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論文概要 

ホスファチジン酸 (PA) はリン脂質の一つであり、細胞内シグナル伝達の

二次メッセンジャーとして様々な生理機能の制御に関与する。また、PAは脂肪

酸組成の違いで約 50 種類の分子種を有する。しかし、PA 分子種毎の標的タン

パク質や生理機能はほとんど不明である。そこで、本研究では PA分子種の特異

的標的タンパク質のスクリーニング系を確立し、マウス骨格筋や脳から以下 4つ

のタンパク質を同定し、その機能解析を行った。 

(1) Creatine kinase muscle type (CKM) は骨格筋で creatineと phosphocreatine

の交換反応を触媒し、エネルギー貯蔵・供給を行う酵素である。CKMは調べた

リン脂質の中で、飽和脂肪酸/一価不飽和脂肪酸含有 PA分子種 (SFA/MUFA-PA) 

にのみ強く結合し、 SFA/MUFA-PA により活性化された。 (2) L-lactate 

dehydrogenase A (LDHA) は lactateと pyruvateの交換反応を触媒し、嫌気性条件

下でエネルギーを供給する酵素であり、がん細胞の増殖を促進する。LDHAは多

価不飽和脂肪酸含有PA分子種 (PUFA-PA) との選択的結合によって二次構造が

変化し、活性が減弱した。(3) Synaptojanin-1 (SYNJ1) は phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate (PI(4,5)P2) の inositol環の D4-/D5-phosphataseであり、神経終末のシ

ナプス小胞輸送に関与する。PUFA-PAは SYNJ1と強く結合して D4-phosphatase

活性のみを選択的に亢進した。(4) Clathrin coat assembly protein AP180は clathrin

を細胞膜のPI(4,5)P2近傍に蓄積して神経終末のエンドサイトーシスを促進する。

AP180は調べたリン脂質の中で PUFA-PAと PI(4,5)P2にのみ強く結合し、両者に

対する親和性は同程度であった。さらに、PUFA-PAは AP180と clathrinとの相

互作用を阻害したが、PI(4,5)P2は影響しなかった。 

以上より、PA 分子種は脂肪酸組成の違いにより異なるタンパク質と結合

し、これらを機能的に制御することがわかった。脂質生化学において「なぜ PA
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を含めたリン脂質が脂肪酸組成の多様性を有するか」という疑問について議論

されてきた。本研究により、多様な脂肪酸組成を有することで、異なる PA分子

種それぞれが別のタンパク質を標的にして機能制御することが、リン脂質が多

様な脂肪酸組成を有する一つの理由であることが示唆された。 

  



7 
 

【略語】 

AD:  Alzheimer's disease 

ANTH:  AP180 N-terminal homology domain 

CBB:  Coomassie Brilliant Blue 

CD:  circular dichroism 

CHC:  clathrin heavy chain 

Chol:  cholesterol 

CID:  C-terminal intrinsically disordered region 

CKM:  creatine kinase muscle type 

CL:  cardiolipin 

CME:  clathrin-mediated endocytosis 

DGK:  diacylglycerol kinase 

DMSO:  dimethyl sulfoxide 

DTT:  dithiothreitol 

emPAI:  exponentially modified protein abundance index 

GST:  glutathione S-transferase 

KD:  kinase-dead 

Kd:  dissociation constant 

Km:  Michaelis constant 

LDH:  L-lactate dehydrogenase 

LPAAT:  lysophosphatidic acid acyltransferase 

MS:  mass spectrometry 

MS/MS:  tandem mass spectrometry 

MtCK:  mitochondrial creatine kinase 
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MUFA:  monounsaturated fatty acid 

NAD+:  nicotinamide adenine dinucleotide oxidized 

NADH:  nicotinamide adenine dinucleotide reduced 

PA:  phosphatidic acid 

PABP:  phosphatidic acid-binding protein 

PBS:  phosphate buffered saline 

PC:  phosphatidylcholine 

PE:  phosphatidylethanolamine 

PFA:  paraformaldehyde 

PG:  phosphatidylglycerol 

PI:  phosphatidylinositol 

PI(3,4,5)P3: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 

PI(4,5)P2:  phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PI(4)P:  phosphatidylinositol 4-monophosphate 

PLD:  phospholipase D 

PMSF:  Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PRD:  proline-rich domain 

PS:  phosphatidylserine 

PUFA:  polyunsaturated fatty acid 

PVDF:  PolyVinylidene DiFluoride 

SAC:  suppressor of actin 

SFA:  saturated fatty acid 

SGC:  3-sulfogalactosylceramide 

SM:  sphingomyelin 
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SYNJ1:  synaptojanin-1 

T2D:  type 2 diabetes 

TBS:  tris buffered saline 

TG:  triglyceride 

WB:  Western blotting 

WT:  wild type 
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【法令等の遵守への対応】 

本論文に記載した全ての実験に関する法令等については下記の通りに対応した。  

 

動物実験に関する法令等の遵守への対応 

動物の取り扱い、及び飼育については動物の愛護及び管理に関する法律 

(昭和 48 年法律第 105 号)」、「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関

する基準（平成 18年環境省告示第 88号）」 、「研究機関等における動物実験

等の実施に関する基本指針（平成 18年文部科学省告示第 71号）」 、「動物実

験の適正な実施に向けたガイドライン（平成 18 年 6 月日本学術会議作成）」、

「動物の殺処分方法に関する指針」（平成 7年総理府告示第 40号）、及び「国

立大学法人千葉大学動物実験実施規程 (平成 29 年 4 月改定)」に沿って実施し

た。具体的には、国立大学法人千葉大学動物実験実施規程に明記されている教育

訓練を受講し、内容を十分に理解した上で実験に従事した。また、研究開発省令

第四条に基づき、拡散防止処理が執られた P1A レベルの飼育室で実験動物を飼

育する。本研究で用いる C57/BL6 マウスに関して。「動物実験計画書」が動物

実験委員会の承認を得ている。 

 

遺伝子組み換え実験に関する法令等の遵守への対応 

遺伝子組み換え実験実施に関して、「遺伝子組み換え生物等の使用等の規

制による生物多様性の確保に関する法律 (カルタヘナ法)」に基づき制定された

「国立大学法人千葉大学遺伝子組換え実験等安全管理規程 (平成 16年 4月 1日

制定)」に沿って実施した。具体的には、国立大学法人千葉大学遺伝子組換え実

験等安全管理規程に明記されている教育訓練を受講し、内容を十分に理解した

上で実験に従事した。また、研究開発省令第四条に基づき、微生物使用実験は拡
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散防止処理が執られた P1レベルの実験室で実験を行った。本研究の実施項目に

関しては、研究計画「細胞内外における脂質性メディエーター代謝酵素の変異体

作製と相互作用蛋白質のクローニング」、及び、「生体内におけるジアシルグリ

セロールキナーゼの機能解析」を実験実施機関の長に申請し、承認されている。  
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【概要】 

Creatine kinase muscle type (CKM) は骨格筋に強く発現するエネルギー代謝

酵素であり、creatineと ATPから phosphocreatineと ADPを産生する交換反応を

触媒することで、細胞内で不安定な ATPのエネルギーを phosphocreatineとして

貯蔵し、エネルギー需要の増加に伴って再供給する。リポソーム沈降法、および、

脂質オーバーレイ法により CKMの脂質結合能を検証したところ、CKMは調べ

たリン脂質の中で PA にのみ特異的に結合した。さらに、CKM は既報の PA 結

合タンパク質の中で 16:0/16:0-PA に対して最も高い親和性（解離定数: 2.0 µM）

を示した。興味深いことに、CKMは飽和脂肪酸 (SFA)、および/または、一価不

飽和脂肪酸 (MUFA) を含む PA分子種 (SFA/MUFA-PA: 16:0/16:0-PA, 16:0/18:1-

PA, 18:1/18:1-PA, 18:0/18:0-PA) と強く結合したが、一方、多価不飽和脂肪酸 

(PUFA) を含有する PA分子種 (PUFA-PA) とは結合しなかった。 

さらに、CKM が SFA/MUFA-PA によって機能的に制御されるかどうかを

調べるため、SFA/MUFA-PAがそれぞれ、(1) CDスペクトル測定による CKMの

二次構造を変動させるか、(2) CKMの酵素活性を変動させるかについて調べた。

その結果、SFA/MUFA-PAは CKMの二次構造を変化させなかったが、その酵素

活性を亢進した。 

以上より、骨格筋において DGKdによって産生される SFA/MUFA-PA は

CKMと特異的に結合することによって標的とし、その酵素活性を亢進すること

がわかった。 
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【緒言】 

ジアシルグリセロールキナーゼ (DGK) は、ジアシルグリセロール (DG) 

をリン酸化してホスファチジン酸 (PA) を産生する [1-4]。また、DGKは生理活

性脂質である DG、および、PA の量的平衡を調節することで種々の生理学的、

および、病理学的機能の制御に関与する [5,6]。これまで、10種類の哺乳類 DGK 

isozyme (a、b、g、d、h、k、e、i、z、q) が同定されており、特徴的な二次構造

によって 5つのグループ (I ~ V) に分類されている [1-4]。そのうちグループ II

に属するのは、d、h、および、k isozymeである [7]。 

DGKdは、グルコース取り込みにおける主要な器官である骨格筋 [8] で強

く発現している [9]。興味深いことに、Chibalin らは DGKdが高血糖によって誘

導される末梢インスリン抵抗性に寄与し、II型糖尿病 (T2D) の重症度を悪化さ

せることを報告した [10]。さらに、Mieleらは、 5分以内の急性高グルコース曝

露が骨格筋細胞の DGKd活性を増強し、続いて、インスリン受容体が活性化され

ることを報告した [11]。また、最近我々は、DGKdが高グルコース刺激条件下の

C2C12 マウス筋芽細胞において、14:0/16:0-PA、14:0/16:1-PA、16:0/16:0-PA、

16:0/16:1-PA、16:0/18:0-PAおよび 16:0/18:1-PA (X:Y =炭素原子の数:二重結合の

数) などの飽和脂肪酸 (SFA)、および/または、一価不飽和脂肪酸 (MUFA) を含

む PA分子種 (SFA/MUFA-PA) を選択的に産生することを報告した [12,13]。一

方、DGKdは多価不飽和脂肪酸 (PUFA) を含有する PA分子種は産生しなかった

[12,13]。したがって、骨格筋における DGKdタンパク質発現量の調節機構と

DGKd産生物 (SFA/MUFA-PA) の標的を明らかにすることは、II型糖尿病の発症

メカニズムを解明し、本疾患発症の予防と改善のために重要である。 

本研究では、マウス骨格筋の 16:0/16:0-PA の標的タンパク質を探索、およ

び、同定することを目的とし、その結果、以前から II 型糖尿病の発症と連関す
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ることが知られている creatine kinase muscle type (CKM) [14-17] を、新規

16:0/16:0-PA結合タンパク質として同定した。そして、CKMの機能解析により、

CKM は非常にユニークな PA 結合タンパク質 (PABP) であることを見出した。
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【手法】 

試薬 

L-a-phosphatidylcholine from egg yolk (PC mixture)、1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-

3-phosphate (16:0/16:0-PA)、1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphate (16:0/18:1-

PA) 、 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:1/18:1-PA) 、 1,2-distearoyl-sn-3-

phosphate  (18:0/18:0-PA) 、 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphate 

(18:0/20:4-PA)、1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/22:6-PA)、

および、1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoserine (16:0/16:0-PS) は Avanti Polar 

Lipids (Alabaster, AL, USA) から購入した。Cholesterol (Chol) とクレアチンリン

酸二ナトリウム四水和物は Wako Pure Chemicals (Tokyo，Japan) から購入した。 

Membrane Lipid StripsTMは、Echelon Biosciences (Salt Lake City, UT, USA) から購

入した。 

 

実験動物 

C57BL/6N マウス (SLC Japan，Inc.) は千葉大学動物実験実施規程 (許可番

号: 動 2-227) に基づき、適切な環境下で飼育を行い、実験に必要な試料 (骨格筋

の mRNA、および、ホモジネート) を得るために頸椎脱臼後に解剖し，臓器を摘

出した。 

 

リポソームの作製 

第 1 章では、① マウス骨格筋ホモジネートを用いた 16:0/16:0-PA結合タン

パク質の同定、または、② CKM の脂質結合能解析に向けた 2 通りのリポソー

ム作製法を用いた。 

① マウス骨格筋ホモジネートを用いた 16:0/16:0-PA 結合タンパク質の同定: 窒
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素気流下で以下のように混合した脂質混合物を乾燥させた。PC含有リポソーム 

[PC mixture (50 mol%)、Chol (50 mol%)]、16:0/16:0-PS含有リポソーム [16:0/16:0-

PS (50 mol%)、(50 mol%)]、および、16:0/16:0-PA リポソーム [16:0/16:0-PA (50 

mol%)、Chol (50 mol%)]。乾燥させた脂質混合物に、25 mM HEPESバッファー 

(pH7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] を加えて 95°Cで 45分間水和し、水和中 15

分ごとに 1 回 1分間ボルテックスした。次に、5 回の凍結融解サイクル (–196°C

で 3 分間、95°C で 3 分間) を行なった後、Mini Extruder (Avanti Polar Lipids、

Alabaster、AL、USA) を用いて、100 nmのポリカーボネートメンブレンからリ

ポソームを 11 回押し出すことによって、粒径 100 nmのリポソームを形成した。

Mini extruderは、使用前に 95°Cに加熱した。 

② CKM の脂質結合能解析: 窒素気流下で以下のように混合した脂質混合物を

乾燥させた。PCリポソーム [PC mixture (70 mol%)、および、Chol (30 mol%)]、

PSリポソーム [16:0/16:0-PS (30 mol%)、PC mixture (40 mol%)、および、Chol (30 

mol%)]、および、PAリポソーム [各 PA分子種 (30 mol%)、PC mixture (40 mol%)、

および、Chol (30 mol%)]。乾燥させた脂質混合物に 25 mM HEPES バッファー 

(pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] を加え、95°Cで 45分間水和し、水和中に

15 分ごとに 1 回 1 分間ボルテックスした。次に、5 回の凍結融解サイクル (–

196°C で 3 分間、95°C で 3 分間) を行なった。リポソームは、Branson Sonifier 

450を使用して 90°Cでの超音波処理を行うことによって形成した。 

 

PA結合タンパク質としての CKMの同定 

マウス骨格筋 (雄、11 週齢) を摘出し、50 mM HEPESバッファー (pH 7.2) 

[150 mM NaCl、5 mM MgCl2、および、cOmplete EDTA free protease inhibitor cocktail 

(Roche Applied Science、Penzberg、Germany)] でホモジナイズした。調製したマ
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ウス骨格筋ホモジネートを PC 含有リポソームと 30 分間転倒混和した後、

200,000 × g、4°C 、1 時間、超遠心分離によってリポソームを沈降させた。上清

画分を回収し、16:0/16:0-PS含有、または、16:0/16:0-PA含有リポソームと 30分

間転倒混和した後、200,000 × g、4°C、1 時間、超遠心分離によって リポソーム

を沈降させた。上清画分、および、沈降画分を 25 mM HEPES バッファー (pH 

7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] で回収し、5×SDSサンプルバッファーを加えた

後、95°Cで 10分間加熱した。得られたサンプルに含まれるタンパク質を SDS-

PAGE、および、銀染色法で検出した。目的のタンパク質バンドを切り出し、ト

リプシン消化後、脱塩、および還元処理したのち、ペプチド断片を抽出した。抽

出したペプチドは、高速液体クロマトグラフィー-ハイブリッドイオントラップ

フーリエ変換質量分析計である LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific、

Waltham、MA、USA) でタンパク質を同定した。 

 

CKMタンパク質の発現と精製 

CKM の cDNA は 、 マ ウ ス 骨 格 筋 cDNA か ら プ ラ イ マ ー 5’-

GGTGGTCATATGATGCCGTTCGGCAACACC-3’ 、 お よ び 、 5’-

GGTGGTCTCGAGCTACTTCTGCGCGGGGAT-3’を使用して増幅し、pET-28a に

ライゲーションし、Rosetta 2-DE3 大腸菌細胞 (Novagen、Merck、Darmstadt、

Germany) にトランスフェクションした。His×6 タグ融合 CKM タンパク質の発

現と精製は、既報の手法と同様にして実施した [20]。 CKM 活性測定では、精

製したタンパク質を 25 mM HEPES バッファー (pH 6.8) [100 mM NaCl、1 mM 

DTT] で透析した。 

 

CKM活性測定 
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精製した CKM タンパク質の活性は、creatine kinase、ヘキソキナーゼ、お

よび、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼが関与する連鎖反応を使用して

NADPHを生成し、波長 340 nmにおける吸光度の増加を吸光度計を用いて測定

した。2.0 mg/mL His×6-CKM、10 mM phosphocreatine、1 mM ADP、30 mM MgCl2、

20 mM D-グルコース、0.8 mM NADPH、600 U/Lヘキソキナーゼ、300 U/Lグル

コース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、10 mM AMP、5 mM DTTを含む反応溶液 (1 

mL) を 25℃で 10分間転倒混和した。1 unitは、pH 6.8、25°Cで 1分あたり 1.0 

mmolの NADP+を NADPHに変換する活性を示す。 

 

リポソーム沈降法 

精製した His×6-CKM (最終濃度: 0.5 µM) を 25 mM HEPESバッファー (pH 

7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] に溶解し、PA含有、または、コントロールリポ

ソームとともに 4℃で 30分間転倒混和した。その後、サンプルを 200,000 × g、

4℃で 1 時間、超遠心分離によりリポソームを沈降させた。上清、および、沈降

画分を回収し、25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] に

溶解した。回収した上清、および、沈降画分に含まれるタンパク質は 5×SDSサ

ンプルバッファーを加えた後、95℃で 10 分間加熱し、10%アクリルアミドゲル

を用いた SDS-PAGEによって分子量ごとに分離した。得られたゲルは CBB 染色

して約 37kDaの His×6-CKMのバンドを検出した。 

 

ウェスタンブロッティング 

SDSサンプルを 4%アクリルアミドの濃縮ゲルで泳動 (100 V、20分間)し、

サンプルの濃縮後、適切なアクリルアミド濃度の分離ゲルでタンパク質を分離

した (200 V、60分間)。分離したタンパク質バンドをポリビニリデンフルオライ
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ド (PVDF) 膜にウエット式トランスファー装置を用いて、10 mM CAPS (pH 11) 

溶液中、4 °Cで転写 (400 mA、60 min) した。転写後，PVDF膜を 10 mLの TBS

バッファー (10 mM Tris-HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl) でシーソーを用いて室温で

5分洗浄後、5% (w/v) skim milk入りの TBS-T バッファー (TBSバッファーに終

濃度 0.05% (v/v) になるように Tween-20 を添加した溶液) で 1 時間ブロッキン

グした。 

次に 10 mLの TBS-Tで 5分洗浄する操作を 3 回行った後、5% (w/v) skim 

milk/TBS-Tに適切な濃度で希釈した一次抗体を 5 mL加え、4°Cで 16 時間反応

させた。抗体溶液の回収後、室温で TBS-Tで 3 回 5分間ずつ洗浄し、抗マウス

IgG抗体 (Bethyl Laboratories、Montgomery、TX、USA) を 5% (w/v) skim milk/TBS-

Tで 10000 倍希釈した溶液を 5 mL加え、室温で 1 時間反応させた。抗体反応後、

TBS-Tで 5分間、3 回洗浄し、ECL 溶液 1と 2を 500 µL ずつ混ぜた溶液をメン

ブレンに浸した後、暗室にて ECL filmに感光させることでタンパク質バンドの

検出を行った。次にフィルムの感光度を Image J softwareを用いてタンパク質バ

ンドの強度を定量した。 

 

脂質オーバーレイアッセイ 

種々の脂質 100 pmolがそれぞれスポットされたニトロセルロースメンブレ

ン (Echelon Biosciences) を 2% (w/v) skim milk/PBSで室温で 1 時間ブロッキング

した。ブロッキング後、6×Hisタグ融合タンパク質 (最終濃度: 20 nM) を含む 3% 

BSA/0.1% Tween20/PBS 10 mLをメンブレンに添加し、4°Cで 20分間攪拌した。

メンブレンに抗 6×His タグ抗体 (D291-3S、Medical & Biological Laboratories、

Nagoya、Japan) を加えて撹拌した後 PBS-T で洗浄し、マウス IgG (Bethyl 

Laboratories、Montgomery、TX、USA) 抗体を加えて撹拌した。最後に、脂質結
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合タンパク質は、ECL 溶液 1と 2を 100 µL ずつ混ぜた溶液をメンブレンに浸し

