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研究成果の概要（和文）：細胞プログラムの制御因子であるセラミドは様々な疾患に関与する。しかしながら、
“セラミドの輸送、代謝メカニズムの理解”は十分とは言えないのが現状である。真核細胞において、セラミド
はその代謝過程で小胞体からゴルジ体へ運ばれる。セラミドのオルガネラ間輸送には、輸送小胞を介した「小胞
輸送」の他に、オルガネラ膜同士の接触領域を介する「非小胞輸送」が存在する。本研究では、セラミド非小胞
輸送に関与するタンパク質であるTricalbinの結合脂質解析を行った。また、セラミドの非小胞輸送には、脂質
の貯蔵庫としての役割を担うオルガネラである脂肪滴が関与している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Ceramides, the regulator of cellular programs, are involved in various 
diseases. However, our understanding of transport and metabolic mechanisms of ceramides is still 
limited. In eukaryotic cells, ceramides are transported from the endoplasmic reticulum to the Golgi 
apparatus. The inter-organelle transport of ceramides occurs through both "vesicular transport" 
mediated by transport vesicles and "non-vesicular transport" mediated by the contact sites between 
organelle membranes. In this study, we analyzed the binding lipids of tricalbin, a protein family 
involved in the non-vesicular transport of ceramides. Furthermore, we found that lipid droplets, 
organelles responsible for lipid storage, may also play a role in the non-vesicular transport of 
ceramide.

研究分野： 農芸化学

キーワード： 酵母　Tricalbin　セラミド　非小胞輸送

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の物質輸送経路において、小胞輸送については詳細なメカニズムまで明らかとなっている一方で、非小胞
輸送について得られている知見は未だ多くない。本研究から得られた成果は、膜接触領域を介したセラミド非小
胞輸送研究についての新規の知見をもたらした。また、セラミドは様々な疾患に関与しており、抗がん剤耐性と
なったがん細胞ではセラミド量が減少することから、その治療薬候補としても注目されている。したがって本研
究成果は、薬剤耐性がんをはじめとしたセラミドが関与する疾患に対する治療薬開発に貢献すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

脂質の輸送が異常になると細胞が正常に機能しなくなり、様々な疾患が引き起こされる。その
重要性にも関わらず、脂質輸送の選別機構や分子機構はよく分かっていない。真核細胞において、
セラミドはその代謝過程で小胞体からゴルジ体へ運ばれる。セラミドの輸送には２つの経路が
存在することが分かっており、１つは輸送小胞を介した「小胞輸送」、もう１つは特異的な脂質
輸送タンパク質が介する「非小胞輸送」である。小胞輸送については、その発見者である Randy 

Schekman 氏が 2013 年のノーベル生理学・医学賞を受賞したことからも分かるように、非常に
発展した研究分野でありその詳細なメカニズムまで明らかとなっている。一方、非小胞輸送につ
いては、未だ得られている知見は多くない。 

小胞体からゴルジ体へのセラミドの非小胞輸送は膜同士の接触領域（Membrane Contact Site, 

MCS）を必要とすることが、酵母で 2001 年（Funato and Riezman, J. Cell Biol.）に示唆され
た。2003 年に、セラミド輸送タンパク質として、動物細胞で CERTが発見されたが（Hanada 

et al., Nature）、酵母ホモログは見出されていない。その後、小胞体ストレスを誘導した条件下
において、酵母 Nvj2 がセラミド非小胞輸送に機能することが報告された（Liu et al., J Cell Biol., 

2017）。その一方で我々は、酵母の Tricalbin タンパク質ファミリー（Tcb1, Tcb2, Tcb3）がセ
ラミドの非小胞輸送に必要であることを発見した（Ikeda et al., iScience, 2020）。酵母の
Tricalbin タンパク質は、小胞体と細胞膜の間に MCS を形成し、脂質の代謝や輸送に関与する
ことが報告されている（Manford et al., Dev Cell., 2012; Quon et al., PLoS Biol., 2018）。また、
酵母 Tricalbinのヒトホモログとしては Extended-Synaptotagmin （E-Syt1, 2, 3）が存在する
（Giordano et al., Cell, 2013）。ヒト E-Sytも小胞体－細胞膜 MCS の形成に関与し、神経伝達
細胞において重要な機能を持つと考えられているが、小胞体－ゴルジ体 MCS においてセラミド
非小胞輸送に機能しているという報告は未だない。 

 我々のこれまでの解析から、セラミドの非小胞輸送において Tricalbinが「小胞体とゴルジ体
中間層との MCS を形成する繋留因子としての機能」と「脂質を膜から引きぬいて受け渡す輸送
体としての機能」という２つの役割をもち、C2 ドメイン（カルシウムイオンに依存して脂質と
の結合性を示すドメイン）と SMP ドメイン（脂質輸送に機能することが推定されるドメイン）
がそれぞれに役割を担うことが推察された。しかしながら、これらのドメインが直接結合するタ
ーゲットについて、実験的エビデンスは示されていない。 

