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研究成果の概要（和文）：哺乳類細胞のペルオキシソーム－小胞体間に近接部位が存在することを、Proximity Ligati
on Assayという方法を用いて証明した。次に、ペルオキシソーム－小胞体間の膜接触部位の変異細胞が薬剤により濃縮
できるかを検定したが最適薬剤濃度をHAP1において得ることができなかったので細胞をHAP1からMEF細胞に変更し最適
薬剤濃度を得た。更に分割タンパク質を用いた膜接触部位を定量化する新しい方法を樹立した。また、新たな変異細胞
の樹立方法として、ゲノムワイドなCas9/CRISPR gRNA libraryを使用した。現在それらの方法を組み合わせ、膜接触部
位の変異細胞を樹立中である。

研究成果の概要（英文）：We proved the presence of local area in mammalian cells, where peroxisome and 
endoplasmic reticulum membranes are closely positioned, by Proximity Ligation Assay method. Next, we 
tried to obtain optimal drug concentration to enrich mutant cells in which membrane contact sits (MCS) 
between these organelles are impaired, and the concentration was decided in MEF but not HAP1 cells. To 
use MEF cells, we established a new method that can directly quantify the amount of MCS in living cells 
by FACS using split proteins. Moreover, we used genome-wide Cas9/CRISPR gRNA library in addition to 
exon-trapping system. We are currently establishing new MCS mutant cells by various combination of these 
methods.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： オルガネラ形成・動態　膜接触場　ペルオキシソーム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

・膜接触部位（Membrane contact site；以
下 MCS と記すこととする）は、２つの異な
ったオルガネラ（通常一方は小胞体であり
もう一方は残りの様々なオルガネラであ
る）の膜が非常に接近し（10nmから 30nm）、
脂質やイオンの小胞非依存的・ATP 非依存
的輸送を行なう特殊な膜ドメインである
と提唱されているが、哺乳類細胞において
その実体（構成タンパク質など）はほとん
ど解明されていない。 

・ペルオキシソームはアルキル(アシル)リン
脂質生合成に於いてアルコール型脂肪鎖
を取り込みアルキルリン脂質中間体を生
成する唯一のオルガネラであるが、中間体
1-アルキルジヒドロキシアセトンリン酸
までであり、完成型アルキル(アシル)リン
脂質になるためには小胞体に輸送されジ
アシルリン脂質同様の修飾を受ける必要
がある。この脂質中間体がペルオキシソー
ムから小胞体へ輸送される機序は判って
いないが、他の脂質のオルガネラ間輸送か
ら類推して 1-アルキルジヒドロキシアセ
トンリン酸の小胞体への輸送は、ペルオキ
シソーム−小胞体間の MCS を介して行われ
ているという推測をたてた。 

・哺乳類細胞のペルオキシソーム−小胞体間
の MCS に関する報告はほとんどないが、リ
ン脂質が小胞非依存的・ATP 非依存的にペ
ルオキシソーム−小胞体間で輸送され得る
という報告があり（PNAS., 2008, 105, 
15785）、MCS の存在を示唆していると考え
られる。 

・アルキルリン脂質の生合成異常が肢根型点
状 軟 骨 異 形 成 症 (rhizomelic 
chondrodysplasia punctata; RCDP) の 病
因であることは知られているが、肢根型点
状軟骨異形成を示す疾患の中にはまだ原
因遺伝子が同定されていないものが多数
存在している。小胞体とペルオキシソーム
間のMCSの機能の一つがアルキルリン脂質
の生合成に必須な 1-アルキル DHAP の輸送
であるというアイディアが正しければ、
MCS の構成蛋白質の異常が肢根型点状軟骨
異形成症の原因の一つである可能性が高
く、この疾患の病態解明につながり、医学
的見地からも非常に卓越した成果が期待
できる。 

・小胞体とペルオキシソーム間の MCS の存在
を証明することは、前述のように「膜接触
部位を介したATP非依存的脂質輸送は酵母
から高等生物における小胞体と他のオル
ガネラ間に普遍的かつ合理的に存在する
メカニズムである」という新しい重要なド
グマの証明の一段階となる。 

