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    する研究）

学位論文内容の要旨

  膜ルン脂質非対称性は真核生物の生体膜において広く認められる現象だが、その生理的意義はよくわ

かっていない。Type4 P-type ATPase (P4 ATPase)は脂質二重層間で能動的にりン脂質を細胞質側へと輸送

するフリッパーゼであると考えられており、膜リン脂質非対称性の形成に重要な役割を担っている。P4

ATPaseはその機能と局在にCdc50 family proteinを必要とし、これらのタンバク質は真核生物の間で酵母

からヒトまで高度に保存されている。そのためりン脂質非対称性の基本的な生理機能を分子機構から理

解するには、遺伝学や分子生物学的手法が幅広く適用でき、モデル生物として発達してきた出芽酵母を

利用することが近道のーつである。

  酵母ゲノムにコードされているP4́ 6dTaseの内、Dnflp、Dnf2pはCDC50faInilyproteinのLem3pと複

合体を形成し、phospbtidylcholine（PC）やphospbatidylemanola血ne（PE）、phosphatidylscrine（PS）といった

りン脂質の輸送に関与すると考えられている。本研究はたmゴ△変異株、およびヵ卩△血ロ△二重変異株が

アミノ酸のーつであるトリプトファン（Trp）の取り込み不全を示すという発見を端緒としている。また、

PS合成酵素の欠損株が1坤取り込み不全を示すことも既に報告されており、1ゆ取り込み機構の制御に

フリッパーゼによるりン脂質の輸送が関与していることが推測された。酵母には1ゆの取り込み機構と

して、高親和性1坤輸送体Tat2pと低親和性1b輸送体Tatlpという2つのタンパク質が存在する。ぬロ△

変異とね〃△変異は合成的な1印の取り込み不全を引き起こすが、艪m3△変異はfロf́ △変異とのみ合成的

な1坤取り込み不全を示した。加えて、た聊3△変異株における1bの取り込みはTa也pの高発現で回復し

たため、昆珊3△変異株におけるTat2pの制御異常が示唆された。しかしながら、Tat2pの転写活性やTa印

分子の1ゆ取り込み活性には胞mコ△変異の影響が見られなかった。そこでTat2pに対する抗体を作製し、

Tat2pの細胞内局在を検討したところ、たmj△変異株では細胞膜上のTat2p量が減少していることがわか

っ た。こ のTat2pの誤 局在の 原因を 遺伝学 、生化学的に解析したところ、たm3△変異株ではTat2pが

知恥‐Golgi‐neM0rk（11GN）から液胞へと、細胞膜を経由せずに、誤輸送されていると考えられた。この誤

輸送はTat2pのユピキチン化を抑制することで抑圧されたため、km3p‐Dnnp/2pはュピキチン化を介し

て、Tat2pの輸送を制御していることが示唆された。Tat2pのユビキチン化はそのN末端細胞質領域に対

し て起こ る。そ こでこの 領域の りン脂 質への結合性を検討したところ、Tat2pのN末端細胞質領域が

km3pDnnp/2pの既知の基質であるPC，PE，PSの内、PSを含むりポソームヘと結合することを発見した。
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この脂質結合性にはTat2pのN末端細胞質領域内の塩基性アミノ酸残基が関与していることが推測され

たため、該当する残基のalanine置換体を作製したところ、リポソームヘの親和性を低下させる変異を取

得することができた。N末端細胞質領域の脂質膜への結合が細胞内で生理機能を持ちうるかどうかを検

討するため、この脂質結合変異を持つTat2pをtat2A変異株に発現させてみたが、Trpを取り込むことは

できなかった。この結果はin vitroで確認された脂質膜への結合がin vwoでのTat2pの機能に必要である

ことを示唆している。脂質結合変異体Tat2pの機能不全の原因を探るために細胞内局在を検討したとこ

ろ、細胞膜上の局在が減少していた。加えて、脂質結合変異Tat2pの機能はそのユビキチン化を阻害す

ることで回復することがわかった。これらの結果はN末端細胞質領域の脂質結合性がュビキチン化を介

するTat2pの輸送制御に関与していることを示唆しており、Lem3p-Dnnp/2pによるユピキチン化を介す

るTa也pの輸送制御との相関を伺わせるものである。

  以上の結果から、本研究ではタンバク質細胞内輸送制御における膜リン脂質非対称性の持つ未知の生

理機能として新たなモデルを提唱する。k曲pDnnp／2pによってTGN膜の細胞質側へ輸送されたPSは、

Tat2pのN末端細胞質領域の膜への結合を強める。この結合はユビキチン化酵素とTat2二pとの相互作用に

干渉し、ユピキチン化を抑制することによってTat2pの細胞膜への輸送を促す。その一方、尾m3△変異株

ではPSがTGN膜の細胞質側に輸送されず、Tat2pのN末端細胞質領域が膜から乖離する。膜から乖離

したTa也pのN末端細胞質領域はュビキチン化酵素と相互作用しやすくなり、液胞へと輸送される。本

研究の成果は、膜脂質によるタンバク質の細胞内輸送制御機構の観点から、良いモデルになると考えら

れる。
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博士学位論文審査等の結果について（報告）

  細胞内小胞輸送は、すべての細胞活動を支える基本的な細胞機能である。近年の研究により、

細胞内小胞輸送に関与するタンバク質については多くのものが同定されており、その機能や作用
機構が詳細に解析されている。一方で、細胞内小胞輸送は一方の膜から他方の膜への小胞を介し

