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略語 

 

ALS: amyotrophic lateral sclerosis 

ANK: ankyrin repeat 

BCA: bicinchoninic acid 

BCIP: 5—bromo—4—chloro—3’—indolylphosphate 

BiFC: bimolecular fluorescent complementation 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 

DIV: day in vitro 

DMEM: Dulbecco's modified eagle medium 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EEA1: early endosome antigen 1 

EGFP: enhanced green fluorescent protein 

ER: endoplasmic reticulum 

E—Syt2: extended—synaptotagmin 2 

FBS: fetal bovine serum 

FFAT: two phenylalanines in an acidic tract 

FITC: fluorescent isothiocyanate 

GalT: β 1,4—galactosyltransferase  

HBSS: Hanks' balanced salt solution 

HEPES: 4—(2—hydroxyethyl)—1—piperazineethanesulfonic acid 

HRP: horseradish peroxidase 

KDEL: lysine—aspartic acid—glutamic acid—leucine 

MCS: membrane contact site 

NBT: nitro blue tetrazolium chloride 

ORD: OSBP—related ligand binding domain 

OSBP: oxysterol binding protein  

ORP: oxysterol binding protein—related protein 

PH: pleckstrin homology 

PA: phosphatidic acid  

PBS: phosphate buffered salts 

PCR: polymerase chain reaction 

PI4P: phosphatidylinositol—4—phosphate 

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

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

PLCδ1: phospholipase C delta 1 
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RFP: red fluorescent protein 

RIPA: radioimmunoprecipitation assay 

RNA: ribonucleic acid 

RNAi: RNA interference 

SSC: saline—sodium citrate 

TBS—T: tris buffered saline with tween 20 

TM: transmembrane domain 

VAP: vesicle—associated membrane protein—associated protein 
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第 1 章 はじめに 

 

 Oxysterol—binding protein (OSBP)—related proteins (ORPs)はコレステロー

ルの一種であるオキシステロール結合タンパク群として発見され、C 末側に共

通の OSBP—related ligand binding domain (ORD)を有する。真核生物がもつ

ORPs 分子は、哺乳類では、12 の ORP がⅠ〜Ⅵのサブファミリーに分類されて

いる [1]（図 1A）。さらに、酵母を除くと、N 末側に特異的なリン酸化イノシト

ール等と結合する pleckstrin homology (PH)ドメイン、中央寄りに vesicle—

associated membrane protein—associated protein (VAP)との結合を介して小胞

体膜につく two phenylalanines in an acidic tract (FFAT)モチーフなどの機能

的なドメインを有するが、選択的スプライシングにより、PH ドメインを欠いた

短いバリアントも存在する [2]。ORPs はこれらのドメインを介して、異なる膜

小器官に結合し、それらが近接する様々な membrane contact site (MCS)にも

局在し膜小器官の間での脂質輸送 [3]やシグナル伝達 [4]に関与することが明

らかになった（図 1B）。最初に同定された OSBP は小胞体－ゴルジ MCS に、

ORP3 は小胞体－細胞膜 MCS に、それぞれ局在する [5,6]。また、近年、サブ

ファミリーⅣに属する ORP5 と ORP8 は C 末側に膜貫通ドメインを有し、小胞

体－細胞膜 MCS や小胞体－ミトコンドリア MCS に、局在することが報告され

た [3,7]。 

 ORP6 が属するサブファミリーⅢは ORP3,  ORP7 を含む。サブファミリー

Ⅲの分子は、サブファミリーⅠと共に PH ドメインと ORD の間、FFAT の N 末

側に、二量体を形成するとされる配列を有する。サブファミリーⅢでもっとも

解明が進んでいる ORP3 は、小胞体及び細胞膜特に突起の先端に局在し、ORD

を介して R—Ras と相互作用して細胞接着の調節に関与することが報告されてい

る [8, 17]。ORP6 については、トランスクリプトーム解析によって Orp6 mRNA

が脳や筋肉に多く発現することや [9]、マクロファージにおいてミクロ RNA に

よる発現制御下でコレステロール輸送に寄与することが報告された [10]。さら

に、ORP6 はアルツハイマー病の発症や、自閉症に関連する遺伝子としても同

定された [11,12]。ORP6 は、筋萎縮性側索硬化症 (ALS) 8 に関連ある変異型

VAPB を過剰発現する小胞体分画 [13]でも同定され、神経変性疾患に関与する

可能性もでてきている。しかしながら、ORP6 の機能についてはまだ十分に知

られていない。 

 本研究では、細胞内における ORP6 の機能を明らかにする目的で、はじめに

マウス脳における ORP6 の発現様式を解析後、ORP6 を内在性に発現している

小脳顆粒細胞の初代培養系において ORP6 を細胞内小器官に対するマーカーや

他の ORPs と共発現させて ORP6 の局在を解析した。可視化に際してはデルタ
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ビジョン蛍光顕微鏡を用い、より鮮明な画像を取得するためにデコンボリュー

ションによる画像処理を行った。これらの検討により、ORP6 は小脳顆粒細胞

において小胞体及び小胞体－細胞膜 MCS に局在して、ORP3 もしくは ORP6

自身と直接二量体を形成し、phosphatidylinositol—4—phosphate (PI4P)代謝に

関与する可能性が示唆された。 
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[14] 

A 

B 

[15] 
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  図 1. 哺乳類 ORP サブファミリー分類とドメイン構成の比較 (A)と細胞内に

おけるタンパクの局在 (B) 

(A) ORP ファミリーの特徴的な配列を、PH ドメイン (青)、ORD (赤)、FFAT

モチーフ (黒)、OSBP 保存配列 (黄色)、ankyrin repeat (オレンジ)、膜貫通

ドメイン (緑)、ORP3 スプライスバリアント 2 における ORD とは無関係な

配列 (水色)、で示す。タンパクに表記されている”S”や”L”はそれぞれ”Short”

と “Long”を示しており、右のローマ数字はサブファミリーを示す。 

(B) 小胞体と他の異なる膜小器官の間の MCS に局在するタンパク。ER : 小

胞体、Golgi : ゴルジ体、LD : 脂肪滴、LE/Ly : 後期エンドソーム/ライソゾ

ーム、M : ミトコンドリア、N : 核、P : ペルオキシゾーム。E—Syt1/2/3 : 

Extended—synaptotagmin 1/2/3, CERT : ceramide transfer protein, 

Mfn1/2 : Mitofusin1/2 
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第 2 章 実験材料と方法 

 

2—1. cDNA 

 

 ORP6 (NM_001290733.1) cDNA 全長クローンを、マウス脳 cDNA（8—12 週

齢）ライブラリーから PCR で増幅後、配列確認した。ORP6 全長、ORP6 PH

ドメイン (83—187 アミノ酸をコードする cDNA)、ORP6 中間領域 (184—594

アミノ酸をコードする cDNA)を pEGFP—N1 (Clontech, Mountain View, USA)、

pEGFP—C1 (Clontech)、pTagRFP—N (Evrogen, Moscow, Russia)、pTagRFP—

C (Evrogen)、HaloTag (Promega, Madison, USA)ベクターに挿入した。”N1”