 
２．研究の目的 
 ペルオキシソームの主な機能の一つはア
ルキル(アシル)リン脂質の初期段階の生合

成であり、その異常により疾患が引き起され
る。この中間体が完成型になるためには小胞
体に輸送される必要があり、その輸送はペル
オキシソーム−小胞体間の膜接触部位を介し
て行なわれていると推測している。オルガネ
ラ間膜接触部位は脂質やイオンの小胞非依
存的・ATP 非依存的輸送を担う特殊な膜ドメ
インであると提唱されているが、哺乳類細胞
においてはその構成蛋白質や基質の輸送機
序などはほとんど解明されておらず、その存
在自体も不確実である。当応募課題の研究目
的は、ペルオキシソーム−小胞体間の膜接触
部位の構成蛋白質を同定し、膜接触部位がペ
ルオキシソーム−小胞体間に存在することを
証明することである。 
 
３．研究の方法 
 当応募課題遂行のために、２つの方法を組
み合わせた研究計画を試みた。即ち、（１）
ペルオキシソーム−小胞体膜接触部位の機能
異常をもつ変異細胞の樹立と濃縮、と（２）
次世代シークエンサーによる変異細胞の原
因遺伝子の網羅的同定、である。具体的には、 

STEP 1. 薬剤誘導性オルガネラ膜間人工リン
カーを組み込んだ一倍体ヒト細胞HAP1の樹立 
STEP 2. 遺伝子（エクソン）トラップ法を用
いて上記HAP1の変異細胞ライブラリーの作製 
STEP 3. P9OH/UV法によるアルキルリン脂質
合成欠損細胞の濃縮 
STEP 4. ラパマイシン添加によるペルオキシ
ソーム−小胞体膜接触部位の回復（強制誘導） 
STEP 5. P12/UV法によるアルキルリン脂質合
成正常化株の濃縮 
STEP 6. ステップ３−５の反復による膜接触
部位機能異常細胞の濃縮 
STEP 7. 次世代シークエンサーによるトラッ
プされた遺伝子の網羅的同定 
STEP 8. STEP 7 で同定された候補遺伝子を
siRNA または CRISPR/Cas9 の系を用いて野生
株で遺伝子操作し表現型の解析によりMCSの
構成蛋白質であることの確認 
 これまで哺乳類細胞で変異細胞株を作製
するのは容易ではなかったが、最近作製され
た一倍体ヒト細胞は、一倍体が故に、遺伝子
トラップ法で酵母なみに容易に変異細胞の
ライブラリーを作製することが可能となっ
た。更に、遺伝子トラップ法として、レトロ
ウイルスベクターの染色体挿入部位の偏り
という問題を解消するために、偏りが少なく
レトロウイルスベクターでは困難であった
遺伝子をトラップできることが報告されて
いるトランスポゾンベクターを併用する。 

 目的変異細胞の濃縮には２種類の薬剤選
択法と膜接触部位の人工的な構築法を組み
合わせる。STEP３の P9OH/UV 法は、細胞に
9-(1'-Pyrine)nonanol (P9OH)を取り込ませ
後 UV 照射をすることで、ペルオキシソーム
機能欠損細胞を濃縮する方法であり、多くの
Zellweger症候群やRCDPのモデル変異細胞の
樹立に用いられてきた方法である。P9OH はア



