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研究成果の概要（和文）：細胞膜におけるリン脂質の非対称的な分布は、真核細胞で見られる普遍的な現象であ
る。すなわち、ホスファチジルセリンなどのアミノ基を持つリン脂質は、細胞膜の内層に限局し、細胞膜の外層
には分布しない。細胞膜におけるリン脂質の非対称的分布の分子機構は不明であり、細胞膜リン脂質の物性にお
ける大きな謎である。本研究では、細胞膜の網のリン脂質を移層する酵素、リン脂質フリッパーゼとしてP4型
ATPaseであるATP11AとATP11Cを同定し、その生化学的特性を解析した。また、P4型ATPaseのベータサブユニット
であるCDC50Aの機能に必須なアミノ酸を同定した。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells, phospholipids such as phosphatidylserine (PtdSer) is 
distributed asymmetrically, being localized in the inner leaflet of plasma membranes but not in the 
outer leaflet facing the extracellular milieu. Mechanisms for the plasma membrane phospholipid 
asymmetry have been elusive and an open question. In the present study, we identified ATP11A and 
ATP11C that belong to P4-ATPase family as plasma membrane phospholipid flippases. In addition, we 
biochemically investigated functions of CDC50A and identified essential amino acid residues 
responsible for a flippase's functions of P4-ATPase/CDC50A complex.

研究分野：分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 

 細胞膜におけるリン脂質の非対称

的な分布は、真核細胞で見られる普

遍的な現象である。すなわち、ホス

ファチジルセリン(PtdSer)やホスフ
ァチジルエタノールアミンなどのア

ミノ基を持つリン脂質は、細胞膜の

内層に限局し、細胞膜の外層には分

布しない。細胞膜におけるリン脂質

の非対称性分布の分子機構は不明で

あり、細胞膜の物性における大きな

謎である。さらに、「なぜ全ての細

胞は細胞膜を非対称にする必要があ

るのか」という点、すなわち、細胞

膜の非対称性の生物学的意義も完全

な理解には至っていない。本研究で

は、哺乳類細胞における細胞膜リン

脂質の非対称的分布の分子機構とそ

の生理•病態的意義の解明を目的と

する。 
 
２．研究の目的 
 

細胞膜リン脂質の非対称的分布の分

子機構とその生理•病態的意義の解

明 
 
 
３．研究の方法 

以前の研究により、哺乳類細胞の細

胞膜上で PtdSerを内層へと輸送する
酵素(フリッパーゼ)として
P4-ATPaseファミリーに属する
ATP11Cと、P4-ATPaseのファミリ
ーメンバーの大部分に共通のサブ
ユニットである CDC50Aを同定し
た (Segawa K et al., Science, 2014)。
ATP11Cは CDC50A依存的に細胞膜
に局在し、ATP11C欠損細胞は、
PtdSer-フリッパーゼ活性が親株の
20％程度に減少した。一方、CDC50A
を欠損した細胞はフリッパーゼ活性

が消失し、細胞膜の外層に PSを露
出した。この結果から、ATP11C以
外に、CDC50A依存的に細胞膜で機
能するフリッパーゼが存在すると考

えられた。そこで、ATP11C欠損細
胞に P4型ATPaseファミリーメンバ
ーを発現させ、どのメンバーが細胞

膜におけるフリッパーゼ活性を回復

させるかを検討した。また、同定さ

れた細胞膜フリッパーゼ複合体を精

製し、その生化学的特性を検討した。

次いで、サブユニットである
CDC50Aの生化学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 

ATP11C欠損細胞にヒト P4型
ATPaseのファミリーメンバーを発
現させ、どのメンバーが細胞膜にお

ける PtdSer-フリッパーゼ活性を回
復させるかを解析した結果、

ATP11C以外に、ATP11Aと ATP8A2
が細胞膜におけるフリッパーゼ活性

を回復させた (Segawa K et al., J. 
Biol. Chem, 2016)。ATP11Aおよび
ATP8A2も CDC50A依存的に細胞膜
に局在することから、CDC50A依存
的な細胞膜フリッパーゼであると結