た後、暗室にて ECL filmに感光させることで検出を行った。次にフィルムの感

光度を Image J softwareを用いてスポットの強度を定量した。 

 

円偏光二色性スペクトル測定 

円偏光二色性 (CD) スペクトルは、光路長 0.2 mmのセルを使用して、スキ

ャン速度 20 nm/min、バンド幅 1 nm、波長 190 ~ 250 nmの条件下で、Jasco J-805

分光計 (Jasco Corporation、Tokyo、Japan) を用いて測定した。 10 μM 濃度の 6×His

タグ融合 CKMを最終濃度 10 µMになるように、25 mM HEPESバッファー (pH 

7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT、1 mM PA含有リポソーム、または、コントロー

ルリポソーム] で希釈した。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値±SDで示し、one-way ANOVA 後に Tukey’s post hoc 

testで統計処理を行い、有意差があるのかどうかを比較解析した。統計処理には

GraphPad Prism 8 (GraphPad) を用いて、p < 0.05 の時に有意差があると判定した。 
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【結果】 

骨格筋において16:0/16:0-PA分子種と特異的に結合するタンパク質の同定 

近年我々の研究グループでは脂質代謝酵素DGKdが高濃度グルコース刺激

条件下のマウス筋芽細胞  (C2C12) において 14:0/16:0-PA、 14:0/16:1-PA、

16:0/16:0-PA、16:0/16:1-PA、16:0/18:0-PA、および、16:0/18:1-PAなどのSFA、お

よび/または、MUFA (SFA/MUFA) を含有するPA分子種を選択的に産生すること

を報告した。しかし、SFA/MUFA-PA (16:0/16:0-PA分子種) の標的タンパク質は

不明である。そこで、16:0/16:0-PA分子種の標的タンパク質の探索をマウス骨格

筋ホモジネートを用いて行なった。マウス骨格筋ホモジネートを16:0/16:0-PAリ

ポソーム、または、16:0/16:0-PSリポソームと転倒混和した後、超遠心分離した。

得られた沈降物中に含まれるタンパク質をSDS化処理し、SDS-PAGEを行なった

後に銀染色法により検出した。その結果、16:0/16:0-PAリポソームの沈降物中に

分子量約60 kDaの高強度バンドが検出された (Figure 1A)。 次に、分子量約60 kDa

のバンドを切り出してゲル内酵素消化法によってゲル中からタンパク質のペプ

チド断片を抽出した後、LC-MS/MS法によってタンパク質を同定した。その結果、

creatine kinase muscle type (CKM)、b-enolase、a-enolase、actin (a cardiac muscle)、

および、myosin light chain 1/3 (skeletal muscle isoform) が16:0/16:0-PA結合タンパ

ク質の候補として同定された (Figure 1B)。中でも、CKMは最も高いSCORE (同

定の確からしさ) とemPAI (サンプル中のタンパク質量の指標) を示したため、

CKMに着目して研究を行なった。 

次に、マウス骨格筋mRNAの逆転写産物からマウスCKMのcDNAをクロー

ニングし、pET-28aベクターにライゲーションした。His×6タグ融合CKMタンパ

ク質を大腸菌細胞で発現し、Ni2+アフィニティークロマトグラフィーによって精

製した。その結果、His×6-CKM (約44 kDa) が高純度に精製され (Figure 1C)、高
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いcreatine kinase活性を有することを確認した (Figure 1D)。その比活性 (80.0 ± 1.9 

U/mg) は、大腸菌で発現、および、精製されたCKM (105 U/mg) [23]、および、

血清から精製されたヒトCKM (152 U/mg) の比活性 [24]と同程度であった。した

がって、大腸菌から精製されたHis×6-CKMは適切なコンフォメーションを取り、

十分な活性を保持していることが示された。 

 

CKMは16:0/16:0-PAに対して高い結合親和性を有する 

次に、リポソーム沈降法を行い、16:0/16:0-PAへのCKMの結合活性を検証し

た。 その結果、CKMの約10％のみが、バックグラウンドコントロールとしての

PCのみを含むリポソームで沈降した。さらに、酸性リン脂質コントロールとし

て用いた16:0/16:0-PSリポソームは、バックグラウンドコントロール (PC) と同

等の約10%のCKMとしか共沈降しなかった (Figure 2A)。一方、CKMの約60%が

16:0/16:0-PAリポソームと共沈降し (Figure 2A)、この結果より、CKMが16:0/16:0-

PAリポソームとより強く相互作用することがわかった。また、16:0/16:0-PAリポ

ソームと共沈降するCKMのタンパク質量は16:0/16:0-PA濃度依存的に増加した 

(Figure 2B)。そして、16:0/16:0-PAに対するCKMの解離定数 (Kd) は2.0 µMであっ

た (Figure 2B)。 

 

CKMはSFA/MUFA-PA分子種と選択的に結合する 

CKMとPAとの相互作用における分子種選択性を明らかにするために、

16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-PAを

含むリポソームを作製し、リポソーム沈降法によってCKMとの相互作用解析を

行なった。Figure 3に示すように、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、および、18:0/18:0-

PAは16:0/16:0-PAの場合と同程度にCKMに強く結合した。一方、18:0/20:4-PA、
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および、18:0/22:6-PAはCKMとバックグラウンドコントロール (PC) と同程度し

か相互作用しなかった (Figure 3)。以上より、CKMはPA分子種のうち、SFA、お

よび /または、MUFAを含有するPA分子種  (SFA/MUFA-PA: 16:0/16:0-PA、

16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、または、18:0/18:0-PA) と選択的に強く相互作用し、

一方で、多価不飽和脂肪酸を含有するPA分子種 (PUFA-PA: 18:0/20:4-PA、また

は、18:0/22:6-PA) とは相互作用しないことがわかった。 

 

CKMは特異的にPA分子種と相互作用する 

CKMがPA以外の脂質分子種に対して結合するかを調べるため、パルミチン

酸 (16:0) を脂肪酸側鎖として含む (Chol以外) 種々の脂質がそれぞれスポット

されたメンブレンを使用して脂質オーバーレイアッセイを行なった。 Figure 4に

示すように、CKMは強いPA結合活性を示した。 一方、PI、PI(4)P、PI(4,5)P2、

PI(3,4,5)P3、PG、CL、PS、SGCなどの他の酸性脂質、および、TG、DG、PC、PE、

Chol、SMなどの中性脂質はCKMと相互作用しなかった。したがって、CKMが非

常に特異的にPAとのみ強く相互作用することがわかった。 

 

SFA/MUFA-PA分子種はCKMのタンパク質二次構造を変化させない 

CKMがPA分子種と結合することによってCKMのタンパク質二次構造が変

化するかどうかを調べるために、種々のPA分子種を含むリポソームと精製した

CKMタンパク質を混合してCDスペクトル測定を行なった。その結果、PC、 PS、

または、PA分子種を含むすべてのリポソームによって、CKMの二次構造に影響

しなかった。 

 

SFA/MUFA-PA分子種はCKMの酵素活性を亢進する 
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CKMと相互作用するSFA/MUFA-PA分子種はCKMが有するエネルギー供

給活性 (ATP産性能) に影響を与えるかどうかを調べるために、PC、16:0/16:0-PA、

16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、または、18:0/18:0-PAを含有するリポソームをCKM

と転倒混和した後、CKM活性測定を行なった。その結果、バックグラウンドコ

ントロールであるPCリポソームを加えた場合と比較して16:0/16:0-PA、16:0/18:1-

PA、18:1/18:1-PA、および、18:0/18:0-PAリポソームを加えた場合に、CKM活性

が有意に増加した (Figure 6)。したがって、SFA/MUFA-PA分子種はCKMと相互

作用することでその酵素活性を亢進することがわかった。  
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Figure 1. マウス骨格筋における16:0/16:0-PA結合タンパク質の同定 

(A) マウス骨格筋ホモジネートを16:0/16:0-PA含有リポソーム、または、

16:0/16:0-PS含有リポソームと転倒混和し、次に超遠心分離した。16:0/16:0-PA、

または、16:0/16:0-PSリポソームと共沈降したタンパク質をSDS-PAGEで分離し、

銀染色で検出した。(B) 銀染色法で検出されたタンパク質バンドのうち、黒矢印

でマークしたバンドを切り出し、ゲル内酵素消化後、LC-MS/MSで分析した。タ

ンパク質スコア (SCORE: 同定の確からしさ) が250を超える5つのタンパク質

を同定した。 SCORE、および、emPAI (exponentially modified protein abundance 

index) をプロットした。(C) 大腸菌細胞で発現したHis×6-CKMタンパク質をア

フィニティークロマトグラフィーで精製し、SDS-PAGEで分離した後、CBBで染

色した。His×6-CKMの比活性は80.0±1.9 U/mg (平均値±SD, n = 3)。 
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Figure 2. His×6-CKMの16:0/16:0-PAへの結合活性 

(A) リポソーム沈降法による16:0/16:0-PA、16:0/16:0-PS、および、PCリポソーム

とHis×6-CKMとの相互作用解析。精製したHis×6-CKM (最終濃度: 0.5 µM) を、

PC、16:0/16:0-PA、または、16:0/16:0-PSリポソームと転倒混和し、超遠心分離に

よって各リポソームをそれぞれ沈降させた。上清画分 (S)、および、沈降画分 (P) 

中のタンパク質のバンド強度は、Image J softwareを使用したデンシトメトリーに

よって定量した。各リポソームに対するBinding activity (結合活性) は、上清画分、

および、沈降画分のバンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率と

して算出した。(平均値±SD、n = 3)、***P<0.005 (vs. PC (コントロール) リポソ

ーム)、###P<0.005 (vs. 16:0/16:0-PAリポソーム)。(B) 精製したHis×6-CKM (最終濃

度: 0.1 µM) を、示された濃度の16:0/16:0-PAリポソームとともに転倒混和し、超

遠心分離によって16:0/16:0-PAリポソームを沈降させた。沈降画分中のタンパク

質のバンド強度は、抗6×Hisタグ抗体を使用したWB法によって検出し、Image J 

softwareを使用したデンシトメトリーによって定量した。Binding activity (結合活

性) は、Inputのバンド強度と比較した沈降画分バンド強度の比率として算出し

た。(平均値±SD、n = 4)、解離定数 (Kd) は、GraphPad Prism 5.0 (Dissociation-One 

phase exponential decay) を使用して算出した。 
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Figure 3. His×6-CKMの種々のPA分子種への結合活性 

精製したHis×6-CKM (0.5 µM) をPC、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、 

18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-PAリポソームと転倒混和し、次

に超遠心分離によりリポソームを沈降させた。上清画分 (S)、および、沈降画分 

(P) 中のタンパク質のバンド強度はImage J softwareを使用したデンシトメトリ

ーによって定量した。 Binding activity (結合活性) は、上清画分、および、沈降

画分のバンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出した。

(平均値±SD、n = 3)、***P<0.005 (vs. PC (コントロール) リポソーム); ###P<0.005 

(vs. 16:0/16:0-PAリポソーム)。 

  



30 
 

 

Figure 4. His×6-CKMの種々の脂質への結合活性 

パルミチン酸 (16:0) を脂肪酸側鎖に持つ様々な脂質分子種を使用したHis×6-

CKMの脂質オーバーレイアッセイ。100 pmolの種々の脂質をニトロセルロース

メンブレンにスポットし、精製したHis×6-CKM (20 nM) を加えた。脂質結合タ

ンパク質は、抗6×Hisタグ抗体で検出した。独立した3回の実験結果のうち代表的

な1例を示した。(triglyceride: TG、 diacylglycerol: DG、  phosphatidic acid: PA、 

phosphatidylserine: PS、 phosphatidylethanolamine: PE、  phosphatidylcholine: PC、 

phosphatidylglycerol: PG、  cardiolipin: CL、   phosphatidylinositol: PI、  PI 4-

monophosphate: PI(4)P、  PI 4,5-bisphosphate: PI(4,5)P2、  PI 3,4,5-trisphosphate: 

PI(3,4,5)P3、 cholesterol: Chol、 sphingomyelin: SM、 3-sulfogalactosylceramide: SGC) 
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Figure 5. CKMのタンパク質二次構造に対するPAの影響 

CKMのCDスペクトルは、Jasco J-805分光計で198〜250nmの波長条件下で測定し

た。(A) 精製した6×His-CKMを25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、

1 mM DTT] で最終濃度20 µMになるように希釈し、1 mM のPC、16:0/16:0-PS、 

16:0/16:0-PA、 16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PAリポソームと転倒混和した後、CDスペクトルを測定した。独立した

3回の実験結果のうち代表的なデータを示した。 
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Figure 6. CKM活性に対するSFA-MUFA-PA分子種の影響 

精製した6×His-CKM (0.2 µM) をPC、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、

または、18:0/18:0-PAリポソームと4°Cで10分間転倒混和した。その後、CKM反

応バッファー (25 mM HEPES (pH 6.8)、10 mM phosphocreatine、1 mM ADP、30 

mM MgCl2、20 mM D-グルコース、0.8 mM NADP+、0.6 kU ヘキソキナーゼ、0.3 

kU/L GAPDH、10 mM AMP、5 mM DTT) を添加して反応を開始し、37°Cでさら

に10分間転倒混和した。リポソームを加えていないCKMのみの活性を100％とし

た場合の相対活性を示した。(平均値±SD、n = 3)、*P<0.05、**P<0.01、***P<0.005、
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および、#P<0.05、##P<0.01、###P<0.005 (vs. PC (コントロール) リポソーム) 
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【考察】 

本研究では、T2D発症との関連が報告されているエネルギー代謝酵素であ

るCKM [14–17] がPA結合タンパク質であることを初めて明らかにした。さらに、

CKMは非常にユニークなPA結合タンパク質であり、以下で詳しく説明する3つ

の特性を備えていることを明らかにした。1. PAに対する非常に高い親和性、2. 

PA分子種のうちSFA/MUFA-PAに対する結合選択性、および、3. PAに対する非

常に高い特異性。 

1. PAに対する非常に高い親和性: CKMの16:0/16:0-PAに対するKd値は2.0 

µMであることがわかった (Figure 2B)。なお、既報のPA結合タンパク質である

Spo20p、PDE4A1、および、Opi1pのKd値は、それぞれ2.2、6.8、および、4.5 µM

であると報告されている [25]。さらに、a-シヌクレイン-N末端領域 (a-Syn-N)の

Kd値は6.6 µMであった [19]。したがって、CKMは既にPAと結合することが報告

されているタンパク質の中で最も高い親和性 (Kd: 2.0 µM (Figure 2B)) でPAに結

合する。 

2. PA分子種のうちSFA/MUFA-PAに対する高い結合選択性を有する :  

Spo20p、PDE4A1、および、Opi1pは特定のPA分子種に対する結合選択性は報告

されていない [25]。a-Syn-Nは、SFA-PA (16:0/16:0-PAや18:0/18:0-PA)、または、

PUFA-PA (18:0/20:4-PA) と比較してMUFA-PA (18:1/18:1-PA) と強く結合するこ

とが報告されている [19]。また、DGKgは18:0/18:0-PAと比較して18:0/20:4-PAお

よび18:1/18:1-PAに強く結合する [26]。一方、本研究では、CKMがPUFA-PAと比

較して、SFA/MUFA-PA (16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、および、

18:0/18:0-PA) に対して高い親和性を有することを明らかにした (Figure 3)。 

3. PAに対する非常に高い特異性: CKMはTG、DG、PC、PE、PS、PG、CL、

PI、PI(4)P、PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3、または、SMを含む多様な脂質分子種の中でPA
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にのみ結合する非常に高いPA特異性を有する (Figure 4)。一方、Raf-1 [28]、

p47PHOX [29]、プロテインキナーゼ C e [30]、スフィンゴシンキナーゼ1 [31]、

Spo20p [32]、a-シヌクレイン [19] および、DGKg [26] など、これまでに報告さ

れた多くのPA結合タンパク質は、PAに加えて、PS、CL、および/または、ホスホ

イノシチドなどの他の酸性リン脂質に強く、または、中程度に結合する。したが

って、CKMはPAに対して非常に高い特異性を持つPA結合タンパク質である。 

ミトコンドリアクレアチンキナーゼ (MtCK) は、酸性リン脂質のCL、PG、

PI、PS、および、PAと相互作用することがわかっている [33, 34]。しかし、CKM

はCL、PG、PI、および、PSに結合しなかった (Figure 4)。したがって、細胞質に

分布するCKMの脂質結合活性は、MtCKの脂質結合活性と異なる可能性がある。

CKM、および、MtCKの細胞内局在に加えて脂質結合活性の違いは、両タンパク

質間の機能的分離を意味する。 

PAは細胞の全脂質の内、ごく一部 (総リン脂質の1%) を構成するに過ぎな

いが、種々の生物学的、および、病理学的現象の調節に関与している [1–4, 35]。

したがって、細胞内PAの局在とダイナミクスを追跡することは、PAによって調

節される多種多様な生物学的現象を理解するために不可欠である。ただし、信頼

性の高いPAセンサーは開発されていない。上記のように、PAに対するCKMの特

異性と親和性は他のPA結合タンパク質よりも優れているため、CKMは有望な

SFA/MUFA-PAセンサーになる可能性がある。さらに、CKMのPA分子種 

(SFA/MUFA-PA) の選択性は、他のPA結合タンパク質の選択性とは異なってい

る。したがって、CKMはPA分子種別の (SFA/MUFA-PA) 選択的センサーになり

うる可能性がある。 

CKM、および、creatine kinase brain type (CKB) の活性、および、タンパク

質量の変動は、T2D発症の危険因子である [14–17]。骨格筋のDGKdのレベルが
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低下すると、骨格筋細胞内へのグルコース取り込み能が減弱し、T2D発症の要因

になる可能性がある [10,11]。また、DGKdは、高グルコースで刺激されたC2C12

細胞でSFA/MUFA-PA分子種を選択的に産生する  [12,13]。さらに、CKMは

SFA/MUFA-PAと選択的に相互作用し、活性化された (Figure 3、および、6)。こ

れらの結果は、CKMとDGKdの間に機能的な関係があることを示唆している。す

なわち、T2D患者の骨格筋におけるDGKdの発現の減弱によって引き起こされる

SFA/MUFA-PA分子種の減少は、CKMの細胞内局在と活性に悪影響を及ぼし、

T2Dを悪化させるエネルギー代謝障害につながる可能性が考えられる。 

以上より、我々は、T2Dの発症に関連するエネルギー代謝酵素CKMがSFA、

および/または、MUFAを含むPA分子種に特異的に結合し、CKMがPAに対して非

常に高い親和性を有する非常にユニークなPA結合タンパク質であることを初め

て明らかにした。さらに、CKMはSFA/MUFA-PAによって活性化された。したが

って、DGKd、SFA/MUFA-PA、および、CKM間の機能的関連性を明らかにする

ことによってT2Dの発症メカニズムがより詳細に明らかになることが期待され

る。 
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第 2章 
L-lactate dehydrogenase Aは 
多価不飽和脂肪酸を含有する 

ホスファチジン酸分子種と相互作用して 
不活性化される  
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【概要】 

