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研究成果の概要（和文）：真核生物において細胞内Phosphatidylcholine量は厳密に制御されているが、詳細は不明で
ある。この制御機構を解明する為、PC合成経路における律速酵素Phosphocholine cytidylyltransferase(CCT)の活性化
制御を解析した。その結果、CCTは小胞体膜上においてプロテインホスファターゼ2Cεにより脱リン酸化される事が示
された。
　また、CCT発現抑制は、分泌系タンパク質の輸送異常を引き起こした。この表現型を解析し、分泌系でのカーゴ輸送
における律速過程である小胞体からゴルジ体への輸送過程、また、直接的な関与が示されていなかったCCTとカーゴの
関係を示した。

研究成果の概要（英文）：Phosphocholine cytidylyltransferase (CCT), the rate-limiting enzyme in the CDP-cho
line pathway for phosphatidylcholine (PC) synthesis, is activated by its translocation to membranes for ef
ficient PC production. CCTbeta is translocated onto the ER membranes upon oleate addition. We found that k
nockdown of CCTbeta caused slowed export of secretory cargo. To understand the mechanism, we studied the o
leate-induced translocation and then the CCTbeta was dephosphorylated in the membranes. We identified PP2C
epsilon as the protein responsible for the dephosphorylation of CCTbeta. Detailed analysis showed that exc
hange of Sec13 of the ERES with the cytoplasmic pool was markedly inhibited by knockdown of either CCTbeta
 or PP2Cepsilon to similar extent while the diffusibility of Sec13 in the cytoplasm remained unchanged. We
 propose that dephosphorylation of CCTbeta directly regulates COPII-mediated export of secretary cargo.
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１．研究開始当初の背景 
 
