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O-ClickFCを用いたホスファチジルコリン代謝動態の 
CRISPRスクリーニング

土谷 正樹 1，田村 朋則 2，浜地 格 2, 3

1. はじめに

ホスファチジルコリン（PC）は細胞膜を形成する主要
なリン脂質であり，その代謝異常はがんや神経・筋肉・
肝臓等の疾患に関わる 1）．PCは細胞外から取り込んだコ
リンを出発物質として，主に小胞体（ER）やゴルジ体
（Golgi）で生合成されたのち，形質膜やオルガネラ膜に輸
送される．PCの生合成経路は古くから研究されており，
主要な酵素反応は1950年代にKennedyらによって同定さ
れたが（Kennedy経路），細胞内におけるPCの代謝制御や
オルガネラ間輸送にどのようなタンパク質群が関与してい
るのかについてはいまだ不明な点が多い．その生物学的
重要性にもかかわらずこのようにPCに関する理解が進ん
でいない最も大きな要因は，細胞内PCの代謝や動態を定
性・定量的に解析するための研究ツールが乏しいことにあ
る．PCにはホスファチジルセリン（PS）などとは異なり，
生細胞系で使用できるイメージングプローブは存在しな
い．細胞内PCを解析する古典的な手法として，同位体標
識したコリンから合成されるPCを定量計測する放射線・
質量分析がある．これらは，内在PCと区別してde novo合
成されたPC量に基づきその代謝動態を評価できるが，大
量の細胞や分画オルガネラからの脂質抽出液の作製と計測

に，多大な時間・労力を要とする（数日／1検体）．この
ような技術的制約のために，哺乳類細胞中のPCの動態や
代謝活性を高い時間・空間分解能で解析することは実現し
ておらず，さらに，それを制御する遺伝子群の網羅的な同
定やその理解は手つかずのままであった．

2. オルガネラ局在クリック反応によるPCの蛍光標識

このような背景のもと，我々はまずPCを高い空間分解
能で可視化するための新しい蛍光標識技術（O-Click）を
開発した（図1）2, 3）．本手法では，はじめにアジドコリン
を用いて細胞内のPCにアジド基を代謝導入する．アジド
基はクリック反応が可能な最も小さな官能基であり 4），ア
ジド基が導入されたPC（アジドPC）は内在的な代謝酵素
や輸送タンパク質の基質となり天然PCに近い挙動を示す
ことが知られている 5）．次に，特定のオルガネラに存在す
るアジドPCをオルガネラ局在性クリック試薬（organelle-
localizable click reagent：OCR）によって蛍光標識する．
OCRはオルガネラに特異的に局在する蛍光色素と歪みの
大きな環状アルキンから構成されており，たとえば，疎水
的なBODIPY FL色素は形質膜を透過しER-Golgiに移行し，
疎水的で正電荷を帯びたCyanine5色素は細胞内の膜電位
差によりミトコンドリアへ濃縮し，親水性の高いAlexa 
Fluor色素は細胞内に侵入できず形質膜へのアクセスに限
定される．このようなOCRは狙ったオルガネラに自発的
に濃縮し，アジド‒歪みアルキン間で特異的に進行するク
リック反応（歪み促進型アジド‒アルキン付加環化反応）
によってアジド化PCを in situで標識できる．具体的な操
作は次のとおりである．
（i）  アジドコリンを培地に添加して培養し，細胞にア

ジドPCをde novo合成・分配させる．
（ii）  余剰のアジドコリンを除去した後，OCRを含む培

地内で細胞を数分～数10分インキュベーションし，
アジドPCを蛍光色素修飾PCへと変換する．

（iii）  未反応のOCRを培地交換により除去した後，生細
胞を顕微鏡観察する．

ER-GolgiのPCを標的とするOCRには緑蛍光や青蛍光色
素，ミトコンドリアには橙蛍光や近赤外蛍光色素，形質膜
外層には青蛍光近赤外蛍光色素（多くは市販）が目的に応
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じて使い分けられる．この手法は異なるオルガネラに局在
するPCを別々の蛍光波長でイメージングすることが可能
であり，ERでde novo合成されたPCがほかの膜系へ移動
する速度の定量解析や，オートファゴソーム形成時のER
からのPC輸送などが，蛍光顕微鏡による real-time観察に
よって明らかとなった．