L-lactate dehydrogenase A (LDHA) は lactateと pyruvateの交換反応を触媒する

ことで嫌気性条件下においてエネルギーを供給する酵素である。また、嫌気性条

件下でのエネルギー供給はがん細胞の増殖に必須の生理機能であり、LDHA は

種々のがん細胞で強く発現する。リポソーム沈降法、および、脂質オーバーレイ

法により LDHA の脂質結合能を検証したところ、LDHA は PC、PE、PS、PI、

PG、phosphoinositides、CLなどの他のリン脂質とは結合せず、PAとのみ強く結

合した。さらに、PA分子種の中でも 16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、

および、18:0/22:6-PAと選択的に強く結合した。 

さらに、LDHA が PA 分子種との相互作用によって機能的に制御されるか

どうかを調べるため、LDHA と結合する 16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-

PAおよび、18:0/22:6-PAがそれぞれ、(1) CDスペクトル測定による LDHAの二

次構造を変動させるか、(2) LDHA の酵素活性を変動させるかについて調べた。

その結果、上述の PA分子種のうち 18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは LDHA

のa-ヘリックス構造を減少させ、ランダムコイル構造を増加させた。さらに、

18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは LDHAの酵素活性を減弱させた。一方、

16:0/16:0-PA、および、18:0/18:0-PAは LDHAの二次構造と活性に対して影響を

及ぼさなかった。 

以上より、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは LDHAと強く結合するこ

とで標的とし、LDHA のa-ヘリックス構造を減少させることでその酵素活性を

減弱することがわかった。 
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【緒言】 

前述のように PA は最も単純な構造のグリセロリン脂質であり、グリセロ

ール骨格の sn-1、および、sn-2の位置に 2つの脂肪酸側鎖が結合し、sn-3の位置

にリン酸基が結合している [1,2]。 PAは全細胞の脂質のうちごく一部(総リン脂

質の約 1%) を構成しているにもかかわらず、生体膜リン脂質生合成の中心とな

る重要な代謝物である [3]。さらに、PA は細胞内シグナル伝達において重要な

役割を果たす  [1,2,4,5]。これに関連して、PA が phosphatidylinositol (PI)-4-

monophosphate-5-kinase [6,7]、mammalian target of rapamycin [8,9]、atypical protein 

kinase C [10]、p21 activated protein kinase 1 [11,12] などの多くのシグナル伝達酵

素を制御することがわかっている。細胞内には、2つの脂肪酸側鎖の組成が異な

る 50 を超える分子種の PA が存在する。ただし、細胞内の PA 分子種の多様性

の生理学的意義は不明である。特に、個々の PA分子種と相互作用する標的タン

パク質はよくわかっていない。 

PAは DGKによる DGのリン酸化 [13-17]と、ホスホリパーゼ D (PLD) に

よる phosphatidylcholine (PC) の加水分解 [18-20]によって産生される。現在まで

に、10種類の哺乳類 DGK isozyme (DGKa、b、g、d、h、k、e、i、z、q) が同定

されている [13-17]。これらの DGK isozymeは、特徴的な二次構造によって 5つ

のグループ (タイプ I ~ V) に分類される。これらの DGK isozymeそれぞれ、が

ん [23-26]、てんかん [27]、強迫性障害 [28]、双極性障害 [29]、自己免疫疾患 [30]、

心肥大 [31]、高血圧 [32]、および、T2D [33] など様々な疾患の発症に関与する

ことが報告されている。また、PLDも 2つの isozyme (PLD1、および、2) で構成

されており、パーキンソン病やアルツハイマー病などの神経変性疾患やがんな

どの種々の疾患 [34,35] に関連している [36]。さらに、細胞膜リン脂質の de novo

合成の重要な中間体として機能する PAは、lysoPA acyltransferase (LPAAT) によ
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って産生される [37]。 LPAATは、卵巣がん、子宮内膜がん、および、急性白血

病の治療標的でもある [38,39]。したがって、DGK、PLD、LPAATが産生する PA

の標的タンパク質を明らかにすることが重要である。 

我々の以前の研究では、高濃度グルコース刺激が筋管細胞における DGKd

を活性化し、DGKδが 14:0/16:0-PA、14:0/16:1-PA、16:0/16:0-PA、16:0/16:1-PA、

16:0/18:1-PA、および、16:0/18:1-PA (X:Y = 炭素原子の総数:脂肪酸側鎖の二重結

合の総数) などの SFA、および/または、MUFAを含む PA分子種 (SFA/MUFA-

PA) を選択的に産生することを示した [40]。一方、DGKd欠損マウスの脳では、

18:0/22:6-PA の量が有意に減少した [41,42]。DGKhノックアウトマウスの脳で

は、18:1/18:2-PA、18:0/20:3-PA、18:0/22:5-PA、20:0/20:4-PA、18:1/22:2-PAの量

が著しく減少した [43]。DGKd、および、DGKhノックアウト (KO) マウスは、

それぞれ強迫性障害 [28]、および、双極性障害 [29] のような表現型を示した。

さらに、DGKzは神経芽細胞腫細胞分化の初期段階で 16:0/16:0-PAを選択的に産

生し、神経突起伸長を促進した [44]。DGKaはメラノーマ細胞で 16:0/16:0-PA、

および、16:0/18:0-PAを産生し [45]、血清飢餓条件下 (非増殖) における T細胞

で 14:1/16:1-PA、14:0/16:1-PA、14:0/16:0-PA、16:1/16:2-PA、16:1/16:1-PA、16:0/16:1-

PA、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、および、16:0/18:0-PAを選択的に産生した [46]。

これらの結果は、異なる PA 分子種が種々の組織や細胞に発現する異なる DGK 

isozymeによって産生されることを示しており、これらの PA分子種が異なる標

的と機能を持っている可能性を示している。 

現在までに多くの PA 結合タンパク質 (PABP) が同定されているが、これ

らのタンパク質を探索するために、ほとんどの組織や細胞で主要な PA分子種で

ある 16:0/18:1-PAが一般的に使用されてきた。しかし、16:0/18:1-PAを使用した

探索法では、16:0/16:0-PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAなどの他の PA分
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子種に対して選択性のある PA結合タンパク質を検出できない可能性がある。上

記のように、16:0/16:0-PAは少なくとも 3つの DGK isozyme、DGKa [45、46]、

d [40]、および、z [44]によって産生される。こういった背景から、以前にマウス

骨格筋を用いて 16:0/16:0-PA結合タンパク質を探索し、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-

PA、18:1/18:1-PA、および、18:0/18:0-PA と選択的に相互作用し、18:0/20:4-PA、

および、18:0/22:6-PAとは相互作用しない CKMを同定した [47]。 

本研究では、骨格筋における新たな 16:0/16:0-PA 結合タンパク質を探索し

た。 その結果、CKM [47] に加えて、骨格筋の新規 16:0/16:0-PA 結合タンパク

質として L-lactate dehydrogenase A (LDHA) を同定した。LDHAは、がん細胞や

骨格筋細胞において嫌気性条件下においてもエネルギーを得るために重要な働

きを持つエネルギー代謝酵素である [48]。さらに、LDHA の機能解析により、

CKMとは異なり、LDHAは 16:0/16:0-PAに加えて、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、

および、18:0/22:6-PAと相互作用することがわかった。さらに、18:0/20:4-PA、お

よび、18:0/22:6-PAは、LDHAのa-ヘリックス構造を大幅に減少させ、その活性

がわずかながら有意に減弱させた。したがって、LDHAは PUFAを含有する PA

分子種と結合することにより、構造的、および、機能的に制御される非常にユニ

ークな PABPであることがわかった。 
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【手法】 

試薬 

L-a-phosphatidylcholine from egg yolk (PC mixture)、1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-

3-phosphate (16:0/16:0-PA)、1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3 -phosphate (16:0/18:1-

PA) 、 1,2-dioleoyl-sn-glyero-3-phosphate (18:1/18:1-PA) 、 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-

glycero-3-phosphate (18:0/18:1-PA)、1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/18:0-

PA)、1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/20:4-PA)、1-stearoyl-2-

docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/22:6-PA)、 および、1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphoserine (16:0/16:0-PS) は、Avanti Polar Lipids (Alabaster、AL、USA) 

から購入した。コレステロール (Chol)、ピルビン酸ナトリウム、ニコチンアミド

アデニンジヌクレオチド還元型 (NADH)、および、ニコチンアミドアデニンジヌ

クレオチド酸化 (NAD+) は、Wako Pure Chemical から購入した。L-lactate は

Nacalai Tesque (Kyoto、Japan) から購入した。Membrane Lipid StripsTMは、Echelon 

Biosciencesから購入した。 

 

実験動物 

C57BL/6N マウス (SLC Japan, Inc.) は千葉大学動物実験実施規程 (許可番

号: 動 2-227)。に基づき、適切な環境下で飼育を行い、実験に必要な試料 (骨格

筋の mRNA、および、ホモジネート) を得るために頸椎脱臼後に解剖し、臓器を

摘出した。 

 

リポソームの作製 

マウス骨格筋における 16:0/16:0-PA 特異的結合タンパク質の同定 : 

16:0/16:0-PS-リポソーム [50 mol% 16:0/16:0-PS, 50 mol% Chol]、および、16:0/16:0-
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PAリポソーム[50 mol% 16:0/16:0-PA, 50 mol% Chol]。窒素気流下で乾燥した脂質

混合物を、25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] で 95°C

で 45 分間水和し、水和中に 15 分ごとに 1 回 1 分間ボルテックスした。次に、

リポソームを 5 回の凍結融解サイクル (–196°Cで 3分間、95°Cで 3分間) にか

けた [49]。次に、Mini extruder (Avanti Polar Lipids: Alabaster、AL、USA) を使用

して、リポソームを 100nm のポリカーボネートメンブレンから 11 回押し出し

た。Mini extruderは、使用前に 95°Cに加温した [50]。 

LDHAの脂質結合能解析：PCリポソーム[30 mol% Chol, 70 mol% PC mix]、

PSリポソーム [30 mol% Chol, 60 mol% PC mix, 10 mol% 16:0/16:0-PS]、および、

PAリポソーム[30 mol% Chol, 60 mol% PC mix, 10 mol% 各 PA分子種]。脂質結

合アッセイでは、混合した乾燥脂質混合物を 25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) 

[100 mM NaCl、1 mM DTT] で 95°Cで 45分間水和し、水和中に 15分ごとに 1

回 1 分間ボルテックスした。次に、リポソームを 5 回の凍結融解サイクル (–

196°Cで 3分間、95°Cで 3分間) にかけた。リポソームは、Branson Sonifier 450

を使用した 90°Cでの超音波処理を行うことによって形成した [51]。 

 

PA結合タンパク質としての LDHAの同定 

前章の記載内容と同様に行なった。 

 

LDHAタンパク質の発現と精製 

LDHA の cDNA は、マウス骨格筋 cDNA からプライマー 5’-

GGTGGTCATATGGCAACCCTCAAGGAC-3’ 、 お よ び 、 5’-

GGTGGTCTCGAGTTAGAACTGCAGCTCCTTCTG-3’を使用して増幅し、pET-

28aにライゲーションし、Rosetta 2-DE3大腸菌細胞 (Novagen、Merck、Darmstadt、
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Germany) で発現させた。6×Hisタグ融合 LDHAタンパク質の発現と精製は以前

に記載されたように実施した [54,55]。 

 

ウエスタンブロッティング 

前章の記載内容と同様に実施した [26]。 

 

リポソーム沈降法 

精製した 6×His-LDHA (0.5 µM) を 25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 

mM NaCl、1 mM DTT] に溶解し、PA含有、または、コントロールリポソームと

ともに 4°Cで 30分間転倒混和した。 サンプルを 200,000 × g、4°Cで 1 時間、

超遠心分離によりリポソームを沈降させた後、沈降画分を 25 mM HEPESバッフ

ァー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] に再懸濁した。 

 

脂質オーバーレイアッセイ 

前章の記載内容と同様に実施した。 

 

Circular dichroism spectroscopy 

前章の記載内容と同様に実施した。また、測定したスペクトルデータは、

DICHROWEB (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml) [56] の K2D プロ

グラム [57] を使用して分析した。 

 

COS-7細胞トランスフェクション用のプラスミド 

DGKaの constitutively active mutant (CA) である pEGFP-DGKa-D1–196は以

前当研究室で以前に作製されたものを用いた [58]。p3×FLAG-LDHAは、pET-28a-
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LDHAから増幅されたLDHAをコードするPCRフラグメントをp3×FLAG-CMV-

7.1ベクター (Sigma Aldrich、St. Louis、MO、USA) の EcoRI/SalIサイトにライ

ゲーションすることによって作製した。 

 

細胞培養とトランスフェクション 

COS-7細胞は、10％ウシ胎児血清 (Biological Industries、Beit-Haemek、Israel)、

100 units/mL ペニシリン、および、100 μg/mL ストレプトマイシンを添加したダ

ルベッコ改変イーグル培地 (DMEM、Wako Pure Chemicals (Tokyo，Japan)) で、

37°C、5% CO2含有雰囲気下において培養した。製造元の説明に従って、PolyFect

試薬 (Qiagen、Venlo、Netherlands) を使用して細胞にトランスフェクションして

目的タンパク質を発現させた。 

 

共焦点レーザー走査顕微鏡 

トランスフェクションの 24 時間後、p3×FLAG-LDHA、および、pEGFP-

DGKa-CA でトランスフェクションされた COS-7 細胞を、DMEM (最終濃度: 3 

µM) 中の DGKa選択的阻害剤 CU-3 [58] (または、コントロールとして DMSO) 

と 30 分間インキュベートした。次に、細胞を 4%パラホルムアルデヒド 

(PFA)/PBSで固定した。細胞を 0.1% Triton X-100で 5分間透過処理した後、2％ 

BSA/PBSで 30分間ブロッキングした。細胞を抗 FLAGタグM2モノクローナル

抗体  (Sigma-Aldrich)、および、抗マウス IgG Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher 

Scientific) で染色した。カバースリップは、Vectashield (Vector Laboratories、

Burlingame、CA、USA) を使用して固定した。蛍光画像は、UPLSAPO60×1.35NA

オイルを添加した後、オリンパス FV1000-D (IX81) 共焦点レーザー走査顕微鏡 

(Olympus、Tokyo、Japan) を使用して室温で観察した。GFP 蛍光は 488nm で励
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起し、AlexaFluor594 の蛍光は 543nm で励起した。画像は FV-10ASW software 

(Olympus) を使用して解析した。 

 

LDHA活性測定 

LDHAの酵素活性は、ピルビン酸と NADHが関与する反応を使用して、L-lactate

と NAD+を生成し、340 nm における吸光度の低下率を定量することで測定した 

[59]。0.2 μMの 6×Hisタグ融合 LDHA、25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 

mM NaCl、15 mM ピルビン酸、および、0.2 mM NADH] (1 mL) を 37°Cで 10分

間転倒混和した。1 unitは、pH 7.4、37°Cで 1分あたり 1.0 µmolの NADHを NAD 

+に変換する活性に相当する。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値±SDで示し、one-way ANOVA 後に Tukey’s post hoc 

testで統計処理を行い、有意差があるのかどうかを比較解析した。統計処理には

GraphPad Prism 8 (GraphPad) を用いて，p < 0.05 の時に有意差があると判定した。
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【結果】 

16:0/16:0-PA結合タンパク質としてL-lactate dehydrogenase Aを同定 

マウス骨格筋ホモジネートを16:0/16:0-PA含有リポソーム、または、

16:0/16:0-PS含有リポソームと転倒混和し、次に超遠心分離によりリポソームを

沈降させた後、それぞれのリポソームとの共沈降画分を回収し、SDS化処理した

後、SDS-PAGEによって分子量ごとに分離した。得られたゲルは銀染色法により

タンパク質バンドを検出した。その結果、分子量約37 kDaのバンドは16:0/16:0-

PAリポソームの沈降物で検出されたが、16:0/16:0-PSリポソームでは検出されな

かった (Figure 1A)。ゲル内酵素消化とタンデム質量分析法 (MS/MS) により上

述のタンパク質バンドを解析したところ、L-lactate dehydrogenase A (LDHA) 

(UniProt accession ID: P06151) が16:0/16:0-PA結合タンパク質の候補として同定

された。 Figure 1BにはSCORE (同定の確からしさ)、emPAIの値、および、同定

されたペプチドを示した。 

次に、マウス骨格筋mRNAの逆転写産物からマウスLDHAのcDNAをクロー

ニングし、pET-28aベクターにライゲーションした。6×Hisタグ融合LDHAタンパ

ク質を大腸菌細胞で発現させ、Ni2+アフィニティークロマトグラフィーで精製し

た。 SDS-PAGE、および、CBB染色によって6×His-LDHA (約37 kDa) が高純度に

精製されていることを確認した (Figure 1C)。さらに、抗6×His抗体を用いたウエ

スタンブロッティングにより、37kDaのバンドが6×His-LDHAであることを確認

した (Figure 1D)。 

 

LDHAは16:0/16:0-PSではなく16:0/16:0-PAと強く結合する 

次に、リポソーム沈降法によって、LDHAの16:0/16:0-PAへの結合活性を検

証した [47]。バックグラウンドコントロールとしてPC (中性リン脂質) のみを含
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むリポソームと共沈したのは、Input中のLDHAタンパク質のうち約20％のみであ

った (Figure 2)。さらに、酸性リン脂質コントロールとしての16:0/16:0-PSリポソ

ームは、バックグラウンドコントロールと同様に約30%のLDHAとのみ共沈降し

た (Figure 2)。 しかし、Input中のLDHAタンパク質のうち約50％が16:0/16:0-PA

リポソームと共沈した (Figure 2)。したがって、これらの結果はLDHAがPCのみ

のリポソーム (バックグラウンドコントロール)、および、16:0/16:0-PSリポソー

ム (酸性リン脂質コントロール) よりも16:0/16:0-PAリポソームとより強く相互

作用したことを示している。 

 

LDHAは特異的にPAと相互作用する 

LDHAの脂質結合特異性を調べるため、脂肪酸鎖としてパルミチン酸 

(16:0) を含む種々の脂質をスポットしたメンブレンを使用して、pH 7.4の条件下

で脂質オーバーレイアッセイを行なった。Figure 3に示すように、LDHAは非常

に強い16:0/16:0-PA結合活性を示した。 一方、PI、PI(4)P、PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3、

PG、SGCなどの他の酸性脂質、および、TG、DG、PC、PE、Chol、および、SM

はLDHAと相互作用しなかった (Figure 3)。これまでの報告通り [60,61]、PSとCL

のみがLDHAへのわずかな結合活性を示したが、PAに対する結合活性と比較す

ると無視できる範囲である。まとめると、これらの結果は、LDHAが16:0/16:0-PA

と排他的に相互作用することを示している。 

 

LDHAは生理的条件下のpH (7.4) でPAと選択的に結合する 

PA分子種に対するLDHAの選択性を明らかにするために、16:0/16:0-PA、

16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、または、

18:0/22:6-PAなどの種々のPA分子種を含むリポソームを使用してリポソーム沈
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降法を行なった。調べたPA分子種のうち16:0/16:0-PAだけでなく、18:0/18:0-PA、

18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAがLDHAに強く結合した (Figure 4)。しかし、

16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、および、18:0/18:1-PAはLDHA相互作用しなかった 

(バックグラウンドコントロールと同程度しか沈降させなかった) (Figure 4)。  

次に、LDHAとLDHB (心筋タイプ) が低pH条件 (pH 5.4) でPSやCLなどの

酸性リン脂質に強く結合することを示した報告 [61,62] があるため、LDHAの結

合活性がpHによって異なるかどうかを検証した。その結果、Figure 5に示すよう

に、LDHAはpH 7.4よりもpH 5.4、および、6.4で、16:0/16:0-PS、および、16:0/16:0-

PAに強く結合することがわかった。一方、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PAは、広範囲のpH値 (pH 5.4~7.4) でLDHAに強く結合した (Figure 5)。

したがって、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは、pH 7.4付近で

は16:0/16:0-PS、および、16:0/16:0-PAよりもLDHAとより強く相互作用すること

がわかった。さらに、調べたすべての酸性リン脂質は、pH 8.4でLDHAへの結合

活性を失った。 

 

LDHAは18:0/18:0-PA, 18:0/20:4-PAおよび18:0/22:6-PAに対してより高い結合親

和性を有する 

PC、16:0/16:0-PS、16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6- 

PAに対するLDHAの親和性を調べた。 まず初めに、PCと16:0/16:0-PSの結合親和

性が非常に低いことを確認した (Figure 6A、および、B)。 16:0/16:0-PA、18:0/18:0-

PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAとLDHAの相互作用は各PA分子種の濃度

依存的に大幅に増加した (Figure 6C–F)。さらに、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、お

よび、18:0/22:6-PAは、16:0/16:0-PAと比較してLDHAに対して高い親和性を示し

た。 16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAのLDHAに
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対する解離定数 (Kd) はそれぞれ、> 25、3.8±0.65、3.8±0.46、3.7±1.1 µM (n = 

3) であることがわかった (Figure 6C–F)。これらの結果は、PUFAを含むPA分子

種と18:0/18:0-PAがLDHAと非常に強く結合していることを示している。 

18:0/22:6-PAのLDHAに対する解離定数の値は、Spo20pの18:0/18:1-PAに対する値 

(Kd =2.2 µM) [63]、phosphodiesterase (PDE) 4A1の18:0/18:1-PAに対する値 (Kd = 6.8 

µM) [63]、および、CKMの16:0/16:0-PAに対する値 (Kd = 2.0 µM) [47] と同程度

であった。 

 

