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略語

PC phosphaudylcholine (ホスフアチジルコリン)

PE phosphaudylethanolamine (ホスフアチジルエタノールアミン)

PI phosphatidylinositol (ホスファチジルイノシ トール)

PS phosphatidylseri ne (ホスファチジルセリン)

PG phosphatidylglycerol (ホスフ アチジルグリ セロール)

CL c紅白olipin(カルジオリピ ン)

SM sphingomyelin (ス フィン ゴミエ リン)

CHO Chinese hamster ov町 (テャ イニーズハムスター卵巣)

MARCKS myrisωyla飽dalanjne-rich C kinase substrate 

PSSI PS synthaa 1 (PS合成酵素1)

PSSIl PS synthaa rr (ps合成酵素u)

PSD PS decarboxylase (PS脱炭酸膨素)

Etn 仙 ano1amine(エタノールアミン)

ATP ad巴nosin巴5・-triphosphate

ADP adenosine 5二diphosphate

CTP cytidine 5'-triphosphate 

CDP cytidin巴5'-diphosphate

CMP cytidine 5'-monophosphate 

PPi pyrophospha te 

DG diacyl glycerol 

HEPES N-2-hydroxy巴thylpiper位 ine-N-2・eth如 esulfonicacid 

EDTA ethylen巴diaminetetraaceuc acid 

PBS phosphate buffered saline 

ELISA enzyme-linked immunosorbentぉsay

IgG immunoglobulin G 

SDS sodium dodecyl sulfate 

EGTA ethylenegly∞1 bis(2-釦 lin∞山yl巴出巴r)也traaceticacid 

PNS post nuclear supernatant 

MAM mi町 hondria-縮問a凶 membrane

TLC 由in-layerchromatography 

4 



第1章緒言



1. はじめに

附乳動物細胞の細胞内構造は、形質膜と種々のオJレガネラにより構成される。これらの

細胞内構造は、脂質二重層に各種の機能を持った膜蛋白質が存在する生体膜により構築さ

れている。生体膜はオJレガネラの代謝活動に必要なコンパー トメントを形成している他、

蛋白質の合成やエンドサイトーシス、エキソサイ トーシスといった細胞活動に直接的、間

接的に関与しており、細胞機造と機能の両面において、中心的役割を果たしている。 11m乳

動物細胞の膜脂質は、主にリン脂質、糖脂質とコレステロールから権成され、このうちリ

ン脂質は最も主要な成分である。リン脂質は、その疎ぱく性部分がグリセロー Jレを基本11.格

とするグリセ ロリン脂質とスフィンゴシンを基本骨格とするスフインゴリン脂質に大別さ

れ、主要なグリセロリン脂質は、ホスファチヅルコリン (PC) 、ホスファチジJレエタノ

ールアミン (PE) 、ホスブアチジルイノシ トール (Pl)、ホスフアチジルセリン

(PS)、ホスファチジルグリセロール (PG)、カルジオリピン (ω 、そして主要なス

フィンゴリン脂質はスフィンゴミエリン (SM)である(図1)。リン』旨f互にはこのような

極性基の多様性のみならず、 14から24の炭素数からなる脂肪酸鎖の種類とその結合様式に

も多犠牲が見られるため、生体朕を構成するリン脂質分子種は実に数百種以上に及んでい

る。細胞内リン脂質分布が明らかになるにつれ、 リン脂質分子種が各オJレガネラ朕で固有

の組成を示すことが知られるようになった。しかし、その継1成の形成の仕組みや、脂質の

多機性と各オルガネラ膜固有の機能との関連性については不明な点が多く残されている。

PSは生理的条件下でその極性頭部に負電荷を持つ酸性リン脂質の一つで、膜リン脂質

の約5-15%を占める。 11m乳動物細胞のPSは主としてジアシル型で、 5n-1{立にはステアリン

酸 (18:0)、5n-2位にはアラキドン酸 (20:4)やドコサヘキサエン酸 (22:6) などの

高度不飽和脂肪酸を有する分子種が比較的多いこ とが知られている (Takarnuraet a1. 1980; 

Patton et a1. 1982; J ungalw剖aet a1. 1984; Nakagawa et a1. 1985) 0 iliiJ物細胞内での比含量は形

町換で多く、ミトコン ドリ ア膜や リソゾー ム膜では少ない (Emmelot 1977; Daum 

1985)。チヤイニーズハムスター卵巣 (CHO)細胞では、細胞内の会PS量の約70%が形

質膜に存在している (Wamocket a1. 1993) 0 PSは形質膜において、 PEとともに細胞質側

6 
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の朕に局在している (Schroit加 dZ明 al1991)。また、動物の組織の中では、 JJ日のPS含量

が比較的高い (Ansellel aJ. 1973)。

PSは、その極性頭部の負電荷が膜表面の静電的環境に影響を与えると共に、脂肪酸残

基に認められる高い高度不飽和脂肪酸含量が、膜の疎水的環境にも影響を及ぼす。 PSは

蛋白質に静電的相互作用あるいは疎水相互作用により結合し、膜への結合を促進させるも

のと考えられ、 PSの物性が機能的に重要であると考えられている。例えば、 PSはジアシ

Jレグリセロールとともに、 protein kinase Cの活性化因子として知られており、 protein

kinase Cが細胞質から股へと移行して活性化される現象に、朕のPSが重要な役割を来たし

ていると考えられている (Belland Bums 1991)。同様に、細胞刺激に応じて細胞質から

膜へと移行する蛋白質の中に、 PSとの親和性を有するものが刻lられており、 proteinki nase 

Cの基質の一つであるmyristoylatedalanine-rich C kinase substrate (MARCKS) (Taniguchi 

and M加巴nti 1993)、非受容体型チロシンカイネースのv-src oncoproほin(Sigal et aJ， 

1994)、プロトオンコジーンプロダクトであるセリン・スレオニンカイネースのRaf-I

kinase (Ghosh et aJ. 1994) などが挙げられる。一方、 PSの形質)撲における分布も機能的に

重要であると考えられている。例えば、 血小板はスロンピンなどで活性化されるとPSを

細胞表面に露出し、そのPSが凝悶第VIlla因子を介して第民a因子と、また凝固第Va因子を

介して第Xa因子と結合し、 1(11液凝固カスケードの進行が促進される (Mannet aJ. 1988)。

また、細胞がアポトーシスを起こすと、形質膜の内側に局在する PSが細胞表面に移行

し、マクロファージに会食される際の認識分子となることが示唆されている (Savi11et aJ， 

1993; P1alt et aJ. 1998)。このようなPSの機能は、主に試験管内での実験系で明らかにされ

たものであり、細胞内で、あるいは動物体内でどの程度各現象にPSが寄与しているかに

ついては、笑のところ分かっていない。

当然の事ながら、脂質の量的な調節は遺伝子により直接支配されているのではなく、そ

の合成や分解を行う蛋白質、すなわち酵素が担っている。従って、脂質の機能を明らかに

する上で、脂質代謝の分子的基量産を明らかにし、個々の酵素の役割jを詳細に解明すること

が必要である。動物細胞におけるPSの代謝については、 1950年代の終わりから主に生化

学的手法により解析されてきたが、 1980年代からは遺伝生化学的手法も加味され、 PS代

8 



謝の概要が従えられつつある。しかし、現状ではなお、不明な点が多〈残されている。以

1三 回代謝研究の背景を簡単にまとめ、目下の重要課題と本研究の目的について順次述

べていきたい。
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2. PS代謝研究の背景

2.1. I浦乳動物納胞におけるPS合成経路の生化学的解析

195011::代後半から 1960年代初頭にかけて、ラット肝臓の細胞下分闘を材料に、政射性L-

セリンを用いてPS合成経路の解析が行われた (Hubsch巴ret aJ. 1959; H'ubsch巴r1962)。その

結果、しセリンがCa依存、エネルギー非依存的に問に取り込まれる反応が見いだされ、

この反応が既存のリン脂質の極性基部分としセリンとの交換反応(セリン交換反応)であ

ると雑定された(図2)。セリン交換反応は、セリンに対するKm値が約0.5 mM、至適pH

が8-9の反j芯であり、その膨索活性は主としてミクロソーム画分に存在していた。また、

マウスの細胞を放射性グリセロールや放射性PCとPEでパルスチエイスした実験から、 PC

とPEがセリン交換反応によるPS合成の前駆体であると蜂定された (Diringer 1973; 

Marggraf and Ande町 1974)。バクテリア (Matsumoto 1997) と酵母 (Yamぉhita and 

Nikawa 1997) においてPSは、レセリンとCDP-ジアシルグリセロールからd巴novo合成され

るが、この反応は動物細胞では全〈検出されず、逆にセリン交換反応は大腸菌とE字母には

認められない反応であった。

一方、コリン (Di1s釦 dHubscher 1959、1961) とエタノールアミン (Borkenhagenet aJ. 

1961) も、セリン交換反応と類似のリン脂質・塩基交換反応でそれぞれPCとPEに取り込

まれることが見いだされた(図2)。セリン、コリン、エタノールアミン各交換反応につ

いて速度論的解析が加えられた結果 (Porcel1atiet aJ. 1971; Coracci et aJ. 1973; Oaiti et aJ. 

1974)、そのKm値、至適Ca波度の遠い (0出tiet aJ. 1974) や、至適pH、各交換活性を阻

害する薬物、ホスホリバーゼに対する感受性の遠い (K加 fer 1972) などから、これら 3

径のリン脂質塩基交換反応には複数の別個の膨素が触媒するものと推定された。さらにこ

の可能性を検討するためにリン脂質・塩基交換酵素の精製が試みられ、ラットJJ説から可溶

化剤Mir加 o1H2Mを用いて、 PEまたはアゾレクチン存在下にセリン交換反応、エタノーJレ

アミン交換反応を触媒し、コリン交換反応を触媒しない酵素が精製された (Suzuki and 

Kanfer 1985)。精製画分には分子量約1∞kと推定される単一蛋白質が検出され、隣素活

性を担うものと推定された。

10 



A. セリン交換反応

セリン x

PX 人 Y~ PS 

B. コリン交換反応、

コリン X 

PX v ~ PC 

C エタノ-)レアミン交換反応

エタノールアミン X

PX v ~ PE 
図2 リン脂質・塩基交換反応

I~併し動物細胞に検出される3種のリン脂質・塩基交換反応。図中、

PXで示す既存の 1)ン脆質の復基部分Xと遊離のセリン、コリン、エタ

ノールアミンが交換されてXが遊縦し、それぞれ郎、 PC、PEが産生さ

れる。
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このように1980年代半ばまでに、セリン交換反応の生化学的な特徴付けが行われたが、

セリン交換反応が、笑際にPSの生合成に関与するという証拠は得られておらず、この反

応の生理的意義は依然として不明のまま残されていた (Kanfer1980)。
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2.2 附乳動物細胞における PS代謝機構の遺伝生化学的解析

2.2.1. CHO細胞のPS生合成損傷変呉ー株の分離と性状解析

大腸菌 (Rae包 1986) や酵母 (Nikoloffand Henry 1991) のリン股質代謝研究に応用され

ていた代謝異常変異株を用いた遺伝生化学的手法が、漉紙(Esko釦 dRaetz 1978) やポリ

エステJレ布 (Raetzel al. 1982) により動物主音養細胞のレプリカを作成する技術(レプリカ

法)等の発達とともに、 1970年代後半からCHO細胞にも応、周されるようになり、 PCの生

合成機構の解明に成果を挙げていた(Eskoand Rae包 1980;Esko et al. 1981)。遺伝生化学

的解析は、 1)無細胞系で見いだされたリン脂質代謝経路の生きた細胞での生理的役割に

ついて明確な答えを与えうるl唯一の方法である、 2)変異株の表現型から、リン脂質の機

能についての手がかりが得られる、 3)変異株を利用してリン脂質代謝に関わる酵素の遺

伝子を分離し、遺伝子を基にしてその産物である酵素の機能とその調節機構を解析するこ

とが可能である、という点で極めて有力な研究手段である。l鴨乳動物のPS代謝を逃伝生

化学的に解析する試みがなされ、 CHO細胞からPS生合成損傷変異株PSA-3が分離された

(Kuge el al. 1986a)。この変異株を利用してPS代謝機構に関する重要な発見がなされ

た。

(1) 2種類のセリン交換静素 (PS合成酵素)の存在

PSA-3株は、ポリエステlレ布レプリカ法を利用した細胞増強にPSを必要とする変異株の

スクリーニングによって分離された。 PSA-3株はPSの生合成速度が著しく低下しており、

PSをi恭二加していない培地で2日培養するとPS含量が1/3に低下することから、同変異株は

PS生合成機構に績傷を有することが明らかとなった。 PSA-3株のホモジネートのセリン交

換活性は、親株CHO-K1の活性の約半分に低下していた。加えて、 PSA-3株のエタノール

アミン交換活性も親株CHO-KIの活性の約半分に低下、同変異株のコリン交換活性はほぼ

完全に欠損していた。このような3種のリン脂質・;復基交換活性の表現型から、以下のよ

うに仮定するとPSA-3株の損傷部位をうまく説明できることがわかった。つまり、 CHO細

胞にはセリン交換反応を触媒する醇素が少なくとも 2種類存在しており、 一つの酵素

(PS合成酵素I、以下、 pssr)はエタノールアミン交換反応とコリン交換反応も触媒し、

もう 一つの酵素 (PS合成酵素II、以下、 PSSr)はエタノールアミン交換反応を触媒する
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が、コリン交換反応を触媒しない、と仮定すると、 PSA-3株の表現型がPSSIの欠損で説明

することができた(図3)。実際、この仮説が正しいことは、コリ ンはCHO-Kl細胞のセ

リン交換活性をほぼ半分まで阻筈するが、 PSA-3株のセリ ン交換活性は全く阻害せず、エ

タノールアミンは阿方の細胞のセ リン交換活性を完全に阻害するという事笑から示され

た。従って、 PSA-3株がPS生合成に損傷を有するという結果は、セリン、エタノールアミ

ン、コリ ン交換活性を有するPSSIがCHO細胞のPS生合成に重要な役割を果たしているこ

とを示唆し、セリン交換反応のPS生合成への寄与を示す証拠となった。この結論は、コ

リン交換活性が高温培養 (39.5'C)で著しく 低下するCHO-Kl細胞視度感受性変異株が、

同温度でPS生合成に損傷を有することからも (Kugeet aJ. 1985)支持された。

(2) PEの前駆体としてのPSの重要性

同百乳J[}J物細胞のPEの合成経路は、エタノールアミンを前駆体に3段階の酵素反応を絞て

合成 されるCDP-エタノーJレアミンと、 ツアシ jレグリセロールから PEが合成される経路

(CDP-エタノーJレアミン経路) (Kennedy and Weiss 1956)と陪の脱炭酸反応により PE

が合成される経路 (PS脱炭酸経路) (Brem巴ret al. 1960) (図4)がある。どちらの経路

がPE生合成に寄与しているのかについては細胞によって様々な報告があり、放射性セリ

ンとエタノールアミンの陀への取り込み速度の違いから、babyhamstl巴rkidny細胞やCHO

細胞ではPS脱炭酸経路カヤEの主要合成経路であると推定されていた (vωlker 1984)。

PSA-3株はpSi1I=存筏下で2日清養すると、 PSのみならず、 PEの合最も親株CHO-K1の1/2に

低下することから、 PEの生合成にも損傷を有することが明らかとなった (Kuge et aJ. 