もしくは”N”ベクターでは、挿入配列は蛍光タンパクの N 末側に、”C1”もしく

は”C”ベクターでは蛍光タンパクの C 末側について発現される。 

 Extended—synaptotagmin—2 (E—Syt2) (NM_028731.5)を pEGFP—C1 と

pTagRFP—C ベクターに、ORP3 (NM_001347213.1)と ORP5 (NM_001199227)

を pEGFP—C1、HaloTag ベクターに、phospholipase C delta 1 (PLCδ1) PH

ドメイン (AF_133125, 11—140 アミノ酸をコードする cDNA)と OSBP PH ドメ

イン (M86917, 87—189 アミノ酸をコードする cDNA)を pTagRFP—C ベクター

に、それぞれクローニング後、挿入した。Cell—Light ER—RFP cDNA は

Molecular Probes (Eugene, USA)から購入した。トランス・ゴルジマーカーの

β1,4—galactosyltransferase (GalT, NM_022305, 1—81 アミノ酸をコードする

cDNA)を pEGFP—N1、pTagRFP—N ベクターに、小胞体―ゴルジ中間区画マー

カーの Sec 23A を pTagRFP—N ベクターに、小胞体―ゴルジ間小胞マーカーの

Sec 22B (NM_0048920)を pEGFP—C1 ベクターに挿入した。 

 

2—2. 細胞培養 

 

 HeLa 細胞と Neuro—2A 細胞を、それぞれ 10%FBS を含む DMEM (Sigma—

Aldrich, St. Louis, USA)を用いて 37℃、5%二酸化炭素濃度下で培養した。小脳

顆粒細胞の初代培養は、Stelmashook らの方法をもとに行った[16]。30%イソフ

ルラン麻酔下において生後 7 日齢の ICR マウス (Japan SLC, Inc., Shizuoka, 

Japan)から小脳を採取し、0.05%トリプシン EDTA (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA)に浸漬し室温で 7 分間静置した。HBSS (Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan)で 3 回液替え後、ポリ-L-リジンでコートした 4 分割

のガラスボトムディッシュ (Greiner Bio—One, Kremsmunster, Austria)に 4×

10⁴/ウェルの細胞を播種した。細胞は B27 supplement (Thermo Fisher 
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Scientific)を含む 0.5ml の Neurobasal 培地 (Thermo Fisher Scientific)を用い

て 37℃、5%二酸化炭素濃度下で培養した。 

 

2—3. 遺伝子導入および画像解析 

 

 Lipofectamine LTX and Plus 試薬 (Thermo Fisher Scientific)を用いて

HeLa細胞、Neuro—2A細胞、培養 4日目の小脳顆粒細胞に遺伝子導入を行った。

遺伝子導入 14 時間後に、DeltaVision Elite 顕微鏡システム (GE Healthcare, 

Chicago, USA)もしくは FluoView FV1000 倒立共焦点レーザー顕微鏡 

(Olympus, Tokyo, Japan)を用いて画像を取得した。可溶性の ORP6 を除去する

目的で行ったサポニン処理では、遺伝子導入 14 時間後の HeLa 細胞を 10%FBS

を含む DMEM で 2 回液替え後、0.05%サポニンを含む DMEM を用いて 37℃、

5%二酸化炭素濃度下で 10 分間静置し、10%FBS を含む DMEM で 2 回液替え

後、観察した。ORP6 の発現抑制を目的として、ステルス RNAi (MSS235331, 

Thermo Fisher Scientific)を、同様の手法を用いて遺伝子導入した。FITC 蛍光

ラベルをつけた oligo RNA (Block—it Fluorescent Oligo, Thermo Fisher 

Scientific)を陰性コントロールとした。 

 

2—4. SDS—ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびウェスタンブロット 

 

 マウスの各臓器および細胞分画に対して、抗 ORP6 抗体 (ウサギ

SAB2700968, Sigma—Aldrich)を用いて、ウェスタンブロットを行った。マウス

臓器、胎生 18 日マウス脳、生後 1、7、14、21、28 日及び８週マウス脳、初代

培養小脳顆粒細胞を、Complete EDTA—free プロテアーゼ阻害剤 (Roche, 

Basel, Switzerland) 入りの RIPA 緩衝液 (50 mM Tris—HCl, pH7.4, 150 mM 

NaCl, 0.5% deoxycholate, 1% NP—40)で溶解し BCA キット (Takara Bio, 

Shiga, Japan)を用いてタンパク質定量を行った。 

 細胞画分を得るため、Neuro—2A 細胞を HEPES 緩衝液 (20 mM HEPES, pH  

7.4, 10 mM KCl, 2 mM MgCl₂, 1 mM EDTA)に懸濁し、700G で 5 分間遠心後、

P1 画分を回収した。その後上清を 10,000G で 30 分間遠心し、沈殿の P2 画分

を回収し、さらに上清を 100,000G で 1 時間遠心後 P3 と S3 画分を回収した。

10% ポリアクリルアミドゲルに各レーン 100 µg のタンパクを乗せ、電気泳動

後 PVDF 膜（GE Healthcare）に転写し、ウェスタンブロットを行った。 

 膜は、親水処理後、5%スキムミルク入り TBS (20 mM Tris—HCl, pH 7.4, 

150mM NaCl)にて室温で 30 分間ブロッキングを行った。一次抗体を 37℃で 2

時間反応させ、TBS—T (0.1% Tween—40, TBS)で洗浄後、HRP 標識二次抗体を
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37℃で 1 時間反応させた。TBS—T で洗浄後、ECL Prime Western blotting 検

出試薬(GE Healthcare)を用いて化学発光させ、ImageQuant LAS 4000 Mini 

imager (GE Healthcare)で画像を取得した。Image—J software を用いて定量解

析を行った。分画のコントロールとして、初期エンドソームと小胞体に対する

抗体（抗 EEA1 抗体 (マウス clone 14/EEA1, BD Transduction Laboratories, 

Franklin Lakes, USA)、抗 KDEL 受容体抗体 (マウス clone 10C3, sc—58774, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA)）を用いた。二次抗体として、HRP

標識 抗ウサギ IgG 抗体 (GE Healthcare)、HRP 標識 抗マウス IgG 抗体 

(GE Healthcare)を用いた。 

 

2—5. In situ ハイブリダイゼーション 

 

 In situ ハイブリダイゼーション法に用いる ORP6 cDNA フラグメント (758

—1555 bp)箇所のアンチセンスプローブとセンスプローブを、pBluescript Ⅱ 

KS にクローニング後、digoxigenin—RNA mix (Roche)と T7 ポリメラーゼ、T3

ポリメラーゼを用いて digoxigenin でラベルした。4、もしくは 8 週齢 ICR マウ

スを 30%イソフルラン麻酔下で、4％パラフォルムアルデヒド—PBS(137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na₂HPO₄, 1.8 mM KH₂PO₄, pH 7.4)にて還流固定

