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研究成果の概要（和文）：本研究では，出芽酵母におけるスフィンゴ糖脂質(GSL)の意義を明ら
かにするために，GSL組成を改変した酵母に蛍光タンパク質（enhanced green fluorescent protein, 
EGFP）を融合した細胞膜タンパク質，Hxt1-EGFP を発現させ，fluorescence recovery after 
photobleaching (FRAP) 解析を行った．FRAP解析とは，特定の蛍光領域に強い励起光を照射す
ることで，蛍光を不可逆的に退色させた後，その周辺部からの蛍光の流入を観察し，蛍光分子

の動く速度及び割合を求める実験である．この解析により，スフィンゴ糖脂質の糖鎖部分の伸

長と脂質部分への水酸化（特にスフィンゴイド塩基の 4 位）の両方が欠失した変異体
（sur2csg1csh1変異体）において，Hxt1-EGFPの動く分子の割合と速度を著しく低下させ
ることを明らかになった．つまり，この結果は，スフィンゴ糖脂質の糖鎖部分と水酸基部分が，

細胞膜タンパク質の側方拡散の維持に必須であることを示している． 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, to clarify the involvement of glycosphingolipid (GSL) in 
dynamics of plasma membrane proteins, a series of mutants of the yeast Saccharomyces cerevisiae in 
GSLs biosynthesis was analyzed by fluorescence recovery after photobleaching (FRAP). FRAP is 
a technique to study protein mobility in living cells by measuring the rate of fluorescence recovery at a 
bleached region. By this analysis, I found that the mobile fraction of Hxt1-EGFP in sur2csg1csh1 
mutant remarkably decreased. Moreover, the diffusion time of Hxt1-EGFP in the mutant was slow. 
These results indicate that both the extension of glycan moieties of GSL and the hydroxylation of 
C4-sphingoid long chain base are necessary to maintain the rate of lateral diffusion of Hxt1-EGFP at the 
plasma membrane. 
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴ糖脂質（GSL）合成異常は様々

な病態（最近では 2型糖尿病）を引き起こす
ことが多くの研究から示唆されており，その
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機能に注目が集まっている。これまでに，哺
乳類の GSLの機能に関して，数多くの研究成
果が報告されているが，多様な分子種で構成
されているため，その本質的な機能に関して
は不明な点が多い。一方で，出芽酵母の GSL
研究は，GSLの糖鎖部分が，哺乳類のそれと
は異なるため，精力的に研究が進められてき
たとは言えない。しかしながら，機能的な側
面から考えた場合，出芽酵母の GSLもまた環
境変化への適応や細胞外ストレスからの防
御に必要であり，本質的に，動物細胞の GSL
と同様の機能を有していると考えられる。つ
まり，哺乳類と比較して，GSLの分子種が少
ない出芽酵母は，その機能を検証する上で非
常に有用なモデル生物となりうる。 
 
２．研究の目的 
 出芽酵母における GSL の存在意義を明ら
かにするため， fluorescence recovery after 
photobleaching（FRAP）解析により，GSL 組
成の改変が細胞膜に存在するタンパク質の
側方拡散に与える影響を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) 出芽酵母（KA31-1A株）を用いて，GSL
改変酵母（csg1csh1, csg2, sur2, scs7, 
sur2scs7, sur2csg1csh1, sur2csg2, 
scs7csg1csh1, scs7csg2 変異体）の作製． 
 
(2) アミノ酸透過酵素である Tat1，グルコー
ストランスポーターである Hxt1，細胞膜
H+-ATPaseである Pma1の C末端側に EGFP
を融合させたタンパク質（Tat1-EGFP，
Hxt1-EGFP，Pma1-EGFP）を野生株（KA31-1A
及び BY4741株），Δerg2変異体，及び各種
GSL改変酵母に発現させた． 
 
(3) (2)の酵母を用いて FRAP解析を行い，得
られた蛍光回復曲線を用いて，2成分及び 1
成分のフィッティング解析を行った． 
 
４．研究成果 
(1) 野生型酵母における Tat1-EGFP， 
    Hxt1-EGFP，Pma1-EGFPの動態解析 
 
 最初に，3 種類の細胞膜タンパク質である
Tat1，Hxt1，Pma1の C末側に EGFPを融合さ
せた Tat1-EGFP，Hxt1-EGFP，Pma1-EGFP を
野生型酵母（KA31-1A）に発現させ，FRAP
解析の実験系を構築した．これらの細胞膜タ
ンパク質は，GSLとエルゴステロールが細胞
膜で形成する脂質マイクロドメインに局在
することが知られている．図 1A のように白
矢印部分をブリーチし，10分間，その部分の
蛍光回復を観察した．各タンパク質について
80~100回，蛍光回復を観察し，その平均値を
グラフにしたのが図 1B である．これら回復

