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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　本研究課題は後期エンドソームの内膜系に局在するリゾビスホスファチジン酸 (LBPA) に着目し、エンドソームにおける機構解析を行うことを目的とする。これまでの研究により、エンドソームを構成するリン脂質の種類及びその組成が明らかになっている。そこで、有機合成により得られた LBPA を用い、後期エンドソームと同様のリン脂質組成を有するリポソームおよびコントロールのための LBPA を含有しないリポソームを調製した。リポソームの調製には逆相蒸発法を用い、さらに凍結・融解操作を繰り返すことにより粒子径の大きな一枚膜リポソームの調製を試みた。また、後期エンドソームの平均的な大きさが約 400 nm であることから、孔径 400 nm のポリカーボネート膜を通過させることにより調製したリポソームの均一化を行った。平行して、培養細胞として仔ハムスター腎由来 BHK 細胞を用い、培養細胞からの細胞質および後期エンドソーム画分の調製を行った。細胞質は培養細胞をホモジネート後に超遠心による膜断片を除去して調製した。一方、後期エンドソーム画分はホモジネートからショ糖密度勾配遠心法により単離した。得られた後期エンドソーム画分は超音波破砕機により処理し、超遠心により膜断片を除いた後にサブオルガネラ画分として実験に用いた。
　調製した細胞質とリポソームを ATP 存在下インキュベート後、リポソームを単離し、電気泳動によりリポソーム膜に結合したタンパク質を分離した結果、LBPA リポソームに特異的に結合するタンパク質の存在が認められた。さらなる解析の結果、これらの一つが後期エンドソームの酸性化や内膜系形成、膜輸送に関わる重要な因子であることが示唆された。また、後期エンドソームより調製したサブオルガネラ画分とリポソームを ATP 存在下インキュベートし、単離したリポソームに結合したタンパク質について電気泳動により分離した結果、LBPA リポソームに結合するタンパク質の存在が示唆された。


	キーワード ＦＡ
	エンドサイトーシス
	エンドソーム
	リゾビスホスファチジン酸
	多重小胞構造


（以下は記入しないでください。）

	助成財団ｺｰﾄﾞ ＴＡ
	
	
	
	
	研究課題番号 ＡＡ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	研究機関番号 ＡＣ
	
	
	
	
	
	シート番号
	


	　発表文献（この研究を発表した雑誌・図書について記入してください。）

	雑

誌
	論文標題ＧＢ
	

	
	著者名 ＧＡ
	
	雑誌名 ＧＣ
	

	
	ページ ＧＦ
	～
	発行年 ＧＥ
	
	
	
	
	巻号 ＧＤ
	

	雑

誌
	論文標題ＧＢ
	

	
	著者名 ＧＡ
	
	雑誌名 ＧＣ
	

	
	ページ ＧＦ
	～
	発行年 ＧＥ
	
	
	
	
	巻号 ＧＤ
	

	雑

誌
	論文標題ＧＢ
	

	
	著者名 ＧＡ
	
	雑誌名 ＧＣ
	

	
	ページ ＧＦ
	～
	発行年 ＧＥ
	
	
	
	
	巻号 ＧＤ
	

	図

書
	著者名 ＨＡ
	

	
	書名 ＨＣ
	

	
	出版者 ＨＢ
	
	発行年 ＨＤ
	
	
	
	
	総ﾍﾟｰｼﾞ ＨＥ
	

	図

書
	著者名 ＨＡ
	

	
	書名 ＨＣ
	

	
	出版者 ＨＢ
	
	発行年 ＨＤ
	
	
	
	
	総ﾍﾟｰｼﾞ ＨＥ
	


	欧文概要　ＥＺ

In this study, we examined the role of unconventional phospholipid, lysobisphosphatidic acid (LBPA), in the organization of late endosomal membranes. The phospholipid composition of late endosome has been already reported. So, we prepared a large unilamella liposome with the same phospholipid composition of late endosome by using the synthesized LBPA. The liposome with and without LBPA was prepared by the reverse-phase evaporation methodand passed through a polycabonate membrane with 400 nm pore size, since the average size of late endosome was approximately 400 nm in diameter. The late endosome factions and the cytosol were prepared from baby hamster kidney (BHK) cells. The late endosome fractions were treated with a sonicator to obtain the sub-organelle fractions. 

The liposomes were incubated with the cytosol in the presence of ATP and were isolated with the sucrose gradient ultracentrifugation. The proteins bound to the liposome membrane were separated with SDS-PAGE and there were some proteins that selectively recruited onto LBPA liposomes, but not liposomes without LBPA. It was shown that one of these proteins contributed to the acidification and the organization of the intermal membrane in late endosomes. Moreover, it was suggested that there was the protein specifically bound to the LBPA liposome after the incubation of liposomes (+/- LBPA) with sub-organelle fraction from late endosomes.
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