1986a)。細胞における放射性エタノールアミンのPEへの取り込み速度はPSA-3株とCHO-

Kl株で変わらないことから 、PSA-3株のCDP-エタ ノーJレア ミン経路は正常であると考え

られた。一方、同変異株を政射性セ リンで代謝標識すると、放射活性のPEへの取り込み

迷度はPSへの取り込み速度と同様に低下しており、 PSA-3株に観察されたPE含量の低下

は、 PSSI欠損によりPEの前駆体となるPSが減少した結果と考えられた。これらの結果は

PS脱炭酸経路がCHO細胞の主要なPE生合成経路であるとの報告を支持するものであり、

PSSIはPE生合成においても重要であるこ とを示すこととなった。
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セリ ン、 エタノールアミン、 コリン

PS合成酵素| PX 
¥ 

惨 PS、PE、PC

¥ (PSSI) 

X 

セリン、エタノールアミン、コ ×

間合成酵素11 PX ¥ 惨

(PSSII) 

X 

図3 CHO細胞の2種類のPS合成酵素

PSA-3株の性状解析ーから、 CH倒切胞に存在すると推定された2種類のPS合成酵

素。 pssrは既存のリン脂質 (PX)の塩基部分 (X)をセリン、エタノールアミ

ン、及びコ リンと交換し、それぞれ郎、PE、PCを合成する反応を触媒する。

PSSIIは既存の リン脂質の塩器部分をセリン、及びエタノールアミンと交換する

反応を触媒するが、コリンと交換する反応は触媒しない。
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A. CDP-エタノールアミン経路

ATP CTP DG 

Etn~、ヶ phospho-Et~、 ~CDP-Et~、 ~PE

ADP PPi CMP 

B. PS脱炭酸経路

PS 乙~ PE 

図4 I楠乳動物細胞におけるPE合成経路

l翰乳llilJ物細胞では、エタノールアミン (Etn) を前駆体として3段階の酵

鶏叉応により PEを合成するCDP-エタノールアミン経路と、 PSを脱炭酸して

Eを合成するPS脱炭酸経路の2つにより PEが生合成される。 Phospho-Etn、

ホスホエタノールアミン;CDP-Etn、CDP-エタノールアミン;DG、ヅア

シJレグリセロール。
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(3) PSの前駆体となるリン脂質

PSA-3株を利用して、セリン交換反応によるPS合成の前駆体となるリ ン脂質の解析が行

われた (Kuge et a1. 1986b) 0 PSA-3株とCHO-Kl株を[32P]陀で代謝標識したところ、

CHO-Kl株では細胞内で[32p]PCが[32p]PSへ変換されたが、 PSA-3株ではこの反応が欠損し

ていることが明らかとなった。一方、阿株を(32p]PEで代謝標識すると、 CHO一Kl株と同様

にPSA-3株でも、 [32pJPEが[32p]psへと変換される反応が認められた。これらの結果から、

PSA-3株に欠損するPSSIはPCをPSに変換する隊素であり、同変異株に存在すると考えら

れるPSSIIはPEをPSに変換するがPCをPSに変換できない酵素であると推定された。

PSSIIがPEを基質としてPSを合成するということから、 PSA-3株がPSSllを有しているの

にも関わらず、 PS生合成速度が著しく低下してしまう理由は 、PSSIの欠損により、 PSSH

の器質となるPEが減少してしまうためであると推察された。実際に、PSA-3株をPEを添加

した埼地で培養してPEを補うと、PS生合成速度、並びにPSとPEの含量が正'ffi'に回復し

て、同時に細胞増勉能も回復したことからはuge et al. 1986b)、この仮説か支持され

た。PSA-3株はCDP-エタノールアミン経路によるPE合成能を有しているが、おそらくこ

の経路はPS産生をまかなうのに十分なPE量を産生できないか、あるいはこの経路により

できる PEがPS合成の基質として利用されにくい仕組みが存在するのではないかと考えら

れた。

以上の結巣から、 CHO斜l胞ではまずPSSIカ'PCを前駆体と してPSを合成し、次にそのPS

が脱炭酸されてPEが合成され、さらにそのPEを前駆体としてPSSUがPSを合成するもの と

推定さ れた。

17 



2.2.2. PS生合成損傷変異株を利用したPS代謝関連遺伝子の分離

前述したように、リン脂質代謝変異株はその代謝に関わる酵素の遺伝子の分縦のための

有力なツールとなりうる。遺伝子が分離されると、塩基配列、 又はそれから予想さ れるア

ミノ酸配列そのものや、遺伝子工学的手法による遺伝子への変異導入解析から、醇素の構

造と機能に関する情報が得られる可能性がある。また、酵素が未精製であっても抗体を調

製したり、リコンビナントの酵素を作成することも可能である。従って、 PS代謝機構と

その澗節機構を解析するための手段が飛躍的に増加するものと期待される。このような観

点から、これまでにPSA-3株を利用して、同変異株の陀要求性を相補する巡伝子が2つ分

総された。

(1) pssCili伝子

PSA-3株の細胞増殖のPS要求性を相補するCHO-Kl細胞のゲノム断片のスクリーニング

から、PSA-3株のPS合成能を正常に回復させる遺伝子が見つかった (Kuge et al. 1991 

a)。ところが、その形質転換株、 SSP-lはセリン、エタノールアミン、コリン各交換活性

がPSA-3株と同様に低下したままであり、 PSSI活性の回復は全く認められなかった。この

ゲノム断片に相当するcDNA(pssC)を分離したところ、大腸菌のPSJ!ii.炭酸酵素 (PSD)

とアミノ酸レベルで高い相向性を示す蛋白質をコードする読み枠が存在した (Kugeet aJ. 

1991司 Kugeet al. 1996)。笑際、 SSP-I株ではPSA-3株に比べ、 PSD活性が約2倍に増加lし

ており、またpssCcDNAを酵母に導入すると導入株でPSD活性が上昇したことから、 pssC

fiPSDをコードすることが明らかとなった。 SSP-l株はPEの含量がCHO-Kl株の1.5倍程度

に増加し、 PSの代謝回転迷皮が上昇していることから、 PSDの過剰発現による PS生合成

損傷の抑制機械については、次の様に考えられた (Kugeet aJ. 1991a) 0 pssnとPSDによ

りPSとPEの生合成のサイクルが一回りすると、セリンからエタノールアミンとCO2が生

じるこ ととなるが、エタノールア ミンはCDP-エタノールアミ ン経路によってPEのdenovo 

合成に再利用される(区15)。従って、 PSDの過剰発現により、 PSがPEに変換される速度

が上昇ーすることにより、 PSSIIがPEを問に変換する速度が上昇し、連鎖的にCDP-エタノー

ルアミン経路による PE生合成量が増加してPE含量が増え、これを基質としてPSSIIよるPS

生合成が回復したものと推察された。
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CDP-

エタ ノールアミン → PE-一昨S
PSSII 

セリン

λ可、

下ν
CO2 

図5 PSとPEの合成サイク lレの仮説

PSSIIにより触媒されるPEからのPS合成と、 PSDにより触媒するPS

からのPE合成のサイクルが一回りすると、セリンからエタノールアミ

ンとC02が生じることになる。エタノールアミンはCDP-エタノールア

ミン経路によってPEのdenoyo合成に再利用され、 PSSIIによるPS合成

の基質となる。 PSDがPSA-3細胞に過剰発現されると、 PSがPEに変換

される速度が上昇してPEがPSに変換される速度も上昇し、連鎖的に

CDP-エタノールアミン経路によるPE生合成量と、これを基質とした

PS合成量が増えるものと推定さ れる。
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(2) pssA遺伝子

PSA-3株のPS要求性を相補するcDNAのス クリーニングから、 PSA-3株のPS合成能を回

復させるのNA、pssAが分離された (Kugeet aJ. 1991b) 0 PSA-3株にpssAcDNAを導入し

た形質転換株、 CDT-1のホモジネートのセリン、エタノールアミン、コリン交換活性はそ

れぞれ、 CHO-Kl株の活性の約6倍、 7倍、 15倍に士普加しており、 PSSI活性が回復してい

た。 pssAcDNA院fi片をプロープにノザンプロット解析を行った結果、 CHO-Kl細胞では

2.8kbのmRNAが検出されたのに対し、 PSA-3株ではこのmRNAが全く検出されなかった。

pssA cDNAには471アミノ酸からなる蛋白質をコードする読み枠が存在し、そのハイドロ

パシープロットから、この蛋白質は9箇所の朕貫通部イ立を有する朕内在性蛋白質であると

予想された。これらの事実から、 pssA遺伝子はPSSlの活性発現に必須の蛋白質をコード

することが明らかとなったが、 pssA遺伝子産物がPSSlそのものであるのか、あるいは

PSSlの活也発現に必須である制御蛋白質であるのかは、不明な点として残されていた。
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3 本研究の目的

このように、 CHO細胞のPS生合成損傷変異株の分離によって、 PC→PS→PE-.PSという

PSとPEの生合成の流れが示唆され、それぞれのステップがPSSI、PSD、pssnといったE手

素により担われることが示唆された(図6) 0 PS代謝をより明確にするためには、 pssr、

PSSIIを分子レベルで同定し、雨酵素のPS代謝における役割jを明らかにすることが必須で

ある。 PSSIについては、 PSST活性に必須な蛋白質をコードするpssA遺伝子がとられてお

り、この遺伝子産物のPS代謝における役割を明確にする必要がある。また、 PSSIが細胞

内で上記の陀→陀のステップだけを触媒するのか、それとも PE→ PSも触媒するのかとい

う問題も、未検討のまま残されている。一方、 PSSlHま変興株や遺伝子がとられておら

ず、全く笑体が捉えられていない酵素である。 pssnと称したセリン交換酵素活性が、単

一の酵素により触媒されるかはわかっていないし、 PEをPSに変換する酵素なのか、また

PS生合成に寄与している酵素なのかも全くわかっていない。

以上の問題点をふまえ、本研究ではPS代謝をより明確にすることを目的として、以下

の解析を行った。第3掌においては、 pss必立伝子産物のPS生合成における機能を明確にす

るために、同産物に対する抗体を利用して、同産物がPSSIである可能性を検討した。さ

らに第4主主においては、 PSSIIのPS生合成における寄与を明確にするために、 pssnの変異

株を分離し、その性状解析を行った。
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図6 CHO細胞におけるPS代謝経路

CHa細胞ではまず、 PSSIによってPCからPSが合成され、次に

pssCJrt伝子にコードされるPS脱炭酸酵素により、 PSからPEが合成

され、さらにpssrrによってPEからPSが合成されるものと推定され

る。pssA遺伝子はPSSI活性に必須の蜜白質をコードするが、同遺

伝子産物がPSSIであるのかは不明である。また、 pssrがPCからの

PS合成のみを触媒するのか、それと もPEからのPS合成も触媒する

のかもわかっていない。一方、 pssrrは実体が全く捉えられていな

い酵素であり、その遺伝子も不明である。

22 



第 2章材料と方法



1 本研究で用いた主な細胞一覧

CHO-Kl :チャイニーズハムスター卵巣より樹立された21本の染色体をもっ壁付着性の繊

維芽状細胞 (Pucket aJ. 1958)。この株の遺伝子座の多くが機能的半接合性の状態にある

とされ、常染色体上にある泣伝子の劣性変異株でも、他の細胞に比べて高い類l支で分離で

きるといわれている (Siminovitch1976)。

PSA-3 :細胞増殖のPS要求性を指標に、 CHO-Kl細胞から分離されたPSSI欠般変呉株

(Kug巴etaJ. 1986a、1991b)。

CDT-l : PSA-3株にpssAcDNAを 導入した結果、 PSS Iの酵素活性が回復し、 PSヨI:~求位と

なった形質転換株 (Kugeet aJ. 1991 b)。

PSB-l :セリン交換活性の低下を指標に、 PSA-3株から分離されたPSSll(Kuge el aJ. 