3. O-ClickFCの開発

このオルガネラ限局PC標識はOCR投与後10分程度の
短時間で進行するために，アジドPCの細胞内分布を蛍光
スナップショットとして捕捉することができる．また標識
後にオルガネラから観察される蛍光強度がアジドPCの発
現量とよく相関することから，定量的かつ時空間分解能

の高いPC解析に応用可能であることが示唆された．我々
は，このスナップショット解析を顕微鏡解析よりも効率
的かつ定量的に実施するために，O-Clickをフローサイト
メトリー（FC）と組み合わせてO-ClickFCへと展開した
（図1）6, 7）．具体的には，上記プロトコルの（i），（ii）はそ
のままで，（iii）において，FCを用いて，細胞懸濁液中の
各細胞内で蛍光標識されたPC量を，オルガネラ別に計測
するプロトコルを確立した．O-ClickFCでは，PCのオルガ
ネラ局在と発現量はそれぞれFCにおける蛍光波長と蛍光
強度にひもづけられるので，イメージングフリーかつハイ
スループットにアジドPCの空間分布情報を得ることがで
きる（～1万細胞／秒）．また異なるオルガネラを別々の
色素で同時標識しFC解析すれば，アジドPCの生合成不良
か動態異常かの表現型の識別も可能である（図2A）．たと

図1 オルガネラ選択的蛍光標識（O-Click）を用いたPC代謝動態の解析ワークフロー
（i）アジドコリン含有培地で培養した細胞で，アジドPCがde novo合成され，細胞内に分布する．（ii）オルガネラ局
在性クリック試薬（OCR）により，アジドPCが標的オルガネラで選択的に蛍光標識される．（iii）顕微鏡観察によ
り（左），生細胞内で蛍光標識PCがほかのオルガネラに移動する様子を追跡できる．あるいは，フローサイトメト
リー（FC）により（右），蛍光波長から標的オルガネラを判定し，そのオルガネラでのPC発現レベルを蛍光強度か
ら定量することで，蛍光標識時点での細胞内のアジドPC状態を評価できる（文献6の図を転載・改変した）．
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えば，ER-GolgiのPCを緑，ミトコンドリアPCを赤のOCR
で同時に標識した場合，両方の蛍光強度が低下した細胞は
PCのde novo合成量が細胞内全体で低下した表現型を，赤
蛍光のみ低下する細胞はミトコンドリアへのPC輸送が低下
した表現型を読み取れる．FCにより，このようなPC代謝
動態の表現型が異常な細胞集団を蛍光強度変化に基づいて
選別できるので，大規模スクリーニングに向けて，PC代謝
の表現型情報を効率よく読み取る準備ができたと判断した．

4. de novo PC生合成に必須な遺伝子のスクリーニング

近年，プール型CRISPRライブラリーを用いた遺伝子ス
クリーニング［プール型CRISPR-ノックアウト（KO）ス
クリーニング］が幅広い分野で台頭している 8）．この手法
では，CRISPR/Cas9により1細胞あたり1種類の遺伝子が
破壊された細胞集団を用意し，特定の表現型を示す細胞を
選別することで遺伝子の機能を同定できる．約2万種類の
ヒトもしくはマウス遺伝子を網羅した全ゲノムKOライブ
ラリーが低価格で市販されており，狙いの表現型を示す細

胞だけを分離する工程には，細胞増殖変化を指標とした選
別やFCを用いた蛍光変化を指標とした細胞分取が頻用さ
れる．
我々は，O-ClickFCをプール型CRISPR-KOスクリーニン
グ系に適用し，PCのde novo生合成に重要なヒト遺伝子群
の探索を試みた．Kennedyらが提唱したPC生合成経路に
よれば，細胞内に取り込まれたコリンはリン酸化を受け
たのちにCDP-コリンへと変換され，ER-Golgi膜にてジア
シルグリセロールと縮合することで，PCが生成する（図
2B）．我々は，PC産生の場であるER-Golgiで蛍光標識さ
れたアジドPCの量はPCのde novo合成活性を反映し，そ
の蛍光の低下はPC合成不良の表現型として捉えられるの
ではないかと考えた（図2B）．
全ゲノムKOライブラリー発現K562細胞をER-Golgi指
向性OCRによって蛍光標識し，蛍光強度が低下した細胞
集団（下位1％）を分取した（図2C）．その後，CRISPRス
クリーニングの典型的なプロトコールに従って次世代シー
ケンシング・統計処理等を行った 9）．得られた結果をもと
に，親細胞集団コントロールと比べて，ER-Golgiでの蛍