曲線を， 2 成分のフィッティング式
（y=A1(1-exp(-t1x))+A2(1-exp(-t2x))+y0）にフィ
ッティングさせ，動く分子の割合（Mf）と動
く分子の速度（t1/2）を求めた（表 1）．2成分
のフィッティング式は，細胞膜は不均一であ
り，細胞膜で動いている分子には，動きの速
い成分（Fast）と遅い成分（Slow）が存在す
ると仮定したものである．その結果，3 者の
Mf 値は同程度であったが，Tat1-EGFP と
Hxt1-EGFP の t1/2の値は類似しているのに対
し，Pma1-EGFP の Fast 及び Slow の t1/2は大
きな値を示した．つまり，細胞膜上における
Pma1-EGFP の 動 き が ， Tat1-EGFP や
Hxt1-EGFPよりも遅いことを示している．こ
の原因については不明であるが，タンパク質
によって，細胞膜での側方拡散の速度が異な
ることが示された． 
 
表 1 野生型におけるフィッティング解析 

t1/2 (min)  
Fast Slow 

Mf (%) 

Tat1-EGFP 0.17±0.03 5.09±1.00 58.87±0.27 
Hxt1-EGFP 0.13±0.03 4.74±0.69 56.00±4.85 
Pma1-EGFP 0.31±0.27 18.32 

±2.19 
57.11 
±10.72 
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(2)erg2変異体における Hxt1-EGFPの動態 
   解析 
 
 次に，erg2変異体に Hxt1-EGFPを発現さ
せ，FRAP 解析及びフィッティング解析を行
った．erg2 変異体は，脂質マイクロドメイ
ンを形成する分子の一つであるエルゴステ
ロールを合成する経路で働く遺伝子であり，
この変異により，異常な構造のエルゴステロ
ールが蓄積する．過去の報告において，erg2
変異体の細胞膜の流動性が増加することが
示されていたので，その変化が FRAP解析で
はどのような変化として現れるかを調べた
（図 2，表 2）．その結果，野生型とerg2 変
異体において，Hxt1-EGFPの Mfと t1/2の値に
大きな差は見られなかった．この結果は，エ
ルゴステロールの構造異常による膜の流動
性の変化は，タンパク質の流動性には影響を
与えていない可能性を示唆している． 

 
表 2 Δerg2変異体における Hxt1-EGFPの 
   フィッティング解析 

t1/2 (min)  
Fast Slow 

Mf (%) 

野生型 
(BY4741株) 

0.13±0.06 3.12±0.88 58.41±4.70 

erg2 0.12±0.02 3.17±1.24 59.58±4.43 
 
(3) 各種GSL改変酵母におけるHxt1-EGFPの 
   動態解析 
 
次に，各種 GSL 改変酵母に Hxt1-EGFP を発
現させ，FRAP 解析及びフィッティング解析
を行った（図 3，表 3）．その結果，特に顕著
な変化が見られたのは，sur2csg2変異体及
び sur2csg1csh1 変 異 体 で あ っ た ．
sur2csg1csh1 変異体はスフィンゴイド塩
基の 4 位の水酸化が起こらないのに加えて，
MIPC 合成が完全に停止しているので，GSL
としては，IPC-A と IPC-B€31のみが存在する．
一方で，sur2csg2変異体は水酸基の欠失に

関しては同じであるが，MIPC 合成は完全に
停止しているわけではないので，IPC-A と
IPC-B€31だけでなく，M(IP)2C-A，M(IP)2C-B€31，
MIPC-A，MIPC-Bも少量存在する．これらの
変異体から得られた蛍光回復曲線は，2 成分
のフィッティング式よりも 1成分のフィッテ
ィング式に従い，Mfの値が著しく低下した．
この結果は，両変異体における Hxt1-EGFPの
動いている分子の割合がわずかになり，速く
動く分子が消失していることを示唆してい
る．さらに，sur2csg1csh1変異体では，t1/2
の値が，野生型の遅い分子の t1/2 よりも大き
いため，動いている分子の速度もさらに低下
していることが示唆される．sur2csg2変異
体において，このような変化は見られていな
い理由は不明であるが，少量合成される
M(IP)2C-A，M(IP)2C-B€31，MIPC-A，MIPC-B
が影響している可能性が考えられる． 

 
表 3 各種変異体における Hxt1-EGFPのフィ 
  ッティング解析 

t1/2 (min)  
Fast Slow 

Mf (%) 

野生型 
(KA31-1A株) 

0.13±0.03 4.74±0.69 55.99±4.83 

csg2 0.14±0.07 5.39±1.26 59.04±4.08 
csg1csh1 0.20±0.10 5.21±1.63 63.85±4.50 

sur2 0.08±0.02 8.67±0.85 48.03±6.26 
scs7 0.06±0.02 6.04±0.79 59.87±5.01 

sur2scs7 0.07±0.02 7.49±0.90 65.55±4.87 
sur2csg2 4.11±0.97 11.11±1.60 

sur2 
csg1csh1 

7.54±1.45 17.42±3.72 

scs7csg2 0.07±0.03 5.60±1.16 40.42±5.19 

scs7 
csg1csh1 

0.07±0.02 6.55±1.19 48.32±3.77  

 
このように，出芽酵母において，GSLの糖鎖
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伸長と水酸基の欠失が細胞膜タンパク質の
流動性に影響を与えるという結果は非常に
興味深く，GSLの根本的な重要性を明らかに
するためのモデル生物として，出芽酵母が有
用であることを示している．今後は，in vitro
のリポソーム再構成系でも同様の変化が得
られることを明らかにするとともに，タンパ
ク質の流動性の変化が，タンパク質の機能に
どのような影響を与えるかを調べることが
重要だと考えている． 
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