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研究成果の概要（和文）：細胞膜の脂質組成は外層と内層で異なっており，脂質非対称を生じている。脂質非対称は様
々な生命現象に重要であるため，脂質非対称を維持する機構が存在する。我々はこれまでにRim101経路が脂質非対称変
化に応答し，Rim21がセンサーとして機能することを見出していた。本申請において，我々はRim21からのシグナル伝達
がESCRT IIIに至るまで細胞膜で起こることを明らかにした。また，このシグナル伝達経路にユビキチン化が重要であ
ることを見出した。さらに，脂質非対称変化によってRim21依存的に発現誘導される新規タンパク質Opt2を同定し，脂
質非対称応答において重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lipid composition differs between outer and inner leaflets of the plasma 
membrane, generating lipid asymmetry. Since lipid asymmetry is important for a variety of cellular 
functions, living organism contains a system maintaining lipid asymmetry. Previously, we found that 
Rim101 pathway responses to a change in lipid asymmetry and that Rim21 functions as a sensor. Here, we 
revealed that the signaling events from Rim21 to ESCRT III occured at the plasma membrane and 
ubiquitination was important. Furthermore, we identified a novel factor Opt2 as a protein induced by a 
change in lipid asymmetry in Rim21-dependent manner. We also revealed that Opt2 was essential for cell 
growth to respond to changes in lipid asymmetry.

研究分野：脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
脂質分子は細胞膜脂質二重層間で異なった
分布をしており，脂質非対称と呼ばれる。例
えば，細胞膜外層にはホスファチジルコリン
（PC）やスフィンゴ脂質が多く，内層にはホ
スファチジルエタノールアミン（PE），ホス
ファチジルセリン（PS），ホスファチジルイ
ノシトール（PI）が多い。脂質非対称の維持
は細胞機能に極めて重要で，例えば PS が外
層に露出すると死細胞としてマクロファー
ジに認識され，貪食される。あるいは血小板
表面に PS が露出すると，血液凝固反応が引
き起こされる。一方，細胞分裂には一過的な
PEの外層への露出が必要である。 
 脂質非対称は脂質トランスロカーゼ（P-タ
イプ ATPアーゼ，ABCトランスポーターな
ど）による脂質分子のフリップ・フロップに
よって維持されている。脂質非対称の維持が
重要であるとすれば，脂質非対称が乱れた際
は，その乱れを感知し，元に戻そうとする細
胞応答経路が存在すると予測された。我々は
実際，酵母の脂質トランスロカーゼ変異体を
用いて，脂質非対称が変化した際に，長鎖塩
基トランスロカーゼRSB1が誘導されるとい
う現象を見出した。さらにその後，脂質非対
称変化とRSB1発現を結びつけるシグナル伝
達経路としてRim101経路を同定することに
成功した。Rim101 経路では細胞膜に存在す
る Rim21，Dfg16，Rim9，アレスチン様タ
ンパク質 Rim8，エンドソームで働くと考え
られている分子群 (Rim20，Rim13，Snf7，
ESCRT 0, I, II, III因子群)，細胞質から核へ
移動して働く転写因子Rim101など多数の因
子が働く（図１）。我々は最近，細胞膜に存
在する Rim21，Dfg16，Rim9の中で，Rim21
が脂質非対称のセンサーとして働くことを
明らかにした。 
 Rim101 経路はもともと，酵母が外界のア
ルカリ化に適応するために働くシグナル伝
達経路として同定されていた。なぜ，同じ経
路が脂質非対称変化と外界のアルカリ化と
いう一見異なる事象の認識に関与している
のかに関しては現時点では不明であるが，
我々は同一の機構で認識されていると考え
ている。例えば，外界のアルカリ化は脂質ト
ランスロカーゼの活性を下げることが知ら
れているので，アルカリ化は脂質非対称変化
として認識されている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
我々は脂質非対称センサーとして Rim21 を
同定したが，Rim21のどの領域がどのような
メカニズムで脂質非対称の変化を認識して
いるのかは不明であった。 
 Rim21，Dfg16，Rim9 はいずれも細胞膜
でパッチ状の局在が観察された。これまで，
これらの細胞膜タンパク質から伝えられた
シグナルはエンドソームへ伝えられ，Rim20， 

 
Rim13，Snf7，ESCRT 0, I, II, III因子群な
どを活性化すると考えられてきた。しかし，
我々の局在観察から，これらの因子も細胞膜
で働く可能性が浮かび上がってきた。 
 脂質非対称変化が引き起こす細胞応答に
よって発現誘導される遺伝子として我々は
これまで RSB1を同定していたが，それ以外
のどのような遺伝子が同様に発現誘導され，
脂質非対称変化の応答に重要であるかは全
く不明であった。 
 これらの研究背景を踏まえ，本申請では下
記の項目を明らかにすることを目的にして
研究を行った。 
 
