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リン脂質非対称性により制御される細胞膜ステロールの保持機構

岸本 拓磨，田中 一馬

1. はじめに

細胞膜は，細胞外と細胞内を分け隔てる器官であり，選
択的な物質の出し入れやバリア機能など重要な機能を有す
る．細胞膜は，ステロール，リン脂質とスフィンゴ脂質か
ら構成される脂質二重層構造を持ち，これら構成脂質の正
常な分布は細胞膜機能の発現に欠かせない．哺乳類のコレ
ステロールや真菌類のエルゴステロールなどのステロール
類は，細胞膜に必須な成分であり，その恒常性は厳密に制
御されている 1）．細胞膜には，細胞全体の60～90％以上も
のステロール分子が存在しており，これらは膜の流動性や
透過性など細胞膜の物性に大きく影響している 2）．近年，
多くの脂質輸送タンパク質（lipid transfer protein：LTP）が
明らかとなり，ステロールの細胞内恒常性について多くの
議論がなされているが 3），どのように細胞膜にステロール
が濃縮されているのかは明らかとなっていない．
細胞膜の脂質に関するもう一つの重要な特徴として，

リン脂質が細胞膜二重層の細胞膜外層（細胞外側層また
はextracellular leaflet）と細胞膜内層（細胞質側層または
cytoplasmic leaflet）で非対称な分布を示していることが
あげられる．ホスファチジルセリン（phosphatidylserine：
PS）やホスファチジルエタノールアミン（phosphatidyletha-
nolamine：PE）は細胞膜内層に，スフィンゴミエリンに代
表されるスフィンゴ脂質やホスファチジルコリンは細胞膜
外層に多く分布しており，この分布様式は真核生物全般に
認められる 4）．この分布の維持には，4型P-type ATPaseで
あるフリッパーゼが関わっている．フリッパーゼは，細
胞膜，ゴルジ体やエンドソームに分布し，主にPSやPEを
細胞膜では外層から内層，また，オルガネラ膜では内腔

側層から細胞質側層にATP依存的に輸送する（図1）5）．フ
リッパーゼは，触媒領域を有する10回膜貫通タンパク質
であるATPaseと2回膜貫通タンパク質のβ-サブユニット
（Cdc50ファミリータンパク質）からなる複合体として存
在し，特定の基質特異性と細胞内局在を有している．出芽
酵母では5種類，ヒトでは14種類のフリッパーゼが確認さ
れている（図1）．出芽酵母では，Dnf1-Lem3およびDnf2-
Lem3フリッパーゼ複合体が，主に細胞膜のリン脂質非対
称性を制御している．一方，筆者らは以前に，細胞膜6回
膜貫通タンパク質Sfk1（哺乳類細胞のTMEM150ファミ
リータンパク質ホモログ）が，細胞膜脂質二重層間におけ
るリン脂質の移動を抑制する可能性を見いだしており 6），
フリッパーゼと協調的にリン脂質非対称性を制御している
と推測される．
細胞膜では，PSの露出など非対称性の変化が多くの生

命現象に関わることが知られているが 7），そもそも細胞膜
内層になぜPSやPEが保たれているのかについての明確な
答えが得られていないように思われる．本稿では，最近筆
者らの出芽酵母実験系の研究によって明らかとなった細胞
膜リン脂質非対称性の生理的意義について概説する 8）．