し、それぞれ小脳、大脳を採取した。同一溶液にて室温にて一晩浸漬固定し、

エタノール脱水後、パラフィン (Paraplast, Thermo Fisher Scientific) に包埋

した。回転式ミクロトーム(HM360, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)にて作

製した 7 µm 厚の切片を、脱パラフィン後、SSC 緩衝液(0.75 M NaCl, 0.075 M 

sodium citrate)を用いて室温にて 15 分間洗浄し、ハイブリダイゼーション前溶

液 (50%ホルムアミド、5×SSC、salmon sperm DNA 40 mg/ml)を用いて 58℃

にて 2 時間反応させた。プローブを、80℃で 5 分間変性後、400 ng/ml となる

よう付加し、58℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。切片は、SSC を用

いて 58℃で 30 分間 3 回洗浄後、溶液 1 (100 mM Tris—HCl, pH 7.5, 150 mM 

NaCl)を用いて 5 分間平衡化し、アルカリフォスファターゼ 標識 抗

digoxigenin 抗体 (11175041910, Roche)を室温にて 2 時間反応させた。切片を、

溶液 1 で 15 分間洗浄後、溶液 2 (100 mM Tris—HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 

mM MgCl2)にて 5 分間平衡化を行い、NBT (nitro—blue tetrazolium, Roche)と

BCIP (5—bromo—4—chloro—3'—indolyphosphate, Roche)を含む溶液 2 にて室温

で一晩反応させ、シグナルを検出した。エオシンを用いて対比染色を行った。 

 

2—6. タンパク質－脂質結合分析 
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 Membrane Lipid Strips 膜 (Echelon Bioscience, Salt Lake City, USA)を用

いて ORP6 の結合脂質を解析した。GFP を N 末につけた ORP6 PH ドメイン 

(87—183アミノ酸をコードする cDNA)をpET21ベクターに挿入し、BL21 (DE3)

細胞 (BioDynamics Laboratory Inc, Tokyo, Japan)内でヒスチジンタグ付きの

組み換えタンパクとして発現させ、TALON beads (Clontech)を用いてタンパク

精製を行った。精製したタンパクを、製造会社のプロトコールに従って

Membrane Lipid Strips 膜と反応させた。GFP 融合 ORP6 PH ドメインの検出

は、抗 GFP 抗体(ウサギ A6455, Life Technologies, Carlsbad, USA)と反応させ、

PBS—0.1% Tween40 で洗浄後、ECL Prime Western blotting 検出試薬 を用い

て化学発光させ、ImageQuant LAS 4000 Mini imager で画像を取得した。2 回

の独立した実験を行った。 

 

2—7. 免疫沈降法 

 

 Neuro—2A 細胞に、pEGFP—C1、 pEGFP—ORP3、 pEGFP—ORP5、pEGFP

—ORP6 をそれぞれ単独で、もしくは HaloTag—ORP6 中間領域あるいは

HaloTag ベクターと一緒に遺伝子導入した。Neuro—2A 細胞は、遺伝子導入 24

時間後に PBS で洗浄し、Complete EDTA—free プロテアーゼ阻害剤および

Triton X—100 を含む溶解液 (50 mM Tris—HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% 

Triton X—100)に懸濁した。氷上で 30 分間静置後、4℃にて 3000G で 15 分間遠

心し、上清を protein A ビーズ (GE Healthcare) と protein G ビーズ (GE 

Healthcare)を用いて 4℃で 30 分間反応させた。遠心後の上清を抗 GFP 抗体と

4℃で 1時間反応させた後、protein A ビーズを加えて 4℃で 1時間反応させた。

遠心後に上清を捨て溶解液で 2回洗浄し、SDS—PAGE loading 溶液に懸濁した。

抗 ORP6 抗体、抗 GFP 抗体、抗 HaloTag 抗体 (マウス G928A, Promega)を用

いてウェスタンブロット法にて解析を行った。3 回の独立した実験を行った。 

 

2—8. 統計学的解析 

 

 HeLa 細胞に、RFP—E—Syt2 および GFP—ORP6 と、HaloTag—ORP6 中間領

域もしくは HaloTag のみを遺伝子導入し、ORP6 の細胞内局在に基づいて 3 つ

のグループ：①点状の ORP6 が小胞体上に局在、②点状の ORP6 が小胞体と細

胞膜上に局在、③ORP6 が細胞質内で拡散して発現に分類した。3 回の独立した

実験を行い、細胞数は HaloTag 群が 63、HaloTag—ORP6 中間領域群が 71 であ

った。 
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 初代培養小脳顆粒細胞に、RFP—OSBP PH ドメインと、GFP、GFP—ORP6

または GFP—ORP6 中間領域を遺伝子導入し、OSBP PH ドメインの細胞内局在

に基づいて 3 つのグループ：①OSBP PH ドメインがゴルジ体に局在、②OSBP 

PH ドメインがゴルジ体と細胞膜に局在、③OSBP PH ドメインが細胞質内で拡

散して発現に分類した。8 回の独立した実験を行い、細胞数は GFP 群が 79、

GFP—ORP6 群が 77、GFP—ORP6 中間領域群が 77 であった。 

 初代培養小脳顆粒細胞に、RFP—OSBP PH ドメインと ORP6 に対する RNAi

もしくはコントロール RNA を遺伝子導入し、上記の実験と同様に、OSBP PH

ドメインの局在に基づいて 3 つのグループに分類した。5 回の独立した実験を行

い、５回試行の合計細胞数はコントロール群が 63、RNAi 群が 76 だった。 

 結果は、平均値±標準誤差で表示し Welch’s t—test を用いて解析した。統計学

的有意差は p 値< 0.05 とした。 

 

2—9. 動物と組換え 

 

本研究における動物実験および遺伝子組換え実験は自治医科大学学長の承認を

得て施行した（動物実験承認番号は 17023-01、遺伝子組換え許可番号は 18-11）。 
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第 3 章 結果 

 

3—1. ORP6 の発現臓器と発達期ごとの発現量 

 

 ORP6 タンパクの発現臓器を明らかにするために、ORP6 の C 末端領域 (872

—934 アミノ酸)に対する市販抗体を用いてウェスタンブロット法を行った。抗体

は、アミノ酸配列から予想される ORP6 の分子量である 108 kDa と、遺伝子導

入した GFP タグ付きの ORP6 の約 140 kDa の大きさでバンドを検出した。内

在性 ORP6 タンパクの発現は成熟マウス脳、小脳、脊髄、胎児マウス脳で認め

られ (図 2A)、マウス脳における ORP6 タンパクの発現量は発達期ごとに増加し、

生後 28 日齢で成獣量に達した (図 2B)。さらに初代培養小脳顆粒細胞では、

ORP6タンパクの発現がDIV5以降で認められた (図 2C)。細胞分画においては、

内在性 ORP6 を小胞体マーカーである KDEL 受容体陽性の P2 画分や初期エン

ドソームマーカーである EEA1 陽性の P3 画分、可溶性細胞質画分の S3 で検出

した (図 2D)。 
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図 2． ORP6 タンパクはマウス成獣脳、小脳や脊髄に多く発現した 