（１）Rim21による脂質非対称認識機構 
（２）細胞膜における脂質非対称シグナル 
（３）新規因子 Opt2の解析 
 
３．研究の方法 
 
（１）蛍光顕微鏡観察 
Rim20，Rim8，Rim13，Snf7の観察のため，
それぞれの C-末端に蛍光タンパク質（GFP
または RFP）を付加した。それぞれの染色体
遺伝子を相同組み換えにより，蛍光タンパク
質遺伝子が挿入されたものと置き換えた。蛍
光顕観察は蛍光顕微鏡 DM5000B（Leica 
Microsystems）を使用した。 
 
（２）AIDによる一過的タンパク質分解 
AID（auxin-inducible degron）は，目的の
タンパク質をオーキシン依存的に一過的に
分解させるためのデグロンである。本申請で
はエンドサイトーシスで働く Las17 の C 末
端側に AIDを付加した。染色体の LAS17遺
伝子を相同組み換えにより，LAS17-HA-AID
に置き換えた。オーキシンとして（3-インド
ール酢酸）を添加し，1 時間後に実験に使用
した。 
 
（３）DNAマイクロアレイ 
トータルRNAを調製後，mRNA Purification 
Kit (Amersham Pharmacia Biotech)で Poly 
(A)+ RNAを精製した。200 ngの Poly (A)+ 
RNAを Low Input Quick Amp Labeling Kit 
(Agilent Technologies) を用いて Cy3でラベ



ル し ， Yeast (V2) Gene Expression 
Microarray にハイブリダイズさせた。マイ
クロアレイは Agilent G2565BA マイクロア
ライスキャナー (Agilent Technologies) で
スキャンし，蛍光強度は Feature Extraction 
software (Agilent Technologies) で測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）Rim21による脂質非対称認識機構 
Rim21は複数回膜貫通タンパク質であり，C
末端側に比較的大きな親水性領域を持つ。こ
の領域には荷電アミノ酸残基のクラスター
が複数存在し，我々はこれらの領域が脂質分
子の極性頭部と結合している可能性を考え
た。そこで，Rim21の C末端を GFPと融合
した GFP-Rim21C を作成し，野生型酵母内
に発現させた。その結果，GFP-Rim21C は
細胞膜に局在し，特に母細胞と娘細胞との境
界部（バッドネック）に強い染色が見られた。
この領域では PEなどの脂質の非対称性が変
化していることが知られている。同様に，
GFP-Rim21C の局在を脂質トランスロカー
ゼ変異株中で観察したところ，野生型で見ら
れるような細胞膜局在が消失した。これらの
ことから，Rim21 が C 末端側の親水性領域
で脂質非対称を認識していることが示唆さ
れた。Rim21Cは膜貫通領域を持たないこと
から，Rim21Cは細胞膜内側の表面に結合し
ていると考えられる。つまり，Rim21Cは細
胞膜内層表面の状態（脂質組成や電荷など）
の認識を介して脂質非対称の状態をモニタ
ーしていると推測される。 
 Rim21Cのどの荷電アミノ酸残基クラスタ
ーが，脂質非対称認識に重要であるか調べる
ために，それぞれの荷電アミノ酸残基クラス
ターをアラニンに置換した変異体を作成し，
脂質非対称に対する応答能を調べた。その結
果，353から 355番目のグルタミン酸残基を
アラニンに置換した変異体では活性が損な
われていた。我々は脂質非対称認識において，
これらのアミノ酸残基の負電荷と細胞膜表
面に多いホスファチジルイノシトールやホ
スファチジルセリンの負電荷の間の反発が
重要であると考えている。 
 
（２）細胞膜における脂質非対称シグナル 
Rim20 の C 末端側に GFP を融合させた
Rim20-GFP を用いて，Rim101 経路が活性
化した時の細胞内動態を観察した。その結果，
アルカリ性の培地に交換後，20分から 90分
にかけて時間依存的に Rim20-GFPが細胞膜
へ移行していく様子が観察された。この移行
にはセンサータンパク質である Rim21，およ
びアレスチン様タンパク質 Rim8が必要であ
った。また，培地をアルカリ性のものに交換
しなくても，脂質トランスロカーゼ変異株中
では恒常的に Rim20-GFPが細胞膜に局在し
ていた。Rim20はこれまでエンドソームにお
いて働くと考えられてきたが，我々の結果は