ルキルリン脂質の材料としてペルオキシソ
ームでリン脂質中間体に組み込まれ（1-アル
キル DHAP の生成）小胞体に輸送された後、
完成型アルキルリン脂質になるが、UV 照射に
より取り込まれた P9OH のピリン部分から発
生するラジカルによって細胞が殺傷される
と い う 原 理 に 基 づ く 。 STEP ５ の
12-(1'-Pyrine)dodecanoic acid (P12)と UV
照射の組み合わせは、正確な原理は判ってい
ないが、P9OH とは逆にペルオキシソーム機能
欠損細胞を特異的に殺傷するのに用いられ
る。プラズマローゲンを含むアルキルリン脂
質の合成のためにはペルオキシソームで合
成された 1-アルキル DHAP 中間体が小胞体へ
輸送されなければならず、それが MCS の機能
に依存しているというアイディアが正しけ
れば、MCS 機能欠損細胞は、ペルオキシソー
ム機能欠損細胞と同様、P9OH/UV に抵抗性で
P12/UV に対し感受性であることが期待でき
る。つまり、P9OH/UV 処理で MCS 機能欠損細
胞とペルオキシソーム機能欠損細胞の両方
を正常細胞から特異的に濃縮することがで
きる。しかしながら次に MCS 機能欠損細胞を
選択的にペルオキシソーム機能欠損細胞か
ら分離濃縮する必要が生じてくる。そのため
に、薬剤（ラパマイシン）誘導性オルガネラ
膜間リンカーを用い、ラパマイシン添加によ
るペルオキシソーム−小胞体膜接触部位の人
工的回復によって一時的にMCS機能欠損細胞
を正常細胞化し、P12/UV 法でペルオキシソー
ム機能欠損細胞のみを殺傷しMCS機能欠損細
胞を特異的に濃縮する方法を用いる（下図参
照）。薬剤誘導性オルガネラ膜間リンカーは
ラパマシンに同時に結合できる２つの蛋白
質 FKBP と FRB をそれぞれペルオキシソーム
(PMP22)と小胞体(SAC1)蛋白質の全長または
オルガネラ局在標的シグナルと融合したも
のを作製使用する つまりラパマイシン添
加(STEP4)後 P12/UV で処理する(STEP5)こと
でペルオキシソーム機能欠損細胞のみを殺
傷しMCS機能欠損細胞を選択的に濃縮するこ
とができる。まとめると、STEP３から STEP
５を反復することでMCS機能欠損細胞のみを
濃縮することができると予想される。 
 STEP 7 で、濃縮された細胞プールと濃縮前
の細胞プールのゲノムDNAを開始材料として、
遺伝子トラップベクターの隣接部位配列を
Splinkeretteと呼ばれるPCR法で増幅し次世
代シークエンサーで網羅的に解析し、濃縮し
ていない STEP 2 の変異細胞プールの解析結
果と比較する。これにより、個々の変異細胞
株を限界希釈法で単離・解析することなく、
濃縮変異細胞プールでトラップされている
頻度の高い遺伝子を MCS 候補遺伝子として、
一度のスクリーニングで多くの候補遺伝子
を網羅的に同定できる。濃縮されたプールの
中でも出現頻度が少なく変異細胞株の限界
希釈法では検出が困難であった変異遺伝子
も、次世代シークエンサーという大量の変異
細胞・遺伝子を一度に解析できるシステムに

よって非常に鋭敏にその出現頻度の増加を
検出でき、MCS 機能欠損の候補原因遺伝子を
網羅的に同定できる。最終的に、それらの候
補遺伝子が本当にMCSの構成蛋白質であるか
どうかを野生株においてその遺伝子を siRNA
または CRISPR/Cas9の系を用いて遺伝子操作
し表現型を解析し、またその蛋白質の発現部
位を調べることより確認する。 

 
４．研究成果 
 まず、哺乳類細胞のペルオキシソーム−小
胞体間にMCSが存在するという直接証明した
報告がないので、その存在の可能性を物理的
近接タンパク質を検出する Proximity 
Ligation Assay（PLA）という方法を用いて
検定した。PLA は近接した２つのオルガネラ
のマーカータンパク質に対する抗体を用い
てもし両者の抗体が近接するときのみ、抗体
に結合した核酸のアニーリングに基づく PCR
反応で高感度に近接部位を検出する優れた
方法であるが、最大の欠点として固定細胞に
しか用いることができない問題があるが、
PLA によって実際にペルオキシソーム−小胞
体間で膜近接部位を検出することができた
（下図参照）。 