図2 O-ClickFCを用いたCRISPRスクリーニング
（A）O-ClickFCによるPC代謝動態の表現型解析．ER-Golgiを含む複数のオルガネラでの蛍光標識PCの低下はPC生合
成不良の表現型として読み取られ，一部のオルガネラでの蛍光標識PCの低下はPC輸送不良の表現型として読み取ら
れる．（B）PC合成・輸送経路に基づく標識戦略．PC産生の場であるER-Golgiでの蛍光標識PC量は合成活性を反映
し，合成後の供給先であるミトコンドリア／形質膜での蛍光標識PC量は輸送活性を反映すると考えられる．（C）PC
代謝動態の表現型に基づくCRISPRスクリーニング．CRISPR-KOライブラリーを発現する細胞をアジドコリン存在下
で培養した後，（上）ER-Golgi OCR処理により蛍光標識し，蛍光強度が下位1％に低下した細胞集団をFACSにより選
抜した．（下）あるいは，ER-Golgi OCRと形質膜外層OCR処理により蛍光標識し，ER-Golgi蛍光は変わらないが形質
膜外層の蛍光が下位5％に低下した細胞集団をFACSにより選抜した（文献6の図を転載・改変した）．
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光PC量が低下した細胞サンプルにおいて高頻度で出現す
る遺伝子変異（sgRNA）を解析することで，その遺伝子
ランキングトップ100リスト（ヒト遺伝子19,050個の上位
0.5％に相当）を作成した．このリストには，PC合成の律
速酵素（リン酸化コリンのCDP化反応）をコードする遺
伝子PCYT1A（phosphate cytidylyltransferase 1A）が入って
いたことから（図2B），本スクリーニング系はPC合成に
密接に関与する遺伝子群を捕捉できていることが示唆され
た．
次に，得られた候補遺伝子について個別にCRISPR-KO

細胞を作製し，そのER-Golgiにおける蛍光標識PC量減少
から，一定の評価基準を満たした遺伝子を36個に絞り込
んだ．このバリデーションの過程で，FLVCR1（feline leu-
kemia virus subgroup C receptor 1）-KO細胞は，PCYT1A-KO
細胞と匹敵する蛍光PC量の大幅な低下（通常細胞に対し
て10％）および顕著な細胞増殖阻害を示した．FLVCR1
は，濃度勾配を駆動力にするMFS（major facilitator super-
family）型トランスポーターに属し，ヘムを細胞内から
外へ排出する形質膜局在型輸送体として同定されていた
が，PC代謝との関わりはまったく報告されていなかった
（図3A）10）．一般に，MFS型トランスポーターは広範な種
類の基質を輸送し，単一輸送・対向輸送・共輸送のさまざ
まな形式をとる 11）．我々は，FLVCR1はコリンを細胞外か
ら細胞内に輸送する機能を持つのではないかと仮説を立て
（図3A），多角的に検証を行った．まず，FLVCR1-KO細胞

の細胞内コリン含量を調べたところ通常細胞の20％程度
にまで減少していた．次に，コリン作動性神経細胞に特異
的に発現する既知の高親和性コリン輸送体SLC5A7（solute 
carrier family 5 member 7）をFLVCR1-KO細胞に強制発
現させるとPC合成活性が回復した．これらの事実から，
FLVCR1-KO細胞における細胞内コリン含量低下とPC合
成活性低下はコリン取り込み活性低下によるものであるこ
とが強く示唆された．さらに我々は，AlfaFoldを用いた立
体構造予測，基質競合阻害実験，推定基質認識部位のアラ
ニンスキャニング，ヒト疾患関連変異体解析などのデータ
も加えて，FLVCR1がコリン輸送体として働くことを世界
で最初に報告した（図3A, B）．興味深いことに，FLVCR1
は別グループによるメタボロームとゲノムワイド関連解
析（GWAS）等を組み合わせた統合オミクス手法でもコリ
ン輸送体であることが発見された 12）．さらにその後，別
の構造生物学のグループによってFLVCR1とコリンが結合
している立体構造がクライオ電子顕微鏡により解かれ 13），
我々の研究から得られた結論と本技術の妥当性が裏づけら
れた．

