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学 位 論 文 題 名

ヒト血小板と酵母を用いたスフインゴシン1－リン酸の

動態、シグナル、生成調節機構の解明

学位論文内容の要旨

（血中におけるスフィンゴシン卜リン酸とりゾホスファチジン酸の生成機構の解析）
  スフィンゴシン1－リン酸(SIP)とりゾホスファチジン酸(LFlA）は、血中に存在する生
理活性脂質である。これまで、LF’Aの生成経路には、血小板の活性化に伴い放出される経路
と、血小板の外で生成される経路の2つがあると考えられていた。しかし、前者の経路に関
しては、血小板からSユPは放出されるが、LPAは放出されないという矛盾した報告があり、
また、後者の経路に関しても実際には証明されていない。そこで、本研究では、（1）血小板
からのu）A、S1P放出の有無、（2）LPAの血小板外での生成経路の2点について検討した。
その結果、血小板からLF’A、S1Pの両方が血小板の活性化に伴い放出され、その放出様式が
それぞれ異なることを明らかにした。また、血小板の活性化によって放出されるホスホルパ
ーゼA1ヽ A2と血漿中のりゾホスホリバーゼDにより血小板外でLP．Aが生成される機構を示
唆した。  t

（フィトスフィンゴシン耐性酵母変異株の単離とその解析）
  動物細胞ではSIPは、細胞膜表面上にあるSIP/Edgファミリー受容体を介して、細胞増
殖や細胞運動の制御などの作用を引き起こす。一方、SIPは細胞内においても働き、アポト
ーシスの抑制やカルシウム動員などの作用を引き起こす。しかし、細胞内SIPのターゲット
因子は未だ同定されておらず、そのシグナル経路は全く不明である。また、SIP生成調節機
構に関しても、スフインゴシンキナーゼのりン酸化による調節機構が最近明らかとされてき
たが、まだ不明な点が多く残されている。
  醇母ではSIPは存在しないが、構造が非常に類似したフィトスフィンゴシン－1リン酸
(PHSIP)やジヒドロフィンゴシン―1リン酸(DHSIP)といったLong―chain base l-
phosphate (LCBPs)がシグナル分子として働くことが知られている。L一CBPsの合成、分解
に関わる酵素は、動物細胞と酵母で非常によく保存されている。しかし、酵母におけるLCBPs
の作用は、細胞表面にLCBPsに対する受容体が存在しないため細胞内での作用のみである。
そのため、細胞内におけるLCBPの機能について研究する際、酵母を用いての解析は有効な
手段であると考えられる。本研究では、酵母を用いて培地中のPHSに耐性な変異株を単離し、
その原因遺伝子の解析をすることにより、LCBP生成調節機構及びシグナル経路を明らかに
することを目的とした。
  酵母は細胞内にLCBPsが過剰蓄積すると、細胞死を引き起こすことが知られる。そのため、
LCBP分解 酵素DPL1及びLCBP脱リン酸化酵素LCB3を欠損した株（doll Alcb3)は、
培地中のPHSに対する感受性が非常に高い。この現象を利用し、酵母(AdD11 Alcb3)のゲ
ノムヘトランスポゾンをランダムに挿入させることにより、培地中のPHSに耐性となった株
を単離した。得られた変異株の原因遺伝子として、以前に報告されたLCB4、PDR5遺伝子
に加えて、新たに8種の遺伝子（PBP1，HEA114, UFD4，HMG1，TPSl, KE51，WH12,
ERG5)を同定した。
  PHS耐性酵母変異株が培地中のPHSに耐性を獲得する1つの機構として、細胞内へのPHS
の細胞内への蓄積の低下が考えられる。その可能性について検討してみたところ、得られた
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変異株のうち、PHSの蓄積が低下したことが原因で、PHSに耐性を示しているのはDdr5変
異株だけであることが示唆された。次に、酵母LCBキナーゼLcb4pの発現の低下が、もう
1つのPHS耐性獲得機構として考えられたので、それぞれの変異株からライセートを調製
し、抗Lcb4p抗体を用いてイムノプロッティングを行った。野生株では、Lcb4pに相当す
るパンドが2本検出され、上のパンドがりン酸化されたLcb‘細のバンドである。その結果、