2. 細胞膜のリン脂質非対称性制御システムとその役割

現在までに細胞膜のリン脂質非対称性に関わる遺伝子の
単独または多重変異体では明確な表現型が見いだされてお
らず，生理的意義の解明が滞っている大きな要因となって
いる．筆者らは，この理由を非対称性制御機構が有するロ
バストネス，すなわち，一つまたは複数の因子の機能が喪
失しても，なお他の因子での機能補完が可能であることに
起因すると考えた．そこで，出芽酵母において二つの細
胞膜フリッパーゼの不活性化を引き起こす lem3欠損変異
と sfk1欠損変異の二重変異株に，さらに遺伝子変異を加え
ることにより致死性を誘起する合成致死遺伝子を探索し
た．その結果，別のフリッパーゼであるDnf3‒Crf1複合体
の変異を導入することで，劇的な生育阻害が惹起されるこ
とを見いだした．出芽酵母のフリッパーゼは，Neo1を除
き，エンドサイトーシス‒リサイクリング経路（ゴルジ体
から細胞膜に輸送された後に，エンドサイトーシスされ，
エンドソームを介して，ゴルジ体に戻る経路）により輸送
されており，Dnf3‒Crf1複合体は，主に細胞内膜構造に分
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布する．そのため，内膜構造での機能が主であると考えら
れていたが，最近，細胞膜でPSを輸送する可能性が示唆
された 9）．そこで，筆者らは，高温で致死となる温度感受
性crf1 lem3 sfk1-2三重変異株（以下，三重変異株）を作製
し，その表現型解析を行ったところ，通常，細胞膜外層に
あまり存在しないPSやPEが，二重変異株と比較して過剰
に露出することを見いだした．野生株と比較して三重変異
株においては，PSおよびPEを含めリン脂質量や組成の大
きな変化はみられなかったことから，この分布変化は細胞
膜二重層におけるリン脂質分布の変化であると推測される
（データは割愛）．さらに，細胞膜の透過性の上昇や膜密度
の減少，細胞膜タンパク質の局在異常など，多岐にわたる
細胞膜の異常を見いだした．これらの結果は，フリッパー
ゼとSfk1により制御される細胞膜リン脂質非対称性が，
細胞にとって必須な機能を有することを示唆している．
リン脂質非対称性の異常が細胞の生育阻害や細胞膜の機

能不全を引き起こす原因は何であろうか？　この疑問を解
明するために，三重変異株にマルチコピープラスミドラ
イブラリーを導入することで，高発現により生育阻害を
抑圧する遺伝子を探索した．その結果，オキシステロール
結合タンパク質関連タンパク質（oxysterol-binding protein-
related protein：ORP）に属するKES1が単離された．ORP
は，オルガネラ間の脂質輸送を担うLTPで，真核生物に広
く保存されている．KES1は，出芽酵母に存在する7種類
のORPの一つで，小胞体からゴルジ体や細胞膜へエルゴ
ステロールを輸送することが示唆されている 10）．エルゴ
ステロール結合能が失われた変異KES1では三重変異株の
生育阻害が抑圧されないことから，リン脂質の非対称性の

異常がステロールに関連する可能性が示唆された．
KES1の結果を踏まえて，Filipin（ステロール染色用蛍光

試薬）染色によりエルゴステロール分布を解析した．野
生株や二重変異株では，ステロールはその大部分が細胞膜
に分布しており，細胞内には検出されなかった（図2A左，
二重変異株のデータは割愛）．一方，三重変異株では，細
胞膜のシグナルが失われ，細胞内膜構造に染色像が確認
された（図2A左）．蛍光（TopFluor）-コレステロールを細
胞外から導入した実験では，野生株では細胞膜に保持さ
れる蛍光シグナルが三重変異株では観察されず，細胞内
の膜構造に観察された（図2B）．これらの膜構造は，脂肪
滴のマーカータンパク質（Faa4など）と一致していた（図
2C）．また，脂質を抽出してステロールを定量したとこ
ろ，三重変異株では，細胞膜に多く分布する遊離型エルゴ
ステロールが減少していた一方で，脂肪滴の主成分である
エルゴステロールエステルが増加していた．したがって，
細胞膜のリン脂質非対称性はステロール分子の保持におい
て重要な役割を持ち，その機能が失われると，エルゴステ
ロールが細胞膜に保持されず細胞内に輸送され，小胞体に
おいてエルゴステロールエステルに変換されて脂肪滴に蓄
積されたものと考えられる．
リン脂質非対称性の異常により，なぜ細胞膜からエルゴ
ステロールが失われるのであろうか？　これについて筆者
らは，ステロールとリン脂質間の相互作用の欠如に起因す
ると考えている．リン脂質は，その頭部基や脂肪酸鎖を介
してステロールと相互作用し，これは膜脂質の秩序化や脂
質のパッキングに寄与する 11）．ステロール構造は，リン脂
質の不飽和脂肪酸鎖よりも飽和脂肪酸鎖に対してより高い