(A) マウスにおける ORP6 タンパクの発現臓器。内在性 ORP6 の予想分子

量である108 kDaとGFP—ORP6の140 kDaの大きさにバンドを検出した。

縦軸は ORP6 の、成獣の脳に対する相対的タンパク質量を示す。(B) マウ

ス脳の発達に伴う ORP6 の発現。縦軸は ORP6 の、8 週齢のマウス脳に対

する相対的タンパク質量を示す。(C) 初代培養小脳顆粒細胞における ORP6

の発現。縦軸は ORP6 の、DIV14 の初代培養小脳顆粒細胞に対する相対的

タンパク質量を示す。(D) Neuro—2A 細胞の細胞分画。内在性 ORP6 を小胞

体マーカー陽性の P2 画分や初期エンドソームマーカー陽性の P3 画分、可

溶性細胞質画分の S3 画分で検出した。 
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3—2. 大脳、小脳における Orp6 mRNA の発現領域 

 

 マウス脳における内在性ORP6の脳内での発現領域を確認するために、in situ 

ハイブリダイゼーション実験を行った。Orp6 mRNA のシグナルは、生後 8 週

齢の大脳皮質に発現し、海馬ではみられなかった (図 3 A,C)。生後 4 週齢の小

脳では、Orp6 mRNA の陽性反応の大部分が顆粒細胞層やプルキンエ細胞層で

認められ、分子層にも Orp6 mRNA のシグナルがみられた(図 4A)。これらの結

果から、ORP6 は一部の領域を除く成獣脳の、特に神経細胞に発現しているこ

とがわかった。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Antisense Sense 

Cerebral  

cortex 

Hippocampus 

A B 

C D 

MZ 
CP 

SP 

IZ 

VZ 

DG 

CA3 

CA1 

図 3． Orp6 mRNA は大脳皮質の神経細胞に発現した 

8 週齢マウスの大脳皮質 (A,B)と海馬 (C,D)における in situ ハイブリダイ

ゼーション。Orp6 アンチセンス鎖 (A,C)とセンス鎖 (B,D)を用い、切片は

エオシン染色で対比染色を行った。Orp6 mRNA のシグナルを大脳皮質で検

出したが、海馬ではみられなかった。MZ : 辺縁帯 CP : 皮質板 SP : サブ

プレート IZ : 中間層 VZ : 脳室帯 

スケールバー : 50 µm 
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Antisense Sense 

A B 
ML 

PCL 

GL 

WM 

図 4． Orp6 mRNA は小脳顆粒細胞やプルキンエ細胞に発現した 

4週齢マウスの小脳における in situハイブリダイゼーションを行っ

た。Orp6 アンチセンス鎖 (A)と Orp6 センス鎖 (B)を用いて標識し

た。ML : 分子層 PCL : プルキンエ細胞層 GL : 顆粒細胞層 WM : 

白質 矢頭はプルキンエ細胞を示す。スケールバー : 50 µm 
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3—3. HeLa 細胞における ORP6 の局在 

 

 ORP6 の細胞内における局在を明らかにするために、ORP6 と蛍光分子との

融合タンパクを細胞内小器官に対するマーカーと一緒に HeLa 細胞に遺伝子導

入する実験を行った。はじめに、蛍光分子の位置による ORP6 の発現様式への

影響を確認するために、蛍光分子の N 末側に挿入した ORP6 (ORP6—GFP)と C

末側に挿入した ORP6 (GFP—ORP6)の発現様式を比較した。遺伝子導入 14 時間

後において GFP—ORP6 を発現していた細胞の約半数では、点状の GFP—ORP6

を認め (図 5 B)、残りの細胞では細胞質内で拡散した。一方、ORP6—GFP では

細胞質内で拡散して発現し (図 5 A)、サポニン処理を加えて可溶性の ORP6 を

除去すると、点状の ORP6—GFP を認めた。この点状の ORP6—GFP は、RFP—

ORP6 と共発現させた細胞では、両者で局在が一致した (図 5 C—E)。点状の

ORP6—GFP のパターンは、単独発現と共発現とで変わらなかった。膜分画並び

に細胞質への外来性 ORP6 の局在パターンは、これまでの細胞分画法で得られ

た内在性 ORP6 の局在結果 (図 2D)や、外来性 ORP6 での報告 [9,17]と一致し

た。以降の実験では、GFP−ORP6 を使用した。 

 細胞内小器官のマーカーとの共発現では、点状のORP6は小胞体マーカー (図

6 A—C 矢印)上に局在し、小胞体—細胞膜 MCS のマーカーの E—Syt2 と共発現さ

せると、細胞辺縁の点状 ORP6 の一部について、局在が E—Syt2 と一致した (図

6 D—F 矢印)。一方、ゴルジ体マーカーの GalT (図 6 G—I)や小胞体－ゴルジ中間

区画マーカーの Sec 23A (図 6 J—L)とは異なる局在を示した。 
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Intact cells 

After saponin treatment 

A B 

D C E 

ORP6-GFP GFP-ORP6 

ORP6-GFP RFP-ORP6 merge 

図 5． ORP6—GFP は拡散して発現し、GFP—ORP6 は約半数の細胞で点

状に発現した 

HeLa 細胞内に発現した ORP6—GFP (A) と、点状に発現した細胞での GFP

—ORP6 (B)。サポニン処理後、点状の ORP6—GFP が残り (C)、GFP—ORP6 

(D) と共局在した。スケールバー : 10 µm 
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図 6． HeLa 細胞では ORP6 は小胞体もしくは小胞体－細胞膜 MCS に局

在した 

(A—C) GFP—ORP6 (緑)と小胞体マーカー、ER—RFP (赤)を共発現した HeLa

細胞の蛍光画像。矢印は小胞体マーカー上に局在したORP6シグナルを示す。

(D—F) GFP—ORP6 (緑)と小胞体－細胞膜 MCS マーカー、RFP—E—Syt2 (赤)

を共発現した HeLa 細胞の蛍光画像。矢印は、細胞辺縁部の ORP6 が E—Syt2

と重なっている部位を示す。(G—I) GFP—ORP6 (緑)とゴルジ体マーカー、

GalT—RFP (赤)を共発現した HeLa 細胞の蛍光画像。(J—L) GFP—ORP6 (緑)

と小胞体－ゴルジ中間区画のマーカー、Sec23A—RFP (赤)を共発現した

HeLa 細胞の蛍光画像。スケールバー : 10 µm 
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3—4. 小脳顆粒細胞における ORP6 の局在 

 