た脂質の輸送機構であるにも関わらず、脂質が細胞内小胞輸送の機能や制御にどのように関与し
ているのかについては多くが未解明のまま残されている。
  本論文は、このような状況で、出芽酵母をモデル系に用いて、膜脂質の非対称性を制御するフ

リッバーゼの細胞内小胞輸送における機能について解析し、フリッバーゼによる脂質輸送が卜リ
プト フん ン輸 送体 の細 胞膜 への正常な輸送に必要 であることを示したものである。
  膜リン脂質非対称性は真核生物の生体膜において広く認められる現象であるが、その生理的意
義はよくわかっていない。フリッバーゼは、脂質二重眉間で能動的にりン脂質を細胞質側へと輸
送する。フリッバーゼはATPase活性を有し脂質輸送を促進する触媒サブュニッ卜と、触媒サブュ

ニッ卜の機能と局在に重要な役割を果たす非触媒サブユニットから成っている。これらのタンバ
ク質は真核生物の間で酵母からヒトまで高度に保存されている。酵母のフリッバーゼのうち、
Dnf lp、Dnf2p触媒サブュニットはLem3p非触媒サブュニットと複合体を形成し、フォスファチジ
ルコリンやフォスファチジル工夕ノールアミン、フォスファチジルセリンといったりン脂質の輸

送を促進すると考えられている。
  著者は、まず、lem3A変異株がトリプトフんンの取り込み不全を示すことを見出した。遺伝学
的な解析手法を用いて、lemヲ△変異株では、Tat2pと呼ばれる卜1」プトファン輸送体が細胞膜へ
輸送されずに液胞へと誤輸送されていることを明らかにした。これは、フリッパーゼが膜夕ンバ

ク質の選別輸送を制御することを明確に示した最初の例である。
  次に著者は、/e朋△変異株においてTat2が誤輸送されるメカニズムにつしゝて解析を行った。
そのメカニズムとしては、川細胞膜より高速にエンドサイトーシスされている、（2）後期ゴル
ジ体から細胞膜ではなくェンドソームヘと輸送されている、のニつの可能性が考えられる。著者

は、後期ゴルジ体からェンドソームヘの輸送に関与する遺伝子の変異体を用いて、（2）の可能性
が正しいことを明らかにした。更に著者は、この誤輸送がどのようにして起こるのかについて、
夕ンパク質輸送経路の制御に重要な役割を果たす、ユピキチン化が関与しているのではないかと
推察した。そこで、ユビキチン化に関わる遺伝子の変異体を用いて検討したところ、Tat2pは、

′餾ヲ△変異株では、後期ゴルジ体においてユピキチン化を受けることにより、液胞へと誤輸送さ
れることを明らかにした。これらの結果は、後期ゴルジ体における脂質の非対称性がカーゴタン
パク質のユピキチン化に関与することを始めて示 した結果であり、高く評価される。
  著者は更にこのユピキチン化が何故起こるのかについて研究を進めた。Tat2pはN末端側の細

胞質領域でユビキチン化を受けることが知られていることから、このN末端領域が膜脂質に結合
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する可能性について検討したところ、フォスファチジルセリンを含むりポソームヘと結合するこ
とを見出した。フォスファチジルセリンは負電荷を帯びた脂質であることから、この脂質結合性
にはTat2pのN末端細胞質領域内の塩基性アミノ酸残基が関与していることが推測された。そこ
で該当するりジンあるいはアルギニン残基のアラニン置換体を作製したところ、リポソームヘの
親和性を低下させる変異を取得することができた。この脂質結合変異を持つTat2pをぬt2A変異
株に発現させたところ、トリプトファン取り込み能が低下しており、これは、変異Tat2pがゴル
ジ体でユピキチン化を受けて液胞へ誤輸送されていること、すなわち、lem3A変異株における
Tat2pと同様のことが生じていることを著者は明らかにした。これらの結果は、カーゴタンバク
質と膜脂質の結合が、ユピキチンリガーゼによるユピキチン化を制御することを始めて示したも
のであり、非常に新規性が高い研究成果である。
  これを要するに、著者は、フリッパーゼによる脂質輸送が、膜夕ンバク質のユビキチン化を制
御することにより、その選別輸送を支配するとの新知見を得たものであり、細胞内小胞輸送の研
究領域に対して貢献するところ大なるものがある。
  よって著者は、北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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