するFRET法を用いた｡

(3)本タンパク質を高発現したHepa-1細胞に

蛍光標識PCを取り込ませ､これがミトコン
ドリア-輸送される活性を測定した｡

(4) Hepa-1細胞に発現している内在性

starD7を特異的siRNAを用いてノックダウン

後､ミトコンドリア形態を電子顕微鏡で観察
した｡

4.研究成果

(1)v5タグで標識したStarD7をHepa-1細胞

に発現して細胞内局在を解析したところ､細
胞が低密度な状態ではミトコンドリアに､高
密度では細胞質に局在した(図2)｡また､
ラット肝臓においても､StarD7はミトコンド

リアと細胞質の両画分に局在することが明
らかになった(図3)｡ミトコンドリアに存

在するStarD7は, Protease Kによって分解

されたことからミトコンドリアの外膜に存

在していることがわかった｡ (Porinは外膜､

cvαおよびCorelは内膜タンパク質のコント

ロール｡) (図4)

図2 : StarD7の細胞内局在(Hepa-1細胞)



図3 :ラット肝臓の細胞分画

紛,I::,-,{111

S tarD7

GAPDH

GM130

Porin

図4 :StarD7のミトコンドリア内での局在
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(2)大腸菌で発現･精製したStarD7を用い､

リポソーム間におけるリン脂質輸送活性を
調べた｡その結果､本タンパク質はPCをよ

く輸送したが､ホスフアチジルセリン(PS)､

ホスフアチジルエタノールアミン(PE)､ス

フィンゴミエリン(SM)などのリン脂質に対

してはほとんど輸送活性を示さなかった(図
5)｡これにより､ StarD7はPCを特異的に輸

送する活性を有することが明らかになった｡

図5 : StarD7の脂質輸送の特異性

●
●
●
●

●

･･●●監

0　　1　　2　　3　　4　　5

時間(mim)

(3)Hepa-1細胞に蛍光標識pcを取り込ませ､

ミトコンドリア-の輸送を調べた結果､
StarD7を高発現した細胞ではNBD-PCのミト

コンドリア-の輸送が向上していた(図6)0

図6 :StarD7　によるミトコンドリア-のPC
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(4)内在性のStarD7をノックダウンした細胞

では､クリステの減少などのミトコンドリア

の形態異常が観察された(図7)｡

図7 :内在性StarD7　をノックダウンした

Hepa-1細胞の電子顕微鏡観察
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以上の実験結果から､本タンパク質は､ミト
コンドリア- PCを輸送する活性を有するこ

とが示された｡これまで､ミトコンドリア-

のリン脂質の供給は､ミトコンドリアと小胞

体/ゴルジ体との膜同士の接触によって行わ
れると考えられて来た｡それに対し､今回の

研究は､ StarD7という可溶性タンパク質がミ

トコンドリア-PCを選別輸送するという新

規経路を兄いだした(図6)｡また､本研究
はStarD7が正常なミトコンドリアの形成に

重要であることを示した｡本タンパク質がミ
トコンドリアの形態形成にどのような役割

を演じているかの今後の展開が期待される｡

図6 :本研究のまとめ
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