Lcb4pの発現は、得られた変異株のうち、Ahem14変異株において著しく、Ahmgl変異
株において少し低下した。また、Lcb4pのりン酸化はAhem14、Ahmgl、Akesl、Aerg5
変異株において減少していた。これらの結果から、（1）LCBの輸送にはPDR5遺伝子、Q）
LCBPの 生成 調 節 機構 に はHEM14、HMG1、KES1、 ERG5遺伝子、 （3）LCBPシグ ナ
ル に は PBP1、UFD4、 TPSI、 WH12遺伝 子 が関 わ っ てい る こ とが 示 唆さ れ た 。
  HEM14、HMG1、KF.S1、ERG5遺伝子の変異株において、Lcb4pのりン酸化が低下
した原因について調べるためには、Lcb4pのりン酸化機構を明らかにする必要がある。そ
こで、Lcb4pがどこに局在し、どこでりン酸化を受けるかどうかについては不明であった
ので、それらについて検討を行った。まず、Lcb4pの局在について検討を行った。Lcb4p
抗体を用いて細胞を染包すると、細胞膜周辺部が染まることが報告されている。しかし、
酵母での小胞体は細胞膜に近接したCortical ERと核膜とつながったNuclear ERが存在
するため、細胞膜周辺部が染まった場合、細胞膜とCortical ERに局在する可能性が残る。
そこで、細胞膜と小胞体を分けるために、ショ糖密度勾配遠心法を用いてLcb4pの局在に
ついて調べた。その結果、Lcb4pは主に小胞体に局在し、一部が細胞膜に局在することが
明らかとなった。間接螢光抗体法ではNuclearERが染まらないことから、Lcb4pはER
の中でもCorticalERだけに局在する．非常に特殊な局在を示すことが示唆された。次に、
Lcb4pがどこでりン酸化を受けるかどうかについて検討した。Lcb4pは翻訳後修飾として
りン酸化だけではなく、パルミトイル化を受けることが知られる。kニb4pがバルミトイル
化されない変異株（△と次n）では、Lcb4pのりン酸化が低下する。また、Lcb4pをパルミ
トイル化する酵素（Akrlp）はゴルジ体に局在する。これらのことから、Lcb4pはゴルジ
体でパルミトイル化された以降にりン酸化を受ける可能性が考えられた。そこで、まず、
ゴルジ体から細胞膜への輸送に異常を示すsecj変異株、sec6変異株を用いて調べた。sec
変異株は23℃では正常な輸送を示すが、37℃では輸送が止まる温度感受性の変異株である。
その結果、secj変異株、sec6変異株において、37℃にシフトするとLcb4pのりン酸化が
抑制された。このことから、Lcb4pはゴルジ体から輸送された以後にりン酸化を受けるこ
とが示唆された。
  HEM4、HMGi、KE．Sj、ERG5は細胞膜構成成分であるエルゴステ口ールの合成や局
在に関わる遺伝子であるので、エルゴステロールがLcb4pのりン酸化に関わっている可能
性が考えられた。そこで、他のエルゴステロール合成に関わる遺伝子の欠損株を作成し、
kニb4pのりン酸化について調べた。その結果、これらの変異株中においてもI一C：b4pのりン
酸化の低下が認められた。このことから、エルゴステロールの異常がしcb4pのりン酸化の、
低下を引き起こすことが明らかとなった。次に、エルゴステロール合成変異株において、
I」cb4pのりン酸化が低下する原因として、k冫b4pの局在変化の可能性が考えられたので、
△溜6変異株を用いて、ショ糖密度勾配遠心法によって局在を調べた。その結果、細胞膜
でのLcb4pの局在が見られなくなり、ほとんどが小胞体に局在していた。このことから、
Lcb4pの 局 在 異 常が 、 Lcb4pの りン 酸 化を 低 下 させ た 可 能性 が 示唆 さ れ た。
  以上、酵母を用いた解析から、LCBP生成調節やICBPシグナルに関わる因子として、
新たに8種の因子を同定した。これらの因子の解析から、細胞膜を構成する脂質であるエ
ルゴステロールの異常が、kニb4pのりン酸化を低下させることを明らかにした。また、kニb4p
がゴルジ体から細胞膜へ輸送され、続いてりン酸化され、CorticmERへ運ぱれるという
kニb4pのりン酸化機構を示唆した。さらに、エルゴステ口ールの異常によるkニb4pのりン
酸 化 の 低 下 の 原 因 と し て 、 Lcl匁 pの 局 在 異 常 の 可 能 性 を 示 唆 し た 。