リン脂質である PC の合成には 2 つの経

路 が 存 在 し 、 1 つ は

Phosphatidylethanolamine (PE) のメチル化

経路であり、もう 1 つは、CDP-Choline 経

路である。後者は、真核生物における主経

路であり、CDP-Choline が Diacylglycerol 
(DG) に転移され PC が生合成される。

CDP-Choline 経路の律速段階は、CCT によ

る Phosphocholine の CCT 由来 CMP への転

移反応であり、律速酵素は CCT と考えら

れている (JBC (2005) 280:853)。PC は、真

核生物の細胞膜を構成する主要なリン脂

質であり、また、細胞内 PC 量は、細胞の

増殖や分化に深く関わっている。この事か

ら、PC 合成・分解を制御する代謝経路の

詳細を理解する事は重要であるが、律速酵

素 CCT の酵素レベルの活性制御機構でさ

え詳細な解明に至っていなかった。 
 

２．研究の目的 
 
PC は、真核生物の細胞膜を構成する主

要なリン脂質であり、生理活性脂質の原料、

エネルギー源としての 3 大生理機能を有

するだけでなく、膜輸送、膜融合、細胞情

報の受容と発信、細胞分裂、細胞の大きさ、

細胞極性の発生など膜系で生じる様々な

生命現象に関与している。また、細胞内の

PC 量は、細胞の増殖や分化に関わってお

り、PC 関連の脂質合成や分解制御に異常

をきたす遺伝子変異の幾つかは癌や糖尿

病を引き起こす事が分かっている (PNAS 
(2003) 100: 9867)。従って、PC 合成や分解

を制御する代謝経路を明らかにする事は

極めて重要と考えられる。しかし、律速酵

素 CCT の酵素レベルの活性制御機構でさ

え詳細な解明に至っていないのが実状で

ある (BBA (1997) 1348:79)。おそらくこれ

は、CCT に、のアイソフォームが存在

する事や、それぞれの細胞内局在の違いが

活性化制御や酵素学機能の理解を困難に

していると思われる。そこで本研究では、

CCTに着目しその活性化制御機構の解明

を行う事とした。 
また、CCTの発現抑制は、分泌系タン

パク質 (カーゴ) の輸送異常という予想

外の表現型をもたらした。この表現型の解

析を更に進め、これまで考えられていなか

った PC 合成経路とカーゴの輸送経路との

クロストークを解明する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
※CCT 活性化制御機構の解明 

CCT の活性化には、CCT に存在する脂

質結合ドメイン及びリン酸化ドメインの

必要性が報告されている  (JBC (1999) 
274:26240)。そこで、各ドメインの変異体

を作製し CCT 活性化制御機構について検

討した。まず、CCTの N 末端に GFP タグ

を付加し COS-7 細胞に安定発現させた細

胞を単離し、CCTの細胞内局在を検討し

た。不飽和脂肪酸であるオレイン酸を細胞

へ添加すると CCT 活性と PC 合成量が増

大する事が報告されている (MBC (2008) 
19: 237)。そこで、オレイン酸添加により

CCTを活性化させ、その時の CCT動態

を検討した。既報のリン酸化サイト (Mol 
Cell (2008) 31:438) に変異を導入する等、

様々な CCT変異体を作製した。また、予

想される脂質結合ドメインに種々の変異

を導入し、膜局在出来ない様な変異体を作

製した。これら変異体を用いた解析を行い、

CCT のリン酸化・脱リン酸化と膜への結

合にどの様な相互関係 (脱リン酸化によ

り膜局在するのか、膜局在してから脱リン

酸化されるのか、など) があるのか明らか

にした。また、それぞれの変異体を導入し

た細胞において PC 合成量を測定比較する

ことでリン酸化状態や膜局在と活性化と

の関連を明らかにした。以上の実験により、

細胞内 PC 合成に関する CCT 活性化制御

機構の全容を明らかにする事を試みた。 
 

※PC 合成系とタンパク質輸送系のクロス

トークの解明 
水疱性口内炎ウイルスの細胞膜タンパ

ク質 VSV-G の温度感受性変異体 (tsO45) 
は、フォールディングに異常があり、39 oC
で細胞に発現させると小胞体に蓄積し、こ

の細胞を 32 oC にシフトすると一斉に小胞

体からゴルジ体へ向かって輸送される。こ

の VSV-GtsO45 に tagRFP タグを付加し、小

胞体からゴルジ体へのタンパク質輸送の



動態について生細胞を用いたライブイメ

ー ジ ン グ に よ り 解 析 し た 。 ま た 、

Endoglycosidase H (Endo-H) 耐性を指標に

pulse-chase による免疫沈降実験で小胞体

からゴルジ体へのタンパク質輸送の動態

解析を行った。他のカーゴ分子においても

同様の表現型が生じるのか、代表的な可溶

性基質1-アンチトリプシン (1-AT) の
細胞外への分泌などにより検討した。 

CCT 発現抑制により律速となる過程を

同定する為に、小胞体膜上の輸送部位 
(ERES) と小胞体－ゴルジ体の中間領域 
(ERGIC) のそれぞれのマーカー分子とカ

ーゴに異なる蛍光タンパク質を付加した

ものをそれぞれ発現し観察した。更に、

ERES における COPII 小胞の構成因子であ

る Sec23-Sec24、Sec13-Sec31 の交換反応に

ついて、FRAP (Fluorescence Recovery after 
Photobleaching) や FLIP (Fluorescence Loss 
in Photobleaching) を用いた分子イメージ

ング技術により解析した。 
CCT 活性化制御機構解明の過程で得ら

れた種々のCCT変異体を用いたレスキュ

ー実験により、CCT が必要とされるカー

ゴの輸送ステップを同定し、PC 合成系と

タンパク質輸送系のクロストークを解明

する事を試みた。 
 
４．研究成果 

 

1)CCT 活性化制御機構の解明 
CCTアイソフォームの細胞内局在は、

前小胞体と報告されていた  (JBC (1999) 
274: 26992) 。 こ れ を 検 証 す る 為 に

GFP-CCTの局在を観察した結果、CCT
は予想に反し小胞体局在ではなく細胞質

に見られた。この局在パターンは、PC 合

成が小胞体膜上で起こる事実とは一致し

ない。そこで、オレイン酸添加により CCT
を強制的に活性化させた細胞において

GFP-CCTの局在を観察した結果、CCT
は小胞体に局在し、その局在が劇的に変化

する事を見出した (図 1)。 

 
 