1997a)損傷変異株(本研究第4意)。セリン交換活性がPSA-3株の約半分に低下。

PSB-2 :セリン交換活性の低下を指標に、 PSB-1株から分離されたPSSlIf負傷変異株。(本

研究第4章)。セリン交換活性がPSA-3株の約10%に低下。

PSB-2jpssB : PSB-2株にpssBcDNA(Kuge et aJ. 1997a) を導入した結果、 PSSIl活性が回復

した形質転換株(本研究第4章)。

PSB-2/pssA : PSB-2株にpssAcDNAを導入した結呆、 PSSI活性が回復した形質転換株(本

研究第4章)。

2. 細胞培養法

CHO-K1幸IsJJ'@.I立Am巴ri叩 Type CuI rure CoII回 IOnから入手し、 10% (v/v) newborn caぜ

serum (ICN Biomωiω15)、l∞units/mlpenicillin G、ωoμ g/mIstr巴pωrnycinsulfat巴、1.176

g/li也rNaHCU]を添加したHam'sF-12培地 (ICNBiomedicals)を用い、 37'(;、s%C旬、 1∞

% humidityの条件で維持した。回A-3細胞 (Kugeet aJ. 1986a)と本研究で得られたPSB-l

細胞、 PSB-2細胞とPSB-2/pssB細胞は上記の培地に30μMPS (from bovine brain; Sigma) 

を添加した培地 (Nishijimaet aJ. 1986) を用い、同様の培養条件で維持した。CDT-l細胞
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(Kuge et a1. 1991b)並びに本研究で得られたPSB-21pssA細胞はCHO-Kl細胞と同じ培地、

培養条件で維持した。細胞膜函分の調製、及び細胞分画のための細胞培養は、 10%

(v介)fe凶加vin巴serum (rCN Biomedicals)、2mMしglutamin巴、 1∞units/mlpenicillin 

G、l∞ μg/ml streptomycin sulfat巴、 2.2 mg/ml NaHC03を添加したES培地 (N日 Ul

Pharmaceutical) とスピナーフラスコを用いて行った。 J774.1来IsJ泡はAmericanType Cultur巴

Coll巴ctlOnから入手し、 10% (v/v) fe凶叫fserum (Atlanta Biological民 ~Iõ働化したもの)、

l∞unus/ml penicillin G、J(泊 μg/mlstrepωmycin sulfate、1.176g/liter NaHC03を添加した

Ham's F-12培地を用い、 CHO-KI細胞と同様の培養条件で維持した。 30μMPE (from egg 

yolk; Sigma) を添加した培地の翻裂は、 Nishijimaet a1. 1986の方法に従った。

3. 剰11胞のホモジネート及び膜画分の調製と膜の可溶化

細胞をsonicationbuffer (10 mM  HEPES pH 7.5， 0.25 M sucrose， 1 mM EDTA， 1 mM 

phenylmethylsulfonyl f1uoride， 1μ g/ml Ieupeptin， 1μ g/ ml pepstatin A )にl際潟し、;i，kJ二で

Ul岡田)nicdisrupter (日開tSystem Ultrasonics)により、音波破砕した。破砕条例二は出力目綾子

4、作動周期20%に設定し、処理時間は3-5分とした。処理後、 9割以上の細胞が破砕され

ていることを光学顕微鏡にて確認した。破砕した細胞液を750X g、4'(で10分間遠心し、

上清をホモジネートとして用いた。

ホモヅネートをl(丸α)()X g、4'(で 1時間遠心し、上清を可溶性画分として用いた。沈

殿をsomωtionbuf[erにl孫濁後、 BeckmanTI-70ローターを用いて100，∞oX g、4"Cで 111寺

|河遠心し、生じた沈殿をsolubilizationbuffer (10 mM  HEPES pH 7.5， 1 mM  dithiothreitol， 20 

% (v/v) gIyαrol， 1 mM  phenylmethylsulfonyI fluoride， 1μ g}m 1 leupeptin， 1μ g/ ml p巴pstatinA 

)にj孫濁して、膜薗分として!日いた。

solubilization bufferを用いて朕画分の蛋白質披度を4.3mg}mlに調整後、膜圏分7volに対

して、 50mg/ml asolectin 2 vol.と 10%(w/v)釦crosemonolaurate I vol.を加えて7昆合し、氷上

で30分間静置して可溶化を行った。なお、この条件で可溶化時の混合液の蛋白質波度は俵

終的に3mg/mlとなる。B巴ckm加1LAI∞3ローターを用いて混合液を45，胸中m (約81，000
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x g)、4'Cで30分間遠心し、上清を可溶化膜画分として用いた。この条件で、遠心前の

混合液中の蛋白質の約80%が、可溶化膜画分に回収された。

4 リン脂質・塩基交換活性測定法

試料のセリン、エタノールアミン、コ リン交換活性は、 50mM  HEP回 (pH 7.5)、5

mM CaC12を含むバッファー中、それぞれ、 し刊ー14C]se巾巴(Amersham Pharmacia 

Biotech) ， [l，2-14C]ethanolamine hydr∞hlorid巴 (rCN Biomedicals) ， [methyJ-l4C]choline 

chlorid巴 (American Radiolabeled Chernicals) を器質にして37'C又は39.5'C、 20分間で測定

した (Kugeet a1. 1986a)。なお、 リン脂質の基質は試料の持ち込みの内在性リン脆質を

用いた。

5. pssA部分ペプチドに対する抗体の調製

pssA cDNAの配列から予想されるpssA蜜白質の4残基から 18残基に相当する合成ペプチ

ドCysVaJGlySer ArgThrLeuSerLysAspAspValAsnTyrArg (p巴ptide(4-18)) (Sumitomo 

Pharmaceuticals Research Center)を、 Pierce1上のプロト コーJレに従い、 カップリング刻

sulfosu∞nimidyl-4-(N -m必eimidome由yl)cyclohexane-l-carboxylat巴 (Pi巴rce)を用いてキ ャリ

ア蛋白質SuperCarrier™ (Pierce)にカップリングさせた。ま た、pssA蛋白質の447残基か

ら463残基に相当する合成ペプチ ド

AsnAsnG luSerH isSe rSer A rgAgA rgAsnArgHis SerLysSerLys (P巴ptid巴 (447-463)) 

(Surnitomo Pharm蹴 uticaJsRes即 chCenter)を、 Sarnbrooket a/. 1989の方法の変法で、m-

maleimidobenwyl-外 hydroxysuccinimid巴巴時 r(Sigma) を用いて、 keyhoJelir叩 巴1hem∞yanin 

(Sigma)にカ ップ リングさせた。 peptide(4ー18) のコンジユゲー ト (2∞-3∞μg) を

Alum (Pierce)に乳化させ、ウサギに 2週間毎に注射 した。Peptide(447 -463)のコン

ツュゲート (2∞-3∞μg)は、 Freund'sadjuvant (Difi∞Laboratories )に乳化させ、 同様
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に注射した。各ペプチドに対する抗血清のタイターは、 ELISA法 (Harlowel aJ. 1988) に

て測定した。各ペプチドに対する抗体は抗血清からアフィニティ精製した (Harlow el aJ. 

1988) 0 peptide (4-18)に対する抗体精製のための担体は、 Pierce1iのプロトコールに

従って同ペプチドをSulfoLink Coupling gel (Pier∞)に結合させたものを用い、 peptide

μ47-463) に対する抗体精製のための担体は、 Amersham Ph釦 naCl:l社のプロトコーJレに

従って同ペプチドをCNBr-activat巴dSepharose 4B (Amersh訓 Pharmacia) に結合させたもの

を!日いた。精製抗体は、 phosphatebuffered鈎 h巴 (PBS;137 m附~aCl ， 2.7 mM  KCl， 1.5 mM 

KH2P04， 6.5 mM  Na2HP04・12H20) で透析してから、実験に用いた。また、 protein A 

Sepharose Cし4B (Am巴rshamPharrnacia) を用いて、各ウサギの免疫前の血1青からTgGを精

製し (Harlowet aJ. 1988)、PBSで透析後、コントロールの抗体としてmいた。

6. イムノプロット解析

蛋白質を含む試料をSOSsampl巴bu仇 r(62.5 mM Tris-HCI (pH 6.7)， 1% (w/v) SOS， 2% 

(w/v)2-m町'captoeth加 01，10% (w/v) gly∞rol， 0.025% (wfv) bromophenol blue)に溶解し、 37"C

で30分間処理後、 0.1%SOSを含むpolyacrylamideslab gelで分離した(La巴mmli1970)。そ

のgelをpo1 yv in Y liden巴difluoridem巴mbranes(Biorad)に転写した (Towbinel aJ. J 979) 0 ]1伝

写したmembran巴をpep目白 (447-463) に対する抗体と反応させた後、 anti-rabbitIgG linked 

10 hors巴radish peroxidase (Amersh訓 Pharrnaci a) と反応させ、抗体が結合した蛋白質を

Amersharn Pharmaciaのプロ トコールに従い、同社の巴nhancedchemiluminescen∞ kitにて検

出した。

7 イムノプレシピテーション

細胞を直径1∞刊mのシャーレにまき、通常の条件で70-80%∞nfluentに達するまで培養

した後、培地を4.5mlのmethionie-freeDulb叫 0・smodified Eagle medium (Gibco) ， 580μ 

g/ml glu凶 nine，110μ g/ml !ndium pyruva也， 11 % (vfv) diaJyz巴dnewbom caJf serun (ICN-Flow 
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社製のnewbornωlfserumをl∞unitlmlpenic副inGと100μ 且/m1 streptom ycin sulfat巴を添加し

たPBSで透析したもの)に交換した。[35S]methionin巴(ICNBiomediω]s) をシャーレあた

り120μCi添加し、 37'Cで8時間標識した。標識した細胞から、項132の方法に従って、膜

函分を調製し、可溶化した。可溶化朕をpeptide(4-18) に対する抗体又は、 preunmune

TgGと混合し、全長で30-50 μlになるようにして、氷上で3時間インキュベー シヨンした

後、 PBSに麻濁した 20%(v/v)pro也 inA Sepharose CL-4Bを100μl加え、氷上で1時間イ ン

キユベーションした。混合液を遠心 して上清と沈殿に分け、沈殿を500 μlのPBSで3回洗

浄し、 0.1% (w/v) SOSを含むpoly配 rylamide gelで分離した。沈殿に回収された

[35S]methionine標識蛋白質はbioimageanalyzer (Fujix BAS2∞0)で検出した。また、放射

標識してない細胞から調製した可溶化膜画分を用いて、同様に免疫沈降を行い、得られた

沈殿について項目5の方法に従って、イムノプロ ット解析を行った。

8 細胞分画

CHO-Kl細胞 (1-2X 108ωlls)をおolationbuffer (250 mM m削1itol，5 mM阻 PES(pH 

7.4)， 0.5 mM  EGTA) に豚溺し、Potter-Elvehjem型ホモジナイザーで破砕した後、600 X 

g、4'Cで5分間違心した。上7l号を再度遠心 し、得られた上消をpost-nuclear sup巴rnatant

(PNS)として用いた。分画はVanc巴 1990の方法に従った。まず、PNSを 103，OOX 

gm眠、 4'Cで10分間違心し、沈殿を粗ミトコンドリア画分として回収した。上清はさら

に、 Beckm釦 Ti-70ローターを用いてl∞5∞X gav、4'Cで l時間遠心し、上清を細胞質画

分として回収した。沈殿はisolation bufferに~恥萄後、 ω0，5∞ X gav、4'Cで 11時間遠心し沈

殿させ、再度isola口on bufferに豚濁してミクロソーム国分とした。粗ミトコンドリア画分

は225mMmannitol， 25 mM  HEPES (pH 7.4)， 1 mM EGTA， 30% (v/v) Percollfこ重層し、 95，α)()

X gm眠、4'Cで30分間遠心し、ミ トコ ンドリ ア画分とこれよりも軽いmit∞hondria-

也SOCla凶 membrane(MAM)画分を回収した。ミトコンドリア薗分はisolationbufferに麻濁
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し 6，3∞ × 品目、 4't、 10分間の迷心で沈殿させる作業を 2回繰り返した後、 isolation

加fferに再l採濁した。また、 MAM西分はisolat:ionbuffedこj係濁し、 6，3∞ X gmax、4't、 10

分間の遠心で浪人しているミトコンドリアを除去した後、 1∞5∞X gav、4'tで 1時間で

沈殿させ、 isolationbufferに再燃濁した。各画分におけるcytochrom巴coxidase (Cooperst巴in

and Lazarow 1951) (ミトコンドリアのマーカー)、 glu∞seふ phospha巴 phosphatお巴

(Nordlie and Arion 1966) (ミク ロソー ムとMAMのマーカー)、 CfP;phosphocholi ne 

cytidylyl transferas巴(Nishijimaet a1. 1984) (ミク ロソームと細胞質のマーカー) のE手素活

性を測定し、各分画の純度を検定した。

9 セリン交換活性の低下した変異株のスクリーニング

対数増嫡WJのPSA-3細胞を3∞ μg/mlの巴thyl methan巴sulfonate(Sigma)を添加した培地

で、33'tで18時間処理した後、培地を通常の培地に交換し、 33'tで3日間指養した。変異

邦l処理したPSA-3細胞を10mlの培地に接稜して、直径100mmのシャ ーレにまき、 33't培

養してシャーレ当たり 3∞コロニー形成させた。 7日目にポ リエステル布 (Rae包 et a1 

1982)と泌紙(WhatmanNo. 50) (Esko and Raetz 1978)とガラスビーズ (Raetzet al 

1982)をこの順に重ねて更に細胞を培養した。10日目、 15日目と20日Bに培地を交換し、

20日目にポリエステル布を7mlの培地が入ったシャ ーレに移した。マスターシャ ーレは33

℃で培養を続けた。ポリエステ Jレ布は33'tで2日間、 39.5'tで1日培養後、 PBSの入った

シャー レに移して凍結融解した (Kugeet aI. 1985)。ポリエステ 1レ布を2mlの反応液 (50

mM HEPES (pH 7.5)， 5 mM  CaCI2• 100μ g/m1 cycloheximide， 40μMレ刊ーJ4C]serin巴 (20μCi/

μmol)) に浸して39.5'tで20分間インキユペーションし、レプリカされた各コロニーでセ

')ン交換反応を行った後、ポ リエステJレ布を10% (w/v)凶chloroa∞tic acidに浸して反応

を止めた。ポ リエステル布はさ らに5% (w/v) trichloroacetic acidで4回洗ゆし、乾燥させ

てbioimage analyzerで解析し、各コロニーへの[J4C]serine の取り込みを検出した。さら

に、ポ リエステル布上のコロニーをC∞massieBrilliant Bl ueで染色し (Rae包 eta1. 1982)、
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[l4Clserin巴の取り込み設と染色の強度の対比から、セリン交換活性の低下したクローンを