LDHAはCOS-7細胞内において産生されたPA分子種と相互作用して細胞膜に局

在する 

LDHAが細胞内で産生されたPAに結合できるかどうかを調べるために、

18:0/20:4-PAを産生するEGFP-DGKaのconstitutively active mutant (DGKa-CA) [58]、

および、3×FLAG-LDHAを過剰発現させたCOS-7細胞におけるDGKa-CA、および、

LDHAの細胞内局在を観察した。まず初めに、3×FLAG-LDHAが細胞質に広い分

布を示したことを確認した (Figure 7A)。また、一過性に発現したEGFP-DGKa-

CAは細胞膜に強く局在し、3×FLAG-LDHAは細胞膜でEGFP-DGKa-CAと共局在

した (Figure 7A, B)。さらに、DGKaの選択的阻害剤であるCU-3 [58] は、細胞膜

におけるDGKa-CAの局在性を変化させなかったが (Figure 7D)、3×FLAG-LDHA

の細胞膜への局在は明らかに減少しており、その多くが細胞質に局在した 

(Figure 7A、C、および、E)。これらの結果はEGFP-DGKa-CAと3×FLAG-LDHAと

の細胞膜における共局在がDGK活性 (PA産生能) に依存して誘導されたことを

示している。したがって、LDHAが細胞内において産生されたPAと相互作用し、

LDHAの局在が細胞内のDGKによって生成されるPAによって変化する可能性が

あることを強く示唆している。 
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18:0/20:4-PAおよび18:0/22:6-PAはLDHAの二次構造を変化させる 

LDHAが異なるPA分子種に結合したときに、LDHAのコンフォメーション

(二次構造) が変化するかどうかを調べるために、PC、16:0/16:0-PS、および、種々

のPA分子種 (16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、18:0/18:0-

PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA) の存在下でCDスペクトル法を行なっ

た。精製した6×His-LDHAタンパク質を最終濃度10 µMになるようにPC、PS、ま

たは、PAを含むリポソームと転倒混和し、CDスペクトルを190 ~ 250 nmの波長

で測定した (Figure 8A)。興味深いことに、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA含

有リポソームを加えた場合、a-ヘリックスの特徴である208、および、222 nmで

の負の極大を減少させた (Figure 8A) [64]。一方、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、

18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、および、18:0/18:0 -PAはそのような影響を与えなか

った (Figure 8A)。 

K2Dプログラムを使用した二次構造分析 [56] によって、18:0/20:4-PA、お

よび、18:0/22:6-PA含有リポソームが、LDHAのa-ヘリックス含有量を有意に減

少させることを示した (Figure 8B)。さらに、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA

の存在下では、b-シート含有量も大幅に減少した。また、18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PA含有リポソームは、ランダムコイル含有量を著しく増加させた 

(Figure 8B)。以上より、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA (Figure 6E、および、

F) はLDHAと相互作用することでa-ヘリックス、および、b-シート含有量を減少

させ、一方で、ランダムコイル構造を増加させる形で、コンフォメーション変化

を選択的に誘導することが示された。第1章では、SFA/MUFA-PAがCKMに強く

結合することを示した [47]。しかし、SFA/MUFA-PAはCKMの二次構造を変化さ

せなかった。したがって、PA結合タンパク質のすべての構造がPA分子種との結
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合によって影響されるわけでないことがわかった。 

LDHAへの結合に脂質二重膜の形成が必要かどうかを確認するために、界

面活性剤Tween 20の存在下、または、非存在下でCD分光法を行なった。Figure 8

と同様に、0% Tween 20の条件においてLDHAは18:0/22:6-PAによって二次構造が

変化した (Figure 9A)。一方、0.05、および、0.1% Tween 20を加えた条件下にお

いて、18:0/22:6-PAによるLDHAの二次構造に対する影響が見られなくなった 

(Figure 9B、および、C)。これらの結果は、水溶性ミセルやPA分子種単独ではな

く、リポソーム (脂質二重膜) 中のPUFA-PAがLDHAに結合し、二次構造を変動

させることを示唆している。 

 

18:0/20:4-PAおよび18:0/22:6-PAはLDHAの酵素活性を減弱させる 

最後に、PUFA-PA含有リポソームがLDHAの酵素活性を変化させるかどう

かを検証した。Figure 10に示すように、PC、16:0/16:0-PS、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-

PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、および、18:0/18:0-PAリポソームはLDHAの活

性に影響しなかった。一方で、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA含有リポソー

ムは、LDHA活性をそれぞれ約6%、および、9%有意に減弱させた (Figure 10)。 

興味深いことに、LDHAとは対照的に、SFA/MUFA-PA分子種に結合したCKMは、

SFA/MUFA-PAによって活性化された [47]。以上より、LDHAがPUFA-PA分子種 

(18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA) に選択的かつ強力に結合し、その酵素活性

がこれらのPA分子種によって阻害されることを示している。 
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Figure 1. PA結合タンパク質としてのLDHAの同定 

(A) マウス骨格筋ホモジネートを16:0/16:0-PA含有リポソーム、または、

16:0/16:0-PS含有リポソームと転倒混和し、次に超遠心分離によりリポソームを



57 
 

沈降させた。16:0/16:0-PA、または、16:0/16:0-PS-リポソームと共沈降したタンパ

ク質をSDS-PAGEで分離し、銀染色で検出した。黒矢印でマークされた約37 kDa

のバンドを切り出し、ゲル内酵素消化した後、LC-MS/MSでタンパク質を同定し

た。(B) LC-MS/MSによってL-lactate dehydrogenase A (LDHA) を同定した。SCORE 

(同定の確からしさ)、emPAI、および、同定されたペプチドを示した。(C) 大腸菌

細胞で発現した6×His-LDHAタンパク質を精製し、SDS-PAGE (12％アクリルアミ

ド) で分離し、CBBで染色した。(D) 精製した6×His-LDHAタンパク質をSDS-

PAGE (12%アクリルアミド) で分離し、抗6×Hisタグ抗体を用いたウエスタンブ

ロッティングで検出した。 
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Figure 2. 6×His-LDHAのPAへの結合活性 

(A) 16:0/16:0-PA、16:0/16:0-PS、および、PCリポソームを使用した6×His-LDHAの

リポソーム沈降法。精製した6×His-LDHA (0.5 µM) をPC、16:0/16:0-PA、または、

16:0/16:0-PSリポソーム (PA、または、PS: 100 µM）と転倒混和し、超遠心分離

によりリポソームを沈降させた後、沈降画分を回収し、SDS-PAGE (12%アクリ

ルアミド) を行い、分離したタンパク質をCBBで染色した。6×His-LDHAの位置

は、黒矢印で示した。(B) 上清画分 (S)、および、沈降画分 (P) 中のタンパク質

のバンド強度は、Image J softwareを使用したデンシトメトリーによって定量した。

Binding activity (結合活性) は、上清画分、および、沈降画分のバンド強度の総和

に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出した。(平均値±SD、n = 3)、

*P<0.05、**P<0.01 
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Figure 3. 6×His-LDHAの種々の脂質への結合活性 

パルミチン酸 (16:0) を脂肪酸側鎖に持つ様々な脂質分子種を使用した6×His-

LDHAの脂質オーバーレイアッセイ。100 pmolの種々の脂質をニトロセルロース

メンブレンにスポットし、精製した6×His-LDHA (20 nM) を加えて撹拌した。脂

質結合タンパク質は、抗6×Hisタグ抗体で検出した。独立した3回の実験結果のう

ち代表的な1例を示した。(B) LDHAのPA結合活性 (スポット強度) を100％に設

定した相対値として他の脂質に対する結合活性を示した。(平均値±SD、n = 3)、

***P<0.005 (vs. PA) 
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(triglyceride: TG、diacylglycerol: DG、phosphatidic acid: PA、phosphatidylserine: 

PS、phosphatidylethanolamine: PE、phosphatidylcholine: PC、phosphatidylglycerol: 

PG、cardiolipin: CL、phosphatidylinositol: PI、PI 4-monophosphate: PI(4)P、PI 4,5-

bisphosphate: PI(4,5)P2、PI 3,4,5-trisphosphate: PI(3,4,5)P3、cholesterol: Chol、

sphingomyelin: SM、3-sulfogalactosylceramide: SGC)
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Figure 4. 6×His-LDHAの種々の PA分子種への結合活性 

(A) 精製した 6×His-LDHA (0.5 µM) を PC、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-
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PA、18:0/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-PA リポソー

ム (PA: 100 µM) と転倒混和した後、超遠心分離によりリポソームを沈降させた。

沈降画分を回収し、SDS-PAGE (12%アクリルアミド) を行い、分離したタンパク

質を CBB で染色した。6×His-LDHA の位置は、黒い矢印で示した。(B) 上清画

分 (S)、および、沈降画分 (P) 中のタンパク質のバンド強度は、Image J software

を使用したデンシトメトリーによって定量した。Binding activity (結合活性) は、

上清画分、および、沈降画分のバンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度

の比率として算出した。(平均値±SD、n = 6)、**P<0.01、***P<0.005 (vs. PC (コ

ントロール) リポソーム) 
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Figure 5. 異なる pH条件下における LDHAの酸性リン脂質への結合活性 

(A) 精製した 6×His-LDHA を 25 mM HEPES バッファー (pH 7.4、または、8.4) 

[100 mM NaCl、1 mM DTT] 、または、100 mM MESバッファー (pH 6.4、また

は、5.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] に最終濃度 0.5 µMになるように溶解し、

PC、16:0/16:0-PS、16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-

PAリポソーム (PS、または、PA: 100 µM) と転倒混和した後、超遠心分離によ

りリポソームを沈降させた。 SDS-PAGE (12%アクリルアミド) を行い、分離し
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たタンパク質を CBBで染色した。上清画分 (S)、および、沈降画分 (P) の LDHA

のタンパク質バンド強度は、Image J software を使用したデンシトメトリーによ

って定量した。Binding activity (結合活性) は、上清画分、および、沈降画分のバ

ンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出した。(平均値

±SD、n = 3)、*P<0.05、**P<0.01、***P<0.005 
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Figure 6. 異なる PA分子種に対する LDHAの解離定数 

6×His-LDHAの PA分子種結合親和性。(A–E) 精製した 6×His-LDHA (0.2 µM) を、

示された濃度 (0 ~ 25 μM) の PC (A)、16:0/16:0-PS (B)、16:0/16:0-PA (C)、18:0/18:0-

PA (D)、18:0/20:4-PA (E)、および、18:0/22:6-PA (F) リポソームと転倒混和した

後、超遠心分離によりリポソームを沈降させた。SDS-PAGE (12%ポリアクリル

アミド) を行い、分離したタンパク質を CBB で検出した。6×His-DLHA の位置

は、黒い矢印で示した。LDHAのタンパク質のバンド強度は、Image J softwareを

使用したデンシトメトリーによって定量した。Binding activity (結合活性) は、

Inputのバンド強度と比較した沈降画分のバンド強度の比率として算出した。(平

均値±SD、n = 3)、解離定数: Kd は、GraphPad Prism 8 (Dissociation-One phase 

exponential decay) を使用して求めた。 
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Figure 7. 細胞質から細胞膜への LDHAの局在変化は、DGKa-CAの PA産生活

性依存的に制御される 

細胞膜で DGKa-CAと共局在する 3×FLAG-LDHA。(A) EGFP-alone、EGFP-DGKa-

CAを COS-7細胞において 3×FLAG-LDHAと共過剰発現した。トランスフェク

ションの 24 時間後、CU-3 (3 µM)、または、DMSOを添加し、30分間転倒混和

した。細胞を 4% PFA/PBSで固定し、抗 FLAG抗体で免疫染色した。独立した 3

回の実験結果から代表的なデータを示した。スケールバー、40 µm。(B、および、

C) CU-3 の非存在下 (B)、または、存在下 (C) での EGFP-DGKa-CA、および、

3×FLAG-LDHAの細胞膜における局在を、Image J softwareを使用して定量した。 

EGFP-DGKa-CA (green)、および、3×FLAG-LDHA (magenta)。(D) DMSO (3 回の

独立した実験 (n = 28))、または、CU-3 (3 回の独立した実験 (n = 32)) の存在下

における COS-7細胞の細胞膜での EGFP-DGKa-CA 局在の定量的画像分析。(E) 

DMSO (独立した 3 回の実験からの n = 28)、または、CU-3 (3 回の独立した実験 

(n = 32)) の存在下における EGFP-DGKa-CAを同時トランスフェクトした COS-

7細胞の細胞膜での 3×FLAG-LDHA 局在の定量的画像分析。各ドットは、COS-

7細胞における EGFP-DGKa-CA (green)、および、3×FLAG-LDHA (magenta) の細

胞膜：細胞質強度比を示した。(平均値±SEM)、*** P <0.001 
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Figure 8. LDHAの二次構造に対する PA分子種の影響 
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LDHAの CDスペクトルは、Jasco J-805分光計で 190〜250nmの波長範囲条件下

で測定した。(A) 6×His-LDHAを最終濃度 10 µMとなるように 25 mM HEPESバ

ッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] で希釈し、1 mMの PC、16:0/16:0-

PS、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、18:0 / 18:0-PA、

18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAリポソームと転倒混和した後、CDスペクト

ルを測定した。独立した 3 回の実験結果の代表的なデータを示した。 (B) LDHA

の二次構造は、DichroWebインターフェースを介した K2Dプログラムを使用し

て CDスペクトルデータから算出した。(平均値±SD、n = 3)、***P<0.005 (a-ヘ

リックス)、$P <0.05 (b-シート)、###P<0.005 (ランダムコイル) (vs. mock (コントロ

ール)) 
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Figure 9. PUFA-PAによる LDHAの二次構造変化に対する界面活性剤 Tween 20

の影響 

LDHAの CDスペクトルは、Jasco J-805分光計で 190〜250nmの波長範囲条件下

で測定した。(A–C) 6×His-LDHAを最終濃度 10 µMとなるように 25 mM HEPES

バッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] で希釈し、1 mMの 18:0/22:6-PA

リポソームと転倒混和した後、CDスペクトルを測定した。(A) 0% Tween 20、(B) 

0.05% Tween 20、および、(C) 0.1% Tween 20。独立した 3 回の実験結果の代表的

なデータを示した。 
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Figure 10. LDHA活性に対する PA分子種の影響 

精製した 6×His-LDHA (0.2 µM) を PC、16:0/16:0-PS、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、

18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4- PA、または、18:0/22:6-PA

リポソームと 4°C で 10 分間転倒混和した後、LDHA 反応バッファー (25 mM 

HEPES (pH 7.4)、100 mM NaCl、15 mM ピルビン酸、0.2 mM NADH) を添加して

反応を開始し、37°C でさらに 10 分間転倒混和した。PC リポソームを用いた

LDHA の比活性を 100%とした相対活性を示した。(平均値±SD、n = 9)、

***P<0.005(vs. PC (コントロール) リポソーム) 
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【考察】 

近年、多くの PA結合タンパク質が報告されている [2]。しかし、これらの

PA 結合タンパク質の多くは、PA に加えて、PS、CL、PI、および/または、

phosphoinositidesなどの他の酸性リン脂質に強く、または、弱くに結合する [2]。

さらに、PA分子種のみに対して高い結合選択性を示す PA結合タンパク質は、

最近まで発見されていない。たとえば、trigalactosyldiacylglycerol 2 [65]、プロテ

インホスファターゼ-1 [66]、Spo20 [63]、cAMP phosphodiesterase (PDE) 4A1 [63]、

および、Opi1 [63] は、幅広い PA分子種と相互作用し、特定の PA分子種に対し

て顕著な選択性を持たない。これまで、PA 結合タンパク質を探索するために、

ほとんどの組織、および、細胞で主要な PA分子種である 16:0/18:1-PAが一般的

に使用されてきた。一方、16:0/18:1- PAを使用したこれらの探索法では、他の PA

分子種、特に 16:0/16:0-PA、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-PAなどの比較的マ

イナーな PA分子種に対して選択性を持つ、多種多様な PA結合タンパク質を検

出できない可能性がある。したがって、本研究では、マウス骨格筋から 16:0/16:0-

PA結合タンパク質を探索した。その結果、LDHAを 16:0/16:0-PA結合タンパク

質として同定し (Figure 1、および、2)、種々の脂質の中で PAと特異的に相互作

用することを明らかにした (Figure 3)。実際、LDHAは PC、または、PSと比較

して 16:0/18:1-PAとの強い結合活性を示さなかった (Figure 4)。 

18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは、広範囲の pH条件下 

(pH 5.4~7.4) において LDHAと強く相互作用した (Figure 5)。骨格筋細胞の細胞

内 pHは一般的に pH 7.2~7.3で安定しており、急性運動に反応しても、せいぜい

pH7.0に移行するのみである [67,68]。またがん細胞の細胞内 pH 値は 7.2~7.4で

あると報告されている [69]。したがって、生理学的細胞内条件下 (pH 7.4) にお

いて LDHAは 16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA
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に対して PS、および、CLよりも強く結合する可能性がある。一方、PS、および、

CLはより低い pH (pH 5.4) [61,62] で LDHAと相互作用する (Figure 3、および、

5)。 

16:0/16:0-PA リポソームを使用したスクリーニングにより、LDHA を新規

の 16:0/16:0-PA結合タンパク質として同定した。さらに、LDHAは 18:0/18:0-PA、

18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA とより強く相互作用することがわかった 

(Figure 4、および、5)。したがって、sn-1のステアリン酸 (18:0) は LDHAとの

相互作用にとって重要である可能性がある。しかし、不可解なことに、18:0/18:1-

PAは LDHAと相互作用しなかった。したがって、sn-1 位置の 18:0は、LDHAに

結合活性を与えるのに十分ではないと考えられる。さらに、18:0/20:4-PA、およ

び、18:0/22:6-PAのみが LDHAの二次構造、および、活性に影響を与え、18:0/18:0-

PAは影響を及ぼさなかった。これらの結果から、LDHAには 2つ以上の PA結

合部位が存在する可能性が考えられる。PA結合タンパク質の一つであるa-シヌ

クレインは酸性リン脂質を認識する多くの塩基性残基 (11 個の塩基性アミノ酸

残基) を含むいくつかの両親媒性のa-ヘリックスを有することがわかっている 

[70-72]。しかし、LDHA にはそのようなモチーフは存在しない [60]。したがっ

て、LDHA はおそらく異なる PA 結合モチーフを持っている可能性がある。 

LDHA には、[Lys265、Arg268、Arg269、Lys278]と[Lys305、Arg315、Lys317、

Lys318] の 2つの塩基性アミノ酸残基が豊富な配列があり、これらの塩基性アミ

ノ酸残基が豊富な領域は、PA結合モチーフとして機能する可能性がある。ただ

し、LDHAの PA結合モチーフを探索し、2つの PA結合部位があるかどうかを

判断するには、さらなる研究が必要である。 

LDHAは骨格筋において強く発現し、さらに、LDHAは神経膠芽腫を含む

ヒト腫瘍細胞で強く発現する [73–75]。Warburg効果は、好気的条件下において
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もがん細胞が解糖系を利用してエネルギーを得るメカニズムのことであり、が

ん細胞の増殖において重要な働きをもつメカニズムである [76]。LDHA は

Warburg 効果において重要な役割を担う酵素の一つである [48,77,78]。さらに、

L-lactate は免疫応答を制御することができる活性分子として認識され始めてお

り、がん細胞由来の乳酸は免疫細胞の機能を調節し、腫瘍の発生を促進する免疫

抑制性の微小環境の確立に貢献する [79]。また、遺伝子破壊、または、サイレン

シングによる LDHAのタンパク質発現抑制は、いくつかの研究によって in vitro、

および、in vivoで腫瘍増殖を阻害することが明らかになっている [80–82]。興味

深いことに、アラキドン酸 (20:4)、および、ドコサヘキサエン酸 (22:6) を含む

DGは、腫瘍領域内で減少することが報告されている [83]。したがって、LDHA

の活性を減弱する PUFA-PAの基質である PUFA-DGが減少している腫瘍細胞に

おいてはアラキドン酸 (20:4)、または、ドコサヘキサエン酸 (22:6) を含む PA分

子種も減少している可能性があり、腫瘍細胞における Warburg 効果の重要な要

因である LDHAの活性を弱めることができないことが考えられる。したがって、

18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA の物理化学的な特性を模倣する化合物が腫

瘍細胞の成長に対する治療法になり得ることが期待される。 

最近、LDHAに加えて、a-シヌクレインが 18:1/18:1-PAと選択的に相互作

用することを明らかにした [85,86]。さらに、CKMは 16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、

