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研究成果の概要（和文）： 

細胞は様々な膜系から成り立っており、脂質はその必須な構成要素である。膜脂質の分布や

輸送の異常は種々の病態を引き起こすが、その詳細には不明な点が多い。本研究では、生体膜

の脂質二重層において脂質の非対称性を制御するリン脂質フリッパーゼの機能について解析を

行い、脂質非対称性の変化がタンパク質輸送や輸送小胞の形成を制御することを明らかにした。  
また、脂質非対称形成に関与する新規遺伝子についても検索を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Lipids are essential components of cell membranes. Abnormal distribution or 
transport of lipids is related to diseases, but much remains to be learned. In this 
study, we focus on phospholipid flippases, which transport phospholipids to the 
cytoplasmic leaflet of membranes, and have shown that flippases are involved in 
protein sorting and vesicle formation. We have also identified new genes that regulate 
phospholipid asymmetry of intracellular membranes. 
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１．研究開始当初の背景 
脂質は、細胞を構成する生体膜の構成成分

として必須な役割を果たしている。従来、脂
質の機能として、細胞の外側と内側を隔てる
境界としての構造的な役割が考えられてき
たが、近年、脂質が様々な細胞において機能
発現やその制御に非常に重要な役割を果た

していることが明らかにされつつあり、大き
な注目を集めている。また、脂質のこれらの
機能の異常が種々の病態に関与しているこ
とも明らかにされつつある。生体膜は脂質の
二重層から成るが、その二重層間における脂
質分子種の分布は均一ではなく、非対称であ
ることが古くから知られていた。この脂質の
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非対称性の維持や変化が制御する細胞機能
については、多くが明らかにされておらず、
今後解明して行く必要がある。この脂質非対
称性を形成するタンパク質のうち、P 型 ATP
アーゼに属するリン脂質トランスロケース
は、フリッパーゼとも呼ばれ、脂質を脂質二
重層の細胞質側層へ輸送するが、その細胞機
能が注目されている。また、細胞膜に加えて、
小胞体やゴルジ体、エンドソーム、ミトコン
ドリア等の内膜系において、脂質の非対称性
がどのようなタンパク質によりどのように
制御されているのか、今後明らかにして行く
必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、脂質非対称性の生理機能につい

て、脂質非対称性形成に関わるフリッパーゼ
の遺伝子機能を解析することにより明らか
にしようとするものである。また、脂質非対
称性形成の新しい制御機構について明らか
にするために、変異株の単離とそれらの解析
を進める。 
(1) フリッパーゼの新しい細胞機能の解析 

———フリッパーゼ変異体の解析を通して、 
フリッパーゼの新しい細胞機能を明ら 
かにする。 

(2) フリッパーゼによる輸送小胞形成の制 
御機構———筆者らは、フリッパーゼによ 
る脂質の脂質二重層間輸送が、初期エン 
ドソームからの輸送小胞の形成に働い 
ていることをこれまでの研究で明らか 
にしており、この分子機構を解明する。 

(3) 脂質非対称性を制御する新規遺伝子の 
探索———生体内にはフリッパーゼ以外に 
も脂質非対称性制御に関わる新規の遺 
伝子が存在する可能性が考えられる。そ 
こで、脂質非対称性を制御する新たな遺 
伝子を探索する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、真核細胞のモデル系として広

く分子生物学領域で用いられる酵母細胞を
用いて、フリッパーゼの機能を分子遺伝学的、
細胞生物学的、また、生化学的手法を用いて
解析する。また、酵母変異体を用いて脂質非
対称性形成に関わる新規の遺伝子を網羅的
に検索する。 
(1) フリッパーゼの新しい細胞機能の解析 

———Lem3-Dnf1/2 フリッパーゼの変異体 
では、トリプトファン輸送体である Tat2 
が正常に細胞膜へ輸送されないことが 
明らかとなった。この異常の原因を細胞 
内小胞輸送に関わる種々の変異株を用 
いて解析した。また、Tat2と膜脂質との 
相互作用についてリポソームを用いた 
密度勾配遠心法により解析した。 

(2) フリッパーゼによる輸送小胞形成の制 

御機構———筆者らは、F-boxを有する Rcy1 
タンパク質が、Drs2 フリッパーゼに結合 
して Drs2と同様の機能を有することを 
これまでの遺伝学的研究により明らか
にしている。そこで、Rcy1がフリッパー
ゼ Drs2と相互作用することの機能的重
要性について、Rcy1と結合しない Drs2
の変異体を取得してその表現型を解析
することにより明らかにする。また、フ
リッパーゼ変異体における初期エンド
ソームからの小胞輸送欠損を高発現状
態で抑圧できる遺伝子を単離して機能
解析した。 

(3) 脂質非対称性を制御する新規遺伝子の 
探索———フォスファチジルセリンに特異 
的に結合する細胞内プローブである 
GFP-Lact-C2 を酵母細胞に発現させると、 
細胞膜だけが染まったことから、内膜系 
の細胞質側層にはフォスファチジルセ 
リンが存在しないことが示唆された。こ 
の内膜系のフォスファチジルセリン非 
対称性を制御する遺伝子を明らかにす 
るために、酵母遺伝子破壊株シリーズに 
GFP-Lact-C2 を発現させて、GFP-Lact-C2 
が内膜系に局在するようになる変異株 
を網羅的に検索した。 

 
４．研究成果 
 本研究で以下の研究成果を得ることがで
きた。いずれも国内外を含めて新しい研究成
果である。 
(1) フリッパーゼの新しい細胞機能の解析 

———Lem3-Dnf1/2 変異株では、Tat2がゴ 
ルジ体でユビキチン化を受けて液胞へ 
誤輸送されていた。これは、膜脂質非対 
称性が異常となったために、Tat2の N末 
端領域が膜脂質と正常に相互作用でき 
ないために生じていた。本研究は、脂質 
非対称性の制御が膜タンパク質のユビ 
キチン化を制御することを示した最初 
の例である。 

(2) フリッパーゼによる輸送小胞形成の制 
御機構———Drs2の、Rcy1と結合しない変 
異体を取得して解析したところ、これら 
は Drs2の機能の１つである初期エンド 
ソームからの小胞輸送に欠損を示した。 
従って、Rcy1は Drs2が輸送小胞を形成 
する際に重要な役割を担っていると考 
えられる。また、フリッパーゼ変異体の 
小胞輸送欠損を高発現状態で抑圧でき 
る遺伝子として Cho1を単離した。Cho1 
はフォスファチジルセリン合成酵素を 
コードし、Cho1の高発現によりフォスフ 
ァチジルセリンの細胞内レベルが上昇 
する。Drs2フリッパーゼがフォスファチ 
ジルセリンを輸送することは、これまで 
試験管内で示されているのみであり、本 



研究成果はフリッパーゼとフォスファ 
チジルセリンの機能的関係を示すもの 
として評価される。 

(3) 脂質非対称性を制御する新規遺伝子の 
探索———スクリーニングの結果、 
GFP-Lact-C2 が液胞膜に局在する変異株、 
初期エンドソームに局在する変異株、ま 
た、ミトコンドリアに局在する変異株が 
見出された。これらの遺伝子は、それぞ 
れの膜系でフォスファチジルセリンの 
非対称性制御に関与しているものと考 
えられる。今後のこれらの遺伝子の機能 
解析により、脂質非対称性の新しい制御 
機構が解明され、その生理機能が明らか 
になるものと期待される。 
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