問主した。各クローンはクローニングシリンダーを用いてマスターシャーレから回収し、

さらに同様のスクリーニングを2回繰り返した後に、限界希釈法で精製した。なお、セリ

ン交換活性の低下が、細胞の成育に致死的である可能性を考え、変異株のスクリーニング

方法は、温度感受性変異株を分離できる条件で行ったが、得られた変異株はPS添加培地

であれば、高温 (39.5'C)でも成育可能であった。故に、第4寧に示す変異株の生化学的

解析は、全て39.5'Cで行った結果を掲載した。

10. ノザンプロット解析

FastTrack™ mRNA isolauon k:it (InvitTogen) を用いて、 1-2X108細胞からpoly(A)+RNAを

分離した。 2.5 μgのpoly(A)+RNAを1% agarose/formaJdehyde gelで分離後、 Hybond-N

membr加巴 (Amersh町 PharmaciaBio記'ch) に転写した(Sambr∞ket al. 1989)。プラスミ

ドpSVpssBln即 (Kugeet aJ. 1998)をKpnJとXbaJで消化して (Sambr∞kel aJ. 1989)、1.8・

kilobase p位のpssBcDNA院rr片を得、 pssBプロープとして用いた。プロープはR加dom

Primed DNA labeling kit (B∞hringer Mannheim) を用いて、 [α_32p]dCfP (Amersham 

Pharmacia Biot巴ch) で標識した。ま た、 s-actincDNA fragmem (ClβNTECH) を同様に放

射標識し、コントロールのプロープとして用いたo poly(A)+RNAを転写したメンプレンと

pssBプロープを50%formamid巴存在下、 42'Cで一晩インキユベーショ ンした (Sambrook et 

al. 1989)。メンプレンは縁後に65'Cで0.1% (w/v) SDSの入った0.1X SSC (1 x SSC= 

0.15 M NaCl， 15 mM sodium citrat巴， pH 7.0) で洗節した。 pssBプロープがhybridizeした

poly(A)+RNAはbioimag巴 analyzerで検出した。 pssBプロープを除去後、同様の方法で、コ

ントロー Jレのプロープを用いて同一メンプレンのreprobingを行った。

11. リン脂質の抽出と分隊
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細胞からのリン脂質の抽出は、 Bligh加 dDyer法 (Blighand [桝r1959)で行った。 l次

元thin-layerchromatography (TLC)はCHCI3:CH30H:CH3COOH=62:25:10の展開溶媒で、ま

た、 2次元 TLCは、 l次元自に l次元の TLCと同じ溶媒を用い、 Z次元自に

CHC13 :CH30H: HCOOH=62:25: 1 0の展開溶媒で行った (Nishij ima et a1. 1986)。

12. r32pjPEと[32p]陀 の剥製

J774.1i細胞を2X 107cellsを30凶の猪地 (phospha包ーfree mod正l凶Eagle's medium (Lif，巴

T巴chnologies，lnc.)，10% (v/v) fe凶 calfserum， 1∞units/ml penicillin G， 100μ g/ml StrePIOmycin 

sulfate)に接種し、 直径150-mmのシャ ーレにまいた。シ ャーレ1枚当たり4∞μCiの32Pi

(日本原子力研究所)を添加し、 37'(:で3日間培養した。ラベル した細胞をPBSで洗浄し

た後回収し、リン脂質を州出して2次元TLCで分離した。オートラジオグラフィーで、滋

層上の[32PJPEと[32p]陀の位鐙を定めた後、シリカゲJレを掻き取り、 Blighand Dyer法で各

リン脂質を抽出した。放射標識した各リン脂質は窒素気流下で乾固させ、 balh lypeの

SOOl凶lorを用いて、主音地4こ日係濁させた。

13. 細胞への遺伝子導入

G418 res岱凶1geneとpssBcDNA、又はpssA cDNAを含むプラスミド、 pSVpssB/neoと

pSVpssA!neo (Kug巴etal. 1998)を問B-2変異株にリン酸カルシウム法(Lewiset al. 1980) 

で導入した。導入した細胞を4∞μg/mlのG418(Geneticin; Life T，巴chnologies，Inc)と30μ

M PSを含む培地で培養し、 G418耐性株を選別した。項目Sに記したinSIIUセリン交換活性

測定法を利用して、 pSVpssB/neoを導入して得られたG418耐性株の中から、 PSA-3変異株

と同程度のセリン交換活性を有する形質転換株を検索、分隊し、限界希釈法で精製した。

pSVpssA!nωを導入して得られたG418耐性株は、限界希釈法で精製した。
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14. その他の方法

紋射性トレーサーによる細胞の代謝標識方法については、第4車で図のlegendに記し

た。細胞のリン脂質組成を調べるためのリン定量はRouserel aJ. 1966の方法に従った。

蛋白質の定:ffi:ーは、 bovineserum albuminをスタンダードとし、Lowryel aJ. 1951の方法に

従った。



第3章

pssA遺伝子産物はPS合成酵素|である

:免疫化学的解析



L 目的

pssAi宣伝子はPSA-3株の増舶のPS要求性、並びにPS合成の損傷と同Sl活性の欠損を相補

する遺伝子である。第3章では、 pssA遺伝子産物のPS代謝における位置づけを行うことを

目的に、 pssA部分ペプチドに対する抗体を利用して、同遺伝子産物がPSSIである可能性

を検討した。
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2 結果

2.1. pssA遺伝子産物の同定

pssAi立伝子の坂基配列から予想される問遺伝子産物の4-18残基 (peptid巴 (4-18))と

447-463残基 (peptid巴 (447-463) )に相当する部分ペプチドに対する抗体をそれぞれ作成

し、 CHQ細胞のpssA遺伝子産物の同定を試みた。CH().Kl株、 pssAmRNAの発現が認めら

れないPSA-3株、及びPSA-3株にpssAcDNAを導入した形質転換株 (CDT-I樹立)から朕画分

と可溶性画分を調製し、イムノプロット解析を行った。抗p巴ptid巴 (447-463) 抗体は、

CHQ-KI株映画分のSDS電気泳動上の分子設が42kである安白質に結合した(図7A)0 42k 

蛋白質はPSA-3株膜画分には全く検出きれなかったが、 CDT-I株膜四分では、 CHQ-Kl株

の数十倍量発現していた。これら3l.!l[の細胞の可溶性画分には、この抗体と交差性を示す

安白1'{は認められなかった(図7B)。また、 42k蛋白質はコントロールのpreimmune IgG 

では検出きれなかった (datanot shown)。一方、抗peptide(4-18)抗体は、同級のイムノ

プロット解析で、結合する蛋白質が検出されなかった (data not sho附)。しかし、 [35S]

メチオニンで標識したCD下 l株から朕画分を調製して可溶化し、抗peptid巴 (4-18)抗体で

免疫沈降を行ったところ、 SDS電気泳動上、 42kに算定される欣射襟識された蛋白質が抗

体とともに沈降した(区18Aレーン2)。抗p巴ptide(4-18)抗体の代わりにpreimmuneIgGを

用いた免疫沈降では、 42ki!'i白質は検出きれなかった(図8Aレーン 1)。さらに、抗

peptide (4-18)抗体の免疫沈降物について、抗peptid巴 (447・463)抗体を用いてイムノプ

ロット解析を行ったところ、抗p巴ptide(4句 18)抗体によって沈|嫁した42k1ff白質が抗

peptid巴 (447-463)抗体によって認識された(図8B)。以上の結果から、 42kR英蛋白質が、

pssA遺伝子産物であると結論した。
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図7 抗peptid巴 (447-476)抗体によるイムノプロット解析

CHO-K1細胞 (レーン 1)、PSA-3細胞(レーン2)、CDT-1細胞(レーン3)の膜画分

いネJレA)及び可溶性画分(パネルB)各50μgをSDS電気泳動し、抗peptide(447・476)

抗体を用いてイムノプロット解析を行った。矢印は、 抗体によって検出された見かけの分

子量42kの蛋白質。分子量マーカーの位置は各パネルの友に表示した。
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図8 抗peptide(4-18)抗体によるイムノプレシピテーション

(A)内径l∞mmのシャーレ 1枚にまいたCD下 l細胞を[35S)メチオニンで放射標識した

後、膜画分を調製し、 250μlのsolubilization buff，巴rで可溶化した。可溶化膜画分45μlに対

して18μgの抗peptide(4-18)抗体(レーン2)、又はpreimmun巴 IgG(レーン1)を用いて

イムノプレシピテーシヨンを行い、沈降物の半量ーをSDS電気泳動で分離した。矢印は、抗

体ととも に沈降した見かけの分子量42kの蛋白質。分子量マーカーの位置はパネルの左に

表示した。

(8)欽射標識していないCDT-1細胞から膜薗分を調製し、可溶化後、可溶化膜圏分15μl

に対して15μEの抗peptide(4・18)抗体(レーン2)、又はpr巴unmun巴 IgG(レーン1)を用

いてイ ムノプレ シピテーシヨンを行った。沈降物の半量をSDS電気泳動で分離し、抗

peptide (447-476)抗体を用いてイムノプロット解析を行った。矢印は、抗体によって検

出された見かけの分子量42kの蛋白質。分子量マーカーの位置はパネルの左に表示した。
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2.2. pssA遺伝子産物がpssrであることの証明

2.2.1. )漠函分のPSSI活性

CHO細胞の朕圏分と可溶性蘭分のPSSI活性を調べた。 PSSIはセリンの他にコリ ンをリ

ン脂質筏基交換反応の器質とするが、 pssrrはコリ ンを基質としないことが示唆されてい

る (Kuge et aJ. 1986a)ので、 問SIの活性をコリ ンを基質として測定した。 CDT-1株と

CHO-K1株のコリン交換活性は膜画分にのみ検出され、両細胞の可溶性国分に活性は認め

れられなかった (data not shown) 0 C町ー1株朕函分のコリン交換活性 (77.0nmol/hr/mg 

pro低in)は、 CHO-Kl株膜圏分の同活性 (3.89 mol/hr/mg protein) の約20倍に増加してい

た。また、コリン交換活性はPSA-3株の膜画分と可溶性画分には、全く検出きれなかった

(d剖anot shown)。従って、CD下1細胞の膜画分では、pssAcDNAの導入によるpssA泣伝

子産物査の増加に伴う PSSI酵素活性の増加が認められた。

2.2.2. PSSI活性に対する抗p巴pt出 (4-18)抗体の効果

CDT-I株篠田1分を可溶化した後、抗，peptide(4・18)抗体を添加し、コリン交換活性を測

定したところ、問活性は抗体の用量依存に阻害された(図的。一方、 pr，巴immune IgGで

は、全く阻害が認められなかった。次に、 CDT-l株の可溶化j換を抗peptide(4・18)抗体で

免疫説;降し、上消のコリン交換活性を測定したところ、同活性が抗体の用量依存に最大約

50%まで減少した (1:i1110A) 0 preimmune 19Gで同様に免疫沈降を行っても、コリン交換

活性の滅少は全く認められなかった。抗peptide(4-18)抗体による免疫沈降後の上清につ

いて、抗peptide(447-463)抗体を用いてイムノプロット解析を行い、 pssA遺伝子産物を

定註した結果、上消のpssA泣伝子産物は抗体の用量依存に辰大約50%まで減少しており、

同産物量とその上清に検出されるコリン交換活性にはよい相|請が認められた(図lOB)。

およそ半分量のpssA遺伝子産物が、抗peptide(4-18)抗体によ って沈降しなかった理由に

ついては不明であるが、可溶化時の同産物のミセJレ上での配向によって、抗原告111立がミセ

ル表面に露出する場合とそうでない場合があるためではないかと考えられた。
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抗peptid巴 (4-18)抗体のPS合成酵素I活性に対する効果

CDT-l細胞から膜画分を調製し、可溶化後、可溶化膜画分7.5μlに対して、最終的に15

μ!となるように、様々な量の抗peptid巴 (4-18)抗体 (0)、又はp陀 immune IgG (・)を

加え、氷上にて3時間インキュペーションした。反応液のコリン交換活性を、 5mg/mlのア

ゾレクチン存在下で測定し、 PS合成酵素Iの活性を検出した。活性は、抗体を加えずにイ

ンキュペーションした反応液の活性を100%として相対活性で表示した。

図9
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抗peptide (4-18)抗体によるPS合成酵素I活'性 (A)及びpssA遺伝子産

物 (B)のイムノデプリーション

CDT-l細胞から朕画分を銅製し、可浴化後、可溶化朕画分に対し、様々な量の抗peptide

(4・18)抗体 (0)、又はpr巴immune IgG (・) を用いてイムノプレシピテーションを

行った(第2章、材料と方法の項を参照)。得られた免疫沈降物の上清40μlのコリン交換

活性を5mg/mlのアゾレクチン存在下測定し、 PS合成酔素Iの活性を検出した (A)。各サ

ンプJレの活性は、抗体を加えずに同様の操作をした上清の活性を 100%として相対活性で

表示した。さらに、免疫沈降物の上清15μlについて、抗p巴pt:ide(447-476)抗体を用いて

イムノプロット解析を行い、検出されたpssA遺伝子産物のバンドの濃さをN凹 imag巴

(ver.1.57) を用いて定量し、同産物量を求めた (B)。各サンプルのpssA遺伝子産物量

は、抗体を加えずに同様の操作をした上消の同産物の長を100%として相対量で表示し

fこ。

図10
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2.2.3. PSSI活性とpssA遺伝子産物の-*UlJ泡内所在