18:1/18:1-PA、および、18:0/18:0-PA [47] と選択的に結合し、これらの PA分子種

によって活性化されることがわかってきた。さらに、我々は、Praja-1 E3ユビキ

チンタンパク質リガーゼが 18:0/22:6-PA [41] と特異的に相互作用し、その活性

がこの PA 分子種によって亢進されることを明らかにした [42]。したがって、

PA分子種に対して異なる選択性を持ち、異なる PA分子種によって機能的に制

御される様々な PA結合タンパク質が多数存在することが示唆された。 
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以上より、我々は、LDHA が 16:0/16:0-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、

18:0/22:6-PAなどの PA分子種と特異的かつ選択的に相互作用することを明らか

にした。さらに、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは、LDHAのa-ヘリックス

構造からランダムコイル構造への二次構造変化を誘導し、LDHA の酵素活性を

阻害することがわかった。したがって、これらの PA 分子種は LDHA の負の調

節因子として機能する。今後、LDHAの PA結合部位に焦点を当てたさらなる研

究は必要である。さらに、アラキドン酸、および、ドコサヘキサエン酸を含む PA

と、これらの PA分子種を模倣する化合物が、LDHAを標的とする新規の抗がん

剤になり得るかどうかを明らかにする必要がある。 
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第 3章 
Synaptojanin-1は多価不飽和脂肪酸を 
含有するホスファチジン酸分子種と 

相互作用して活性化される  
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【概要】 

Synaptojanin-1 (SYNJ1) は神経細胞に強く発現する phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate (PI(4,5)P2) の inositol 環の D4-、および、D5-phosphatase であり、

PI(4,5)P2の 2 段階の脱リン酸化を触媒することで、clathrin-mediated endocytosis 

(CME) を促進する。リポソーム沈降法により SYNJ1の脂質結合能を検証した結

果、SYNJ1は調べたリン脂質のうち PAのみに強く結合した。さらに PA分子種

の中でも 18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA などの PUFA-PA と選択的に強く

結合し、一方、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:0-PA などの

SFA/MUFA-PAとは結合しなかった。さらに、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-

PA は N 末端に位置し、D4-phosphatase 活性を有する SAC1 ドメインを介して

SYNJ1に結合した。また、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは SYNJ1の SAC1

ドメインに結合することで D4-phosphatase 活性を選択的に亢進し、D5-

phosphatase活性に影響しなかった。 

以上より、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは SYNJ1の SAC1ドメイン

を介して強く結合することで標的とし、さらに、その D4-phosphatase活性を亢進

した。 
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【緒言】 

Phosphatidylcholine (PC)、phosphatidylethanolamine (PE)、phosphatidylglycerol 

(PG)、phosphatidylserine (PS)、phosphatidylinositol (PI)、phosphoinositides、cardiolipin 

(CL)、phosphatidic acid (PA) などのグリセロリン脂質は、細胞膜の重要な構成成

分である。極性頭部を水層側に、非極性側鎖を内側に向けて脂質二重層を形成す

る。これらのグリセロリン脂質の中で PA は、sn-1 と sn-2 の位置に 2 つの脂肪

酸側鎖が結合し、sn-3 の位置にリン酸基が結合した最も単純な構造を有する。

[1]。PAは、種々の生理学的、および、病理学的機能を有する脂質セカンドメッ

センジャーとして重要な働きを担う [2-6]。 

前述のように、細胞内における PA産生は、DGKによる DGのリン酸化 [7]

と、ホスホリパーゼ D (PLD) による PCの加水分解 [8]によって促進される。さ

らに、細胞膜リン脂質の de novo 合成の重要な中間体として機能する PA は、

lysoPA acyltransferase (LPAAT) によって供給される [9]。したがって、細胞内に

おける PAの生合成はいくつかの経路に由来する。さらに、これらの PA産生酵

素は、種々の疾患の病因に関与していることが報告されている [5,10-13]。PAは、

様々な数の炭素原子 (14–22) と二重結合 (0–6) からなる、種々の脂肪酸側鎖を

持つ多様な分子種で構成されている。その結果、哺乳類細胞は 50種類以上の構

造的に異なる PA分子種を有する。しかし、各 PA分子種、特にそれらの相互作

用タンパク質の異なる役割はほとんどわかっていない [2]。 

本研究では、脳から 18:0/22:6-PA 結合タンパク質として、パーキンソン病

関連タンパク質 (PARK20) [14] である synaptojanin-1 (SYNJ1) を同定した。

SYNJ1は phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) に結合する inositol環の

D5-、および、D4-ホスファターゼであり、clathrinを介したシナプス小胞のエン

ドサイトーシスとリサイクルの調節に不可欠なタンパク質である [15–18]。また、
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機能解析により、SYNJ1 はその N 末端 SAC1 ドメインを介して 18:0/20:4-PA、

および、18:0/22:6-PAなどの多価不飽和脂肪酸 (PUFA) を含む PA分子種と選択

的に相互作用することがわかった。なお、SAC1ドメインは PI 4-monophosphate 

(PI(4)P) の D4-ホスファターゼ活性を有するが、PI(4,5)P2の D4-ホスファターゼ

活性を持たない。さらに、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは、SYNJ1の D4-

ホスファターゼ活性を有意に増強した。したがって、我々は、SYNJ1 が PUFA-

PAと結合することによって機能的に制御されるユニークな PUFA含有 PA結合

タンパク質であることを明らかにした。
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【手法】 

試薬 

脂質: L-a-phosphatidylcholine from egg yolk (PC mixture)、1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphate (16:0/16:0-PA) 、 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero- 3-phosphate 

(16:0/18:1-PA)、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:1/18:1-PA)、1,2-distearoyl-sn-

glycero-3-phosphate (18:0/18:0-PA)、1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphate 

(18:0/20:4-PA)、1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/22:6-PA)、

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (18:1/18:1-PE) 、 1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphosetine (16:0/16:0- PS) 、 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine 

(18:1/18:1-PS) 、 1,3-bis[1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho]-glycerol 

(18:1/18:1/18:1/18:1-CL)、1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphatidylinositol 

(18:0/20:4-PI)、および、1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phospho-glycerol 

(18:0/22:6-PG) は、 Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) から購入。コレステ

ロール（Chol）はWako Pure Chemicals (Tokyo，Japan) から購入した。 

抗体: マウスモノクローナル抗 6×His 抗体 (D291-3S) は、Medical and 

Biological Laboratories (Nagoya, Japan) から購入した。マウスモノクローナル抗

FLAGタグ抗体 (F1804) は、Sigma-Aldrich (St. Louis，MO，USA) から購入した。 

 

実験動物 

C57BL/6N マウス (SLC Japan，Inc. ) は千葉大学動物実験実施規程 (許可番

号:動 2-227) に基づき、適切な環境下で飼育を行い、実験に必要な試料 (全脳の

mRNA、および、ホモジネート) を得るために頸椎脱臼後に解剖し、臓器を摘出

した。 
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プラスミドとコンストラクト 

p3×FLAG-SYNJ1-WT、p3×FLAG-SYNJ1-C383S、p3×FLAG-SYNJ1-SAC1 (aa 

1 ~ 500 )、p3×FLAG-SYNJ1-5-phosphtase (aa 501 ~ 1070)、および、p3×FLAG-SYNJ1-

PRD (aa 1071 ~ 1311) を作製するため、human SYNJ1 (UniProt accession ID: 

O43426-2) をコードする cDNA、および、その欠失変異体を p3×FLAG-CMV-7.1

ベクターの NotI/SalI部位に挿入した。また、pET-28a-SYNJ1-SAC1を作製するた

め、human SYNJ1-SAC1をコードする cDNAを pET-28aベクターの SalI/EcoRI部

位に挿入した。 

 

リポソームの作製 

マウス全脳における 18:0/22:6-PA 特異的結合タンパク質の同定: 18:0/22:6-

PG リポソーム [Chol (30 mol%)、PC mix (60 mol%)、および、18:0/22:6-PG (10 

mol%)]、および、18:0/22:6-PAリポソーム [Chol (30 mol%)、PC mix (60 mol%)、

および、18:0/22:6-PA (10 mol%)]。窒素気流下で乾燥させた脂質混合物に 25 mM 

HEPESバッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] を加え、95°Cで 45分間

水和し、水和中に 15分ごとに 1 回 1分間ボルテックスした。次に、リポソーム

を 5 回の凍結融解サイクル (–196°C で 3 分間、95°C で 3 分間) にかけた [19]。

次に、リポソームを、Mini extruder (Avanti Polar Lipids: Alabaster, AL, USA) を使

用して 100 nm のポリカーボネート膜を通して 11 回押し出した [20]。Mini 

extruderは、使用前に 95°Cに加温したものを用いた。 

前述の [21] の脂質混合物を使用して、SYNJ1 タンパク質の脂質結合能の

解析を行なった。PCリポソーム [Chol (30 mol%)、および、PC mix (70 mol%)]、

リン脂質-含有リポソーム[Chol (30 mol%)、PC mix (60 mol%)、および、リン脂質 

(PE、PS、PG、PI、および、CL) (10 mol%)]、および、PAリポソーム[Chol (30 mol%)、
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PC mix (60 mol%)、および、各 PA分子種 (10 mol%)]。脂質結合能解析では、乾

燥させた脂質混合物を 25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM 

DTT]で 95°C で 45 分間水和し、水和中に 15 分ごとに 1 回 1 分間ボルテックス

した。次に、リポソームを 5 回の凍結融解サイクル (–196°Cで 3分間、95°Cで

3分間) にかけた。リポソームは、Branson Sonifier 450 [22] によって 90°Cで超

音波処理、または、Mini extrudeを使用して形成した (Figure 2E–H)。 

 

PA結合タンパク質としての SYNJ1の同定 

マウス全脳 (11週齢の雄マウス) を 50 mM HEPESバッファー (pH 7.2) [150 

mM NaCl、5 mM MgCl2、および、cOmplete EDTA free protease inhibitor cocktail 

(Roche Applied Science、Penzberg、Germany)] でホモジナイズした。マウス脳ホ

モジネートを PCリポソームとともに 4°Cで 30分間転倒混和し、PCリポソーム

に結合した非特異的タンパク質を 200,000 × g、4°C で 1 時間の超遠心分離によ

って除去した。得られた上清を 18:0/22:6-PG-リポソーム、または、18:0/22:6-PA

リポソームとともに 4°Cで 30分間転倒混和した後、200,000 × g、4°Cで 1 時間

の超遠心分離によりリポソームを沈降させた。沈降画分を、25 mM HEPESバッ

ファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT] で再懸濁した。18:0/22:6-PGリポソ

ーム、または、18:0/22:6-PAリポソームと共沈したタンパク質を SDS/PAGEで分

離し、銀染色で検出した (Figure 1A)。約 150 kDaバンドのゲル内酵素消化と LC-

MS/MSタンパク質の同定は、第１章の記載内容と同様に実施した [24]。 

 

COS-7細胞で発現した 3×FLAG-SYNJ1のリポソーム結合アッセイ 

PolyFect (Qiagen、Venlo、Netherlands) を使用した細胞培養とトランスフェ

クションは、以前に説明されているように行なった [25]。トランスフェクショ
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ンの 24 時間後、3×FLAG-SYNJ1を発現した COS-7細胞を氷冷した PBSで 3 回

洗浄した後、25 mM HEPES バッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT、

cOmplete EDTA free protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics)] で回収した。超

音波処理後、超遠心分離 (200,000 × g、4°Cで 30分間) によって不溶性物質を除

去した。上記で作製したリポソーム (2 mM総脂質、450 µL) を細胞溶解物 (450 

µL) に添加し、4°Cで 30分間転倒混和した後、サンプルを 200,000 × g、4°Cで

1 時間、超遠心分離によりリポソームを沈降させた。沈降画分は 25 mM HEPES

バッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT、cOmplete EDTA free protease 

inhibitor cocktail (Roche Diagnostics)] で再懸濁した。 

 

ホスファターゼ活性測定 

3×FLAG-alone、3×FLAG-SYNJ1-WT、または、3×FLAG-SYNJ1-C383S変異

体の哺乳類細胞発現コンストラクトを COS-7 細胞にトランスフェクションした 

(100 mm dishあたり 5 µgのプラスミド)。24 時間後、細胞を 1 mLの 25 mM HEPES

バッファー (pH 7.4) [100 mM NaCl、1 mM DTT、cOmplete EDTA free protease 

inhibitor cocktail (Roche Diagnostics)] で回収し、200,000 × gで 30分間 4°Cで超遠

心分離によりリポソームを沈降させた。得られた上清のうち (5 µL) をリポソー

ム溶液 (125 mM) に最終 25 µLの容量になるように添加した。混合物を 5分ご

とにタッピングしながら 4°C で 30 分間転倒混和した。タンパク質-リポソーム

溶液の混合サンプル (5 µL) を、20 µLの phosphoinositide基質 (L-a-PI(4)P (脳、

ブタ由来)、L-a-PI(4,5)P2 (脳、ブタ由来) (Avanti Polar Lipids: Alabaster, AL, USA)) 

を含むチューブに加えた。次に反応溶液を 37°C で 25 分間転倒混和した。その

後、反応溶液を 125 µLの BIOMOL Green試薬 (Enzo Life Sciences、Farmingdale、

NY、USA)を含むチューブに移し、BIOMOL 反応を室温で 45 分間進行させた。
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生成された遊離リン酸塩は、600nm の波長でプレートリーダーによって測定し

た。 

 

Western blotting 

SDS サンプルバッファーに溶出したタンパク質を SDS-PAGE で分離した。

分離したタンパク質を PVDF (Wako Pure Chemicals (Tokyo、Japan)) に転写し、

5% (w/v) skim milk/TBS-T (10 mM Tris / HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、0.05％ (v/v) 

Tween 20) で室温で 1 時間ブロッキングした。TBS-Tで洗浄した後、メンブレン

を 5% (w/v) skim milk/TBS-Tで希釈した抗体とともに 4°Cで 16 時間撹拌した。

次に、抗マウス IgG抗体を 5% (w/v) skim milkで 10000 倍に希釈した溶液を 5 µL

加え、室温で 1 時間反応させた。抗体反応後、TBS-T で 5 分間、3 回洗浄し、

ECL 溶液 1 と 2 を 500 µL ずつ混ぜた溶液をメンブレンに浸した後、暗室にて

ECL film に感光させることでタンパク質バンドの検出を行った。次にフィルム

の感光度を Image J softwareを用いてタンパク質バンドの強度を定量した。 

 

6×Hisタグ融合 SYNJ1-SAC1ドメインの発現と精製 

6×His-SYNJ1-SAC1 (pET-28a ベクター、SalI/NotI サイト) をコードする発

現プラスミドで形質転換した Rosetta2-DE3 細胞を、100 µg/mL アンピシリンを

添加した LB 培地で 0.45の OD600の細胞密度になるまで 37°Cで増殖させた。大

腸菌細胞を 0.1 mM IPTGの存在下で 16°Cで 10 時間インキュベートし、遠心分

離によって回収した。沈降画分を 10 mMリン酸ナトリウムバッファー (pH 8.0) 

[300 mM NaCl、0.05% Nonidet P-40、20 mg/mLアプロチニン、20 mg/mLロイペ

プチン、および、20 mg/mLペプスタチンを含む] で再懸濁し、氷上でタンパク

質を十分に冷却した状態を保って超音波処理を行うことによって可溶化した。
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その後、遠心分離 (15,000 × g、4°Cで 1 時間) を行い、上清画分のタンパク質を

Ni2+-Sepharose 6 Fast Flowカラム (GE Healthcare) でのアフィニティークロマト

グラフィーにより精製した。ビーズを 20 mLのWash バッファー (10 mMイミ

ダゾール、50 mMリン酸ナトリウム、pH 8.0、300 mM NaCl) で洗浄した。続い

て、結合したタンパク質を溶出バッファー (300 mMイミダゾール、50 mMリン

酸ナトリウム、pH 8.0、300 mM NaCl) で溶出した。溶出したタンパク質サンプ

ルを、25 mM HEPES、pH 7.4、100 mM NaCl、および、1mM DTTで平衡化した

ENrichSEC650 10 × 300カラム (Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA) でゲ

ル濾過クロマトグラフィーを行なった。 

 

統計解析 

全てのデータは 平均値±SDで示し、one-way ANOVA 後に Tukey’s post hoc 

testで統計処理を行い、有意差があるのかどうかを比較解析した。統計処理には

GraphPad Prism 8 (GraphPad) を用いて、p<0.05の時に有意差があると判定した。 
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【結果】 

マウス脳において 18:0/22:6-PAと結合するタンパク質の同定 

マウス脳ホモジネートを 18:0/22:6-PA含有リポソーム、および、18:0/22:6-

PG含有リポソームと転倒混和し、次に超遠心分離によりリポソームを沈降させ

た。18:0/22:6-PAリポソームの沈降物では分子量約 150 kDaの高強度バンドが検

出されたが、18:0/22:6-PG-リポソームでは検出されなかった (Figure 1A)。ゲル内

酵素消化、および、液体クロマトグラフィー (LC)-タンデム質量分析法 (MS/MS) 

により、synaptojanin-1 (SYNJ1) (計算分子量 : 約 145,000 Da (Figure 1B)) が

18:0/22:6-PA 結合タンパク質の候補として同定された。Figure 1B に示したよう

に、SCORE (同定の確からしさ)、および、emPAI (サンプル中のタンパク質量の

指標) は、それぞれ 674と 0.45であった。 

Clathrin を介したシナプス小胞のエンドサイトーシスとリサイクルの調節

に不可欠な SYNJ1 [15,16] は、生体膜のホスホイノシチドを脱リン酸化する [26]。

このタンパク質は、N 末端の SAC1 ドメイン、中央の 5-phosphtase、および、C

末端の proline-rich domain (PRD) という 3つの機能ドメインを有する (Figure 1C) 

[15,27]。 SYNJ1は主に、PI(4,5)P2を脱リン酸化して PI(4)Pを産生する D5-ホス

ファターゼとして知られている [15]。さらに、SAC1ドメインは、PI(4)Pの D4-

ホスファターゼ活性を有する [17、18]。ただし、SAC1 ドメインは PI(4,5)P2を

PI(5)Pに変換する D4-ホスファターゼ活性を示さず、その結果、PI(4)Pのみを脱

リン酸化する [18]。重要なことに、シナプス小胞輸送を制御するには、D5-ホス

ファターゼ活性と D4-ホスファターゼ活性の両方が必要である [28]。 

次に、リポソーム沈降法を用いて、SYNJ1の 18:0/22:6-PAへの結合活性を

検証した。 その結果、3×FLAG-SYNJ1 の約 2%のみが、バックグラウンドコン

トロールとして PC (中性リン脂質) のみを含むリポソームと共沈した (Figure 
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1D、および、E)。さらに、酸性リン脂質コントロールとして用いた 18:0/22:6-PG-

リポソームは、わずか約 10%の 3×FLAG-SYNJ1 と共沈した。一方、3×FLAG-

SYNJ1の約 38%が 18:0/22:6-PAリポソームと共沈しており、SYNJ1が PC、およ

び、18:0/22:6-PGリポソームよりも 18:0/22:6-PAリポソームとより強く相互作用

することがわかった。 

 

SYNJ1 は 18:0/20:4-PA や 18:0/22:6-PA のような多価不飽和脂肪酸を含有する

PA分子種と相互作用する 

様々な脂肪酸側鎖を有する PA分子種に対する SYNJ1の結合選択性を明ら

かにするため、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-

PA、および、18:0/22:6-PAなどの種々の PA分子種を含むリポソームを使用して

リポソーム沈降法を行なった。Figure 2A、および、B に示すように、18:0/20:4- 

PA、および、18:0/22:6-PAは 3×FLAG-SYNJ1に強く結合した。一方、16:0/16:0-

PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、および、18:0/18:0-PAは、3×FLAG-SYNJ1と相

互作用しなかった (Figure 2A、および、B)。したがって、これらの結果は、SYNJ1

が 18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA などの PUFA-PA と選択的に相互作用す

ることを示している。 

 

SYNJ1は PUFA-PAと相互作用し、他のリン脂質とは相互作用しない 

SYNJ1のリン脂質結合特異性を調べるために、PC、PE、PS、CL、PI、PG、

PAなどの中性、または、酸性リン脂質を含むリポソームを使用してリポソーム

沈降法を行なった。 Figure 2C、および、Dに示すように、3×FLAG-SYNJ1は非

常に強い PA結合活性を示した。一方、PC、PE、PS、CL、PI、PGなどの他のリ

ン脂質は 3×FLAG-SYNJ1と相互作用しなかった。以上より、これらの結果は、
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SYNJ1が PUFA-PAと特異的に相互作用することを示している。 