また、これまでに我々は、セラミド非小胞輸送の低下が脂肪滴の形成を促進することを明らか
にした。セラミドは細胞死を誘導するシグナル因子であり、小胞体に蓄積することで毒性を示す。
その毒性緩和のため、セラミドはアシル化され中性脂質（アシルセラミド）に変換されて、脂肪
滴に貯蔵される機構が示唆されている。これらを踏まえ本研究では、セラミド非小胞輸送におけ
る脂肪滴とアシル化の関与について検証を行った。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、Tricalbin によるセラミド非小胞輸送メカニズムを明らかにすることを目的とし、
Tricalbinと脂質との結合性を解析した。さらに、脂質の貯蔵庫としての役割を担うオルガネラ
である脂肪滴とアシル化の関与についても解析を行った。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）Tcb3 の機能ドメインと結合するターゲット分子の同定 

GFPタグを融合した SMPドメインまたは C2 ドメインを発現させた細胞を、セラミドの前駆体
である放射性 dihydrosphingosine（DHS）を用いて標識した後、免疫沈降法により精製したド
メインから脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィー（TLC）法により解析した。 

（２）立体構造に基づく Tcb3 と脂質の結合分子メカニズムの解析 

アルファフォールド予測により Tricalbin タンパク質の立体構造モデルを構築し、脂質との結
合に重要であると思われるタンパク質構造および疎水性アミノ酸残基を探索した。 

（３）細胞内におけるオルガネラの共局在性解析 

Tcb3-GFPと、ゴルジ体マーカーGos1-RFPおよび脂肪滴染色試薬 AUTOdotを用いて、蛍光顕
微鏡観察により局在を解析した。 

（４）セラミド非小胞輸送の解析 

セラミドのアシル化に関与する遺伝子の破壊株を用いて、小胞輸送をブロックした条件下で放
射性脂質前駆体により標識した後、細胞から抽出した脂質を TLC法により解析した。 

 



 

４．研究成果 

 

（１）Tcb タンパク質ファミリー（Tcb1, Tcb2, Tcb3）はそれぞれ、N 末端には小胞体膜への局
在に必要な膜貫通領域（TM ドメイン）、C 末端側にはカルシウムイオンに依存して脂質との結
合性を示すとされる multiple Ca2+-binding domains（C2 ドメイン）、さらにその間には脂質輸
送に機能することが推定される synaptotagmin-like mitochondrial-lipid-binding protein 

domain（SMPドメイン）を持つ。特に SMPドメインはセラミド非小胞輸送において、脂質を
小胞体膜から引き抜きゴルジ膜へと受け渡す機能に重要である可能性が、これまでの我々の解
析から示唆されている（Ikeda et al., iScience, 2020）。そこで、実際に SMPドメインとセラミ
ドが結合するという実験的エビデンスを得るため、解析を行った。放射性 DHS で標識した細胞
から、免疫沈降法により精製した SMP ドメインに結合している脂質を TLC 法により解析した
結果、各種セラミドのバンドが検出された。またこれらのバンドは、C2 ドメインに対しては検
出されなかったことから、セラミドと Tcb3 の結合が SMP ドメイン特異的であることも示され
た。 

（２）次に、構造解析によりリガンド認識機構を明らかにするため、AlphaFold2 予測を用いて、
Tcb3 タンパク質の立体構造モデルの構築を試みた。その結果、Tcb3 の SMPドメインは疎水性
アミノ酸残基に富んだポケット構造を持つことが確認された。また、Tcb1 および Tcb2 の SMP

ドメインについても同様に立体構造モデルを構築し、Tcb3 の SMP ドメインと類似する構造が
確認された。特に、このポケット構造の中で複数の疎水性アミノ酸が直線上に配置されているこ
とが分かった。これらの立体構造的知見に基づいて、脂質との結合に寄与すると推察される疎水
性アミノ酸の置換変異体を発現するプラスミドの作製を行った。アミノ酸置換後もポケット構
造は維持されることを、立体構造予測により確認済みである。脂質との結合性へのアミノ酸置換
の影響については、引き続き解析中である。 

（３）Tricalbin の欠損は、アシルセラミドを蓄積し、脂肪滴の形成を誘導させることを、これ
までに我々は見出した。これは、Tricalbin によるセラミド非小胞輸送のメカニズムに脂肪滴が
関与している可能性を示唆している。非小胞輸送はオルガネラ膜同士の接触領域を介して行わ
れることから、小胞体・ゴルジ体・脂肪滴の３つのオルガネラの細胞内局在について、蛍光顕微
鏡観察を行った。その結果、小胞体に局在する Tcb3 はゴルジ体および脂肪滴に近接して存在し
ている様子が確認された。またこれらの接触領域は、セラミド非小胞輸送が促進されると考えら
れるストレス条件において、増加することが示された。 

（４）続いて、脂肪滴の形成あるいはセラミドのアシル化がセラミド非小胞輸送に関与している
可能性を検証するために、脂肪滴へ貯蔵されるアシルセラミドを含む中性脂質の合成に必要な
アシル化酵素遺伝子 DGA1および LRO1の破壊によってセラミド非小胞輸送が影響を受けるか
解析を行った。SEC12 遺伝子の温度感受性変異によって小胞輸送経路を阻害した条件において、
放射性イノシトールを用いて脂質を標識し、ゴルジ体においてセラミドから合成される inositol 

phosphorylceramide (IPC)の量を解析した。その結果、sec12-ts 変異株と比較して sec12-ts 
dga1Δlro1Δ三重変異株では IPC 合成量の有意な減少が示された。この結果は、非小胞輸送の一
部は脂肪滴もしくはセラミドのアシル化を必要とする経路である可能性を示唆している。 
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