 次に、内在性のORP6を発現する初代培養小脳顆粒細胞DIV5において、ORP6

を遺伝子導入して細胞内局在を観察した。GFP—ORP6 は神経細胞の突起内へは

入らず、細胞体のみに発現した (図 10 ABA’B’)。細胞内小器官に対するマーカ

ーと共発現すると、ORP6 は、小胞体マーカー上に局在し (図 7 A—C 矢印)、GalT 

(図 7 D—F)や Sec22B (図 7 G—I)とは局在が一致しなかった。細胞辺縁部の ORP6

の一部は E—Syt2 と共局在し (図 8 A—C 矢印)、HeLa 細胞における実験と同様

の局在結果を得た。細胞膜上の共局在は、共焦点レーザー顕微鏡にても確認し

た。 

 ORP6 と同じサブファミリーⅢに属する ORP3 や、サブファミリーⅣに属す

る ORP5 を GFP—C１ベクターで発現させたところ、細胞辺縁のシグナルの一部

は E—Syt2 と共局在し (図 8 D—I 矢印)、細胞内のシグナルは小胞体マーカー上

に認められた (図 9 矢印)。ORP3 では、細胞体だけでなく神経突起内にもシグ

ナルがみられた (図 8 D—F 矢頭、9 A—C 矢頭、10 C’—F’矢印)。これらの結果か

ら、ORP6 は、これまで報告のあった ORP3、ORP5 と同様、小胞体および小胞

体－細胞膜 MCS の一部に局在することが示唆された。 
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GFP-Sec22B RFP-ORP6 

merge 

merge 

図 7． 小脳顆粒細胞では ORP6 は小胞体に局在し、ゴルジ体や小胞体－

ゴルジ間小胞に局在しなかった 

(A—C) GFP—ORP6 (緑)と ER—RFP (赤)を共発現した小脳顆粒細胞の蛍光

画像。矢印は小胞体マーカー上に局在した ORP6 のシグナルを示す。(D—

F) GalT—GFP (緑)と RFP—ORP6 (赤) を共発現した小脳顆粒細胞の蛍光

画像。(G—I) 小胞体－ゴルジ間小胞マーカー、GFP—Sec22B (緑) と RFP

—ORP6 (赤)を共発現した小脳顆粒細胞の蛍光画像。スケールバー : 10 µm 
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A B 
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RFP-E-Syt2 
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図 8． 小脳顆粒細胞における細胞辺縁部の ORP6, ORP3, ORP5 は、E—

Syt2 の一部と共局在した 

(A—C) GFP—ORP6 (緑)と RFP—E—Syt2 (赤)を共発現した小脳顆粒細胞の

蛍光画像。(D—F) GFP—ORP3 (緑)と RFP—E—Syt2 (赤)を共発現した小脳

顆粒細胞の蛍光画像。(G—I) GFP—ORP5 (緑)と RFP—E—Syt2 (赤)を共発現

した小脳顆粒細胞の蛍光画像。矢印は、細胞辺縁部の ORP6, ORP3, ORP5

と小胞体－細胞膜 MCS マーカーである E—Syt2 の一部との共局在を示

す。矢頭は突起内の ORP3 と E—Syt2 との共局在を示す。スケールバー : 

10 µm 
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merge 

図 9． 小脳顆粒細胞における細胞内の ORP3 や ORP5 が小胞体マーカ

ー上に局在した 

(A—C) GFP—ORP3 (緑)と ER—RFP (赤)を共発現した小脳顆粒細胞の蛍光

画像。(D—F) GFP—ORP5 (緑)と ER—RFP (赤)を共発現した小脳顆粒細胞

の蛍光画像。矢印は、小胞体マーカー上に局在した ORP3 と ORP5 を示

す。矢頭は、神経突起内の ORP3 を示す。スケールバー : 10 µm 
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3—5. ORP6, ORP3, ORP5 の局在比較 

 

 E—Syt2 で標識された小胞体－細胞膜 MCS と ORP3, ORP5, ORP6 がそれぞ

れ共局在したことから、ORP 同士を共発現させて、3 者の局在を比較した。小

脳顆粒細胞においてGFP—ORP6は単独で発現させると細胞体にのみ局在し (図

10 A, B)、突起内には入らなかった (図 10 A’, B’)。これに対し GFP—ORP3 と共

発現させると、両者は細胞体内 (図 10 C—F 矢印)だけでなく突起内 (図 10 C’—F’

矢印)でも見られ、一部で局在の一致を認めた。一方、ORP5 は ORP6 とは異な

る局在を示した (図 10 G—J)。 

 このことから E—Syt2 で標識された小胞体－細胞膜 MCS は単一ではなく少

なくとも、ORP6 や ORP3 が局在する部位と ORP5 が局在する部位の 2 種類存

在し、同じサブファミリーⅢの分子は、同じ小胞体－細胞膜 MCS に局在する可

能性が示唆された。 
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  A B 

D C E 
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図 10． 小脳顆粒細胞では一部の ORP6 が ORP3 と共局在するが ORP5

との共局在はみられなかった 

(A,B,A’,B’) GFP—ORP6 を遺伝子導入した小脳顆粒細胞の細胞体と神経突

起の蛍光および明視野像。GFP—ORP3 (緑)と RFP—ORP6 (赤)を共発現した

小脳顆粒細胞の細胞体 (C—F)と神経突起 (C’—F’)における蛍光及び明視野

像。矢印は細胞体と神経突起内での ORP6 と ORP3 との共局在を示す。(G

—J) GFP—ORP5 (緑)と RFP—ORP6 (赤)を共発現した小脳顆粒細胞の細胞体

における蛍光及び明視野像。スケールバー : 10 µm 
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3—6. ORP6 中間領域を介した ORP6 同士もしくは ORP3 との相互作用 

 

 ORP6 が ORP3 と共発現させた細胞体内で一部が ORP3 と共局在し、さらに

は突起内へも局在が変化したことから、両者の相互作用が推測された。これを

調べるために、内在性に ORP6 を発現する Neuro—2A 細胞に、外来性に GFP, 

GFP—ORP3, GFP—ORP5 もしくは GFP—ORP6 を発現させ、0.1% Triton X—100

処理にて膜から可溶化させた後、抗 GFP 抗体を用いた免疫沈降実験を行った。

免疫沈降した分画で、抗 ORP6 抗体を用いてウェスタンブロットをおこなった。

内在性 ORP6 の 108 kDa の大きさのバンドが、GFP—ORP3 と GFP—ORP6 を

発現した細胞由来の画分でのみ検出された (図 11 A、アスタリスク)。 

 次に、ORP6 の二量体形成領域を含む可能性が高いと予想される、PH ドメイ

ンとORDの間のコイルドコイル配列を含む領域 (HaloTag—ORP6 中間領域)を

発現するコンストラクトを作製し、Neuro—2A細胞にGFP—ORP3もしくは GFP

—ORP6と同時に遺伝子導入して、抗GFP抗体を用いた免疫沈降実験を行った。

陰性コントロールとして単独の HaloTag ベクターを用いた。抗 HaloTag 抗体を

用いてウェスタンブロット法を行ったところ、HaloTag—ORP6 中間領域の大き

さのバンドがGFP—ORP3もしくはGFP—ORP6を同時発現した細胞由来の画分

で検出された (図 11 B、アスタリスク)。これらのことから、ORP6 はコイルド

コイル配列を含む中間領域を介して ORP3 または ORP6 自身と直接多量体を形

成する可能性が示唆された。 
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図 11． ORP6はPHドメインとORDの間の中間領域を介してORP3