― 813一



学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

ヒト血小板と酵母を用いたスフインゴシン1一リン酸の

動態、シグナル、生成調節機構の解明

1）血中におけるスフインゴシン1－リン酸とりゾホスフんチジン酸の生成機構の解析スフ
インゴシン1－リン酸(SIP)とりゾホスファチジン酸(LPA)は、血中に存在する生理活性脂
質である。これまで、LPAの生成経路には、血小板の活性化に伴い放出される経路と、血小
板の外で生成される経路の2っがあると考えられていた。しかし、前者の経路に関しては、
血小板からSIPは放出されるが、LPAは放出されないという矛盾した報告があり、また、後
者の経路に関しても実際には証明されていない。そこで、本研究では、（1）血小板からのLPA、
SIP放出の有無、（2）LPAの血小板外での生成経路の2点にっいて検討した。その結果、血
小板からLPA、SIPの両方が血小板の活性化に伴い放出され、その放出様式がそれぞれ異なる
ことを明らかにした。また、血小板の活性化によって放出されるホスホリパーゼAi丶A2と血
漿中のりゾホスホリパーゼDにより血小板外でLPAが生成される機構を示唆した。
2）フィトスフインゴシン耐性酵母変異株の単離とその解析酵母は細胞内にLCBPsが過剰
蓄積すると、細胞死を引き起こすことが知られる。そのため、LCBP分解酵素DPL1及びLCBP
脱リン酸化酵素LCB3を欠損した株(Adpll Alcb3)は、培地中のPHSに対する感受性が非常
に高い。この現象を利用し、酵母(Adpll Alcb3)のゲノムヘトランスポゾンをランダムに
挿入させることにより、培地中のPHSに耐性となった株を単離した。得られた変異株の原因
遺伝子として、以前に報告されたLCB4、PDR5遺伝子に加えて、新たに8種の遺伝子(PBPI, HEM14，
UFD4，HMG1，TPS1，KE．鉗，胛ナ瑠ERG5)を同定した。
  PHS耐性酵母変異株が培地中のPHSに耐性を獲得する1つの機構として、細胞内へのPHS
の細胞内への蓄積の低下が考えられる。その可能性にっいて検討してみたところ、得られた
変異株のうち、PHSの蓄積が低下したことが原因で、PHSに耐性を示しているのは」pdr5変異
株だけであることが示唆された。次に、酵母LCBキナーゼLcb4pの発現の低下が、もう1つ
のPHS耐性獲得機構として考えられたので、それぞれの変異株からライセートを調製し、抗
Lcb4p抗体を用いてイムノブロッティングを行った。野生株では、Lcb4pに相当するバンドが
2本検出され、上のバンドがりン酸化されたLcb4pのバンドである。その結果、Lcb4pの発
現は、得られた変異株のうち、Ahem14変異株において著しく、Ahmgl変異株において少し低
下した。また、Lcb4pのりン酸化はAhem14、Ahmgl、Akesl、Aerg5変異株において減少して
いた。これらの結果から、（1）LCBの輸送にはPDR5遺伝子、（2）LCBPの生成調節機構には
HEM14、HMGヱ、KES1、ERG5遺伝子、（3）LCBPシグナ′レにはPBP1、UFD4丶TPS1、WHI2遺伝子
が関わっていることが示唆された。
  HEM14、HiVGj、KESj、朋伍遺伝子の変異株において、Lcb4pのりン酸化が低下した原因に
ついて調べるためには、Lcb4pのりン酸化機構を明らかにする必要がある。Lcb4pは主に小胞
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体に局在し、一部が細胞膜に局在することが明らかとなった。間接螢光抗体法ではNuclear ER
が染まらないことから、Lcb4pはERの中でもCortical ERだけに局在する非常に特殊な局在
を示すことが示唆された。次に、Lcb4pがどこでりン酸化を受けるかどうかにっいて検討し
た。Lcb4pは翻訳後修飾としてりン酸化だけではなく、パルミトイル化を受けることが知ら
れる。Lcb4pがパルミトイル化されない変異株(Aakrj）では、Lcb4pのりン酸化が低下する。
また、Lcb4pをパルミトイル化する酵素(Akrlp)はゴルジ体に局在する。これらのことから、
Lcb4pはゴルジ体でパルミトイル化された以降にりン酸化を受ける可能性が考えられた。そ
こで、まず、ゴルジ体から細胞膜への輸送に異常を示すsecl変異株、sec6変異株を用いて
調べた。sec変異株は23℃では正常な輸送を示すが、37℃では輸送が止まる温度感受性の変
異株である。その結果、secl変異株、sec6変異株において、37℃にシフトするとLcb4pのり
ン酸化が抑制された。このことから、Lcb4pはゴルジ体から輸送された以後にりン酸化を受
けることが示唆された。
  HEM14、HMGJ、KESI、ERG5は細胞膜構成成分であるエルゴステロールの合成や局在に関わ
る遺伝子であるので、エルゴステロールがLcb4pのりン酸化に関わっている可能性が考えら
れた。そこで、他のエルゴステロール合成に関わる遺伝子の欠損株を作成し、Lcb4pのりン
酸化について調べた。その結果、これらの変異株中においてもLcb4pのりン酸化の低下が認
められた。このことから、エルゴステロールの異常がLcb4pのりン酸化の低下を引き起こす
ことが明らかとなった。次に、エルゴステロール合成変異株において、Lcb4pのりン酸化が
低下する原因として、Lcb4pの局在変化の可能性が考えられたので、Aerg6変異株を用いて、
ショ糖密度勾配遠心法によって局在を調べた。その結果、細胞膜でのLcb4pの局在が見られ
なくなり、ほとんどが小胞体に局在していた。このことから、Lcb4pの局在異常が、Lcb4pの
りン酸化を低下させた可能性が示唆された。
  以上の通り、申請者は酵母を用いた解析から、LCBP生成調節やLC.BPシグナルに関わる因
子として、新たに8種の因子を同定した。これらの因子の解析から、細胞膜を構成する脂質
であるエルゴステロールの異常が、Lcb4pのりン酸化を低下させることを明らかにした。ま
た、Lcb4pがゴルジ体から細胞膜へ輸送され、続いてりン酸化され、Cortical ERへ運ぱれる
というLcb4pのりン酸化機構を示唆した。さらに、エルゴステロールの異常によるLcb4pの
りン酸化の低下の原因として、Lcb4pの局在異常の可能性を示唆した。よって，申請者は博
士（薬学 ）の学位を 受領する に十分な資質を有するものであることを認めた。
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