V加 ceはラ ット肝肢の細胞分画を行い、 ミトコ ンド リアとともに10，0∞Xgで沈降するミ

クロソーム様のj陵商分 (mitochondria-ass∞ia凶 membrane、MAM)を分離し、この画分に

PS合成酵素活性(セリン交換活性)が濃縮されることを報告している (Vanc巴 1990)。

CHO-K1細胞をVanαの方法に準じて分画し、ミトコンドリア、 MAM、ミクロソーム、細

胞質面分に分けた(図 11)。まず、 MAMに相当する画分を分自ffiできたかどうか調べるた

め、 cytochrom巴 c oxidas巴、 glu∞se-6・phosphate phosphatase、及ひ'CfP:phosphocho1i ne 

cytidy1y1lransferaseのだ1性を各回分で測定した(表1)。ミ卜コンドリアのマーカー酵素、

cytochrome C oxidaseの活性は、ミトコ ンドリア画分で約5倍の比活性の上昇が認められ

が、 MAMをはじめとしてその他の圏分では上昇が認められず、 Vanceの紡糸と 一致し

た。小胞体のマーカー酵素として知られているglucose-6-phosphate phosphata~eの活性は、

ミクロソームと M AMで比活性の上昇が認められた。 Vanceはglucose-6-phosp hale 

phosphatお巴の活性は ミク ロソームよりも MAMで高く、膜画分 と ~111胞質画分の両方に存在

するCfP:phosph∞:ho1inecytidyly1lransferaseの活性 (Vance1996) は、 M品 4よりもミクロソ

ームで高いという特徴を報告しているが、 CHO-K1細胞の分画でも同様の結果が得られ

た。従って、ラットnl・臓で報告されたMAMに相当する国i分がCHO-K1細胞から符られた

と判断した。

PSSI活性の細胞内分析7を調べるために、各蘭分のコリン交換活性を測定した(表1)。

出発材料のpost-nuclear 釦 pernatant(PNS)のコリン交換活性に比べて、比活性の上昇は

MAMが6.6倍で最も高〈、次にミクロソームで2.5倍であった。その他の国分で活性の上昇

は認められなかった。 PNSの全コリン交換活性の24%がMAMに、 50%がミクロソーム画

分に回収された。次に、 pssA遺伝子産物の分;(Iiを誹]べるために、各面分を抗peptide(447 

463)抗体でイムノプロット解析を行った結呆、同産物はMAMとミクロソームにのみ検出

された(図12)。比含量の上昇はMAMが最も高〈、 PNSの5田8倍、次にミクロソームで

PNSの2.1倍であり、 pssA逃伝子産物はPNSの全含量の21%がMAMに、 42%がミクロソー

ム画分に回収された。これらの結果から、 PSSI活性とpssAi宣伝子産物の細胞内分布は非

常によく一致していることが明らかとなった。
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表1 CHO-Kl細胞における PSSI及び‘マーカー酵素の細胞内分布

CHO-Kl細胞をPNS、ミ トコンドリア、 MAM、ミクロソーム、細胞質に分画し(第2

君主材料と方法の項参照)、各四分 (50μE蛋白質)について5mg/mlアゾレクチン存在

下、PSSI活性をコ リン交換活性で測定した。ま た、 各画分はcyl∞hromec oxidas巴(ミトコ

ンドリアのマーカー)、 glucose-6-phospha也 phosphatお巴(ミクロソームとMAMのマーカ

ー)CTI':phosphocholine cyLidyl1ylrransferas巴(ミクロソームと細胞質のマーカー)の活性も

測定した。活性はdupliαぬで測定し、平均値を示した(誤差は10%未I'1:tJ)。比活性の単位

は以下の辺 り:PSSI、nmol/hr/mgprotein ; cytochrom巴coxidase、nmolof cyωchorom巴C

oxidizcd/min/mg prot巴in; glucose-6-phosphate phosphatase、nmolof Pi fonned/ min/mg 

pro包 in; CTI':phosphocholine cytidylylrransferぉE、nmolof CDP-cholin巴formed/hげmgpro也in

Specific activity in 

Enzyme 
PNS Mitochondria MAM Microsome Cytosol 

PS synthase 1 1.43 0.626 9.40 3.53 。

Cytochrome C oxidase 155 791 109 49.0 2.29 

Glu.cose-6-phosphate 
14.5 12.1 33.5 26.5 6.42 phosphatase 

CTP: phosphocholine 
122 3.28 7.32 39.4 123 cytidylyltransferase 
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CHO-Kl細胞を分回し(第2輩、材料と方法の項を参照)、各回分の蛋白質30μEをSDS

電気泳動で分隊後、抗peptide (447-476)抗体を用いてイムノプロット解析を行った。

PNS， post nuclear sup巴rnatanじ Mic，ミクロソーム薗分;Mc，ミトコンドリア画分; MAM， 

mi tochondri a-ass∞ia凶 membran巴s画分。
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3. 考察

予怨されるpssA逃伝子産物の異なる2種の部分ペプチドに対する抗体はいずれも、見か

けの分子量が42kの膜蛋白質に結合した。さらに、この42k膜蛋白質は、 pssAmRNAの発現

が認められないPSA-3株では検出されず、 PSA-3株にpssAcDNAを導入した形質転換株

CDT-lでは過剰発現していた。以上の結果から、 42kの膜蛋白質がpss必宣伝子産物である

と結論した。 pss必盆伝子産物の見かけの分子量、 42kは、予惣されるアミノ酸配列地当ら計

算される分子量、 55.3kD(Kuge el al. 1991b)よりも小さい。 一つの可能性は、 42kがpssA

遺伝子にコードされる55.3kDの前駆体蛋白質から、プロテアーゼなどによる分解をうけて

生じる というものである。 しかし、42k蛋白質を認識する2設の抗体の抗原ペプチ ドは、

pssAi宣伝子産物の全アミノ酸配列471残基の中でも、 N末近傍 (4-18残基)と C末近傍

(447-463残基)に位置することから、 N末あるいはC末側が大きく欠けているとは考えに

くしこの可能性は低いものと思われた。 pssA遺伝子産物はそのハイドロパシープロッ ト

から、 9カ所の朕貫通領域を有する疎水性の高い蛋白質であると予想されるので はugeet 

I aJ. 1矧 b)、蜜白出たりのSDS吸着量が通常の蛋白質より多 cS哨気泳動での挙動

が一般的な挙動と異なるため、見かけの分子量:と計算分子量の差が生じたのではないかと

考えられた。実際にこのような例が&cherichiacoliのlacωsepeml巴ase(Buche.] el al. 1980) 

ゃ、 RhodospiriJlumrubrumn chromatophor巴lIl来の膜蛋白質 (Miyak巴elal. 1978) の例で知

られている。

本研究では以下に述べる結果から 、pssA遺伝子産物はPSSIであると結論 した。 (1)

PSA- 3株にpssAcDNAを導入した結来、 pss必~伝子産物の増lJIl に伴って、 PSSI活性の増加

が認めら れた。 (2)PSSI活性とpssA逃伝子産物はいずれも、膜画分にのみ回収された。

(3) CHO-KI、PSA-3、CDT-l株の膜四分のPSSI比活性は、各朕画分のpssAi!i伝子産物の

比含量に相関していた。 (4)pssr活性は、抗p巴ptide(4-18)抗体により阻害された。

(5)同抗体で免疫沈降を行うことによ り、可溶化l換からpssA遺伝子産物を沈殿させる

と、そ の量に相関 して上消のpssr活性が滅少した。 (6)CDT-l株可溶化膜から同抗体特

異的に免疫沈降された主要蛋白質は、 pssAi宣伝子産物のみであった。 (7)PSSI活位と
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psSA逃伝子産物の細胞内分布はよ く一致した。 PSSIはいまだ精製はされておらず、この

樹Eが単一のペプチドから構成されているのか、複数のペプチドから併成されているのか

は、不明のままである 。しかし、上記の (6)の結果から、 pssA遺伝子産物の他に、同産

物とジスlレフイド結合のような共有結合や、界而活性剤で処理しでも様れない比較的強固

な結合で結合している他のサプユニット古河手在する可能性は低いものと考えられた。

CDT-1紛胞ではpssA遺伝子産物の増加と共にPSSI活性の上昇が認められるが、 CDT-l細

胞とCHO-Kl細胞の聞でPS生合成速度とPS含量;に差は認められない (Kuge el a1. 

1991 b)。このことから、 PSSIの発現レベルの調節以外に、 PSSIの活性を制御する機椛の

存在が考えれられた。このような機備としては、例えば、基質波皮や酵素活性に必須であ

るCa濃度による翻節や、酵素とは別個の蛋白質による制御が考え られる。 sit巴-directed

mUlagenesisによりpssA遺伝子に変異を導入し、 mutant酵素を作成することによって、 PSSI

の活性lL~J御の機構の手がかりが得られるかもしれない。
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第4章

CHO細胞のPS合成酵素11損傷変異株の

分離と性状解析



l 目的

pssr欠損株PSA-3の性状解析か ら、セリ ン交換酵素PSSIIが、 PEからのPS生合成を触媒

するものと推定された。しかし、 pssrrと称した酵素活性が単一の降;t・の活性であるかど

うかは不明であるし、実際にPS生合成に寄与していることを示す直接的な証拠は得られ

ていない。そこで、 PSSllのPS代謝における役割を明rmiにすることを目 的に、 PSSIlの損傷

変兵株の分離を行った。
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2 結果

2.1. PSSII損傷変異株PSB-2の分離

CHO-Kl細胞のPSSI欠損株PSA-3は、ホモジネー トのセリ ン交換活性がCHO-K1株の約半

分に低下している (Kugeet aJ. 1986a)。セリン交換活性がさらに低下した変異株を分離

するために、 PSA-3株を変異剣で処理し、 白 dωセリン交換活性測定法により 、同活性が

低下した変異株を検索した。約50，αmコロニーを検索した結果、セリン交換活性が、親粉、

PSA-3の約50%に低下したPSB-l株を分離した(表2) 0 PSB-1株ではエタノールアミン交

換活性も、 PSA-3株の約50%に低下していた。 PSB-l株は、 PSA-3株と同機にリン脂質無添

加の培地では士包殖しなかったが、 PS、又はPEを添加した培地では増勉した(図13)。ま

た、 PSB-l株 とPSA-3株を[14C]セリンで標識し、 [14C]セリンのPSへの取り込みを澗べたと

ころ、 回B-l株とPSA-3株で取り込み速度に大きな差は認められなかった(図14) 。従っ

て、セリン、エタノーJレアミン交換活性の低下に関わらず、 PSB-I株は、細胞土台地とPS生

合成について、親株PSA-3とほぼ同様の表現型を示した。

PSB-l株よりもさらにセリン交換活性が低下した変異株を分離するために、 PSB-I株を

変異邦j処理し、同様にIlJ situセリン交換活性測定法で、約10，∞0コロニーを検索した。そ

の結来、セリン交換活性がPSA-3株の約10%、CHO-KI株の約5%に低下 した変異株、 PSB-

2を分離した。(表2) 0 PSB-2株ではエタノ -Jレアミ ン交換活性も PSA-3株の14%に低下

していた。なお、 PSB・1、PSB-2株はいずれもPSA-3株と同じく、コリン交換活性を欠損し

てお り、 PSSIを欠損する細胞であることが確認された。

厳近、 PSSIとアミノ酸レベルで高い相同性を示す蛋白質をコードする遺伝子 (pssB)の

cDNAがCHO-Kl細胞から分離された。この逃伝子産物がPSSIとは異なるセリン交換醇素

であるこ とが明らかにさ れ、PS合成酵素rr(pssrr)と名付けられた (Kugeet a1. 1997a、

1997b) (表3)0 PSSUは、試験管内ではセリ ン交換反応の他にエタノールアミン交換反

応を触媒するが、コリン交換反応は触媒しないことも明らかとなった。 PSB-2株がPSSIIの

変異株である可能性を調べるために、 aO-Kl細胞、 PSA-3株、 PSB-l株とともに、 PSB-2

株におけるpssrrのmRNAレベルを、 pssBcDNA断片をプロープにノザンプロッ トjlj!f.析で調
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表2 CHO-Kl株、 PSA-3**，PSB-l株、 PSB-2株のホモジネー卜のセリン、エ

タノールアミン、コリン交換活性

5-lOX 105 cellsの細胞を内径150mmのシャーレにまき、 3011M PSを添加した培地で33

℃にて5日間培養後、 39.5'Cでさらに1日間培養した。細胞からホモジネートを調製し、ホ

モジネート 100μE蛋白質のセリン、エタノールアミン、コリン交換活性を39.5'Cで測定し

た(第2卒、材料と方法の項参照)。活性はduplicat巴で測定し、その平均値を示した(誤

差10%未満)。

Strain 

CHO-KI 

PSA-3 

PSB-l 

PSB-2 

Serin巴

4.2 

2.0 

1.0 

0.2 

Substrat巴

Ethanolarnine Choline 

nmolJhrlmg protein 

5.2 1.6 

4.2 く0.05

2.0 く0.05

0.6 く0.05
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図13 PSB-l株 (A) とPSA-3株価)の増殖

2.5 x 1()4 ∞llsの細胞を内径60mmのシャーレにまき、リン胎質を加えていない猪地

(L'l.)、及び30μMPS (0)、又は30μMPE (・)を添加した培地で39.5'Cにて培養し

た。表記の各時間において、細胞を0.25%トリプシンではがし、 CouIterカウンター (モデ

ルZBl) を用いて細胞数を計測した。
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PSB-1株 、 及 びI宅A-3株におけるし[U_14C]セリ ンのPSへの取り込み

PSA-3株のPS合成速度が、正常レベルに回復するPE添加培地で (Kug巴 etal. 1986b)、

PSA-3株とPSB-l株におけるし[U-I4C]セリンのPSへの取り込みを比較した。1X 105∞115の

細胞を内径60rnmのシャーレにまき、 30μM PSを添加した培地で33"Cにて4日fll:l培養後、

培地を30μM PEを添加した培地に交換し、 39.5"Cでさらに24時間培養ーした。培地を0.2μ

Ci/mlし凹ーはc]セリン (2μCi/μmol) を含むPE添加猪地に交換し (0時間)、 39.5"Cで2-6

時間経養 した。細胞からリ ン脂質を抽出し、 l次元TLCで分離後(第2車、材料と方法の項

参照)、 PSに取り込まれた政見守活性をbioimag巴 analyzer(FUnx BAS20∞)を用いて定量

した。回の放射活性はし刊・14C]セリン添加直前の細胞数で標準化した。なお、 一点につ

きduplicateでアッセイし、その平均値を示した。 PSB-l、0;PSA-3、・。
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表3 CHO細胞のPS合成酵素