 

リポソームの粒径は SYNJ1と 18:0/22:6-PAとの相互作用に影響しない 

次に、異なる粒径 (100 nm、400 nm、および、1000 nm) のリポソームを使

用してリポソーム沈降法を行なった。Figure 2E–Hに示すように、3×FLAG-SYNJ1

はすべてのサイズの 18:0/22:6-PA 含有リポソームと同程度に強く相互作用した

が、PC、16:0/16:0-PA、16:0/16:0-PS、および、18:0/22:6-PGリポソームとは相互

作用しなかった。したがって、種々のリポソームの粒径によって形成される異な

る膜の曲率、および、形状は、SYNJ1 と 18:0/22:6-PA との相互作用に影響を及

ぼさない可能性がある。 

 

SYNJ1の SAC1ドメインは 18:0/20:4-PAおよび 18:0/22:6-PAと相互作用する 

Figure 1C に示すように、SYNJ1 は N 末端の SAC1 ドメインと C 末端の

PRD、および、中央の 5-phosphatase で構成されている。このタンパク質のどの

ドメインが 18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAとの相互作用に寄与するかを調

べるために、3×FLAG-SYNJ1-SAC1、3×FLAG-SYNJ1-5-phosphatase、または、

3×FLAG-SYNJ1-PRDのドメイン欠損変異体を使用してリポソーム沈降法を行な

った。その結果、全長 3×FLAG-SYNJ1 (WT) の場合と同様に (Figure 1D、E、お

よび 2A、B)、3×FLAG-SYNJ1-SAC1は 18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAリポ

ソームに強く結合したが、PC、および、18:0/22:6-PGリポソームには結合しない

ことがわかった (Figure 3A、および、B)。一方、3×FLAG-SYNJ1-5-phosphatase 

(Figure 3C、および、D) および 3×FLAG-SYNJ1-PRD (Figure 3E、および、F) は

どのリポソームとも結合しなかった。以上より、SYNJ1 は N 末端領域の SAC1

ドメインを介して 18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAと選択的に相互作用する
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ことがわかった。 

 

18:0/20:4-PAおよび 18:0/22:6-PAは SYNJ1の D4-ホスファターゼ活性を選択的

に亢進する 

SYNJ1 の SAC1 ドメインが PUFA- PA 分子種 (18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PA) 相互作用することで機能的に制御されるかどうかを調べるために、

PUFA-PAを含むリポソームが SYNJ1のD4-ホスファターゼ活性を変化させるか

どうかを調べた。Hughes らの研究グループ [18] は SAC1 ホスファターゼが触

媒活性に重要であるシステイン残基を持つコンセンサス配列 C(X5)RT/S (aa 383–

390) を有することを報告した [14,17] (Figure 4A)。そこで、まず、SYNJ1の C383S

変異が D4-ホスファターゼ活性を欠失させることを確認した。3×FLAG-SYNJ1-

WT、および、3×FLAG-SYNJ1-C383Sを COS-7細胞で発現させた後、細胞溶解物

を使用してホスファターゼ活性を測定した。3×FLAG aloneのみをトランスフェ

クションした COS-7細胞溶解物と比較して、PI(4)Pを基質に用いた場合、SYNJ1-

WT 発現細胞溶解物のホスファターゼ活性は有意に増加した  (0.09±0.02 

nmol/min/µgの増加) (Figure 4B)。しかし、SYNJ1-C383Sはそのような増加を示さ

なかった (Figure 4B)。したがって、SYNJ1の C383S変異が D4-ホスファターゼ

活性をほぼ完全に欠失していることを確認した。さらに、PI(4,5)P2を基質として

使用した場合 (Figure 4C)、SYNJ1-WT のホスファターゼ活性は有意に増加した 

(0.22±0.05 nmol/min/µgの増加)。一方、SYNJ1-C383Sは、野生型 SYNJ1と比較

しておよそ半分の増加  (0.12±0.01 nmol/min/µg の増加) しか示さなかった 

(Figure 4C)。さらに、PI(4,5)P2を基質にした場合の SYNJ1-WT と SYNJ1-C383S

のホスファターゼ活性の差分 (0.12±0.05 nmol/min/µg) (Figure 4C) は、PI(4)Pを

基質にした場合の SYNJ1-WT のホスファターゼ活性 (0.09±0.05 nmol/min/µg) 
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と比較してほぼ同じであった。これらの結果は、C383S 変異体が SYNJ1 の D5-

ホスファターゼ活性ではなく、D4-ホスファターゼ活性のみを欠損させたという

以前の報告と一致している [28]。 

次に、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA が SYNJ1 の D4-、および/また

は、D5-ホスファターゼ活性を変化させるかどうかを調べた。まず、PI(4)Pを基

質として使用した場合、SYNJ1-WT のホスファターゼ活性は 18:0/20:4-PA およ

び 18:0/22:6-PAによって大幅に (約 3.5〜4 倍) 増加した (Figure 4D)。一方、PC、

および、18:0/22:6-PGではこのような活性の増加は確認できなかった (Figure 4D)。

また、SYNJ1-WT とは対照的に、C383S 変異体の活性は 18:0/20:4-PA、または、

18:0/22:6-PA の影響を受けなかった。これらの結果は、18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PA が D4-ホスファターゼ活性を著しく増強したことを示している 

(Figure 4D)。 

PI(4,5)P2を基質として使用した場合、SYNJ1-WT のホスファターゼ活性は

18:0/22:6-PAによってわずかに増強され、18:0/20:4-PAによって変化しなかった 

(Figure 4E)。また、SYNJ1-C383Sのホスファターゼ活性も 18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PA によって変化しなかった (Figure 4E)。ここで、PUFA-PA が SYN1

の D5-ホスファターゼ活性を増強する場合、D5-ホスファターゼ活性を有する

SYNJ1-C383S でもホスファターゼ活性が亢進される可能性があるが、そのよう

な増強は検出されなかった (Figure 4E)。また、SYNJ1-WTと SYNJ1-C383Sの両

方が 18:0/22:6-PAと同程度に強く相互作用することを確認した (Figure 4H、およ

び、I)。以上より、これらの結果は、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAなどの

PUFA含有 PAが SYNJ1の D5-ホスファターゼ活性ではなく D4-ホスファターゼ

活性を選択的に活性化することを示している。 
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SYNJ1 の D4-ホスファターゼ活性は多価不飽和脂肪酸を含有する PA 分子種に

よって選択的に活性化され、他のリン脂質や飽和脂肪酸を含有する PA 分子種

によって活性化されない 

Zhongらの研究グループは、酵母に発現する SAC1が、パルミチン酸 (16:0)

やカプリル酸 (8:0) などの短鎖、および、飽和脂肪酸を含む PI、PS、および、

PAによって活性化されるアロステリック酵素であると報告した [29]。したがっ

て、SYNJ1の SAC1ドメインは、18:0/22:6-PAに加えて酸性リン脂質によっても

活性化される可能性がある。これを確認するために、SYNJ1 の D4-、および/ま

たは、D5-ホスファターゼ活性が 16:0/16:0-PA、16:0/16:0-PS、18:1/18:1-PS、

18:1/18:1/18:1/18:1- CL、18:0/20:4-PI、および、18:0/22:6-PGによって変化するか

どうかを解析した。その結果、Figure 4F に示すように、SYNJ1 の D4-ホスファ

ターゼ活性は 18:0/22:6-PAによって増加したが、16:0/16:0-PAを含む他の酸性リ

ン脂質は活性化しなかった。さらに、これらの酸性リン脂質が D5-ホスファター

ゼ活性に有意な影響を及ぼさないことを確認した (Figure 4G)。したがって、こ

れらの結果は、PUFA 含有 PA 分子種 (18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA) が

SYNJ1の D4-ホスファターゼ活性を選択的に増強したことを強く示唆している。 

 

精製した SYNJ1-SAC1ドメインは 18:0/22:6-PAとの相互作用によって活性化さ

れる 

PUFA-PAが SYNJ-1の SAC1ドメインに結合することを確認し、ドメイン

のD4-ホスファターゼ活性の酵素学的パラメーターに対する PUFA含有 PA分子

種の影響を解析するために、6×His-SYNJ1-SAC1を使用してホスファターゼ活性

測定を行なった。6×His-SYNJ1-SAC1は、大腸菌細胞で発現し、Ni2+アフィニテ

ィークロマトグラフィー (Figure 5A)、および、ゲル濾過クロマトグラフィー 
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(Figure 5B) によって精製した。精製した 6×His-SYNJ1-SAC1 (計算分子量: 56.9 

kDa) は、ゲル濾過クロマトグラフィーの予想される位置 (59 kDa) で単量体と

して溶出された (Figure 5B)。Figure 5C、および、Dに示すように、18:0/22:6-PA

リポソームは、PCリポソームと比較して、精製した 6×His-SYNJ1-SAC1に対し

て高い親和性を示した。また、18:0/22:6-PA の SYNJ1-SAC1 に対する解離定数 

(Kd) は 0.5 µMであった (Figure 5C、および、D)。 SYNJ1-SAC1に対する 18:0/22:6-

PAの Kd 値は、他の PA結合タンパク質であるa-シヌクレイン (18:1/18:1- PA: 6.6 

µM) [25]、LDHA (18:0/18:0-PA: 3.8 µM) [21]、および、CKM (16:0/16:0-PA: 2.0 µM) 

[30] と比較して同程度であった。さらに、予想通り、18:0/22:6-PAリポソームの

存在下では、精製 SYNJ1-SAC1の D4-ホスファターゼ活性は、PCリポソームの

存在下よりも有意に高い活性を示した (Figure 5E)。18:0/22:6-PAの存在下におけ

る PI(4)Pを気質としたミカエリス定数 (Km)、および、最大反応速度 (Vmax) の値

はそれぞれ、15.4±2.8 µM、および、7.6±0.5 nmol/min/µg (SD、n = 3) であった 

(Figure 5F)。18:0/22:6-PAの非存在下においては、Km 値は 18:0/22:6-PA 存在下と

同等であったが、Vmax 値は、18:0/22:6-PA がある場合の値よりも低かった (18.7

±8.7 µM、および、3.2±0.6 nmol/min/µg (±SD, n = 3)) (Figure 5F)。これらの結果

は、18:0/22:6-PAが SYNJ1による PI(4)P加水分解の代謝回転を促進することを

示唆している。 
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Figure 1. マウス脳における 18:0/22:6-PA 結合タンパク質としての SYNJ1 の同

定 

(A) 11 週齢の雄マウス全脳ホモジネートを、18:0/22:6-PA含有リポソーム、また

は、18:0/22:6-PG含有リポソームと転倒混和し、次に超遠心分離によりリポソー

ムを沈降させた。18:0/22:6-PA結合タンパク質と 18:0/22:6-PG結合タンパク質を
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SDS-PAGE (7.5%アクリルアミド) で分離し、銀染色で検出した。黒い矢印でマ

ークされたバンドを切り出し、ゲル内酵素消化後、LC-MS/MSでタンパク質を同

定した。(B) LC-MS/MSで同定された synaptojanin-1 (SYNJ1)。SCORE (同定の確

からしさ) と emPAI (サンプル中のタンパク質量の指標) を示した。(C) SYNJ1の

3つの機能ドメイン、PI(4)Pを基質とする SAC1ドメイン、PI(4,5)P2基質とする

5-phosphatase ドメイン、および、エンドフィリンなどの種々の SH3 ドメイン含

有アダプタータンパク質と相互作用する proline-rich domain (PRD)。(D) PC、

18:0/22:6-PG-、18:0/22:6-PAリポソームを使用した 3×FLAG-SYNJ1のリポソーム

沈降法 [PC リポソーム: PC/Chol = 70/30 mol%)]、[18:0/22:6-PG-リポソーム: 

PG/PC/Chol = 10/60/30 mol%]、[18:0/22:6-PAリポソーム: PA/PC/Chol = 10/60/30 

mol%]。 3×FLAG-SYNJ1 を過剰発現した COS-7 細胞溶解物を、PC、18:0/22:6-

PG、または、18:0/22:6-PAリポソームと転倒混和し、超遠心分離によりリポソー

ムを沈降させた。 SDS-PAGE (7.5%アクリルアミド) を行い、抗 FLAG抗体を用

いたウエスタンブロッティングにより分離したタンパク質を検出した。

3×FLAG-SYNJ1の位置は、黒い矢印で示した。(E) 上清画分 (S)、および、沈降

画分 (P) 中の 3×FLAG-SYNJ1タンパク質のバンド強度を、Image J softwareを使

用したデンシトメトリーによって定量した。結合活性は、上清画分、および、沈

降画分のバンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出し

た。(平均値±SD、n = 4)、***P<0.005 
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Figure 2. 3×FLAG-SYNJ1は、18:0/20:4-PAおよび 18:0/22:6-PAと選択的に相互

作用するが、他の PA分子種またはリン脂質とは相互作用しない 
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異なる脂肪酸側鎖を有する PA 分子種 (A、および、B)、または、リン脂質 (C、

および、D) を含むリポソームを使用して 3×FLAG-SYNJ1 のリポソーム沈降法

を行なった。3×FLAG-SYNJ1を過剰発現した COS-7細胞溶解物をリポソームと

転倒混和した後、超遠心分離によりリポソームを沈降させた。[PA リポソーム: 

PA/PC/Chol = 10/60/30 mol%、PCリポソーム: PC/Chol = 70/30 mol%、PEリポソ

ーム: PE/PC/Chol = 10/60/30 mol%、PSリポソーム: PS/PC/Chol = 10/60/30 mol%、

CLリポソーム: CL/PC/Chol = 10/60/30 mol%、PIリポソーム: PI/PC/Chol = 10/60/30 

mol%、PGリポソーム: PG/PC/chol = 10/60/30 mol%]。次に、SDS-PAGE (7.5%ア

クリルアミド) を行い、抗 FLAG 抗体を用いたウエスタンブロッティングによ

り分離タンパク質を検出した。3×FLAG-SYNJ1 の位置は、黒い矢印で示した。

(B、および、D) 上清画分 (S)、および、沈降画分 (P) 中の 3×FLAG-SYNJ1タン

パク質のバンド強度を、Image J software を使用したデンシトメトリーによって

定量した。Binding activity (結合活性)は、上清画分、および、沈降画分のバンド

強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出した。結合活性の

値は 4 回 (Aと B) と 6 回 (Cと D) の独立した実験結果の平均値±SDとして表

記した。*P<0.05、***P<0.005 (vs. 18:0/22:6-PA)、###P<0.005 (vs. 18:0/20:4-PA) (E–

H) Mini extruderによって形成された異なる粒径 (100 nm (E)、400 nm (F)、およ

び、1000 nm (G)) のリポソームを使用した 3×FLAG-SYNJ1のリポソーム沈降法

は、上述と同様の実験手順で行なった。(平均値±SD、n = 3)、***P<0.005 
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Figure 3. SYNJ1の SAC1ドメインは、18:0/20:4-PAおよび 18:0/22:6-PAに選択

的に結合する 

PC、18:0/22:6-PG、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PA リポソームを使用した

SYNJ1の 3つのドメイン欠失変異体のリポソーム沈降法 

[PCリポソーム: PC/Chol = 70/30 mol%、18:0/22:6-PGリポソーム: PG/PC/Chol = 

10/60/30 mol%、PAリポソーム: PA/PC/Chol = 10/60/30 mol%]。 

(A) 3×FLAG-SYNJ1-SAC1 (aa 1–500 )、(C) 3×FLAG-SYNJ1-5-phosphatase (aa 501–

1070 )、(E) 3×FLAG-SYNJ1-PRD (aa 1071–1311) それぞれを過剰発現した COS-7

細胞溶解物と PC、18:0/22:6-PG、18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAリポソーム

と転倒混和し、次に超遠心分離によりリポソームを沈降させた。SDS-PAGE (7.5%

アクリルアミド) を行い、抗 FLAG 抗体を用いたウエスタンブロッティングに

より分離タンパク質を検出した。3×FLAG-SYNJ1- SAC1、3×FLAG-SYNJ1-5-

phosphtase、および、3×FLAG-SYNJ1-PRDの位置は、それぞれ黒い矢印で示した。 

(B、D、および、F) 上清画分 (S)、および、沈降画分 (P) 中の 3×FLAG-SYNJ1-
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SAC1、3×FLAG-SYNJ1-5-phosphatase、および、3×FLAG-SYNJ1-PRDタンパク質

のバンド強度を、Image J software を使用したデンシトメトリーによって定量し

た。Binding activity (結合活性) は、上清画分、および、沈降画分のバンド強度の

総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出した。(平均値±SD、n = 4)、

***P<0.005 (vs. 18:0/22:6-PAリポソーム)、###P<0.005 (vs. 18:0/20:4-PAリポソー

ム) 
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Figure 4. PUFA-PAは SYNJ1の D4-ホスファターゼ活性を選択的に亢進する 

(A) SYNJ1-SAC1の D4-ホスファターゼ活性欠損変異体 (SYNJ1-C383S) の作製。 

(B、および、C) 3×FLAG alone、3×FLAG SYNJ1-WT、および、3×FLAG SYNJ1-

C383S をコードするプラスミドを COS-7 細胞にトランスフェクションした。 

COS-7細胞溶解物を 20 μMの PI(4)P、または、PI(4,5)P2と転倒混和し、生成され

た遊離リン酸をマラカイトグリーンホスファターゼアッセイを使用して測定し

た。(平均値±SD、n = 4)、*P<0.05、**P<0.01および***P<0.005。(D、および、

E) 25 µMの PC、18:0/22:6-PG、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-PAリポソーム

の存在、または、非存在下において 20 µMの PI(4)P、または、PI(4,5)P2と転倒混

和した 3×FLAG-SYNJ1-WT、または、3×FLAG-SYNJ1-C383S を発現した COS-7

細胞溶解物から産生された遊離リン酸をマラカイトグリーンホスファターゼア

ッセイを使用して測定した。(平均値±SD、n = 3)、***P<0.005。 

(F、および、 G) 25 µM の 16:0/16:0-PA、 16:0/16:0-PS、 18:1/18:1-PS、

18:1/18:1/18:1/18:1-CL、18:0/20:4-PI、または、18:0/22:6-PA リポソームの存在、

または、非存在下において、20 µMの PI(4)P、または、PI(4,5)P2と転倒混和した

3×FLAG-SYNJ1-WT、または、3×FLAG-SYNJ1-C383S を発現した COS-7 細胞溶

解物から産生された遊離リン酸をマラカイトグリーンホスファターゼアッセイ

を使用して測定した。(平均値±SD、n = 3)、*P<0.05、**P<0.01、および、***P<0.005。

(H、および、I) PC、および、18:0/22:6-PAリポソームを使用した SYNJ1-WT、お

よび、SYNJ1-C383Sのリポソーム沈降法 [PCリポソーム: PC/Chol = 70/30 mol%、

PAリポソーム: PA/PC/Chol = 10/60/30 mol%]。 3×FLAG-SYNJ1-WT (H)、および、

3×FLAG-SYNJ1-C383S (I) を過剰発現した COS-7 細胞溶解物を、PC、および、

18:0/22:6-PAリポソームと転倒混和し、超遠心分離によりリポソームを沈降させ

た。SDS-PAGE (7.5%アクリルアミド) を行い、抗 FLAG抗体を用いたウエスタ



111 
 

ンブロッティングにより分離タンパク質を検出した。3×FLAG-SYNJ1-WT、およ

び、3×FLAG-SYNJ1-C383Sの位置は、黒い矢印で示した。上清画分 (S)、および、

沈降画分 (P) 中の 3×FLAG-SYNJ1-WT、および、3×FLAG-SYNJ1-C383Sタンパ

ク質のバンド強度を、Image J software を使用したデンシトメトリーによって定

量した。Binding activity (結合活性) は、上清画分、および、沈降画分のバンド強

度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出した。(平均値±SD、

n = 3)、***P<0.005。 
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Figure 5. 精製した SYNJ1-SAC1ドメインは、18:0/22:6-PAと相互作用して活性

化される 

(A) Ni2+アフィニティークロマトグラフィーによって精製した 6×His-SYNJ1-
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SAC1 の SDS-PAGE (10%アクリルアミド)。分離したタンパク質を CBB で染色