図1 フリッパーゼによる細胞膜リン脂質非対称性の制御
フリッパーゼは，ホスファチジルセリンやホスファチジルエタノールアミンを細胞膜内層に輸送する．表は，出
芽酵母5種類，ヒト14種類のフリッパーゼ複合体の構成因子と細胞内局在を示す 5, 15）．RE：リサイクリングエンド
ソーム，EE：初期エンドソーム，LE：後期エンドソーム，Golgi：ゴルジ体，TGN：トランスゴルジネットワーク，
PM：細胞膜．
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親和性を示す 11）．出芽酵母の細胞膜に存在するPSおよび
PEの脂質種は，他のオルガネラに比べて飽和脂肪酸鎖の
割合が高く 11），ステロールに対してより強固な相互作用を

持つと予測される．加えて，膜中では，リン脂質の頭部基
が非極性のステロールを細胞質相から遮断することが提唱
されている（図2D左）．実際，大きな頭部基を有するPS

図2 リン脂質非対称性の異常が引き起こす細胞膜ステロールの消失
（A）フリッパーゼβ-サブユニット2種の欠損変異（crf1 lem3）とリン脂質非対称性制御遺伝子 sfk1欠損変異を組み合
わせたcrf1 lem3 sfk1三重変異株（三重変異株）では，細胞膜リン脂質非対称分布の異常（データは割愛）と細胞膜
ステロールの消失が確認された．Filipin染色（左）とステロールプローブGFPenvy-D4H（中央）により野生株と三重
変異株の細胞膜ステロール分布を観察した．各遺伝子の二重変異株は表現型が観察されなかった（データは割愛）．
GFPenvy-D4Hは，細胞膜の内部から細胞質側に露出するエルゴステロール（活性化ステロール）を検出すると考
えられる（右）．図中央の矢印は，出芽（母細胞の一部から娘細胞が形成され次第に成長し新個体となる分裂様式）
部位を表す．（B）野生株と三重変異株に細胞外から蛍光コレステロール（TopFluor-コレステロール）を導入し，そ
の動態を解析した．（C）三重変異株で観察された細胞内蛍光コレステロール（緑）の斑点状膜構造は脂肪滴マーカー
（Faa4-mCherry, 赤）と一致した．（D）フリッパーゼとSfk1によるステロール活性化の抑制機構の可能性．かさ高い
頭部を有するホスファチジルセリンがフリッパーゼにより輸送され，細胞膜内層側に保持されることにより，ステ
ロールの活性化を抑制する可能性が考えられる（左）．GFPenvy-D4H（緑）は出芽部位に局在化し，母細胞に局在する
Sfk1（Sfk1-mCherry, 赤）とは逆相関の分布パターンを示しており，Sfk1の高発現により出芽部位でのGFPenvy-D4H
分布が縮小化した（右）．このような結果から，Sfk1は活性化ステロールを抑制している可能性が示唆された．（E）
三重変異株では，フリッパーゼとSfk1によるエルゴステロールの活性化を抑制する機能を喪失したことにより，過
剰に生じた活性化ステロールが脂質輸送タンパク質（LTP）により抽出され，細胞膜からエルゴステロールが失わ
れたのではないかと推測される．Barは5 µm. 文献8の一部を改変．
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は，他のリン脂質よりもコレステロールへの親和性が高
い 12, 13）．そのため，リン脂質が細胞膜内層に維持されるこ
とにより，相互作用が担保され細胞膜内部にステロール分
子が保持されるが，そのような保護機能が失われると，ス
テロール分子がLTPなどにより過剰に細胞膜から引き抜か
れる可能性が推測される（図2E）．