PSSI PSSII 
(pssA遺伝子産物) (pss8遺伝子産物)

構造 471アミノ酸 4747ミノE量
(55.3kDa) (55.0kDa) 

cDNA の CHO細胞のPSSI欠損株 PSSIとアミノ酸レベルで高
分離方法 PSA-3の細胞増殖のPS要求 い相向性を示す蛋白質をコー

性を相補するCHOcDNAの ドするヒトの expressed
スクリーニング。 sequence匂gクローンの

CHOホモログのスクリーニ

ング。

基質特異性 セリン、エタノールアミ セリン、エタノールアミン交

ン、コリン交換反応を触 換反応を触媒するが、コリン

媒する。 交換反応は触媒しない。

PCをPSに変換する反応を PCをPSに変換する反応を触

触媒する。 媒しない。

生理的役割 PSとPEの生合成に重要。 遺伝子の分離をきっかけとし l

て見つかった酵素であり、生

理的役割は不明。

文献 Kuge et a1. 1986a， 1991 b; Kuge et a1. 1997a 
本研究第 3章
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べた。その結果、 PSB-l株ではPSA-3株の約半分に、 PSB-2株ではPSA-3株のが~20% に PSSlI

のnRNA発現量が低下していた(図15A) 。なお、 PSA-3株と野生事~CHO-K1 の 110では、大

きな発現f!:の差は認められなかった。一方、コントロールのpアクチンのmRNAについて

は、 4手豆類の細胞11自で発現量に大きな差は認められなかった(区115B)。従って、 PSB-2株

はPSSIIに損傷を有することが明らかとなった。

2.2. PSB-2株の:!.(fI~自

PSB-2株をリン脆'[i{1Hf，添加及びPS又はPE添加培地で培養し、細胞増殖を訴jべた。親株の

PSA-3株l立、以前報告されているとおり (Kugeet a1. 1986a、1986b)、リン脂質を添加し

ていない通常の府地では増勉せず、培地にPS又はPEを添加すると増殖した(図16B}。

PSB-2株は親株PSA-3と同様に、リン脂質無添加の培地では増殖せず、 PSを添加lした培地

では増殖した(隠116A)。しかし、 PSB-坊転はPSA-3株と異なり、 PEを添加した培地で増

殖しなかった。なお、 CHO-K1株はPS、PEの添加に関わらず、いずれの培地でも正常に増

殖をした(図16C)。以上の結果から、円B-2tA<はPSA-3株に認められた外囚性PEに依存

した増殖が認められないことが明らかとなった。

2.3. PSB-2株のリン)脂質組成とPS合成速度

リン煽質無添加、 psi奈川、>>..びPE添加l塙地で 3日n日培養した時のPSB-2株のリ ン開質組

成を親株回A-3、野生株CHO-Klの組成と比較した(表4) 0 PSA-3株は、リン脂質書!f，添加

崎地で培養後、 PS含量が野生株CHO-Klの約60%に、また、主にPSを前駆体として合成さ

れるPEの含量がCHO-K1株の約70%に低下していたが、 PS添加主音地及びPE添加培地で培

養した場合はPS、PE合訟の低下は認められず、 CHO-K1株とほぼ問織のリン脂質組成を示

した。この結果は、以前報告されている結果 (Kug巴 etal. 1986a、1986b) とほぼ同級の結

果であった。 PSB-坊転はPSA-3株と同様に、リン脂質無添加1者地でPS、PE含量の低下を示

したが、その度合いは増しており、 PS含量はCHO-K1株の約20%に、 PE合設は岡林の約50

%に低下していた。また、 PS添加培地でのPSB-2株は、野生株CHO-K1とほぼ同様のリン

脂質組成を示し、親株PSA-3と同様のPS、PE含量の回復が観察された。しかし、 PE，添加

54 



A. 
1 2 3 4 

28S-ー
18S-ー' 18S 

B. 
123  4 

図15 CHO-Kl株、 PSA-3株、 PSB・1株、 PSB-2株のノザンプロット解析

細胞を30μMPS存在下、 39.5'tで培養し、 poly(A) +RNAを調製した。各レーンには

2.5μgのpoly(A) +RNAを泳動し、 pssBプロープ(パネルA)、又は βーアクチンプロープ

(パネルB)で解析した。矢印は28Sと18SのribosomalRNAの位置を示す。レーンl、自ら

2，レーン2、PSB-l;レーン3、PSA-3;レーン4、CHO-Kl
o
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図16 PSB-2株 (A)、PSA-3株 (B)、CHO-Kl株 (C)の増殖

2.5X 1()4 cellsの細胞を内径60mmのシャーレにまき、リン脂質を加えていない猪地

(ム)、及び30μM 陀 (0)、又は30μMPE (・)を添加した培地で39.5t:にて待養し

た。表記の各時間において、細胞を0.25%トリプシンではがし、 Coullerカウンター(モデ

ルZBl) を用いて細胞数を計測した。
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|表4 CHO-Kl株、 PSA-3株、 PSB引米のリン脂質組成

細胞をリン脂質無添加培地、及ひ、30μMPS、又は30μMPEを添加した培地で、 39.S"C

にて5日間経接した。細胞からリン脂質的fl出し、 2次元1LCで分離後、各リン脂質を定量

した(第2輩、材料と方法の項参照)。実験は2回行ったが、 2回の実験結呆はほぼ一致し

ており、そのうちのl回の結果を示した。

PhosphoJipid 
supplementation Strain 

Phospholipid composition， % totaf 

PS PE PC PI SM Other a 

None CHO-Kl 5.9 16.6 52.3 7.2 8.4 9.7 

PSA-3 3.7 11.7 64.3 8.4 7.3 4.6 

PSB-2 1.2 8.5 71.4 8.4 6.2 4.3 

PS CHO-Kl 6.1 17.5 58.1 6.4 8.7 3.2 

PSA-3 6.2 18.3 54.8 7.2 8.8 4.7 

PSB-2 6.8 15.8 51.7 8.2 12.6 4.9 

PE CHO-Kl 5.3 30.9 45.9 5.8 8.5 3.7 

PSA-3 4.7 29.9 47.3 6.0 9.0 3.2 

PSB-2 1.8 31.5 46.0 8.2 8.7 3.9 

a Other lipids include lysophosphatidylchoJin巴， phosphatidyJgJycerol， phosphatidic acid， and 
cardiolipin. 
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培地でのPSB-訪転は、 PSA-3株と異なり、 PS含量がCHO-K1株の約30%に低下していた。

この時PSB-2株では、 PE含量をはじめとしてその他のリン脂質含量に低下は認められな

かった。

リン脂質の組成の結果から、 PSB-2株はPSA-3株よりも、さらにPS合成能が低下してい

るのではないかと考えら れたので、 PSB-2、PSA-3、CHO-K1各;j:1I1J抱を [14C]セリンで標識

し、 (14C]セリンのPSへの取り込みから、 PS合成速度を調べた。図 17Aに示すように、リ

ン脂質無添加府地では、 PSA-3株とPSB-2株のいずれもが、 CHO-K1株の1/10以下のPS合成

速度を示した。 PE添加l培地でのPSA-3株のPS合成速度は、 CHO-K1株とほぼ同じレベルで

あり(図17B)、以前の報告の通り (Kugeet aJ. 1986b)、PSA-3株はPEに依存してPS合成

が回復することが確認された。しかし、 PE添加培地でのPSB-2株のPS合成速度は、 CHO-

K1株と陀A-3株の速度のがH/3であり(図17B)、外因性PEに依存したPS合成能の回復が

認められないことが明らかとなった。

2.4. PSB-坊主のPEをPSに変換する活性

PSA-3株ではPCをPSに変換する反応が欠損しているが、 PEをPSに変換する反応は正常

に認められる (Kugeet aJ. 1986b) 0 PSB-2， PSA-3雨細胞を[32p]PEでラベルして、各細胞

のPEをPSへ変換する活性を比1絞した。図18Aに示すように、 PSB-2株ではPSA-3株に比べ

て、著しく [32P1PS産生盆が低下していた。この11寺、 PSB-2株に取り込まれた[32p]PEのレベ

ルは、PSA-3株の70%程度で、大きな差は認められなかった(図18B)。以上の結果か

ら、 PSB-2株では、 PEをPSに変換する活性が、著しく低下していることが示された。
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2-4 x 1()5 cellsの細胞を内径60mmのシャーレにまき、 30μMPSを添加した培地で33"C

にて2日間培養後、培地をリン脂質無添加培地 (A)、又は30μM PEを添加した培地

(B) に交換し、 39.5"Cでさらに24時間培養した。培地を0.2μCilmIL-[U-l4C]セリン (2μ

CiIμmoI) を含むリン脂質無添加l培地 (A)、又はPE添加培地 (B) に交換し (0時間)、

39.5"Cで2-6時間培養した。細胞からリン脂質を抽出し、 1次元TLCで分離後(第2章、材料

と方法の項参照)、 PSに取り込まれた放射活性をbioimageanalyzer (FUJIX BAS2∞0)を

用いて定量した。 PSの放射活性はし[U・14C]セリン添加直前の細胞数で標準化した。な

お、一点、につきdupIiαteでアツセイし、その平均値を示した。 PSB-2、0;PSA-3、・;

込み

CH().Kl、口。
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PSB-2株と PSA-3~5長における外因性PEのPSへの変換

5-lOX lOS∞llsの細胞を内径lOOmmのシャーレにまき、 30μM PSを添加した培地で39.5

℃にて3日間培養した。培地をリン脂質無添加培地に交換し、 39.5'Cで2時間培養した後、

培地にlOScpm/mlとなるように[32p]PEを加え、 39.5'Cで3-9時間培養した。細胞からリン脂

質を抽出し、 2次元TL<ごで分離後(第2章、材料と方法の項参照)、 PS(A) とPE(B) に

取り込まれた放射活性をbioimageanalyzer (FUJIX BAS2∞0) を用いて定量した。回とPE

の放射活性は、 [32P]PEを加えずに上記と同様にインキユベーションしたシャーレの細胞

数で標準化した。なお、 一点につきduplica低でア ッセイし、 その平均値を示した。PSB-

図18

2、0;PSA-3，・。
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2.5. PSSII cDNAを導入したPSB-2株 (PSB・2/pssB)の増舶と PS合成

PSA-3株とPSB-2株に認められる表現型の途いが、 PSSI!の損傷に起因することを確かめ

るため、 PSB-2t制こPSSIIのcDNA、pssBを導入し、 insiωセリン交換活性測定法を利用して

Pssnii古性が回復した形質転換株を検索した。以前、陪A-3株にpssBcDNAを導入して陀S11

1活性を過剰発現させると、 PSSTが欠損しているにも関わらず、正75・なPS合成能と増殖能

を殺得することが切らかになっている (Kugeet aJ. 1997a)。そこで、 pssnの過剰発現に

より PSA-3株と同様の表現~が見えなくなるのを避けるため、 PSS lI活性を過剰発現してい

る細胞ではなく、親株のPSA-3株のレベルに回復した細胞を選択した。待られた形質転換

株PSB-2/pssBは、 PSA-3株とほぼ同程度のセリン、エタノーJレアミン交換活性を有し、コ

リン交換活性は欠損していたことから(表5)、正常レベルのPSSII活性を回復したと考え

られた。まず、 PSB-2タss}3;株の細胞増殖をPSB-2、PSA-3株と比較したところ、 PSB-2/pssB

株は、 PSB-2株と同様に、リン脂質を添加していない培地では増勉しなかったが、 PSB-2

株と は異なり、 PE添加培地で増舶した(図19)。さらに、 PSB-2/pssB株のリン脂質組成

を調べたところ、 リ ン脂質~!!f;添加培地ではPSB-坊k と同様に、 PS と PEの含量が著しく低下

したが、 PE添力Il借地ではPSB-2株のようなPS含量の低下は認められず、正72・なリン脂質組

成を示した(表6)。従って、PSB-2/pssB株の細胞増殖とリン断'f!{kll成は、 PSA-3株と同

様の表現型であった。以上の紡よIl:から、 pssnは、 pssr欠損株PSA-3fこ観察されるPE依存

の増殖とPSの生合成に必須であることが示された。

2.6. pssr cDNAを導入したPSB-2株 (PSB-2/pssA)の増舶と PS合成

PSB-2株はPSSIの欠損とPSSIIの損傷を有する変異株であるので、 PSB-2株にPSSIの

cDNAを導入してpssrの欠損を相補すれば、 同SIIにのみ損傷を有する変J~株が待られると

考えら れる。 PSB-2株にpssAcDNAを導入し、セ リン、エタノーlレアミン 、コリン交換活

性がそれぞれCHO-Kl株の活性の38%、23%、50%に回復した形質転換株、PSB-2/pssAを

得た (表5) 。コ リン交換活性の値から、 PSB-2/pssA株はCHO-Kl株の半分程度のPSSI活

性を回復した ものと考えら れた。 PSB-2/pssA株の細胞増勉を翻べた結果、この細胞はPS

やPEの添加の有無に関わらず、リン脂質無添加培地でも、正常に増勉した(図19)。さ
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表5 PSB -2/pssß、 PSB ・2/pssA~朱の ホモジネー ト のセ リ ン、エタノ ー Jレアミ

ン、コ リン交換活性

細胞培養、ホモジネートの訓製、セリン、エタノールアミン、コリン交換活性の測定

は表2と同様の方法で行った。活性はduplicaleで測定し、その平均値を示した(誤差10%

未満)。

Strain 

PSB-2/pssB 

PSB-2/pssA 

PSB-2 

PSA-3 

CHO-Kl 

Substrat巴

Serine Eth紅lolamine

nmol!hrlmg protein 

2.0 . 4.5 

1.6 1.2 

0.2 0.6 

2.0 4.2 

4.2 5.2 
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図19 PSB-2/pssB株 (A) とPSB-2/pssA株 (B)の増殖

2.5 x 1()4 cellsの細胞を内径60mmのシャーレにまき、リン脂質を加えていない培地

(ム)、及び30μMPS (0)、又は30μMPE (・)を添加した培地で39.5"Cにて培養し

た。表記の各時間において、細胞を0.25%トリプシンではがし、 Coulterカウンター(モデ

ルZBl) を用いて細胞数を計測した。
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表6 PSB-2/1つss尉朱のリ ン脂質組成

リン脂質組成は表4と同様の方法で求めた。実験は2回行ったが、 2回の実験結呆はほぼ

一致 しており、そのう ちの1回の結果を示した。

Strain Phospholipid 
Phospholipid composition， % total 

supplementation PS PE PC PI SM 0出 巴ra

None 1.9 I 9.5 68.6 9.1 6.1 4.7 
PSB・2/pssB

PE 9.3 2.9 

None 1.2 I 8.5 71.4 8.4 6.2 4.3 
PSB-2 

PE 1.8 31.5 46.0 8.2 8.7 3.9 

None 3.7 11.7 64.3 8.4 7.3 4.6 
PSA-3 

PE 4.7 29.9 47.3 6.0 9.0 3.2 

Non巴 5.9 16.6 52.3 7.2 8.4 9.7 
CHO-Kl 

PE 5.3 I 30.9 45.9 5.8 8.5 3.7 

aO出erlipids included lysophosphatidylcholine， phosphatidylglycerol， 
phosphatidic acid， and cardiolipin. 
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司... 