 
 
 

オレイン酸を添加した細胞において、

GFP-CCTの分子量変化を調べた結果、定

常状態に比べ下方にバンドシフトが見ら

れた。このバンドシフトは定常状態に脱リ

ン酸化酵素処理したGFP-CCTの分子量と

良く一致する事から、オレイン酸処理によ

り脱リン酸化された事、また定常状態で

GFP-CCTはリン酸化されている事が分か

った。これらの結果は、CCT の活性化には

脂質結合領域を介した膜への移行が重要

で、リン酸化ドメインが必要であるという

報告 (JBC (1999) 274:26240) を強く支持

するものであった。また、小胞体に局在で

きない CCT変異体では、オレイン酸処理

による脱リン酸化が確認できなかった。 

予想されるリン酸化サイトにアミノ酸

置換を施し、オレイン酸により脱リン酸化

されるサイトを探索し、327 番目・335 番

目・349 番目のセリン、及び 337 番目のス

レオニンを同定した。更に、プロテインホ

スファターゼ阻害剤や siRNA を用いた検

討により、CCTの脱リン酸化酵素として

小胞体に局在する PP2Cが機能する事を

見出した。 

以上の結果から、PC 合成経路において

CCTは、不活性型リン酸化状態として細

胞質に存在し、脂質結合ドメインを介して

小胞体に局在した後、PP2Cにより脱リン

酸化される事で活性化される事が示唆さ

れた。 
 
2) PC 合成系とタンパク質輸送系のクロス

トークの解明 
小胞体からゴルジ体への生細胞内にお

けるタンパク質輸送の動態解析を行った 
(図 3)。コントロール細胞では、許容温度

にシフトした後、VSV-GtsO45 の速やかな輸

送が観測されたが (図 3 上)、CCT発現抑制

細胞ではこの現象は殆ど観察されず (図 3
下)、生化学的な手法でも同様の結果を得



た。また、代表的な可溶性基質1-アンチ

トリプシン (1-AT) の細胞外への分泌を

pulse-chaseによる免疫沈降実験で検討した

結果、その分泌に遅れは生じなかった。こ

れらの結果は、CCTが膜タンパク質の成

熟あるいは輸送に関わる事を示唆するも

のであった。 

 
COPII (coat protein complex II) 小胞は、

細胞質中にある 3 種類の成分 (コート形成

を開始させる Sar1-GTP、カーゴの選択を行

う Sec23/24、コートの重合と膜の変形を引

き起こす Sec13/31) が小胞体へと順番に移

行し、小胞体膜上で形成される  (Nature 
(2002) 419: 271)。これら構成成分の小胞体

膜上に形成された ERES と細胞質プールと

の交換反応について、FRAP と FLIP を用い

て計測し COPII 小胞の維持や形成効率、ま

た、各構成成分の交換反応に及ぼす CCT
の機能を検討した。FRAP を用いた解析に

より、CCT発現抑制した細胞で Sec23 に変

化は生じないが、Sec13 において最大回復

率の顕著な減少が確認され (図 3)、FLIP を

用いた解析から、CCT発現抑制により、

ERES における Sec13 の交換反応が著しく

低下している事を見出した。 

 
CCT発現抑制により生じた Sec13 の

exchange rate の減少は、CCTの脱リン酸

化酵素である PP2Cを発現抑制した細胞

でも確認された。また、CCTを発現抑制

した細胞に、リン酸化フォームに固定した

CCT変異体、脱リン酸化フォームに固定

したCCT変異体をそれぞれ導入したレス

キュー実験を行った。その結果、脱リン酸

化 CCTを導入した細胞において、Sec13
の exchange rate がコントロール細胞と同

程度まで回復し、VSV-GtsO45 の表現型も回

復させる事を確認した。 
以上の結果から、CCT発現抑制による

輸送異常は、Sec13 の ERES と細胞質プー

ルでの交換反応の低下である事が示された。 
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