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生物は多種多様な環境変化にさらされながら生育しており、それらの変化に対して適切に対応する

ことは正常に生育する上で必須である。これらの環境適応は「ストレス応答」と呼ばれる。ストレス

応答にもさまざまな種類が存在するが、本研究では細胞膜の損傷によって引き起こされる「膜ストレ

ス」に焦点をあて、膜ストレス応答の研究をモデル真核微生物である出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae

を用いて実施した。膜ストレスは、急激な膜の伸長や物理的損傷、または膜を構成する脂質の合成阻

害などによって引き起こされるため、膜ストレス応答の理解には、「膜ストレスを感知するメカニズ

ムの解明」と「膜を修復するための脂質代謝制御を伴うシグナル伝達経路の理解」が重要である。本

論文は三章から構成されており、第一章では膜ストレス条件下でのスフィンゴ脂質代謝経路の制御機

構の解明、第二章では細胞膜マイクロドメイン eisosome を介した TORC2-Ypk1 シグナルの制御メカ

ニズムの解析、第三章ではTORC2-Ypk1 シグナルよりも下流に存在する膜ストレス応答経路の探索、

について述べる。 

 

第一章 出芽酵母における細胞膜からのシグナルを介した小胞体でのスフィンゴ脂質生合成の制御 

細胞膜はグリセロ脂質・スフィンゴ脂質・ステロールから構成される。その中でもスフィンゴ脂質

はストレス応答におけるシグナル分子として機能し、スフィンゴ脂質の代謝異常はヒトにおいて様々

な疾患の原因となることから、その理解は、これらに関連する疾患の理解や治療法の開発などにおい

て重要である。スフィンゴ脂質生合成経路は、小胞体 (ER)でセリンとパルミトイルCoA との縮合に

よるスフィンゴイド塩基の合成からはじまり、その後ER においてセラミドが合成され、さらにゴル

ジ体においてセラミドから複合スフィンゴ脂質が合成される 1。ERにおけるセラミドまでの合成経路

は酵母から動物細胞まで保存されており、そのため出芽酵母 S. cerevisiae はスフィンゴ脂質代謝を研

究する上で有益なモデルとして利用されてきた。 

酵母におけるスフィンゴ脂質代謝制御

には、Tor (Target of Rapamycin)複合体 2 

(TORC2)経路を介した制御メカニズムが

よく理解されている(図 1)。Tor は酵母か

らヒトを含む哺乳動物に至るまでほぼす

べての真核生物に保存されているセリン

/スレオニンキナーゼであり、TORC1 と

TORC2 の 2 種類の複合体を形成する。そ

のなかでも TORC2 は細胞膜マイクロド

メイン MCT (Membrane compartment 

containing TORC2)に局在し、膜ストレス
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に応答してスフィンゴ脂質合成を促す。具体的には膜ストレス条件下で別の膜ドメイン MCC 

(Membrane compartment occupied by Can1) /eisosome に局在するSlm1/2 がMCTに移行し、AGC キナー

ゼであるYpk1/2 をTORC2 が存在するMCT にリクルートする 2,3。TORC2 はYpk1/2 をリン酸化し、

リン酸化により活性化されたYpk1/2 はさらに下流のOrm1/2 をリン酸化する 4。また、Ypk1/2 の活性

化には哺乳類の phosphoinositide dependent kinase であるPDK1 のオーソログであるPkh1/2 によっても

リン酸化される5。Orm1/2はスフィンゴ脂質代謝の初発酵素であるセリンパルミトイル転移酵素(SPT)