 次に、研究方法で述べたように、P9OH/UV
法で HAP1 細胞の変異細胞が濃縮できるかを
検定した。ポジティブコントロールとして、
まず PEX7 を CRISPR/Cas9 の系で遺伝子破壊
してペルオキシソーム機能欠損細胞を作製
した。ハムスターCHO 細胞を材料とした以前
の論文では、PEX7 遺伝子欠損株を用いてこの
濃縮法における最適薬剤濃度が決定された。
HAP1 で同様にこの濃縮法における最適薬剤



濃度を決定する予備実験を行ったところ、確
かに P9OH の濃度増加や UV照射時間の増加に
よって細胞を死滅させることが可能であっ
たが、野生株を効率よく死滅させるが PEX7
欠損株を残存させることのできる至適条件
を HAP1 において得ることができなかった。
この結果によって、変異細胞の濃縮方法の変
更を余儀なく迫られた。そこで MCS を直接可
視化・定量化する新しい方法を考案した。つ
まり、「オルガネラ膜が接近しているところ
が機能的 MCS である」という発想に立脚して
split-protein（分割タンパク質；または
fragment complementation）を用いたシステ
ムを構築した(図 1参照)。 
 分割タンパク質としてジヒドロ葉酸還元

酵素(DHFR: dihydrofolate reductase)を用
いている。DHFR の N 末端フラグメントには
FKBP、RFP（赤色蛍光タンパク質）およびオ
ルガネラ標的ペプチドが融合してあり、C 末
端フラグメントには FRB、BFP（青色蛍光タン
パク質）および小胞体標的ペプチドが融合し
てある。オルガネラ標的ペプチドによって
各々のタンパク質は小胞体と標的オルガネ
ラに局在（BFP と RFP で観察可能）するが、
両者のオルガネラ膜が非常に近接するMCSで
は DHFR の N、C末端が自然会合し完全型（活
性型）DHFR が形成される。また AP21967 また
はラパマイシンを添加することで FKBP、FRB
との複合体を強制的に形成し完全型 DHFR を
生成できる。これは MCS の機能面からアプロ
ーチする時の偽陽性遺伝子の排除に非常に
有効な手段として用い得ることが期待され
た。DHFR は、完全型特異的に、基質の葉酸の
アナログであり DHFR の阻害剤であるメトト
レキサート（MTX）を安定に結合する。MTX の
代わりに蛍光色素FITCが結合したMTX（fMTX）
を用いることで、２つのオルガネラの近接し
た部位を生細胞でリアルタイムに検出でき
る。実際パイロット実験として行ったゴルジ
装置-小胞体間で、ゴルジ装置と共局在する
MCS 像（fMTX）をラパマイシン存在下、また
は非存在下で焦点レーザー顕微鏡で観察す
ることができた(図 2参照)。更に重要なこと
には、フローサイトメトリーを用いることで、
MCS 形成量の定量的測定が可能であった。ペ
ルオキシソーム−小胞体膜接触部位の定量的
測定もやや改善の余地が残るものの可能で

あるという結果を得た。 

また、もう一つの実験方法の変更点として、
変異細胞の樹立方法として、最新の遺伝学的
手法である genome-wide Cas9/CRISPR gRNA 
library を使用した。これを用いることで２
倍体になりやすい HAP1 細胞を使う必要がな
くなり、現在、HEK293 細胞と MEF 細胞を使っ
ている。また、HAP1 細胞から HEK293 細胞と
MEF 細胞への変更によって、最初の計画であ
ったP9OH/UVの濃縮法が使える可能性が生じ、
事実、MEF 細胞では薬剤の至適濃度が得られ
た（下図参照）。 
（縦軸は生存率、横軸は薬剤濃度を示す） 

 今後、当初の予定の HAP1 細胞を MEF 細胞
に 、 エ ク ソ ン ト ラ ッ プ を genome-wide 
Cas9/CRISPR gRNA library に変更する方法と、
新たに split-protein を組み込んだ HEK293
細 胞 と genome-wide Cas9/CRISPR gRNA 
library の組み合わせで当初の目的であるペ
ルオキシソーム−小胞体間の膜接触部位の構
成蛋白質を同定し、膜接触部位がペルオキシ
ソーム−小胞体間に存在することを証明する
予定である。 
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