もしくは ORP6 自身と多量体を形成した 

(A) GFP タグ付きの ORP3, ORP5, ORP6 を遺伝子導入した Neuro—

2A 細胞から、抗 GFP 抗体を用いて免疫沈降実験をおこなった分画の

ウェスタンブロット。内在性 ORP6 の 108kDa の大きさのバンド (ア

スタリスク) がGFP—ORP3やGFP—ORP6を遺伝子導入した細胞由来

の画分でのみ検出され、GFP のみや GFP—ORP5 を遺伝子導入した細

胞由来の画分では検出されなかった。(B) GFP—ORP3 もしくは GFP—

ORP6をHaloタグ付きのORP6中間領域 (int)と同時に遺伝子導入し

た Neuro—2A 細胞から、抗 GFP 抗体を用いて免疫沈降実験を行った

分画のウェスタンブロット。HaloTag—ORP6 中間領域 (アスタリスク) 

が GFP—ORP3 や GFP—ORP6 を遺伝子導入した細胞由来の画分で検

出された。 
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3—7. ORP6 の局在に対する ORP6 中間領域の影響 

 

 PH ドメインと ORD を欠失した ORP6 中間領域の、細胞内での局在を検討し

た。GFP—ORP6 中間領域は、E—Syt2 とのみ共発現させると、細胞辺縁から離

れた細胞内に点状に局在し、E—Syt2 とは一致しなかった (図 12 A—C)。次に、

HaloTag—ORP6 中間領域を ORP6 全長と E—Syt2 と共に HeLa 細胞に遺伝子導

入した。陰性コントロールとして HaloTag ベクターを用いた。ORP6 全長の局

在パターンを３種に分類した：①細胞内小胞体のみの点状の局在、②小胞体と

細胞膜への点状の局在、③細胞質に拡散して発現。HaloTag—ORP6 中間領域を

共発現した細胞群と HaloTag を共発現したコントロールの細胞群とで、比較し

たところ、前者で ORP6 全長が細胞内小胞体のみに局在する細胞の割合が有意

に増加し (図 12 D—G, L)、小胞体と細胞膜に局在する細胞の割合が HaloTag コ

ントロールを発現させた細胞群 (図 12 H—K, L)に比し、有意に減少した。以上

のことから、ORP6 中間領域は、ORP6 の小胞体－細胞膜 MCS への局在に対し

て、優性阻害を起こす可能性が示唆された。 
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  図 12． ORP6 中間領域の共発現により細胞膜に局在する ORP6 が減少した 

(A—C) GFP—ORP6 中間領域 (緑)と RFP—E—Syt2 (赤)を共発現した HeLa 細

胞の蛍光画像。ORP6 中間領域は細胞質と小胞体に局在し、辺縁部の局在が

少なかった。 (D—G) Halo—ORP6 中間領域 (int)を発現した際に増加する小胞

体のみに GFP—ORP6 が発現する細胞の蛍光画像。矢頭は小胞体上の ORP6

と ORP6 中間領域との共局在を示す。(H—K) HaloTag を共発現した際に GFP

—ORP6 が小胞体と細胞膜に局在する細胞の蛍光画像。矢印は細胞辺縁の

ORP6 と E—Syt2 との共局在を示す。スケールバー : 10 µm (L) GFP—ORP6

の局在パターンの変化： 3 つのグループ：①点状の ORP6 が小胞体上に局在 

(白)、②点状の ORP6 が小胞体と細胞膜上に局在 (横線)、③ORP6 が細胞質

に拡散して発現 (点模様)、に分類し、細胞の割合を平均値±標準誤差で示し

た。縦軸は全細胞数に対する ORP6 の局在パターンを示す細胞の割合を示す。

ORP6 中間領域を発現した細胞群では、ORP6 が小胞体と細胞膜上に局在す

る細胞の有意な減少と、小胞体上のみに局在する細胞の有意な増加を認めた 

(＊P < 0.05)。 
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3—8. ORP6 PH ドメインの結合脂質 

 

 ORP6 PH ドメインが ORP6 の細胞内局在に及ぼす影響を調べるために、

Membrane Lipid Strips 膜を用いて ORP6—PH ドメインと結合する脂質の分析

を行った。ヒスチジンタグ付きの GFP—ORP6 PH ドメイン、もしくは陰性コン

トロールとしてヒスチジンタグ付きの GFP を BL21 細胞に発現させ、精製した

タンパクを Membrane Lipid Strips 膜上の脂質と反応させ、抗 GFP 抗体を用い

て検出した。ORP6 PH ドメインは PI4P, PI(4,5)P₂, PI(3,4,5)P₃および

phosphatidic acid (PA)と特異的に結合した (図 13)。これら 3 種のリン酸化イ

ノシトールと PA は細胞膜や小胞体に分布することが知られている [18,19]。 

 さらに ORP6 PH ドメインの上流と下流にそれぞれ４アミノ酸をつけた領域

と GFP の融合タンパクを HeLa 細胞で発現させたところ、細胞膜に局在し、こ

れらの分子のいずれかが ORP6 の細胞膜への結合に関与することが示唆された 

(図 14)。 
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図 13． ORP6 PH ドメインは PI4P, PI(4,5)P₂, PI(3,4,5)P₃および PA と結

合した 

精製したヒスチジンタグ付きの ORP6 PH—GFP (A) もしくは陰性コントロ

ールとしてヒスチジンタグ付きの GFP (B)を Membrane Lipid Strips 膜と

反応させた。 



33 

 

  

図 14. ORP6 PH ドメインは HeLa 細胞の細胞膜に局在した 

N 末端側と C 末端側にそれぞれ 4 アミノ酸を付け加えた ORP6 PH ドメイン 

(83—187アミノ酸)—GFPを発現したHeLa細胞の蛍光画像。スケールバー： 10 

µm 

ORP6 PH-GFP 
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3—9. ORP6 優性阻害もしくは発現抑制による PI4P マーカーの局在変化 

 