を負に制御しており、Orm1/2 がYpk1/2 にリン酸化されることによりSPTの抑制が解除され、スフィ

ンゴ脂質合成が促進される 6。このTORC2-Ypk1 シグナルは、Orm1/2 のリン酸化だけでなくER に局

在する Lag1/Lac1 複合体の N 末端部位をリン酸化することでセラミド合成の制御にも関わる 7。

Lag1/Lac1 複合体には 1 回膜貫通タンパク質であるLip1 も含まれており、Lip1 はLag1/Lac1 の制御サ

ブユニットとしてセラミド合成を調節すると考えられているがその詳細は不明だった。 

本研究ではスフィンゴ脂質合成の制御機構を明らかにするために、染色体上の LIP1 プロモーター

を、ドキシサイクリン(Dox)依存的に発現制御可能な Tet-off プロモーターに置換した株 ( lip1-1, 

lip1-3 株)を作製しスフィンゴ脂質合成の制御を試みた。その結果、lip1-3 細胞においては、 Dox 添

加による増殖阻害などの影響は、見られなかったが、lip1-1 細胞において Dox 依存的な増殖阻害と

スフィンゴ脂質合成量の顕著な減少が認められた(図 2A,B)。また、SPT の阻害剤であるミリオシン

(Myr)含有培地において、lip1-1株はDox依存的な増殖阻害を示した(図2A)。lip1-1 とlip1-3のLIP1 ORF

領域の塩基配列を解析したところ、lip1-3 対立遺伝子では特に変異は観察されなかったが、lip1-1 対

立遺伝子ではLIP1 ORF 遺伝子内に 1 塩基欠失変異が確認された。これより lip1-1 細胞ではフレーム

シフト変異により機能的な Lip1 タンパク質の発現低下が起こり、セラミドの合成に異常が起きてい

ることが確認された。 
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そこで、lip1-1 株を用い、セラミド合成量の減少が TORC2-Ypk1 シグナルに与える影響について

検討した。野生型細胞 (Wild-type)では Myr 処理時に Ypk1 が TORC2 と Pkh1/2 の両上流キナーゼ

を介して活性化され、その下流のOrm1 のリン酸化も起こる (図 3 レーン 5)。また、この時Lag1 の

リン酸化も確認された。lip1-1 細胞では、Dox 存在下においてYpk1 が TORC2 と Pkh1/2 の両上流

キナーゼを介して活性化され、Lag1 が高リン酸化されたが、その一方で他の Ypk1 基質である Orm1 

のリン酸化は起こらなかった (図 3 レーン 2)。以上の結果から、スフィンゴ脂質生合成の各段階にお

いて、TORC2-Ypk1 シグナルを介した代謝酵素の活性制御機構が存在することが明らかとなった 8。 

 

第二章 ストレス応答におけるMCC/eisosome関連タンパク質であるPil1と4回膜貫通タンパク質

によるTORC2シグナルの協調的制御 

脂質代謝阻害などの膜ストレス条件下でのスフィンゴ脂質代謝の制御機構は明らかになったが、そ

の一方で「細胞がどのように膜ストレスを感知するのか？」については不明であった。そこで我々は

膜マイクロドメイン eisosome に注目した。細胞膜（PM）は、様々な脂質や膜タンパク質が不均一に

分布しており、小さな脂質ラフトから哺乳類細胞に見られるカベオラのような大きなタンパク質で組

織化されたドメインまで、多くの種類の膜マイクロドメインを含んでいる。出芽酵母 S. cerevisiae の

PM には、Can1 が占める膜区画 (MCC)、TORC2 が占める膜区画 (MCT)、Pma1 が占める膜区画 (MCP)

という少なくとも 3 種類の異なるマイクロドメインが存在する 9。その中でも MCC は、細胞膜の細

胞質側に結合するタンパク質が複合体を形成し、深さ約 50 nm、長さ 200～300 nmの安定な溝状構造

である eisosome と呼ばれる膜構造を形成する(図 4B : Wild-type )10。Eisosome のような陥入構造は、

Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans, Ashbya gossypii, Aspergillus nidulans および A. fumigatusな