5. 細胞内PC分布の制御に関わる遺伝子のスクリー
ニング

O-ClickFCでは，細胞内PC分布変化に基づく表現型ス
クリーニングから，PC輸送に関わる遺伝子群の探索も可
能である．ER-Golgiで生合成されたPCは小胞輸送を介し
た分泌経路を通って形質膜へと供給されることから，次
に，このPCの輸送過程に着目したスクリーニングにO-
ClickFCを適用した（図2B）．ER-Golgiと形質膜外層の
アジドPCをそれぞれ異なる蛍光色で標識したKOライブ
ラリー発現細胞から，ER-Golgiの蛍光強度は維持されて
いるが形質膜外層の蛍光強度が低下した細胞集団を選別
し（図2C），上記と同様の解析処理から遺伝子ランキン
グを作成した．候補遺伝子をバリデーションした結果，
SEC23BやRAB5Cなどの小胞輸送系タンパク質をコードす
る遺伝子群が得られ，PCの形質膜外層への局在化に重要
な遺伝子群を捉えていた．本スクリーニングの重要な点
は，CDC50A/TMEM30Aを形質膜外層のPC局在化に関与す
る遺伝子として発見したことである（図3C）．通常，形質
膜の脂質二重層は内層と外層とでリン脂質分子の分布が非
対称であり，PSとホスファチジルエタノールアミン（PE）
は外層にほぼ存在せず内層に偏在している 1）．このような
脂質の非対称分布は，リン脂質フリッパーゼと呼ばれる酵
素複合体が外層から内層に特定脂質を輸送することで形成
される．CDC50Aはこのフリッパーゼを構成する必須サブ
ユニットであり，CDC50A欠損はフリッパーゼ活性を喪失
させ，PSを形質膜外層に常時表出させることが知られて

図3 PC代謝動態におけるFLVCR1とCDC50Aの新たな役割
（A, B）コリントランスポーターとして働くFLVCR1．これま
でFLVCR1はヘムを細胞内から細胞外に輸送するとみなされて
きたが，本研究からFLVCR1はコリンを細胞外から細胞内に輸
送することが明らかになった（A）．FLVCR1のAlfaFold構造は，
12回膜貫通ヘリックスと中心にポアを持つ典型的なMFS型輸
送体構造を示す（B）．（C）形質膜外層におけるPC偏在に重要
なCDC50A．通常細胞では，外層にPCが多く存在し，フリッ
パーゼによりPSとPEが内層に輸送・局在化される．CDC50A
欠損細胞の形質膜外層では，PSとPEが増加しPCが減少する
（文献6の図を転載・改変した）．
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いる 14）．一方，PCは形質膜内層に比べて外層に多く存在
するが，フリッパーゼの関与は不明であった．今回の探索
結果を受けて，形質膜外層のPS/PE結合アッセイや脂質の
定量質量分析等を行ったところ，CDC50A-KO細胞では，
PC生合成活性や形質膜全体の総PC量は変化しないが，形
質膜外層でPSとPEが増加しPCが減少することが明らか
となった（図3C）．この事実から，CDC50Aは形質膜外層
のPC量の維持に重要な因子であることが判明した．
同様に，ER-Golgiとミトコンドリアの同時PC標識を用

いたスクリーニングの結果，ER-Golgiでde novo合成され
たPCを，ミトコンドリアへ基質特異的に輸送するタンパ
ク質をコードするSTARD7（StAR related lipid transfer do-
main containing 7）が同定された 15）．これらの結果を通じ
て，O-ClickFCにより空間分解能を持ったフローサイトメ
トリー手法がオルガネラ間のPC分布変化を標的とする表
現型スクリーニングに適用できることが実証された．

6. おわりに

ここでは，PCのケミカルバイオロジー的標識・イメー
ジング技術の開発とCRISPRスクリーニングへの展開につ
いて，我々の戦略を中心に概説した．本技術は，原理的に
はクリック反応タグを導入可能なほかの代謝物や低分子化
合物にも適用できる拡張性を持っている．O-ClickFC法を
用いることで，免疫化学的な抗体染色や遺伝子工学的な蛍
光タンパク質導入などの既存法で捉えられなかった表現型
に基づいて，プール型CRISPR-KOスクリーニングを適用
することが可能になり，新たな生命現象の理解や発展をも
たらすことが強く期待される．
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