し、抗 6×His抗体を使用してウエスタンブロッティングを行なった。(B) Ni2+ア

フィニティークロマトグラフィー精製後にゲル濾過クロマトグラフィーを行な

って精製した 6×His-SYNJ1-SAC1 (aa 1 ~ 500) の SDS-PAGE (10%アクリルアミ

ド)。分子量検量線 (BSA: ウシ血清アルブミン (66 kDa)、OVA: オボアルブミン 

(42.7 kDa)、および、BCA: ウシ炭酸脱水酵素 (30 kDa)) の画分番号と位置を示し

た。画分番号 13 ~ 17に含まれる得られたタンパク質は、その後の実験で用いた。 

6×His-SYNJ1-SAC1 タンパク質バンドは、黒い矢印で示した。(C、および、D) 

18:0/22:6-PA の濃度依存的な 6×His-SYNJ1-SAC1 に対する結合活性。精製した

6×His-SYNJ1-SAC1 (10 nM) を、示した濃度 (0、0.625、1.25、2.5、5、および、

10 µM) の (上部画像) 18:0/22:6-PA、または、(下部画像) PCリポソームとともに

転倒混和し、超遠心分離によりリポソームを沈降させた。SDS-PAGE (10 %アク

リルアミド) を行い、続いて抗 6×His抗体を使用したウェスタンブロッティング

を行なった。6×His-SYNJ1-SAC1の位置は、黒い矢印で示した。(D) 沈降画分の

タンパク質のバンド強度は、Image J software を使用したデンシトメトリーによ

って定量した。Binding activity (結合活性) は、総バンド強度 (Input) と比較した

沈降画分バンド強度の比率として算出した。(平均値±SD、n = 3)、解離定数 Kd

は、GraphPad Prism 8 (Dissociation-One phase exponential decay) を使用して決定し

た。(E) 80 μMの PI(4)P 存在下での SYNJ1-SAC1の D4-ホスファターゼ活性。(F) 

SYNJ1-SAC1 の D4-ホスファターゼ活性を PI(4)P 濃度 (µM) の関数としてプロ

ットした。測定された吸光度値 (600 nm) は、既知の遊離リン酸塩濃度 (40 ~ 

0.625 μM) で個別に測定されたリン酸塩標準曲線に基づいて、産生された遊離リ

ン酸塩の量 (nmol) に変換した。(平均値±SD、n = 3)、Kmと Vmaxの値は、GraphPad 

Prism 8 (nonlinear regression (curve fit) model) を使用して算出した。(F) PUFA-PA
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による SYNJ1 の D4-ホスファターゼ活性の活性化のメカニズム。本研究では、

SYNJ1がSAC1ドメイン (Figure 1–3) を介してPUFA-PA (18:0/20:4-PA、および、

18:0/22:6-PA) と選択的に相互作用することを示した。PUFA-PAは、PI(4)Pを基

質として使用した場合にのみ SYNJ1の活性を増強する (Figure 4–5)。 
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【考察】 

本研究 (Figure 5G) では、SYNJ1が PI(4)Pの D4-ホスファターゼ活性を有

する N 末端 SAC1 ドメイン [17,18] を介して 18:0/20:4-PA や 18:0/22:6-PA など

の PUFA含有 PA分子種と特異的、かつ、強力に相互作用することを初めて示し

た (Figure 1–3)。さらに、PUFA-PA分子種は、SYNJ1の D4-ホスファターゼ活性

のみを選択的に亢進し、D5-ホスファターゼ活性には影響しなかった (Figure 4、

および、5)。 

SYNJ1 は、PA を含むリポソームと選択的に共沈降したが、PC、PE、PS、

CL、PI、PG などの他のリン脂質を含むリポソームとは共沈しなかった (Figure 

1、および、2)。この選択性は、負に帯電した小さな極性ヘッドグループや円錐

形のかさばる脂肪酸側鎖など、PAの静電的、および、構造的特性に応じて発生

する可能性がある。中性リン脂質である PC、および、PEと比較して、PAの負

に帯電したヘッドグループは SYNJ1との相互作用に寄与した (Figure 2A、およ

び、B)。さらに、SYNJ1は、PAよりも大きなヘッドグループを持つ他の酸性リ

ン脂質、PS、CL、PI、および、PGに対して結合しなかったことから (Figure 2A、

および、B)、リン脂質に結合する極性頭部のサイズも寄与している可能性がある。

また、PA と同様に円錐形の脂質である PE [4] は、SYNJ1 と相互作用しなかっ

たことから (Figure 2A、および、B)、円錐形だけでは SYNJ1 に PA 結合活性を

与えるのに十分ではないことを示唆している。今回調べた PA 分子種の中で、

18:0/20:4-PA や 18:0/22:6-PA などの PUFA 含有 PA 分子種は SYNJ1 と相互作用

したが、一方で、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、および、18:0/18:0-

PAなどの SFA/MUFA-PAとは相互作用しなかった (Figure 2C、および、D)。生

物物理学的測定により、PUFAアシル鎖は二重結合の剛性にもかかわらず高いコ

ンフォメーションの柔軟性を持っていることが示されている [31]。したがって、
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SYNJ1 と PUFA-PA の相互作用は、PA の分子単位だけでなく、PUFA によって

引き起こされる負の曲率や流動性などの膜環境に起因する可能性が高い。以上

より、SYNJ1との結合のリン脂質選択性は、おそらく PAの固有の特性によるも

のであると考えられる。Chang-Ileto らの研究グループは、SYNJ1 を介した

PI(4,5)P2 の加水分解が正の膜曲率によって制御されることを報告している [32]。

したがって、SYNJ1 は脂質二重層膜の微小環境に非常に敏感であることが示唆

されている。ただし、種々のリポソームの直径によって形成される正の曲率が、

SYNJ1と 18:0/22:6-PAとの相互作用に影響を与える可能性は低い (Figure 2E–H)。

我々は SYNJ1が in vitroで PUFA-PAに選択的に結合することを示したが、生理

学的膜条件下における SYNJ1のリン脂質選択性を明らかにするためにはさらな

る研究が必要である。 

SYNJ1は、clathrinを介したエンドサイトーシスとエンドソームリサイクリ

ングにおいて重要な役割を果たす [15,16]。SYNJ1は 2つのホスホイノシチドホ

スファターゼ活性 (D5-、および、D4-ホスファターゼ活性) を有しており、どち

らも clathrin の解離とホスホイノシチドシグナル伝達の停止を促進する [17, 18, 

28]。SYNJ1 欠損マウスは神経学的障害を示し、出生直後に死亡する。また、SYNJ1

欠損マウスのニューロンでは、PI(4,5)P2レベルが上昇し、clathrin でコーティン

グされた小胞が蓄積することがわかっている  [26,33]。興味深いことに、

18:0/20:4-PA、および、18:0/22:6-PAは、SAC1ドメインの D4-ホスファターゼ活

性のみを選択的に活性化し、D5-ホスファターゼ活性は活性化しなかった 

(Figure 4、5E、および、5F)。我々は以前、DGKdが脳において 18:0/22:6-DGを選

択的に利用して 18:0/22:6-PAを産生し [34]、また、COS-7細胞で clathrin重鎖と

共局在することを明らかにした [35]。また、Kawasakiらは、DGKdがキナーゼ活

性依存的に clathrin 依存性エンドサイトーシスを調節することを報告した [36]。
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これらの報告は、DGKdによって産生される 18:0/22:6-PA が SYNJ1 活性を制御

することによって clathrin 依存性エンドサイトーシスの調節に関与していること

を示唆している。PLDは、主に SFAとMUFAを含有する PC分子種を加水分解

する。したがって、PLD は PUFA を含む PA を産生する可能性は低いと考えら

れる。 

Ser1163 (PRD内) における SYNJ1のリン酸化は、SYNJ1の D5-ホスファタ

ーゼ活性を増強し、SYNJ1 とエンドフィリン間の相互作用を促進し、効率的な

エンドサイトーシスを促進する [37,38]。しかしながら、SYNJ1の D4-ホスファ

ターゼ活性の調節因子に関しては不明点が多い。本研究では、18:0/20:4-PA、お

よび、18:0/22:6-PAが全長 SYNJ1 (Figure 4)、および、その SAC1ドメインのみ 

(Figure 5) の D4-ホスファターゼ活性を著しく増加させることを示した。SYNJ1

には、エンドフィリンなどの SH3 ドメインを含むタンパク質と相互作用する

PRDが含まれている [39]。さらに、SYNJ1は、PRDを介したタンパク質間相互

作用によって PI(4,5)P2に富む細胞膜に誘導される [40]。本研究で我々は SYNJ1

が SAC1ドメインを介して PUFA-PAと相互作用し (Figure 3、および、 5)、そ

れらによって活性化されることを示した (Figure 4、および、5)。したがって、

PUFA-PAは、PRD-SH3ドメインの相互作用によって細胞膜に誘導された SYNJ1

による PI(4)P の脱リン酸化を促進する可能性がある。さらに、SH3 ドメインを

含むタンパク質に加えて、PUFA-PAは SYNJ1をシナプス小胞膜に誘導する可能

性が考えられる (Figure 5G)。脳のリン脂質は長鎖 PUFAが豊富に存在しており 

[41]、さらに、Marzaらは、長鎖 PUFAの枯渇は、シナプスでの SYNJ1の局在を

調節することにより、効率的なシナプス小胞のリサイクルに欠陥を誘発するこ

とを報告した [42]。これらの報告は、SYNJ1 が神経終末でのエンドサイトーシ

スを促進するために PUFA-PA の標的となるという我々の報告を裏付けている。 
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以上をまとめると、本研究で我々は初めて、PUFA-PA (18:0/20:4-PA、およ

び、18:0/22:6-PA) が N末端 SAC1ドメインを介して SYNJ1と特異的に相互作用

することを示した (Figure 5G)。さらに、PUFA-PAは SYNJ1の D4-ホスファター

ゼ活性を増強したが、D5-ホスファターゼ活性を変化させなかった。これまで、

SYNJ1の D4-、および、D5-ホスファターゼ活性の重要性が繰り返し示唆されて

きた。しかし、その酵素学的性質、特に活性化因子に関しては不明点が多かった。

本研究では PUFA-PA が SYNJ1 を特異的に標的とする活性化因子であることを

示した。 
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第 4章 
Clathrin coat assembly protein AP180は 

多価不飽和脂肪酸を含有する 
ホスファチジン酸分子種と相互作用して 

機能的に制御される  
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【概要】 

Clathrin coat assembly protein AP180 は神経細胞に強く発現して clathrin-

mediated endocytosis (CME) を促進する。CMEは細胞膜受容体の内在化、神経伝

達物質の取り込み、SARS-CoV-2などのウイルスの侵入、シナプス小胞輸送など

様々な生理機能に関与する。さらに、AP180の機能不全は、アルツハイマー病の

発症に関連がある。AP180は PI(4,5)P2と結合して clathrinを細胞膜の特定の場に

蓄積することで CMEを誘導する。さらに、内在化した clathrin-coated vesicle は

clathrin の解離によって初期エンドソームと融合し、分解、または、再利用され

る。しかし、clathrinの蓄積に比べて解離のメカニズムについては不明点が多い 

リポソーム沈降法によって AP180の脂質結合能を解析したところ、AP180

は調べたリン脂質の中で 18:0/22:6-PA と PI(4,5)P2と強く結合し、その結合活性

は同程度であった。さらに、18:0/22:6-PAと AP180との結合領域を検証したとこ

ろ、N末端領域 (1–289) の lysine-rich motif (K38-K39-K40) が相互作用に大きく

寄与することがわかり、これにより、PI(4,5)P2と共通の結合領域を有することを

明らかにした。興味深いことに、18:0/22:6-PAは、AP180と clathrinの相互作用

を大幅に減少させたが、PI(4,5)P2はそのような効果を示さなかった。 

以上より、18:0/22:6-PAは AP180の N末端領域に位置する lysine-rich motif 

(K38-K39-K40) を介して結合することで標的とし、clathrin との相互作用を阻害

する機能を有することを示した。 
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【緒言】 

Clathrin coat assembly protein AP180は、脳に強く発現して clathrin-mediated 

endocytosis (CME) の制御に関与するアダプタータンパク質の 1 つである [1]。

AP180 N-terminal homology domain (ANTH) は phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

(PI(4,5)P2) に結合することにより、細胞膜に誘導される [2]。さらに、AP180の

C-terminal intrinsically disordered domain (CID) には、いくつかの clathrin結合モチ

ーフが含まれており、これらは細胞膜の特定の部位に clathrinを蓄積するため機

能する [3]。したがって、AP180は細胞膜に clathrinを含むケージを形成し、CME

を促進するために不可欠である。 

CMEはすべての真核細胞で重要な機能を持ち、受容体の内在化、神経伝達

物質の取り込み、シグナル伝達、病原体の排除など、多くの重要な生理学的機能

を調節する [4]。さらに、CME は SARS-CoV-2 やインフルエンザウイルスなど

のウイルスの侵入に不可欠なメカニズムでもある [5]。また、CME はアルツハ

イマー病 (AD) の発症に関連していると報告されている [6]。この場合、CMEは

神経細胞に毒性のある細胞外アミロイド前駆体タンパク質の内在化メカニズム

に密接に関与していると言われている [7]。CME は上記のように生理学的、お

よび、病理学的に重要である。特に、CMEの一連のプロセスのうち、AP180/clathrin

含有ケージの分解メカニズムは不明点が多い。エンドサイトーシス機構タンパ

ク質が clathrin被覆小胞から解離することは別のエンドサイトーシスを開始する

ために必要であり、コーティングされていない小胞が初期エンドソームと融合

して細胞内輸送イベントを促す可能性があるため、AP180/clathrin 含有ケージの

集積、および、解離のメカニズムを理解することは重要である [8]。 

哺乳類において 10種類の isozymeが存在する DGKは DGをリン酸化して

ホスファチジン酸 (PA) を産生する [9,10]。近年、DGKのd isozymeが、脳にお
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いてドコサヘキサエン酸を含む PA 分子種 (18:0/22:6-PA) (X:Y = 炭素原子の総

数:グリセロール骨格の脂肪アシル部分の二重結合の総数) [11]を選択的に産生

することを見出した [11]。しかし、脳と神経細胞における 18:0/22:6-PA 分子種

の生理学的機能と標的タンパク質はほとんどわかっていない [12]。したがって、

本研究では、マウス脳を用いて 18:0/22:6-PAの標的タンパク質を探索した。 

本研究では、AP180を 18:0/22:6-PA結合タンパク質として同定した。興味

深いことに、種々のリン脂質、および、PA分子種を含むリポソームを使用した

脂質結合解析により、AP180 は PI(4,5)P2と同程度に 18:0/22:6-PA に最も強く結

合することを明らかにした。さらに、18:0/22:6-PAは AP180と clathrinの相互作

用を阻害した。これらの結果は、18:0/22:6-PAが AP180を標的にして CMEにお

ける clathrin含有ケージの分解を促進する新しいメカニズムの存在を示唆してい

る。 
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【手法】 

試薬 

脂質 : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (16:0/18:1-PC)、 1,2-

dipalmytoyl-sn-glycero-3-phosphate (16:0/16:0-PA)、1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-

3-phosphate (16:0/18:1-PA)、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:1/18:1-PA)、1-

stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/18:1-PA)、1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphate (18:0/18:0-PA) 、 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphate 

(18:0/20:4-PA)、1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:0/22:6-PA)、

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (18:1/18:1-PE) 、 1,2-dioleoyl-sn-

glycero-3-phosphoserine (18:1/18:1-PS) 、 1,3-bis[1,2-dioleoyl-sn-glyero-3-phospho]-

glycerol (18:1/18:1/18:1/18:1-CL) 、 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-

phosphatidylinositol (18:0/20:4-PI) 、 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-

phosphoglycerol (18:0/22:6-PG)、および、 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (18:0/20:4-PI(4,5)P2) は、Avanti Polar Lipids 

(Alabaster, AL, USA) から購入した。コレステロール  (Chol) は Wako Pure 

Chemicals (Tokyo ， Japan) か ら 購 入 し た 。 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (16:0/16:0-PI(4,5)P2) は、Echelon Biosciences 

(Salt Lake City, UT, USA) から購入した。 

抗体：マウスモノクローナル抗 6×His抗体 (D291-3S)、および、ウサギポリ

クローナル抗 GST抗体 (PM013) は、Medical & Biological Laboratories, Nagoya, 

Japan から購入した。マウスモノクローナル抗 clathrin heavy chain (CHC) 抗体 

(610499) は、BD Transduction Laboratories (Lexington, KY) から購入した。 

 

組換えタンパク質の発現 
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マ ウ ス 脳 cDNA か ら プ ラ イ マ ー 5’-

GGTGGTCATATGTCTGGGCCAAACGCTC-3’ 、 お よ び 、 5’-

GGTCTCGAGTTACAAGAAATCCTTGATGTTAAG-3’を使用してマウス AP180

の cDNAを増幅し、pET-28a、または、pGEX-6P-1ベクターとライゲーションし

て Rosetta2-DE3大腸菌細胞 (Novagen、Merck、Darmstadt、Germany) にトランス

フェクトした。6×Hisタグ、および、GSTタグ融合タンパク質の発現と精製は以

前に記載されたように実施した [13,14]。 

 

Western blotting 

前章に記載されているようにウエスタンブロッティングを行った [15]。 

 

リポソームの作製 

超音波処理によるリポソームの作製は、前章に記載されたように実施した 

[16]。直径が 100nm、400 nm、または、1000 nm の異なるリポソームは、Mini 

Extruder (Avanti Polar Lipids: Alabaster, AL, USA) によって形成した [17]。 

 

リポソーム沈降法 

リポソーム沈降法は、以前に記載されたように実施した [16–18]。精製した

6×Hisタグタンパク質 (0.2 µM) を 25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 mM 

NaCl、1 mM DTT] に溶解し、リポソームとともに 4°Cで 30分間転倒混和した。

インキュベーション後、サンプルを 200,000 × g、4°Cで 1 時間、超遠心分離によ

りリポソームを沈降させた。沈降画分を 25 mM HEPESバッファー (pH 7.4) [100 

mM NaCl、1 mM DTT] で再懸濁した。 
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Neuro-2a細胞培養 

Neuro-2a マウス神経芽細胞腫細胞は下記 [19] を参考にして実施した。

Neuro-2a細胞を 10％ウシ胎児血清 (Biological Industries、Beit-Haemek、Israel)、

100 units/mL ペニシリン、および、100 μg/mL ストレプトマイシンを添加したダ

ルベッコ改変イーグル培地 (DMEM、Wako Pure Chemicals (Tokyo，Japan)) で、

37°C、5%CO2含有雰囲気下において培養した。 

 

Glutathione S-transferase (GST) pull-down assay 

GST プルダウンアッセイは Louche らの手法を参考にして実施した [20]。

まず、下記のようにプルダウンバッファーを調製した [20 mM Tris (pH 7.4 (HCl)、

150 mM NaCl、1 mM PMSF、cOmplete EDTA free protease inhibitor cocktail、1mM 

EDTA、1 mM EGTA]。Neuro-2a細胞溶解液 500 µLに対して、10 µgの GST alone、

GST-AP180-WT、または、GST-AP180-KEを加え、4°Cで 90分、転倒混和した。

その後、40 µL (NET20 µL) のグルタチオンセファロースビーズを加え、4°Cで

90分、転倒混和した。次に、7,700 × g、4°C、10秒間遠心分離して上清を捨てた

後、500 µLのプルダウンバッファーを加えて転倒混和した。7,700 × g、4°C、10

秒間遠心分離して上清を捨てた後、ビーズに 2×SDS サンプルバッファーを 50 

µL加え、95°Cで 10分間煮沸した。得られたサンプルは SDS-PAGEした後、CBB

染色、または、抗 clathrin heavy chain抗体を用いたWBによって解析した。 

 

統計解析 

全てのデータは 平均値±SDで示し、one-way ANOVA 後に Tukey’s post hoc 

testで統計処理を行い、有意差があるのかどうかを比較解析した。統計処理には

GraphPad Prism 8 (GraphPad) を用いて、p < 0.05 の時に有意差があると判定した。 
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【結果】 

AP180は 18:0/22:6-PAおよび PI(4,5)P2と選択的に相互作用し、他のリン脂質と

は相互作用しない 

マウス脳ホモジネートから 18:0/22:6-PA 含有リポソームと共沈降したタン

パク質を回収した後 [17]、液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析により、

clathrin coat assembly protein AP180を同定した。SCORE (同定の確からしさ) と

emPAIは、それぞれ 513と 0.63であった (Figure 1A)。AP180は、PI(4,5)P2に結

合する ANTH (289 aa) と、clathrinと相互作用してケージを形成する CID (612 aa) 