ど他の真菌種でも存在する 11。高等真核生物には eisosome は存在しないが、カベオラ (Caveolae)と呼

ばれる eisosome と同様に細胞膜が内側に陥入した膜マイクロドメインが存在しており、eisosome との

類似性が示唆される。Eisosome には 20 種類以上のタンパク質が局在し、その中には eisosome の構造

に必須なBAR ドメインタンパク質Pil1 と、機能未知の 6 種類の 4 回膜貫通タンパク質 (6-Tsp)が含ま

れる。 

我々は eisosome 関連遺伝子の欠損株を用い

て膜ストレス条件下での生育比較を実施した。

その結果、Pil1欠損株や6-Tsp欠損株はWild-type

と同様に生育したが、これらの 7 種類のタンパ

ク質をすべて欠損させた細胞 (pil1∆ 6-tsp∆)で

は高温や高食塩、界面活性剤であるSDS に対し

て顕著な増殖阻害が確認された (図 4A)。また、

それぞれの欠損株の eisosome 構造解析を実施

した結果、Wild-type 細胞では典型的な膜の溝

が形成されていたが、pil1Δ 細胞では eisosome

の陥入構造が崩壊していた (図 4B)。さらに

6-tspΔ細胞では、膜上の陥入構造の数が減少し

ており、pil1Δ 6-tspΔ細胞では、陥入構造が消失

していた (図 4B)。これらの結果は、6-Tsp タン

パク質がPil1 と協調して、正常な eisosome の組

み立てと MCC/eisosome を介したストレス耐性

に役割を果たしていることを示している。 

Eisosome を介したストレス応答経路の解析を目的として、我々は pil1Δ 6-tspΔ細胞のSDS 感受性を

抑圧する変異細胞のスクリーニングを実施した。その結果、SDS 感受性、高塩ストレス感受性を回復
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し、高温感受性を示す２種類の変異株 (SDSRM#5, SDSRM#23)を取得した (図 5A)。この 2 種類の変

異株はともにTor2 の機能低下株であった (図 5B)。Tor2 は膜ストレス応答に関与するキナーゼ複合体

TORC2の構成因子でありスフィンゴ脂質代謝経路 (TORC2-Ypk1シグナル) 2,3と細胞壁完全性 (CWI) 

(Rho1-Pkc1 シグナル) 12に関与している。研究の結果、pil1Δ 6-tsp∆細胞の SDS 感受性はTORC2-Ypk1

シグナルの機能低下によって抑圧された (図 5C)。 

SDS ストレス条件下でのTORC2 下流シグナル伝達経路の異常をさらに解析するために、リン酸化

特異的抗体を用いて各ストレス応答経路の下流キナーゼの活性化レベルを調べた。Wild-type では、

SDS 添加後 5 分以内にTORC2 によるYpk1T662のリン酸化が低下した(図 5D; lane1-6、図 5 E 青線)。

一方、pil1Δ 6-tspΔ細胞では、SDS添加後5分以内にYpk1T662のリン酸化が上昇していた (図5D; lane7-12、

図 5 E 赤線）。これらの結果から、TORC2-Ypk1 シグナルの過剰活性化が pil1Δ 6-tspΔ細胞のSDS 感

受性の原因であることが明らかとなった。 
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TORC2-Ypk1 シグナルの下流にはスフィンゴ脂質代謝経路が存在しており、スフィンゴ脂質、特に

長鎖塩基(LCB)の過剰蓄積は酵母にとって毒性を示すことから、TORC2-Ypk1 シグナルの過剰活性化

がスフィンゴ脂質の蓄積に関連して SDS 感受性を引き起こすと仮定した。この仮説を検証するため

に、スフィンゴ脂質の合成を阻害することで pil1Δ 6-tspΔ細胞の SDS 感受性を回復できるかどうか

を調べた。しかし、スフィンゴ脂質の合成阻害剤であるMyrの添加は pil1Δ 6-tspΔ細胞のSDS 感受性

を回復しなかった (図 6)。 

この結果から、pil1Δ 6-tspΔ 細胞の SDS 感受性は、TORC2-Ypk1 シグナル過剰活性化に伴う過剰

なスフィンゴ脂質合成によるものではなく、未知の下流の

異常が原因であることが明らかになった。 

ここまでの結果から、我々は eisosome の陥入構造に局

在するPil1と6-Tspが協調的に膜ストレス感知に関わって

おり、膜ストレス応答においてTORC2-Ypk1 シグナルを負

に制御する未知下流因子を制御することで膜ストレスへ

と適応することを明らかにした 13。 

 

第三章 MCC/eisosomeを介したSDSストレスの応答に
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      Error bar: 標準偏差  / **p<0.01
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関与する因子の網羅的探索 