細胞膜上で Rim21 からのシグナルを受け取
ることを示していた。 
 Rim8および Rim13についても Rim20同
様に GFP 融合タンパク質を作成して，
Rim101 経路活性化時の局在を調べた。その
結果，Rim8-GFP，Rim13-GFP 共に，アル
カリ培地に交換することにより細胞膜局在
が誘導された。Rim8-GFPと Rim13-GFPの
細胞膜局在は Rim21 依存的であった。ただ
し，Rim8-GFPの細胞膜局在は一過的であり，
培地交換後 20 分をピークとしていた。
Rim13-GFP の細胞膜局在は 90 分まで続い
た。Rim8はおそらく，Rim20，Rim13など
の下流タンパク質の細胞膜局在の足場とし
て働くのであろう。 
 Snf7はESCRT-IIIのサブユニットであり，
エンドサイトーシスされた膜タンパク質の
後期エンドソームへのソーティングに働く。
また，Snf7 は Rim101 経路でも働くことが
知られている。サイトゾルに存在する Snf7
は，タンパク質のエンドサイトーシスに伴っ
て活性化される ESCRT-I，ESCRT-II複合体
を介して後期エンドソームにリクルートさ
れて機能する。しかし，上述のように他の
Rim101 経路タンパク質が細胞膜に集積して
いることを受け，我々は Snf7も Rim101経
路では細胞膜で働く可能性を考えた。
Snf7-RFP を観察した結果，通常の培地では
サイトゾルと後期エンドソームにのみ局在
していた Snf-RFP は，培地をアルカリ性の
ものに変えることで細胞膜に局在した。この
移行は Rim21 依存的であった。この結果か
ら，Snf7はエンドサイトーシスに働く際は後
期エンドソームに局在し，Rim101 経路で働
く際は細胞膜に局在することが明らかとな
った。 
 我々の結果は，従来考えられていた仮説と
大きく異なっていた。これまで，Rim101 経
路が活性化されると，細胞膜に存在する
Rim21，Dfg16，Rim9 が Rim8 の働きによ
ってエンドサイトーシスされ，エンドソーム
上の ESCRTタンパク質，Rim20，Rim13に
シグナルを伝達するというものであった。し
かし，我々の結果は，これらのステップがエ
ンドサイトーシスなしに全て細胞膜上で起
こるというものであった。我々の結果をさら
に検証するために，我々はエンドサイトーシ
スの条件不全株（LAS17-HA-AID）を使用し
た。この株ではエンドサイトーシスに必須な
タンパク質である Las17 が，AID デグロン
と融合しており，オーキシン添加によって一
過的に Las17-HA-AIDを分解できる。この株
にオーキシンを加え，さらに培地をアルカリ
性のものに変えてもRim101経路は正常に活
性化された。この結果は我々のこれまでの結
果と一致して，エンドサイトーシスが
Rim101 経路の活性化に必要ないことを示し
ている。 
 
（３）新規因子 Opt2の解析 



脂質非対称変化により発現が上昇し，且つそ
の発現上昇がRim21依存的な因子の中には，
細胞の脂質非対称変化への応答に重要な因
子が含まれている可能性があると考え，マイ
クロアレイを用いた解析を行った。野生株，
脂質トランスロカーゼ欠損株（lem3及び
pdr5），脂質トランスロカーゼと RIM21遺
伝子の二重欠損株（lem3rim21）から回
収した RNA を解析した結果，多数の遺伝子
の同定に成功した。その中でも，トランスポ
ーター様の構造を持つOPT2遺伝子について
詳細な解析を行った。 
 脂質非対称変化への応答におけるOPT2の
重要性を調べるために，lem3opt2 二重欠
損株を作成し，生育を調べた。その結果，こ
の二重欠損株の生育が著しく低下している
ことが明らかとなった。このことは，OPT2
が脂質非対称変化への応答に極めて重要な
因子であることを示していた。 
 Opt2 の細胞内局在を調べたところ，細胞
膜と後期エンドソームに局在していること
が明らかとなった。また，opt2株では液胞
の断片化が観察された。Opt2 がトランスポ
ーター／トランスロカーゼに多く見られる
複数膜貫通型タンパク質であることから，脂
質トランスロカーゼとして機能する可能性
が考えられた。そこで，細胞外層に露出した
PEに結合して毒性を示す Duramycinと PS
に結合する Papuamide Bに対する感受性を
調べた結果，Opt2 の過剰発現はこれらの薬
物に対する感受性を亢進させた。さらに，外
から添加した蛍光標識 PE，PS，PC の細胞
内蓄積量が Opt2 過剰発現により減少した。
これらのことから，Opt2 が PE，PS を細胞
膜内層から外層へフロップさせるトランス
ロカーゼであることが示唆された。 
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