で構成され、CMEに不可欠である (Figure 1B) [2,3]。 

マウス脳mRNAの逆転写産物からAP180の cDNAをクローニングし、pET-

28aベクターとライゲーションした。6×Hisタグ融合 AP180タンパク質を大腸菌

細胞で発現させ、Ni2+アフィニティークロマトグラフィーで精製した。SDS-

PAGE、および、CBB 染色により、6×His-AP180 (約 150 kDa) が高純度に精製さ

れたことを確認した (Figure 1C)。さらに、抗 6×His 抗体を用いたウエスタンブ

ロッティング (WB) により、計算分子量 (91 kDa) (Figure 1A) よりも大きい 150 

kDaバンドが 6×His-AP180 (Figure 1C) であることを確認した。 

いくつかのリン脂質、PC、PE、PS、CL、PI、PG、PI(4,5)P2、または、PAに

対する AP180の結合活性を調べるために、リポソーム沈降法を行なった。Figure 

1D、および、Eに示すように、18:0/22:6-PA、16:0/16:0-PI(4,5)P2、および、18:0/20:4-

PI(4,5)P2リポソームを用いた場合、6×His-AP180の 30%以上が沈降画分で検出さ

れた。一方、PC、PE、PS、PI、CL、および、PGリポソームの場合、タンパク質

は主に上清画分に存在した。6×His-AP180 の約 70%、30%、および、80%が

18:0/22:6-PA、16:0/16:0-PI(4,5)P2、および、18:0/20:4-PI(4,5)P2リポソームそれぞ

れと相互作用した (Figure 1E)。 
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PA 分子種の脂肪酸側鎖の組成が AP180 の結合活性に影響を与える可能性

があるため、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、18:0/18:0-

PA、18:0/20:4-PA、または、18:0/22:6-PAを含有するリポソームを用いてリポソ

ーム沈降法を行なった。Figure 1F、および、Gに示すように、調べた PA分子種

は、AP180に対して少なくとも 15％の結合活性を示した。その中で、18:0/18:0-

PA は 18:0/22:6-PA と同程度に AP180 と相互作用した (Figure 1F、および、G)。 

 

18:0/18:0-PAおよび 18:0/22:6-PAは AP180-ANTHの lysine-rich motifを介して

相互作用する 

AP180の PA相互作用領域を決定するために、大腸菌細胞で発現し、Ni2+ア

フィニティークロマトグラフィーで精製したAP180の2つの欠失変異体 (6×His-

ANTH (aa 1–289) と 6×His-CID (aa 290–901)) を使用してリポソーム沈降法を行

なった (Figure 2A、および、B)。Figure 2C、および、Dに示すように、18:0/18:0-

PA、18:0/22:6-PA、および、PI(4,5)P2は、6×His-ANTHに対して強い結合活性を

示した。一方、6×His-CIDは、18:0/18:0-PA、18:0/22:6-PA、または、PI(4,5)P2と

相互作用しなかった (Figure 2E、および、F)。 

以前の研究により、ANTHは lysine-rich motif (Lys38-Lys39-Lys40) を介して

PI(4,5)P2と直接相互作用することが示されている [2]。 6×His-AP180-KE (Lys38-

Lys39-Lys40を Glu38-Glu39-Glu40に変異) は、18:0/18:0-PA、18:0/22:6-PA、およ

び、PI(4,5)P2との相互作用が著しく減少した (Figure 2G、および、H)。したがっ

て、これらの結果は、ANTHの lysine-rich motifが PI(4,5)P2 だけでなく PAとの

相互作用にも不可欠であり、PI(4,5)P2と PA が同じ部位を介して AP180 に結合

することを示している。 
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AP180と PA分子種との詳細な相互作用様式の解析 

PA や PI(4,5)P2などの酸性リン脂質の物理化学的特性は pH の影響を受け

る [21,22]。Figure 3A、および、Bに示すように、PI(4,5)P2への AP180の結合活

性は、以前に報告されたように、pHの増加とともに徐々に減少した [23]。一方、

18:0/18:0-PA および 18:0/22:6-PA は、CME が起こる pH6.2–7.4 の範囲で AP180

に強く結合した。 

clathrin被覆小胞の直径は 60–120 nmである [24]。そこで、次に、100 nm、

400 nm、または、1000 nmの異なる粒径のリポソームを使用してリポソーム沈降

法を行なった。Figure 3C、および、Dに示すように、AP180はリポソームの粒径

に関係なく PI(4,5)P2に強く結合した。一方、18:0/18:0-PA、および、18:0/22:6-PA

の結合活性は、リポソームの粒径によって中程度の影響を受けた。 

生体膜に存在する PI(4,5)P2と PAの濃度は、それぞれ総脂質のうちの 0.2–

1%、および、1–5%である (mol%) [25,26]。そこで、次に、PA、または、PI(4,5)P2

の含量が異なるリポソームを使用してリポソーム沈降法を行なった。AP180 の

約 95%、および、約 30%が、それぞれ 5 mol% (Figure 3E、および、F)、および、

1 mol% (Figure 3G、および、H) の PI(4,5)P2含有リポソームと相互作用した。さ

らに、AP180は、5 mol% (Figure 3E、および、F)、および、1 mol% (Figure 3Gお

よび H) の 18:0/22:6-PA含有リポソームに対して約 55%、および、約 10%の結合

活性を示した。これらの結果は、AP180 が生理学的条件下  (PA と

phosphoinositidesの生理的濃度) で PI(4,5)P2、および、18:0/22:6-PAに結合できる

ことを示している。さらに、低濃度では、18:0/22:6-PA は 18:0/18:0-PA よりも

AP180とより強く相互作用した (Figure 3E–H)。これらの結果は、18:0/22:6-PAの

AP180に対する親和性は 18:0/18:0-PAのものと比較して高いことを示している。 
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18:0/22:6-PAは AP180と clathrin重鎖との相互作用を減弱する 

clathrinとAP180の相互作用、および、clathrinからの解離に対する 18:0/22:6-

PA の生理学的機能を解明するために、GST プルダウン法を行なった。GST-

AP180-WT、および、GST-AP180-KE を大腸菌細胞で発現し、Ni2+アフィニティ

ークロマトグラフィーによって精製した (Figure 4A)。 GST-AP180-WT、および、

GST-AP180-KEは、PC、PI(4,5)P2、または、18:0/22:6-PAを含むリポソームとプ

レインキュベートし、その後、clathrin heavy chain (CHC) を含む Neuro-2a細胞溶

解物と転倒混和した。CHCは GST-AP180-WTと GST-AP180-KEの両方と相互作

用したが、GST aloneとは相互作用しなかった (Figure 4B、および、C)。一方、

18:0/22:6-PAは、AP180と clathrinの相互作用を大幅に減少させた (Figure 4B、

および、C)。しかし、18:0/22:6-PA、および、PI(4,5)P2結合活性を欠損させた AP180-

KE (Figure 2Gおよび H) を使用した場合 AP180と clathrinの相互作用を減少さ

せるような効果は得られなかった (Figure 4B、および、C)。さらに、AP180 と

clathrinとの相互作用に対する PI(4,5)P2の効果は見られなかった (Figure 4B、お

よび、C)。これらの結果は、18:0/22:6-PAが AP180と clathrinの相互作用を選択

的かつ効果的に阻害することを示している。 
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Figure 1. PA結合タンパク質としての AP180の同定 

(A) LC-MS/MSによって同定したAP180の SCORE (同定の確からしさ)、および、

emPAI。(B) AP180-WTの構造の概略。(C) 大腸菌細胞で発現した 6×His-AP180タ

ンパク質を精製し、SDS-PAGE (6%アクリルアミド) で分離した後、CBBで染色

するか、抗 6×Hisタグ抗体を用いたWBで検出した。(D、および、E) 16:0/18:1-

PC、18:1/18:1-PS、18:1/18:1/18:1/18:1-CL、18:0/20:4-PI、18:0/22:6-PG、18:0/22:6-

PA、18:1/18:1-PE、16:0/16:0-PI(4,5)P2、および、18:0/20:4-PI(4,5)P2リポソームを

使用して 6×His-AP180 のリポソーム沈降法を行なった (X/PC/Chol = 10/60/30 

mol% (X = PC、PS、CL、PI、PG、PE、PI(4,5)P2)、および、(F、および、G) 16:0/16:0-

PA、16:0/18:1-PA、18: 1/18:1-PA、18:0/18:1-PA、18:0/18:0-PA、18:0/20:4-PA、お

よび、18:0/22:6-PAリポソーム (PA/PC/Chol = 10/60/30 mol%)。精製した 6×His-

AP180 (0.2 µM) を各リポソーム (総脂質 1 mM) と転倒混和し、超遠心分離によ

りリポソームを沈降させた。 SDS-PAGE (6%アクリルアミド) を行い、分離した

タンパク質を CBBで染色した。6×His-AP180の位置は矢印で示した。上清画分 

(S)、および、沈降画分 (P) 中のタンパク質のバンド強度は Image J software (E、

および、G) を使用したデンシトメトリーによって定量した。Binding activity (結

合活性) は、上清画分、および、沈降画分のバンド強度の総和に対する沈降画分

のバンド強度の比率として算出した。(平均値±SD、n = 3)、*P<0.05、**P<0.01、

***P<0.005 (vs. 18:0/22:6-PA) 
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Figure 2. 18:0/18:0-PA、18:0/22:6-PAおよび PI(4,5)P2は ANTHを介して AP180

と結合する 

(A、および、B) 大腸菌細胞で発現した 6×His-ANTH (aa 1–289)、6×His-CID (aa 

290–901)、および、6×His-AP180-KE (Lys38/39/40Glu) タンパク質を精製した。

SDS-PAGE (10%アクリルアミド) で分離した後、CBB で染色するか、抗 6×His

タグ抗体を用いたWBによって検出した。(C、および、D) 6×His-ANTH、(E、お

よび、F) 6×His-CID、(G、および、H) 6×His-AP180-KEを用いてリポソーム沈降

法を行なった。16:0/16:0-PI(4,5)P2、18:0/18:0-PA、または、18:0/22:6-PAリポソー

ム (X/PC/Chol = 10/60/30 mol% (X = PC、PA、または、PI(4,5)P2)) (1 mM総脂質)。

精製した (C) 6×His-ANTH、(E) 6×His-CID、または、(G) 6×His-AP180-KE (0.2 µM) 

を各リポソーム (1 mM総脂質) と転倒混和し、超遠心分離によりリポソームを

沈降させた。SDS–PAGE (12%、または、6%アクリルアミド) を行い、分離した

タンパク質を CBBで染色した。(D、F、および、H) 上清画分 (S)、および、沈

降画分 (P) 中のタンパク質のバンド強度は Image J softwareを使用したデンシト

メトリーによって定量した。Binding activity (結合活性) は、上清画分、および、

沈降画分のバンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率として算出

した。(平均値±SD、n = 3)、*P<0.05、**P<0.01、***P<0.005 (vs. 18:0/22:6-PA)  
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Figure 3. AP180と PA 間の相互作用の特性 

(A、および、B) 精製した 6×His-AP180を 25 mM HEPESバッファー (pH 7.4、ま

たは、8.0) [100 mM NaCl、1 mM DTT]、または、100 mM MESバッファー (pH 

6.8、または、6.2) [100 mM NaCl、1 mM DTT] で希釈した。16:0/18:1-PC、16:0/16:0-

PI(4,5)P2、18:0/18:0-PA、または、18:0/22:6-PAリポソーム (X/PC/Chol = 10/60/30 

mol% (X = PC、PA、または、PI(4,5)P2)) 各リポソーム (1 mM総脂質) と 0.2 µM

の 6×His-AP180 とを転倒混和した後、超遠心分離によりリポソームを沈降させ

た。(C、および、D) Mini extruderによって形成した 100 nm、400 nm、または、

1000nmの異なる粒径のリポソームを使用した 6×His-AP180のリポソーム沈降法

は、Figure 1D–G に記載されているのと同じ実験手順を使用して行なった。(E、

および、F) 16:0/18:1-PC、16:0/16:0-PI(4,5)P2、18:0/18:0-PA、または、18:0/22:6-PA

リポソームを使用した 6×His-AP180 のリポソーム沈降法  (E、および、F) 

(X/PC/Chol = 5/65/30 mol% (X = PC、PA、または、PI(4,5)P2)) および (G、および、

H) (X/PC/Chol = 1/69/30 mol% (X = PC、PA、または、PI(4,5)P2)) 各リポソーム (1 

mM総脂質) を 0.2 µMの 6×His-AP180と転倒混和した後、超遠心分離によりリ

ポソームを沈降させた。SDS-PAGE (6%アクリルアミド) を行い、分離したタン

パク質を CBB (C、E、および、G) で染色した。上清画分、および、沈降画分の

6×His-AP180のバンド強度は、Image J software (D、F、および、H) を使用したデ

ンシトメトリーによって定量した。Binding activity (結合活性) は、上清画分、お

よび、沈降画分のバンド強度の総和に対する沈降画分のバンド強度の比率とし

て算出した。(平均値±SD、n = 3)、*P<0.05、**P<0.01、***P<0.005 (vs. 18:0/22:6-

PA)  
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Figure 4. 18:0/22:6-PAは clathrinと AP180の間の相互作用を阻害する 

(A) 大腸 菌細胞で発現した GST-AP180-WT、および、 GST-AP180-KE 

(Lys38/39/40Glu) を精製し、SDS-PAGE (6%アクリルアミド) で分離し、CBBで

染色するか、抗 GSTタグ抗体を用いたWBで検出した。(B、および、C) Neuro-

2a細胞溶解物を 10 µgの精製 GST alone、GST-AP180-WT、または、GST-AP180-

KE タンパク質と転倒混和し、次に 20 µL のグルタチオン-セファロースビーズ

を加えた。プルダウンバッファー (20 mM Tris- HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、1 

mM PMSF、1 mM EDTA、1 mM EGTA、cOmplete EDTA free protease inhibitor 

cocktail)。 粒径が 100 nmのリポソーム (16:0/18:1-PC、16:0/16:0-PI(4,5)P2、また

は、18:0/22:6-PAリポソーム (X/PC/Chol = 10/60/30 mol% (X = PC、PA、または、

PI(4,5)P2)) (0.1 mM総脂質)を使用した。ビーズを洗浄し、低速遠心分離によって

回収した。(B) SDS-PAGE (10%アクリルアミド) を行い、分離したタンパク質を

CBBで染色、または、抗 CHC抗体を使用したWBで分析した。(C) 沈降画分の

CHCのバンド強度は、Image J softwareを使用したデンシトメトリーによって定

量した。相対的な CHCレベルは、リポソームなしの GST-AP180-WTでプルダウ

ンしたバンド強度と比較した、各リポソームあり、または、なしの GST-AP180-

WT、または、GST-AP180-KE でプルダウンした CHC バンド強度の比率として

算出した。(平均値±SD、n = 3)、**P<0.01、***P<0.005 



142 
 

【考察】 

Clathrin coat assembly protein AP180は、CMEで重要な役割を果たす。CME

では、clathrinの集積だけでなく、その解離も重要である [8]。しかし、clathrinの

集積機構と比較して、clathrin の解離メカニズムについてはほとんど知られてい

ない [8]。本研究では、18:0/22:6-PAが PI(4,5)P2と同程度に AP180に選択的かつ

強力に結合することを初めて明らかにした (Figure 1、および、3)。なお、PI(4,5)P2

は AP180と強く相互作用し、clathrin被覆ピットの形成に必須であることが報告

されている [1–3]。さらに、PI(4,5)P2ではなく 18:0/22:6-PA によって AP180 と

clathrinの相互作用が選択的かつ効果的に阻害されることを見出した (Figure 4)。

したがって、18:0/22:6-PA と PI(4,5)P2は同じ ANTH の lysine-rich motif (Lys38-

Lys39-Lys40) (Figure 2) を介して AP180に結合するが、18:0/22:6-PAが AP180に

対して発揮する機能は PI(4,5)P2とは異なる。 

PI(4,5)P2の D4-、および、D5-リン酸基と PAのリン酸基の pKa 値は、それ

ぞれ 6.5、7.7、および、7.9 である [21,22]。実際、以前の研究 [23]と一致して、

PI(4,5)P2のAP180への結合活性はpH (6.2–7.4) に依存して減少した (Figure 3A、

および、B)。一方、pH (6.2–7.4) は、18:0/18:0-PA、および、18:0/22:6-PAの AP180

に対する結合活性にほとんど影響しなかった。したがって、18:0/18:0-PA、およ

び、18:0/22:6-PAは CMEが起こる pH範囲で AP180とより強く相互作用する可

能性がある。 

AP180と PI(4,5)P2との相互作用は、PI(4,5)P2を含有するリポソームの粒径

(100–1000 nm) に依存しなかった。しかしながら、18:0/18:0-PA、および、18:0/22:6-

PAとの AP180の結合活性は、リポソームの粒径に応じて変化した (Figure 3C、

および、D)。具体的には、18:0/22:6-PAの場合、AP180はより大きな粒径のリポ

ソームでより強い結合活性を示し、18:0/18:0-PAの場合、AP180はより小さな粒
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径のリポソームで強い結合活性を示した。したがって、AP180と 18:0/22:6-PAと

の結合は、clathrin でコーティングされた小胞 (直径: ~100 nm) ではなく、初期

エンドソーム (直径: 400–1000 nm) と融合した clathrinが解離した小胞の曲率の

低い膜環境と親和性が高い可能性がある。 

全細胞脂質中の PA (1–5%) の量は、PI(4,5)P2 (0.2–1%) の約 5 倍である 

[25,26]。AP180は、5 mol%の 18:0/22:6-PA含有リポソームに対して約 55%の結

合活性を示し、一方で、1 mol％の PI(4,5)P2含有リポソームに対しては約 30 %の

結合活性を示した (Figure 3E–H)。さらに、18:0/22:6-PAの量は、神経突起伸長の

際に大幅に増加することが報告されている [27]。したがって、神経突起伸張と

いう特定の条件下において 18:0/22:6-PAは PI(4,5)P2よりも AP180とより強く相

互作用する可能性があり、AP180 の機能に対する 18:0/22:6-PA の生理学的寄与

度は同等か、もしくは、それ以上である可能性がある。 

これまで、DGKの阻害が CMEを弱めることが報告されている [28]。興味

深いことに、DGK isozymeの中で、DGKdはゲノムワイド関連解析 [29]により、

CMEに関連することが示されており、さらに、clathrin小胞 [30]、および、初期

エンドソームに分布している。さらに、DGKdのノックダウンは酵素活性に依存

して CMEを阻害した [30]。また、我々は、DGKdが脳内で 18:0/22:6-PAを選択

的に産生することを見出した [11]。本研究では、18:0/22:6-PAは AP180の clathrin

集積能を大幅に減少させた (Figure 4)。また、我々は、PI(4,5)P2を脱リン酸化し

て AP180 を細胞膜から離脱させ、clathrin 解離において主要な役割を担う

synaptojanin-1 [31]が、18:0/22:6-PAによって活性化されることを示した [17]。し

たがって、DGKdによって産生された 18:0/22:6-PAは、AP180と synaptojanin-1と

いう異なる標的タンパク質を介して CME における clathrin の解離を効果的に調

節する可能性がある。また、DGK 以外の PA 産生酵素である phospholipase D 
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(PLD) を阻害すると、CMEも低下する [32]。ただし、PLDは主に飽和、および、

一価不飽和脂肪酸を含む PCを加水分解するため、PLDは 18:0/22:6-PAの産生に

寄与しない可能性がある。 

以上をまとめると、本研究では、AP180を新規 18:0/22:6-PA結合タンパク

質として同定した。さらに、PI(4,5)P2ではなく 18:0/22:6-PAが AP180と clathrin

間の相互作用を阻害する機能を有することを見出した。したがって、18:0/22:6-

PA分子種が選択的かつ効果的にAP180/clathrin複合ケージから clathrinの解離を

促進することを強く示唆している。さらに、これらの結果は、受容体の内在化、

神経伝達物質の取り込み、シグナル伝達、病原体の排除、ウイルスの侵入、AD

などの多くの生理学的、および、病理学的機能に密接に関与している CMEにお

いて、PUFAを含有する PA分子種という特定の脂質が AP180 /clathrin含有ケー

ジの新しい分解を制御するという新しいメカニズムを見出したことを示してい

る。  
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