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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者による報告の場合 
 
 本研究開発は、新規脂質対向輸送システムを同定し、分子レベル、細胞レベルおよび個体レベルで

の解析を通してその分子機構と生理機能の解明を目標としている。 

 本年度は、まず本研究開発を進める上で重要なツールであるイメージングシステムの整備を行な

った。また、培養細胞における内在性レベルの発現の検出を可能とする染色・イメージング条件の検

討を行なうと共に、以下のような研究を行なった。 
 先行研究から、細胞膜の PI4P は Oxysterol-binding protein (OSBP)-related protein 5（ORP5）や ORP8

を細胞膜にリクルートすることで、小胞体—細胞膜接触部位における PI4P とホスファチジルセリン

の交換輸送を制御することが判明している（Chung et al, 2015）。細胞膜 PI4P 合成酵素

Phosphatidylinositol 4-kinase type IIIα（PI4KIIIα）のコンディショナルノックアウト線維芽細胞に 4-

hydrooxytamoxfen を作用させて PI4KIIIα のノックアウトを誘導し、コントロール細胞と比較したと

きのノックアウト細胞における局在の変化を指標に新たな脂質対向輸送システムの同定を試みたと

ころ、機能未知の分子２種を同定した。そしてこれら分子群の細胞機能解明のため、生化学的および

細胞生物学的手法により細胞内局在の決定を行った。さらに、これら分子群の機能を分子レベルで解

析するために精製タンパク質調整の条件検討を行った。また、これら分子群の生理機能を解明するた

めに、CRISPR/Cas9 法による培養細胞およびゼブラフィッシュのノックアウトラインの樹立に着手

し、培養細胞ではノックアウト細胞株を樹立した。ゼブラフィッシュについては、CRISPR/Cas9 ター

ゲット配列の選定を完了し、順次ヘテロ個体の作成を行なっている。 

 

The primary goal of the current study is to identify novel lipid transport systems in cells, and investigate them 

at molecular, cellular and organism levels. First, we built a confocal-based imaging system that enables the 

determination of localization/dynamics of proteins or lipids, and optogenetic and/or chemical biology-based 

manipulation of lipids in cells. To corroborate the preliminary observations that implicate novel regulators of 

lipid transport, a screening was carried out with a candidate approach to identify proteins whose localization at 

the plasma membrane depends on lipids at the plasma membrane. Two candidate proteins obtained from the 

screening were transiently expressed as a fusion protein with GFP or epitope-tags in COS7 cells or HeLa cells, 

and those cells were analyzed with the confocal microscopy to determine the subcellular localizations. Toward 

the physiological understanding of the lipid transport mechanisms mediated by the novel regulators, knockout 

cell lines were established using the CRISPR/Cas9 system. In addition, zebrafish KO lines are being established. 
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