らにリン脂質無添加l培地でのPSB-2/pssA株のリン脂質組成を調べると、 PSB-2株に認めら

れfこPSとPE含量の低下は認められず、正常なリンJ指質組成を示した(表7) 。従って、

PSB・z株は円SIのcDNAの導入によって、正常・な増殖能と PS合成能を回復することが明ら

かとなった。

2.7. PSB-2/pssB株とPSB-2/pssA株のPEをPSに変換する活性

pssBcDNA、及びpssAcDNAの導入によって、PSB-坊ドのPEをPSに変換する活性の低下

が回復したかどうかを、図18と同様の方法で調べた。問B-2{:1<において[32p]PEから産生さ

れた[32p]PS茸は、同A-3株の10%、CHO-Kl株の27%であり、図18と問機に、 PEをPSに変

換する活性が低下していることが篠認された(図20A)。この時、 PSSlIのcDNA導入株

PSB-2/pssBでは、月B-2株の6.31tHこl32PJPS量が増加し、 PSA-3株、 CHO-KI株と同程度ま

でPEをPSに変換する活性が回復していた。しかし、 PSSIcDNA導入株PSB-2/pssAの問活性

は、 PSB-2株と同様に低下したままであった。なお、細胞に取り込まれた[32PJPE量は、

PSA-3株で高いものの、その他の細胞ではほぼ同程度であり、 [32p]PS量を説明する差は観

察されなかった(図20B)。従って、 PSSIIはPEをPSに変換する反応を触煤すること、

PSSIはこの反応を触媒しないことが明らかとなった。

2.8. PSB-2/戸 sB株とPSB-2/pssA株のPCを内に変換する活性

細胞をr2p)PCでラベルし、[32p]pCから産生されたrZp]PS量を調べたところ、PSB-2株

はPSA-3株と同線に、 [32p]PS産生量がCHO-Kl株の5%以下に低下しており(図21A)、親

株のPSA-3株と同僚にPSB-坊伝においても、回S1の欠損による陀を陪に変換する活性の欠

損が硲認された。そこで、この欠損がpssB及びpssAcDNAの導入によって回復したどうか

を調べたところ、 PSSllのcDNA導入株PSB-2/pssBでは、 PSB-2株と同様にPS産生量は低下

したままであったが、 PSSIのcDNA導入株PSB-2/pssAのPS産生霊はCHO-KI株と同程度ま

で回復していた(図21A)。なお、細胞に取り込まれた[32p]PC量は、 CHO-Kl株で若干低

いものの、その他の細胞ではほぼ同程度であり、 [32P]PS量を説明する差は観察されな
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かった(図218)。従って、pssrはPCをPSに変換する反応を触媒すること、 PSSI1は同反

応そ触媒しないととが確かめられた。
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表7 PSB-2/pssA株のリン脂質組成

リン脂質組成は表4と同線の方法で求めた。実験は2回行ったが、 Z回の笑験結果はほぼ

一致しており、そのうちの1回の結果を示した。

Phospholipid 
supplementation Strain 

Phospholipid composition， % total 

PS PE PC PI SM Other a 

PS 区 2伊sA H日|62叫引1 1 5 9 54 7 8 2 1 0 6 4 0 

None PSB-2 11.2 1 8.5 71.4 8.4 6.2 4.3 

CHO-Kl 15.9 1 16.6 52.3 7.2 8.4 9.7 

a OU1巴rlipids included lysophosphatidylcholin巴，phosphatidylglycerol， 

phosphatidic acid， and cardiolipin. 
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図20 PSB-割合|ミのPEをPSに変換する活性の損傷は、 pssBcDNAの導入により

相補され、 pssAcDNAの導入では相補されない

2-10X IOS∞Ilsの細胞を内径lOOmmのシャーレにまき、 30μMPSを添加した培地で39.5

℃にて3日間培養した。その後、図18と同様の方法で、 [32P]PE存在下39.5'Cで9時間培養し

た。細胞からリン脂質を抽出し、 2次元TLCで分離後(第2章、材料と方法の項参照)、

PS (A) とPE(B) に取り込まれた放射活性をbioimageanalyzer (町JIXBAS2∞0) を用い

て定量した。 PSとPEの放射活性は、 [32p]PEを加えずに上記と同様にインキユベーション

したシャーレの細胞数で標準化した。なお、 一点につきduplicateでアッセイし、その平均

値を示した。
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図21 PSB.2株のPCをPSに変換する活性の欠損は、 pssAcDNAの導入により

相補され、 pssBcDNAの導入では相柿されない

2.10Xl()5 ceIlsの細胞を内径l∞mmのシャーレにま き、 30μMPSを添加した培地で39.5

℃にてZ日間培養した。培地をリン!泊質無添加培地に交換し、 39.5"Cで2時間培養した後、

培地に3X 105cpm/mlとなるように[32P]陀を加え、 39.5"Cで24時間培養した。細胞からリン

街質を抽出し、 2次元TLCで分離後(第Z準、材料と方法の項参照)、 PS (A) とPC(B) 

に取り込まれた放射活性をbioimage analyz巴r(FU.江X BAS2∞0) を用いて定量した。回と

PCの放射活性は、 [32p]PCを加えずに上記と同様にインキユベーションしたシャーレの細

胞数で標準化した。なお、 一点につきduplicat巴でアッセイし、その平均値を示した。
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3.考祭

3.1. PSB-2株はPSSnt:員傷株である

1~1ì乳動物細胞において内は、陀又は、 PEの塩基部分 (コリン、エタノールアミン)と

セリンとの交換反応によって合成される (Dringer1973; Marggraf and Anderer 1974; Kuge et 

aJ. 1986b) 0 CHO-K1細胞におけるセリン交換反応は、少なくとも2種類の酵素、 pssA泣伝

子産物であるPSSl(Kuge et al. 1986a， 1991b;本研究第3章)とpssB遺伝子産物であるpssrr

が触媒する (Kugeet al. 1997a、1997b) 0 pssrを欠損するCHO-K1細胞変異株、 PSA-3の性

状解析から、 PSSIはCHO-Kl細胞におけるPSとPEの産生に重要であることが明らかとなっ

た (Kugeet aJ. 1986a， 1991b)。本研究では、 CHO-K1細胞におけるpssnの機能を明らか

にするために、PSSIIに損傷を有する口iO細胞変異株の分離を目指した。PSA-3株を元に

して、セリン交換活性が低下した変異株を検索することによって分離した変異株PSB-2株

は、以下に挙げる特徴を示した。 1)PSB-2株のセリン交換活性はPSA-3株の活性の約10%

に、 CHO-K1株の約5%に低下していた。 2)pssnはエタノールアミ ン交換反応、も触奴する

ことが知られている (Kugeet a1. 1997a)が、 陀B-坊長のエタノーJレアミン交換活性は、

PSA-3-t"，とCHO-Kl株の活性の15%以下に低下していた。 3)PSB-2株におけるpssB遺伝子

のm知仙レベルは、 PSA-3株とCHO-KI株の約20%に低下していた。 4)pssBじDNAをPSB-2

株に導入することにより、Ii'iJ変異株のセリン、エタノールアミン交換活性は回復した。こ

れらの結泉から、 PSB-2株はpssmこ損傷を有すると結論した。

3.2. CHO-K1細胞のセリン交換反応の殆どはPSSIとPSSIIによ って触媒される

PSA-3株はpssAmRNA(Kuge et aL 1991b) とその遺伝子産物(本研究第3章)が全く検出

されないことから、問SIを完全に欠鎖するものと示唆された。また、同変異事~';j:CHO-Kl

株のホモジネートに検出されるセリン交換活性の約50%を有する (Kugeet aL 1986a) こ

とから、 pssrの活性はCHO-Kl細胞のセリン交換活性の約50%を占めることが示唆され

た。一方、 PSSll損傷株PSB引立、 PSA-3株のセリン交換活性の約10%に相当する活性を有

することから、 PSSIIの活性はPSA-3株のセリン交換活性の約90%を占めることが示唆され
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たo PSB-2株にはPSA-3株の10%に相当するセリン交換活性が検出されるが、 pssBmRNA

もまた、 PSA-3株の10%程度検出されること、同A-3株、 PSB-l株、 PSB-2株におけるセリ

ン交換活性と、 pssBmRNAの発現レベルには比例関係が認められたことを考慮すると、

PSB-2株の残りのセリ ン交換活性もPSSIJの活性であると考ーえられる。従って、 CHO-KI細

胞のセリン交換反応は、主にPSSIとPSSIIにより触媒され、それぞれが、 CHO-KI細胞のセ

リン交換活性の約50%を担うものと考えられた。

3.3. PSSllはPE存在下におけるPSA-3株の増娘とPS生合成に必須である

PSB-2株とPSA-3株は、リン脂質無添加培地で増殖せず、正常童向のPSを合成できない、

という点で共通していた。 PSSI欠損株であるPSA-3は、培地にPEを添加すると、増殖能と

PS合成能が回復した。しかし、 PSSIの欠損とpssnの損傷を有するPSB-2株は、 PEを添加l

しても、これらの回復は認められなかった。また、 [32PJPEラベルの実験から、 PSB-2株は

PSA-3株と異なり 、PEを同に変換する活性に損傷を有することが明 らかとなった。 PSB-2

株にPSSIIをコードするpssBcDNAを導入すると、 PEをPSに変換する活性の回復、及びPE

存在下における増殖能とPS合成能の回復が認められた。これらの結果から、 PSSIJはPEを

PSに変換する反応を触媒し、 PSA-3株のPE存在下における増殖とPS生合成に必須である

ことが明らかになった。

3.4. PSSIはPEからのPS合成を触媒しない

PSA-3株はPCを四に変換する活性が欠損している (Kugeet al. 1986b)が、この活性は

PSA-3株にpssAcDNAを導入すると回復する(K.S剖 10，M. Nishijima， O.Kuge unpublished 

data)。こ れらの結来から、 PSSlはPCをPSに変換する反応を触媒することが明らかと

なった。しかし、この醇素がPCだけをPS合成の基質とするのか、それともPEも基質にす

るのかは不明であった。今回、 PEをPSに変換する反応が損傷したPSB-2株を利用して、

PSSIの器質特異性を明確にすることができた。PSSIIをコードする pssBcDNAをPSB-2株に

導入すると、同変興株のPEをPSに変換する活性の低下は回復したが、 PSSIをコードする

pss必DNAを導入しても、回復は認められなかった。一方、 PSB-2株に欠損するPCをPSに
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変換する活性は、 pssBcDNAでは回復せず、 pssAcDNAによって回復した。これらの結果

から、 CHO-K1細胞におけるPEからのPS生合成に、同SIは全く寄与していないことが示唆

された。また、以前、 PSA-3株にpssBcDNAを導入しでも陀をPSに変換する活性は回復し

ないことから、 PSSIIはPCからのPS生合成に寄与しないことが示唆されているが (Kugeet 

al. 1997a)、今回もこの結論が支持された。

以上の結果を総指すると、本研究では、 1)CHO-Kl釈I!胞におけるセリン交換反応は、

PSSIとPSSlIによ って触媒される、 2)PSSIlはP&存在下に培養したPSA-3株のPS生合成に

重要である、 3)PSSIIはPEをPSに変換する反応を触媒するが、 PSSIは触媒しない、とう

いうことが示唆された。従って、野生株CHO-KlにおけるPEからのPS生令成は、殆どが

PSSUによって触媒されると示唆された。

3.5. CHO-Kl細胞の増殖とPS生合成におけるPSSITの重要性

PSSIと回srrの両方に損傷を有するPSB-2株にpssAcDNAを導入すると、リン脂質1!!r，添加

培地において、正常に増処するようになった。また、同B-2/pssA株はリンJJ旨 't~1!甲:添加I者地

で正常なリン脂質組成を示した。 PSB-2/pssA株はCHO-Kl株の約半分の陀SI活性で増勉と

リン脂質組成が回復していることから、これらの回復にPSSIの過剰発現は必要ではない

ことは明らかであった。これらの結泉から、 pssrrはPSS1が存在する場合に、細胞の増殖

とPS生合成に必須ではない可能性が考えられた。しかし、 PSB-2株にはPSSIIの活性と

PSSIIのmRNAが残存している ことを考えると、 pssnの損傷がleakyであり、 表現型として

表れなかったという可能性も考えられた。従って、通常の地養条件下のCHO-K1細胞(す

なわち、 pssrを有する細胞)における同S口の重要性は、回SIIを完全に欠損する変異株の

分縦によって、明確になるものと思われる。

3.6. CHO-K1細胞の増殖にPSが必須である

PSSI欠損株PSA-3はリ ン脂質無添加lの培地で府養すると、細胞内のPSとPSのj悦炭酸反応

により合成されるPEのレベルが減少し、増組出来ない (Kugeet al. 1986a)。培地にPS又

はPEを添加すると、 PSA-3株のPSとPEのレベルは正常となり 、増殖も回復する (Kuge et 
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aI. 1986a、1986b)。これらの以前の結果から、リン胎質無添加培地では、PSSlによるPS

