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近年になり、細胞小器官はお互いに近接・接触することで物質や情報を交換しながら細胞機能

を維持していることがわかってきた。細胞小器官などの生体膜同士が接触する部位は幕接触部位

と呼ばれ、2つの膜がわずか 10-30nmの距離で近接している。中でも小胞体は、細胞内全体に広
く分布することで、ほとんどのオルガネラ膜や細胞膜と膜接触部位を形成している。膜接触部位

では、 脂質の交換輸送が行われていることがわかってきた。申請者は、小胞体と細胞膜の間
で、2種類の異なる脂質（ホスファチジルセリンとイノシトールリン脂質 PI4P）が交換輸送され
る仕組みを解明した。これは、オキシステロール結合タンパク質ファミリーの ORP5および
ORP8が、小胞体膜と細胞膜が近接する“小胞体—細胞膜接触部位”で制御するオルガネラ間脂質
交換輸送である。 
	 本研究では、疑似細胞膜と疑似小胞体膜を人工脂質二重膜（リポソーム）で構築し、小胞体—細
胞膜接触部位における脂質交換輸送系の再構成系の構築を目指す。膜蛋白質化学研究室で樹立さ

れた人工脂質二重膜（リポソーム）を用いた再構成実験系を用い、再構成プロテオリポソームの

調製および機能解析のノウハウ・プロトコールを習熟し、再構成リポソーム作製の予備的実験や、

蛍光プレートリーダー等を使用した機能解析の予備実験等を行った。昨年度の成果として得られ

たリポソーム作成プロトコルでは、我々が行う脂質交換輸送アッセイに適していないことが判明

したため、今年度はまずそのプロトコルの改変を行った。脂質フィルム作成、脂質フィルムの乾

燥、Mini-extruderによるサイズ調整ステップ、リポソームの洗浄、などの各ステップの条件検討を
行い、最終的に至適プロトコルの樹立に至った。このプロトコルをもとに、精製タンパク質を用

いた脂質交換輸送アッセイをおこなったところ、この精製タンパク質による脂質群の交換輸送活

性を検出することができた。 
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