 最後に、ORP6 の脂質輸送への関与を検討するため、ORP6 中間領域を強制

発現した細胞での特異的な脂質マーカーの分布の変化を調べた。PI4P マーカー

である OSBP PH ドメインや、PI(4,5)P₂マーカーである PLCδ1 PH ドメイン

を発現するコンストラクトを作成し、GFP—ORP6 中間領域または GFP—ORP6

全長と同時に小脳顆粒細胞に遺伝子導入した。コントロールとしては、GFP を

用いた。PI4P マーカーは、これまでの報告通り[18]、ゴルジ体マーカーの GalT

と共局在した (図 15 A—C)。PI4P マーカーは、GFP—ORP6 全長を発現した細胞

では、GFP のみを発現させたコントロールと同様、核周囲のゴルジ体と思われ

る場所に局在した (図 15 D—F、G—I)。一方、ORP6 中間領域を発現した細胞で

は、PI4P マーカーがゴルジ体と細胞膜に局在する細胞の割合が増加し、統計的

にも有意差が認められた (図 15 J—L, M)。PI(4,5)P₂マーカーについては GFP、

ORP6 全長、ORP6 中間領域の発現細胞で差はみられなかった。 

 この結果を受け、内在性 ORP6 の発現を RNAi で抑制した小脳顆粒細胞にお

ける、PI4P マーカーの局在を観察した。RNAi による発現抑制効果を評価する

ために、RNAi 導入 24 時間後と 48 時間後の Neuro—2A 細胞の内在性 ORP6 タ

ンパクを、抗 ORP6 抗体を用いたウェスタンブロット法で検出し、Image J を

用いて定量解析を行った。陰性コントロールには FITC 蛍光ラベルを付けた

oligo RNA を使用した。内在性 ORP6 タンパクの発現量は、RNAi 導入 24 時間

後に 12.0 ± 4.8%、48 時間後に 9.9 ± 8.8%となり (図 16 A)、有意な減少を

認めた。ORP6 に対する RNAi を導入した小脳顆粒細胞において、PI4P マーカ

ーの局在は、ゴルジ体と細胞膜に局在する細胞の割合が有意に増加し (図 16 C, 

D)、優性阻害コンストラクトを発現した細胞と同様の効果を認めた。 

 これらのことから、ORP6 の機能を抑制することで、ORP6 の小胞体－細胞

膜 MCS への局在が減少すると同時に、細胞膜からの PI4P の移行が妨げられ、

両者が関連する可能性が示唆された。 
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  図 15． ORP6 中間領域の発現によって細胞内の PI4P マーカーの一部が

細胞膜にも局在した 

(A—C) ゴルジ体マーカーのGalTとPI4PマーカーのOSBP PHドメインを

共発現した小脳顆粒細胞の蛍光画像。OSBP PH ドメインは GalT と共局在

した。OSBP PH ドメインを GFP のみ (D—F)、GFP—ORP6 (G—I)、もしく

は GFP—ORP6 中間領域 (int、J—L)と共発現した小脳顆粒細胞の蛍光画像。

ORP6 中間領域を発現した細胞で、OSBP PH ドメインの局在がゴルジ体と

細胞膜に見られた。スケールバー : 10 µm (M) OSBP PH ドメインの局在

パターンの変化：３つのグループ① OSBP PH ドメインが核周囲のゴルジ

体と思われる場所に局在 (白)、②ゴルジ体と細胞膜に局在 (横線)、③細胞

質に拡散して発現(点模様）に分類し、細胞の割合を平均値±標準誤差で示

した。縦軸は全細胞数に対する OSBP PH ドメインの局在パターンを示す

細胞の割合を示す。ORP6 中間領域を発現した細胞群では、OSBP PH ドメ

インが、ゴルジ体と細胞膜に局在する細胞の有意な増加とゴルジ体のみに

局在する細胞の有意な減少を認めた。(＊P < 0.05)。 
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  図 16． ORP6 の発現抑制により一部の PI4P マーカーの局在がゴルジ体か

ら細胞膜へと変化した 

(A) ORP6 に対する RNAi を遺伝子導入した Neuro—2A 細胞の内在性 ORP6

のウェスタンブロット。グラフの縦軸は ORP6 およびα－チューブリンの、

oligo RNA に対する RNAi 後の相対的タンパク質量を示す。ORP6 発現量の

有意な減少を認めた。(B,C) oligo RNA、RNAi を遺伝子導入した小脳顆粒細

胞における OSBP PH ドメインの蛍光画像。OSBP PH ドメインが、それぞ

れゴルジ体あるいはゴルジ体と細胞膜に局在した。スケールバー : 10 µm 

(D) oligo RNA、RNAi を遺伝子導入した小脳顆粒細胞における OSBP PH ド

メインの局在パターンの変化：３つのグループ①OSBP PH ドメインがゴル

ジ体に局在 (白)、②ゴルジ体と細胞膜に局在 (横線)、③細胞質に拡散して発

現 (点模様)に分類し、細胞の割合を平均値±標準誤差で表示した。縦軸は全

細胞数に対する OSBP PH ドメインの局在パターンを示す細胞の割合を示

す。ORP6 RNAi により、OSBP PH ドメインが、ゴルジ体と細胞膜に局在

する細胞割合の有意な増加とゴルジ体に局在する細胞割合の有意な減少を

認めた。(＊P < 0.05)。 
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第 4 章 考察 

 

 本研究では、ORP6 について以下の点を明らかにした。①ORP6 は小脳や脊

髄などの中枢神経系に多く存在すること、②HeLa 細胞や初代培養小脳顆粒細胞

では、ORP6 は細胞体内の細胞質、小胞体もしくは小胞体－細胞膜 MCS に局

在すること、③ORP6 の PH ドメインは、PI4P, PI(4,5)P₂, PI(3,4,5)P₃そして

PA と結合しうること、④ORP6 は PH ドメインと ORD の間のコイルドコイル

配列を含む中間領域を介して ORP6 もしくは ORP3 と相互作用すること、⑤

ORP3 と共発現させると、ORP3 と共局在し、神経突起内にも入ること、⑥ORP6

の細胞辺縁部の局在は、ORP6 中間領域との共発現により減少すること、⑦

ORP6 中間領域あるいは RNAi の発現によって、本来ゴルジ体に局在すべき

PI4P マーカーの一部が細胞膜に局在すること、の７点である。 

 ORPs のメンバーは、当初、25 ヒドロキシコレステロールなどのオキシステ

ロールと結合する ORD を有するタンパク群として発見されたが、現在は、ORD

は、生体内においてはオキシステロールよりもむしろコレステロールやリン酸

化イノシトールと結合するとみられている。また、小胞体と他の膜小器官の間

の MCS に局在することが明らかになり、膜の間でのコレステロールの輸送に関

与するとの報告もある [1,3,5]。 

 中枢神経系は、コレステロールやオキシステロールが豊富に存在する器官で

ある。脳ではミエリン形成の盛んな幼若期にコレステロール合成が盛んに行わ

れ、成熟期では低下する [20]。神経細胞内のコレステロール量は、厳密な制御

下にあり、過剰なコレステロールは、コレステロール 24 ヒドロキシラーゼによ

ってオキシステロールに変換され、細胞から血管へと排出される [19,21]。脳内

の脂質代謝に関する脳に発現する ORPs についての報告はこれまでない。OSBP

の発現抑制により大脳皮質神経細胞の突起伸張が誘発されたり、ORP3 が筋委

縮性側索硬化症関連変異型 VAPB の作用を抑制するとの論文がある一方 

[22,23]、脂質代謝についてはマクロファージにおいて ORP6 の RNAi がコレス

テロールの蓄積を誘発するとの報告がある [10]。神経系における ORPs の機能

についてはまだ十分には解明されていない。 

 本研究では、デコンボリューション顕微鏡を用いて、外来性の ORP6 の挙動

を神経細胞内で観察した。これまで ORPs の細胞内分布は、サポニンや BiFC

システムを用いて、膜結合画分を可視化し検出していたが、本研究では前処置

なしに ORP6 が点状に観察され、小胞体や細胞膜に局在し (図 7 A—C, 8 A—C)、

これまでの報告と一致する結果を得た [6,17]。外来性 ORP6 の分布は、C ベク

ターに挿入した ORP6 を発現した細胞でのみ、約半数で点状となり (図 5 B)、

残りの細胞では細胞質内で拡散した。N ベクターに挿入した ORP6 を発現した
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細胞では、点状の局在はあるものの可溶性成分が多く、点状の ORP6 の可視化