第三章では TORC2-Ypk1 シグナルよりも下流に存在する未知の膜ストレス応答経路の探索を行っ

た。第二章の結果より、TORC2-Ypk1 シグナルの過剰活性化が pil1∆ 6-tsp∆細胞の膜ストレス感受性の

原因であることが明らかになったが、TORC2-Ypk1 シグナルの下流がどのようにして膜ストレス応答

に関与しているのか？については不明であった。そこで我々は pil1∆ 6-tsp∆細胞のSDS 感受性と高温

感受性を用いてサプレッサー変異株 sde (Suppressor mutants for SDS sensitivity of eisosomal deletion 

mutant with temperature sensitivity)のスクリーニングを実施した。その結果、すでに取得されていたTor2

を含む TORC2 構成因子の機能低下変異株以外にも、BAR ドメインタンパク質 Rvs161/167 の機能低

下変異、PtdIns(4,5)P2の生合成に関与するMss4 の機能低下変異が pil1Δ 6-tspΔ細胞のSDS 感受性を抑

圧することを見出した (図 7A)。 

さらに解析したところ、TORC2 機能低下変異株である sde1, sde4, sde5 では、pil1Δ 6-tspΔ細胞にお

いて SDS 処理後 15 分に観察されるYpk1 のリン酸化の増加が野生株同様に見られず、有意に低下し

ていたが、その一方で sde2, sde3 では pil1Δ 6-tspΔ細胞と同様にYpk1 のリン酸化が増加したままであ

った (図 7B,C)。この結果は Rvs161 と Mss4 が eisosome を介した膜ストレス応答において、

TORC2-Ypk1 シグナルの下流で機能することを示唆していた。 

sde3 の原因遺伝子であるMss4 は、酵母の唯一のPhosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinaseである (図

8A)。Mss4 によって PtdIns(4)P から合成される PtdIns(4,5)P2はシグナル伝達のセカンドメッセンジャ

ーとして機能しており、その代謝異常はストレス応答経路やアクチン細胞骨格の極性化に機能する。

我々は、細胞内の PtdIns(4,5)P2の局在を PtdIns(4,5)P2を特異的に認識する PLC1δ由来 PH ドメインと

赤色蛍光タンパク質 mCherry を融合した mCherry-2xPHPLC1δを用いて調べた。その結果、eisosome 構

造が崩壊するpil1Δ細胞は野生型細胞と同様にmCherry-2xPHPLC1δが細胞膜に広く分布していることが

確認されたが、その一方で 6-tspΔ細胞と pil1Δ 6-tspΔ細胞ではmCherry-2xPHPLC1δが細胞内にDot 状の

局在を示す細胞が有意に多く観察された (図 8B, C)。さらなる探索のために、我々は酵母マルチコピ

ーゲノムライブラリーを用いてpil1Δ 6-tspΔ細胞のSDS感受性を抑圧するマルチコピーサプレッサー

の探索を行なった。その結果、OPY1 遺伝子を含むマルチコピープラスミドが取得された。Opy1 は

Mss4 の負の制御因子として報告されており、過剰発現させることで細胞内のPtdIns(4,5)P2が減少する 

(図 8A) 14。Opy1-GFP をTet-off プロモーターを用いて過剰発現させると pil1Δ 6-tspΔ細胞はSDS 感受
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C



（様式５）(Style5) 

性から回復した (図 8D)。また、sde2 の原因遺伝子であるRvs161 はBAR ドメインをもち、PtdIns(4,5)P2

と相互作用することで細胞膜に局在すると推測されている 15。 

これらの結果より pil1∆ 6-tsp∆細胞では細胞内にPtdIns(4,5)P2が蓄積しており、この蓄積を減少させ

る、または、PtdIns(4,5)P2と結合する BAR ドメインを持つ膜タンパク質 Rvs161 の機能を低下させる

ことで TORC2-Ypk1 シグナルが恒常的に活性化した条件下でも SDS ストレス含有培地において生育

可能なことが明らかになった。 

まとめ 

本研究では出芽酵母における膜ストレス応答経路のうち、「セラミド合成阻害に伴う膜ストレス応

答経路の解析」と「細胞膜マイクロドメインMCC/eisosome を介した膜ストレス応答経路の遺伝学的

解析」について研究を行った。その結果、eisosome を介したストレス応答経路におけるTORC2-Ypk1
経路とその下流経路を明らかにした。今後、さらにこれらに注目して解析を行うことで、eisosome を
介した膜ストレス応答経路の制御機構の全貌が明らかになるだろう。「細胞膜マイクロドメインを介

した膜ストレス応答制御機構」は出芽酵母だけでなく動物細胞に至るまで進化的に保存されているこ

とが期待される。本研究で得られた知見は、酵母研究だけでなく膜ストレス応答の破綻に伴うヒト疾

患の研究においても理解が進むことが期待される。 
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