3. Sfk1が示す新しい脂質制御機構の可能性

筆者らは，細胞膜ステロール保持機構の解析の過程で，
新たにステロールプローブGFPenvy-D4Hを開発した．動
物細胞の実験系を中心に，ウエルシュ菌（Clostridium per-
fringens）のコレステロール結合型毒素perfringolysin Oのス
テロール結合ドメイン4（domain 4：D4）をプローブとし
て用いたステロール分布の解析が行われている 13, 14）．筆者
らがD4プローブを元に開発したGFPenvy-D4Hは，エルゴ
ステロールを25％以上含む人工膜に結合する．出芽酵母
内でのGFPenvy-D4Hの発現により細胞膜内層のエルゴス
テロールを検出したところ，Filipin染色同様にGFPenvy-
D4Hの分布は，野生株では細胞膜に認められる一方，三
重変異株では細胞膜にはみられなかった（図2A中央）．興
味深いことに，細胞膜全体のステロールを検出するFilipin
染色とは異なり，野生株でのGFPenvy-D4Hは，出芽部位
に極性分布する特徴的なパターンを示した（図2A中央‒上
図，矢印）．これについて筆者らは，膜におけるステロー
ルの分子状態の違いを反映していると考えている．ステ
ロール分子は通常，周囲のリン脂質により細胞膜中に包
埋され膜外の物質との接触が制限されているが，最近，ス
テロール濃度の上昇や周囲の膜脂質環境の変化が起こる
ことでその制限が解除され膜表面に露出する「ステロール
活性化」または「ステロールアクセシビリティの上昇」と
呼ばれる膜内状態を示すことが分子モデルとして提唱さ
れている 1）．活性化ステロールは，細胞質中のLTPとの接
触確率が高まり，膜脂質交換反応が促進されると考えら
れるため，ステロール恒常性に密接に関わる現象である
と予測される．Filipin染色の結果，ステロール分子は細胞
膜では均一に分布することが示されたことから，筆者ら
は，GFPenvy-D4Hがこのような露出したステロール分子
に結合しており，出芽部位と母細胞でのエルゴステロー
ルの物理的な状態の違いを検出していると推測している
（図2A右）．出芽部位の細胞膜は新生膜であるため，リン
脂質非対称性が形成途上にある膜である．このような膜で
は，ステロールの細胞質相への露出が頻繁に起こるため，
GFPenvy-D4Hにより検出される活性化ステロールが多い
と考えられる．それに対して，母細胞の細胞膜は成熟した
脂質分布になっており，ステロール分子はリン脂質による
遮蔽効果により検出されにくいと考えられる．

興味深いことに，野生株でのSfk1は母細胞の細胞膜に
分布しており，GFPenvy-D4Hの出芽部位における極性分
布とは逆相関の分布像を示している（図2D右）．さらに，
Sfk1を高発現させたときには，出芽部位でのGFPenvy-
D4Hの分布がより縮小化していることから，Sfk1が，母
細胞において活性化ステロールを抑制している可能性が考
えられる（図2D右）．以前の筆者らの研究で，Sfk1はリン
脂質の二重層間の移動を抑制する可能性を示している 6）．
したがって，Sfk1は，フリッパーゼとは異なる機構でリン
脂質の非対称性を維持することで，ステロールの活性化を
抑制しているのかもしれない．また，Sfk1が直接，脂質間
相互作用を強めることにより，活性化エルゴステロールを
減少させることも興味深い可能性として考えられる．Sfk1
の活性はほとんど未解明であり，詳細な解明が待たれる．

4. おわりに

細胞生物学の中でも細胞膜のリン脂質非対称性が有する
生理的意義については，長い間，解決されていない疑問で
あった．筆者らの結果は，その機能の一つの可能性を見い
だしたものであるが，細胞膜ステロール恒常性を維持する
機構においてどのような位置づけとなるかは今後も解析
を続けていく必要がある．筆者らが見いだしたSfk1によ
るステロール活性化の抑制の可能性についても，sfk1の単
独変異株では，ステロールに関して表現型がみられないこ
とから，他にも関わる因子が存在すると予測される．Sfk1
の機能解析に加えて，このような因子の同定も必要であろ
う．また，フリッパーゼやSfk1によるステロール保持機
能とは競合的に働く細胞膜からステロールを抽出するLTP
の同定も必要であろう．活性化ステロールに関しては，出
芽部位と母細胞間でのGFPenvy-D4Hの分布様式の違いの
生理的意義や詳細な制御機構，さらには膜の成熟との相関
について今後の興味深い課題となると考えている．
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