にはサポニン処理を要した。細胞分画実験において、内在性の ORP6 は、膜小

器官画分 (図 2 D, P2)のみならず細胞質画分 (図 2 D, S3)でも検出された。これ

らのことから、C ベクターに挿入した ORP6 が内在性の局在を反映していると

考え、このコンストラクトを実験に使用した。これまでの ORPs についての報

告でも、OSBP や他の ORPs の脂質結合活性は弱く、膜小器官画分だけでなく

細胞質画分にも存在することが報告されている [24,25]。 

 ORP3, ORP5, ORP6 をそれぞれ発現した細胞では、細胞辺縁にある点状の局

在は、一部が小胞体－細胞膜 MCS のマーカーの E—Syt2 [26,27]と一致した。２

つの ORP を同時に発現した細胞では、ORP6 の一部が ORP3 と共局在し (図

10)、免疫沈降実験でも、ORP6 あるいは ORP6 の 中間領域が、ORP3 や ORP6

と共沈した(図 11)。ORP5 ではこれらの反応は見られなかった。これらのこと

から、ORP6 は ORP3 もしくは ORP6 自身と、中間領域を介して二量体を形成

する可能性が示唆された。この結果は、ORP3 や ORP6 はコイルドコイル配列

を有するが、ORP5 はもたないという事実と合致する [1]。一方で、これらの３

つの分子がいずれも E—Syt2 のある小胞体－細胞膜 MCS に局在することは 

[1,28]、小胞体－細胞膜 MCS の多様性を示唆する。 

 ORP6 中間領域は、細胞辺縁に局在せず、共発現により ORP6 の細胞辺縁で

の局在も減少させた (図 12)。ORP6 PH ドメインは、一部が細胞膜への割合を

異にして局在するPI4P, PI(4,5)P₂, PI(3,4,5)P₃, PAと特異的に結合する [18,19] 

(図 13,14)。さらに、FFATモチーフが小胞体に局在するVAPと結合することで、

ORP6 は小胞体－細胞膜 MCS に局在することが可能となると考えられる。これ

は、既存の、他の ORP メンバーが PH ドメインによって特異的なリン脂質に結

合することで MCS に局在するとの報告とも合致する [1,3,17]。また ORP6 中

間領域が細胞中心部にのみ局在し ORP6 の局在も変化させることから、ORP6

の細胞膜での二量体形成は、ORP6 の小胞体－細胞膜 MCS の局在や機能に影響

を及ぼす可能性も考えられる。中間領域のコイルドコイル配列の関与について

も引き続き解析が必要である。 

 優性阻害作用を有する ORP6 中間領域の強制発現や RNAi による発現阻害に

よって、PI4P と PI(4,5)P₂のマーカーの内、PI4P マーカーの局在に変化を認め

た(図 15,16)。ORP6 が小胞体－細胞膜 MCS に局在しないことで、PI4P の挙動

に影響を与え、細胞膜からの PI4P の移行が部分的に抑制された可能性がある。

これまで OSBP, ORP1L, ORP4, ORP5, ORP9 については、PI4P と他の脂質を

MCS にて交換輸送する事が報告されている [25,29,30]。このうち OSBP, 

ORP1L, ORP4, ORP9では、PHドメインとFFATモチーフがMCSへの局在に、

ORD が輸送分子の結合に関与する。特に二量体を形成する OSBP では、PH ド
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メインがトランスゴルジ膜上の PI4P と結合し、FFAT モチーフが小胞体に局在

する VAPA と結合することで、小胞体－ゴルジ MCS に局在し、さらに２つの

ORD がそれぞれコレステロールと PI4P に結合することで、コレステロールが

小胞体からゴルジ体へ、PI4P がゴルジ体から小胞体へと対向輸送される [5]。

ORP6 の PI4P 移動への関与は、OSBP のモデルから類推すると、PI4P の対向

輸送分子が存在する可能性もあり、マクロファージでの、ORP6 に対する RNAi

がコレステロールの蓄積を誘発する報告[10]がある。これらのことから、ORP6

が PI4P とコレステロールの交換に働く可能性も推測される（図 17）。本研究に

おいては、PH ドメインと同様に、ヒスチジンタグ付きの GFP—ORD のコンス

トラクトを作製し、Membrane Lipid Strips 膜を用いたタンパク質－脂質結合

解析を試みたが、ORD の結合脂質を検出することはできなかった。ORPs のコ

レステロールの輸送に関するこれまでの研究手法では、小胞体－後期エンドソ

ーム MCS に局在する ORP1L の発現抑制下で、エンドサイトーシスされたコレ

ステロールの代謝障害をみた報告がある [31]。今後は、ORP6 に関しても、優

性阻害コンストラクトや RNAi を用いて細胞内コレステロールの挙動や膜構造

の動態を解析し、脂質移送における ORP6 の役割を明らかにしていく予定であ

る。 

 初代培養小脳顆粒細胞において、単独発現の ORP6 は細胞体にのみに、ORP3

は細胞体と神経突起内に局在した。ORP6 を ORP3 と共発現させると、両者は

細胞体だけでなく神経突起内でもみられた(図 10 C’—E’)。小脳における ORP3

の発現量は脳全体や他の組織より低いことから [2]、外来性に単独に発現した

ORP6 は内在性 ORP3 とヘテロ二量体形成するよりも、むしろホモ二量体を形

成し、細胞体内に局在したと推測している。外来性 ORP3 との共発現では、細

胞内での ORP3 の発現量の増加の結果、ORP3 とヘテロ二量体形成する ORP6

が増え、神経突起内にも ORP6 が局在した可能性が考えられる。ORP3 の発現

抑制もしくは機能阻害によって、ORP6 の神経突起内への局在が阻害される所

見を得ることができれば、ORP6 の局在は ORP3 の発現量によって変化するこ

とが示せる。ORP3 のリン酸化状態が自身の局在に影響を及ぼすことも知られ

ているので、細胞内の内因性 ORP3 の挙動については、リン酸化の影響も否定

できない [6]。ORP3 については、ORD が R—Ras と相互作用して細胞接着部位

に局在し、マクロファージの突起形成に働くことが知られている。神経系での

ORP3 の機能は不明だが、筋萎縮性側索硬化症を発症する変異 VAPB と相互作

用したことが報告されている [8,13]。神経突起内での ORP6 と ORP3 の相互作

用についても今後の研究が必要と考えられる。 
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図 17 小胞体－細胞膜 MCS において予測される ORP6 の仮説モデル 

ORP6 は PH ドメインと ORD の間のコイルドコイル配列を介して ORP3

もしくは ORP6 自身と結合する。ORP6 は、PH ドメインを介して細胞膜

に、FFAT モチーフと VAP との結合によって小胞体とつながり、小胞体

－細胞膜 MCS に局在する。ORP6 による細胞膜上の PI4P の小胞体への

移行には ORD との結合が推測される。対向輸送分子として小胞体のコレ

ステロールが候補となる可能性がある。 

 

ORP6 
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