論した。組織分布を検討した結果、

ATP11Aと ATP11Cがヒト・マウス
の組織に全身性に発現する一方、

ATP8A2はヒト、マウスともに神経
細胞や精子など限られた細胞に発現

した。次いで、これら細胞膜フリッ

パーゼの生化学的な解析を行った。

HEK293T細胞に FLAGタグを付加
させた ATP8A2、ATP11Aと ATP11C
を CDC50Aと共に発現、精製し、試
験官内でリン脂質依存的な ATPase
活性を解析した。その結果、これら

のメンバーは PtdSerとホスファチジ
ルエタノールアミンに特異的に反応



し、ATPase活性を増大させた。この
反応は、ホスファチジルコリンやス

フィンゴミエリンなど他の脂質では

見られなかった。ところで、アポト

ーシス細胞が表面に PtdSerを露出す
る際、フリッパーゼ活性が低下する

ことが報告されている。そこで、全

身性に発現する細胞膜フリッパーゼ

であるATP11AとATP11Cがアポト
ーシス時にどのような制御を受ける

かを調べたところ、ATP11A と
ATP11Cがカスパーゼにより切断さ
れることが分かった。実際、精製し

たATP11AとATP11Cタンパク質を
カスパーゼと反応させると、すみや

かに分子中央部で切断され、PtdSer
依存的な ATPase活性が消失する。
この結果と一致して、カスパーゼ認

識配列に変異を導入した ATP11A 
および ATP11Cを発現した細胞は、
アポトーシス時に PSを露出しない。
以上より、カスパーゼによる細胞膜

PS-フリッパーゼの切断・不活性化が、
アポトーシス細胞の PS露出に必須
であることが明らかとなった。細胞

は、細胞内カルシウムの上昇によっ

ても PtderSを露出する。この過程に
おいても、フリッパーゼ活性が減少

すると想定されていたが、実際、精

製したATP11AとATP11CによるPS
依存的な ATPase活性は、カルシウ
ムの濃度依存的に阻害された。続い

て、CDC50Aを生化学的に解析した。
ヒト CDC50Aの cDNA配列に
error-prone PCR法を用いてランダム
に変異を導入し、約 107クローンの

変異体ライブラリーを作製した。こ

のライブラリーを CDC50A欠損 T-
リンホーマ細胞株にレトロウイルス

を用いて導入し、細胞膜上のフリッ

パーゼ活性を回復させない細胞をフ

ローサイトメトリーを用いて回収し

た。回収した細胞に組み込まれた

CDC50A cDNA配列を増幅し、次世
代シークエンサーで解析することで、

CDC50Aの機能を回復させない 14
箇所の変異を同定した。同定した 14
箇所のアミノ酸は全て CDC50Aの
細胞外ループに存在した。これらの

アミノ酸に同定したアミノ酸置換を

導入すると、多くの変異体は

ATP11Aや ATP11Cと安定な複合体
を形成できず、結果として ERに凝
集していた。一方、260番目のトリ
プトファン残基(W260)のアルギニ
ンへの変異は、ATP11Aや ATP11C
と安定的な複合体を形成し、細胞膜

に局在した。しかしながら、この変

異をもつ CDC50Aと結合した
ATP11Cは細胞膜上での PtdSer-フリ
ッパーゼ活性が著しく減弱し、実際、

精製した複合体は安定的に精製でき

るにもかかわらず、PtdSer応答性の
ATPase活性が強く阻害されていた。
従って、CDC50Aは単に ATP11Aや
ATP11Cのサブユニットとして構
造を安定化するだけでなく、W260
周辺の領域を介して直接 P4-ATPase
の酵素活性を制御する可能性が示唆

された。 
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