合成がCHO-Kl細胞の増殖に不可欠であることが明らかとなったが、 PSSlによ って作られ

たPSそのものと、そのPSから合成されるPEのどちらが、あるいは両方が増殖に重要であ

るのかは不明のままであった。本研究で得られたPSB-2株は、その増殖の絹傷がPSによっ

て回復したが、 PEでは回復しなかった。 PE存在下に培養したPSB-2株ではPSのレベルが

減少していたが、 PEをはじめとしてその他のリン脂質に減少は認められなかった。これ

らの結泉から、 CHO-Kl細胞の噌殖にPSそのものが必須であることが示唆された。酵母で

はPSが細胞の増舶に必須ではないと示唆されており (Atkinsonel aI. 1980)、1Ii1i乳動物細

胞の増殖に特有なPSの機能があるものと推察された。
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第5章本研究のまとめと今後の課題



1. 本研究のまとめ

本研究では、 pssA泣伝子がコードする分子量42-kの朕蛋白質がPSSIであることを示し

た。さらに、 pssB遺伝子がコードするPSSI1は、 PEをPSに変換する反応を触媒し、 PSSI欠

損事~PSA-3 を PE{j:在下で培養した時に観察される細胞増勉と PS~合成に必須であることを

明らかにした。また、 PSSIはPEをPSに変換する反応を触媒せず、 PCをPSに変換する反応

のみを触媒すること も明 らかと なった。

これまでのま!l見と今回得られた知見から、 CHO細胞におけるPS生合成機椛は以下のよ

うに結論された(図22)。

1) CHO細胞ではPCを基質 とするセリン交換反応により PSを合成する経路があり、この反

応をpssA遺伝子産物であるPSSIが特異的に触媒する。

|ー さら 旬 S崎一一Dによって附されてPEに変換されー

の反応はPSとPEの主要合成経路となっている。

3)一方、CHO細胞にはPEを基質とするセリン交換反応により PSを合成する経路もあり、

この反応はpssB泣伝子産物であるPSSIIが特異的に触媒する。

なお、 PSSIIのPS生合成における重要性は不明であるが、少なくともその基質であるPE

が十分にある条件下では、主要なPS合成経路として働きうることが示唆された。
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CHO細胞では陀を基質とするセリン交換反応により PSを合成

する経路があり、この反応をpssA遺伝子産物であるPSSIが触媒

する。 PSはさらにpssC遺伝子産物であるPSDによってPEに変換

される。この一巡の反応はPSとPEの主要合成経路である。一

方、 PEを基1!tとするセリン交換反応によりPSを合成する経路も

存在し、 pssB遺伝子産物であるPSSIIが触媒する。 pssnのPS生

合成における重要性は不明であるが、基質であるPEが十分にあ

る条件下では、主要なPS合成経路として働きうる。

図22
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2. 今後の課題

2.1. PS合成lif-素の触媒機構

PSSI、PSSIlのアミノ酸配列が明らかとなり、両酵素にはよく似た配列が存在すること

がわかった (Kugeet al. 1997a、1997b)。この中には、 リン脂質塩基を遊雛塩基と交換す

るという阿酵素に共通する触媒作用に関与する部位が存在することが期待される。遺伝子

工学的手法によりその類似配列に変異や欠失を有する酵素を作成し、内在性のPSSIと

PSSIlの活性が極めて低いPSB-2株に発現させることによ って、ミュータン ト防:素由来のリ

ン胎質・塩基交換活性を解析することが可能である。このような方法で、自M!t作用に関与

する部位を明らかにすれば、リン脂質・塩基交換酵素の触媒機構を解明するための手がか

りが得られる可能性がある。

2.2. PSSIとPSSIlの碁質リン脂質の脂肪酸分子種に対する選択性

PSはその脂肪酸鎖の分子種によ って機能的に異なることがわかってきた。例えば、 PS

とジアシJレグリセロールによるprorein kinase Cの活性化では、同の脂肪酸の不飽和皮が高

いほど、活性化能が高いことが報告されている (Snoek et al. 1988)。また、 PSは5mall

GτP-binding pro包inであるKi-RおによるB-Raf k:inase の活性化を促進し、また別の5mall

G1P-binding prOleinであるRap1BによるB-Rafk:inaseの活性化を阻害するが、 PSの脂肪酸鎖

の不飽和J支が高いほどその作用が増強されることが報告されている (Kuroda et al 

1996)。組織や細胞にもよるが、概してPSは5n-1位にステアリン酸、 sn-2{立には制支不飽

和JJ旨肪酸が盛富であることが知られており、この分子種の組成が機能的に重要である可能

性がある。 PSはその前駆体である PC、PEとかなり異なる分子種組成比を示すが

(Ellingson and Seenaiah 1994)、PSの偏った分子種組成が形成されるメカニズムについて

は三つ考えられる。第一はPS合成醇素が、特定の分子磁の前駆体リン脂質を選択的に基

質とする、あるいは選択的に基質として利用しないよう排除している場合、第二は、
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PC、PEに複数のプーJレがあり、特定の分子種が含まれるプールをPS合成防・素が前駆体リ

刈旨質として利用可能である場合、第三は、 PS合成酵素には基質分子種の選択性はない

が、合成されたPSを特定の分子種にリモデリングする経路がある場合である。ラ ット肝ー

臓のミクロソームのPSの分子種は18: 0/20・4と18:0/22:6が多いが、ミクロソームを欣

射性セリンでラベルしたときに初期に標識されるPSの分子種も問機であることが報告さ

れており (Ellingsonand S巴enaiah1994)、リモデリングの可能性よりも、 ps合成酵素にス

テア リン酸と高度不飽和脂肪酸からなる前駆体リン脂質に対するPS合成酵素の基質選択

性、あるいは同酵素が利用可能な基質プールにこれらの分子種が選択的に入ることが、

PSの分子種組成形成機構であると思われる。 PS合成醇素の基質選択性についてより詳細

に解析する目的に、本研究で得たPSB-2株は有力なツールとなると期待される。 PSB-2株

はPSSIの欠損、 pssnの損傷を有する変異株であり、この変異株とPSSIとPSSITのcDNAを

利用すれば、本研究のPSB-2/pssA株とPSB-2/pssB株をはじめとして、 PSSIとPSSIIの発現

レベルが様々な細胞を作成することが可能である。このような細胞そのものあるいは版画

分を放射性セリンでラベルし、標識されるPS分子径を解析すれば、 PSSlとpssrrを分離L

て恭賀選択性を解析できると思われる。得られる結果から、 PSの分子種組成形成におけ

るPSSIとpssnの寄与を論ずることができるかもしれない。また、 PSB-2株はPS合成損傷

が著しく、正常なる増舶を維持するためのPSソースは培地に添加lしたPSに大きく依存し

ているが、このことは逆に外因性PSの分子種組成を変化させることで細胞膜のPS分子種

組成を変化させることができるという可能性を秘めている。もし、このことが可能なら

ば、特定のPS分子種の増嫡における重要性や細胞機能における重要性を解析することが

できるかもしれない。

2.3. PSの機能研究へのPSB-2株の応用

リン脂質合成酵素の変異株は、そのリン脂質の機能を細胞レベルで解析するための良い

実験材料となりうる。 PSSl欠損株PSA引土、リン脂質量1=存在下に培養すると四とPEの含量

が低下するが、 PSA-3株のこの性質を利用して、 RNA被膜ウイルスの一つであるSindbis
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virus被膜と宿主動物細胞のエンドソーム膜との融合にPSあるいはPE、またはその両者が

必要であることが示された (Kugeet al. 1989)。また、 CH僻目胞のPGとCLの生合成損傷

変異株を利用して、 PGまたはCLがミ トコンドリアの形態と機能に重要であることが示唆

されている (Ohtsukaet al. 1993) 0 PSの様々な機能に関する報告は主に無細胞系を用いて

おり、実際に細胞レベルでPSが予想される機能をもつのかについては検討の余地があ

る。 PSB-2株はPE存在下に培養すると PSだけが減少するという性質を有するので、 PSの

機能解析に限定して利用する際には、リンj脂質非存在下でPSとPEの雨方が減少するPSA-3

株よりも適した素材であると思われる。例えば、 PSとの親和性をもつことが報告されて

いるシグナル伝達分子の活性化に、実際に細胞膜のPSが関与・しているかを調べるのに、

PSB-2株は良い実験材料となるだろう。

2.4. pssnのPS代謝及rfエタノールアミン代謝における意義

CHO細胞はPSSIがなくとも、 PSSIIとその基質となるPEが十分にあれば、こ の酵素だけ

で増殖に必要なPSを産生することができることが明らかとなった。つまり、 PSSIIはPSSI

に匹敵するPS合成能を有する醇素であ ると考えられる。しかし、 PSB-2株にPSSIのcDNA

を導入 して得られたPSB-2/pssA株は、 PSSIIに損傷を有するにも関わらず、 PS非存在下に

おいて正常なPS、PE合盆を示し、正常に増嫡した。 pssnの損傷がleakyであるために、表

現型として現れなかったのか、それとも、PSSIがあればPSSIIはPS合成とj認勉に必須では

ないのかは不明であり、 PSSIIのPS代謝における意義については更なる検討を要してい

る。もし、培養細胞ではPSSIIが必須ではない可能性があったとしても、動物の生理的状

況の違いや、1flI)物組織や細胞の種類によっては、 PSSIでは代償できないPSSIIの重要な機

能がある可能性があり、動物個体におけるPSSIIの意義の解析が今後の重要課題であると

思われる。この目的にはPSSllの欠鍛マウスの作成が震も有力なアプローチである。その

マウスの組織を材料に、 PSSIl完全欠損細胞を樹立することも可能であり、 PSSlIの生理的

意義を個体、細胞両前から解析する手段が広がるこ とが期待される。

一方、pssnが触媒するPEからのPS合成は、 PSの他にエタノーlレアミンを産生する反応
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でもある。これまでに、エタノールアミン及び水溶性のエタノーJレア ミン誘導体は、ラッ

トの乳縮細胞 (K加 EトSuωkaet aJ. 1979)や肝細胞 (Nelson et aJ. 1996、sぉakiet a1. 

1997)、ハイプリドーマ (Murak制 iet al. 1982) の増殖を促進する動物組織:J1JJili液中の因

子として同定されている。また、 I~Û乳動物細胞の上皮組織由来の細胞の多くが、繊維芽細

胞やヰ111経細胞といった問充*-11織由来の細胞と異なり、土佐勉にエタノーJレアミンを必要とす

ることも知られており (Kano-Suωka釦 dErrick 1982)、エタノールアミンがある種の細

胞の増殖において重要な機能をもっ可能性が示唆されている。動物血液中には数μから数

十μMのエタノールアミンが存在するが、ラットでは、部分的に肝臓切除して肝細胞の増

殖を誘導したH事に、 l飢中のエタノールアミン濃度が約2倍に上昇していることが報告され

ている (Hou明 1inget aJ. 1992)。このことはエタノールアミンが笑際に動物体内で増姐促

進因子として働くことを想像させ、興味深い。細胞が増殖する時には、当然、膜の産生も

lMtんに行われるわけで、エタノールアミンは膜リン脂質であるPEの前駆イ本として必要な

のかもしれないが、エタノーlレアミンとその誘導体がPE合成を変化させることなく、 N凹

3T3細胞のDNA合成を促進することも示唆されており (Kissand Crilly 1996)、リン脂質

の前駆体として以外に、エタノールアミン悶有の増殖促進作用が存在する可能性もある。

動物細胞において、エタノールアミン及びその水溶性誘導体を生じる反応はPSSl1による

リン脂質・ ;復基交換反応の他に、 1) ホスホリバーゼA2によってPEからリゾPEが生じ、さ

らにリゾPEからグリセロホスホエタノールアミンが生じる反応、 2) ホスホリバーゼCに

よって、陀からホスホエタノ ーJレアミンが生じる即応、 3)ホスホリバーゼDによってPE

からエタノールアミンが生じる反応、 4)CDP-エタノーJレアミン経路によるPE合成の逆反

応、 5) スフィンゴシ ンからホスホエタノールアミンを生じる反応が挙げられるが、血中

のエタノールアミンがどの経路に由来しているのかはわかっていない。pssrr欠鍋マウス

の解析が、動物体内のエタノールアミ ンの産生経路としてのPSSllの寄与についても明確

な答えを与えてくれるものと期待される 。現在、 pssn欠損マウスを作成中であるが、そ

のようなマウスが得られたならば、成長時にエタノールアミ ンを要求するかどうか、ま

た、部分的肝臓切除時の肝臓再生等の組織再生現象に変化が認められるかを調べてみた

u、。
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の貴重な示唆を与えて下さいました。心より、感謝を申し上げます。

本研究は全て国立感染症研究所細胞化学部で行ったものであり、当部に在絡されます諸

先生方のご指導、ご糠援を賜りましたことに、深謝致します。当部の細胞機能室長、花田

賢太郎博士には研究進行上、並びに論文執筆にあたり、ご助言を頂きました。また、当音1¥

の前研究協力員(現大.iE製薬株式会社創薬研究所)山元久典博士からは実験技術面でご援

助を頂きました。

私が生化学の分野に進むきっかけを与えて下さったのは、東京大学築学:古1¥9t;生車IlIJ出化学

教室教授、名取俊二博士です。先生には生化学の基本を教わり、さらに感染石Ufでの研究の

機会、学位取得の機会を与えて頂きました。本当にありがとうごぜいました。

最後に、私の全てを文えてくれた家族に感謝します。

1998年 10月9日 脅{象派、予
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