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研究成果の概要（和文）：細胞膜においてホスファチジルセリン（PS）を脂質二重層のサイトゾル側にフリップ
するATP11Cの活性調節メカニズムを明らかにした。ATP11C-aアイソフォームのC末端細胞質領域がCaシグナルに
よるPKC活性化によってリン酸化されると、クラスリン依存的にエンドサイトーシスされる分子メカニズムを明
らかにした。その結果、細胞膜のPSフリップ活性がシグナル依存的に調節されることを示した。一方で、ATP11C
のC末端スプライスバリアントであるATP11C-bアイソフォームは、極性もって細胞膜に局在することを見出し
た。極性局在に必須なアミノ酸配列を明らかにし、局在決定メカニズムを示唆した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I demonstrated the regulation mechanism of ATP11C flippase 
activity. ATP11C is a member of P4-ATPase family and flips phosphatidylserine (PS) from the 
exoplasmic to the cytosolic leaflet at the plasma membrane. ATP11C-a isoform was downregulated by 
the Ca2+-mediated PKC activation. The C-terminal cytoplasmic region of ATP11C-a was phosphorylated 
by PKC and subsequently allowed to form a di-leucine-like sorting motif, which serve as an endocytic
 signal. Endocytosis of ATP11C-a caused the decrease of phosphatidylserine flipping activity at the 
plasma membrane. Therefore, the PS flipping activity can be regulated by Ca-signal-mediated ATP11C-a
 endocytosis. Moreover, I discovered that a C-terminal splicing variant ATP11C-b localized to the 
restricted region of the plasma membrane while ATP11C-a to the entire plasma membrane. Moreover, the
 critical motif for the polarized localization of ATP11C-b was identified and a mechanism of the 
specific localization was elucidated.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 生体膜　フリッパーゼ　脂質二重層　P4-ATPase

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
定常状態の細胞膜において内葉に限局しているホスファチジルセリン（PS)は、アポトーシスを起こした細胞や
活性化された血小板の表面に露出し、細胞除去や血液凝固のシグナルとなる。このように死にゆく細胞だけでは
なく、生細胞においても一過性にPSが露出されることが示されていた（例、免疫細胞や分泌細胞）。しかし、シ
グナル依存的なPSの一過的な露出と回復の制御メカニズムは不明だった。本研究では、シグナル依存的なPSフリ
ッパーゼの活性調節メカニズムを初めて明らかにし、生細胞の一過的なPSの露出と回復のメカニズムを示唆し
た。本研究成果は、PS露出の制御による様々な生理現象を理解するための基盤となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生体膜は脂質二重層で構成されており、その内葉と外葉においてリン脂質組成の非対称

性を保持している。細胞膜において、内葉（細胞質側）はホスファチジルセリン（PS）や

ホスファチジルエタノラミン（PE）に、外葉（細胞外側）はホスファチジルコリン（PC）

やスフィンゴミエリンに富んでおり、内葉と外葉のリン脂質構成の非対称性はリン脂質の

flip-flopによって調節されている。定常状態の細胞膜において内葉に限局しているPSは、

アポトーシスを起こした細胞や活性化された血小板や赤血球の表面に露出する。露出した

PS は、それぞれマクロファージによる貪食のシグナルや血液凝固のシグナルとなる。また、

この PS 露出にはスクランブラーゼの活性化とフリッパーゼの不活性化が同時に起こるこ

とが必要であると考えられている。一方、アポトーシスを起こした細胞や血小板のように

死にゆく細胞ではなく、正常な細胞においても活性化されると一過性に PSが露出されるこ

とが示されていた（例えば、免疫細胞や分泌細胞）。しかしながら、シグナル依存的な PS の

一過的な露出と回復の制御メカニズムおよびその生理的意味は全く分かっていない。そこ

で申請者は、脂質二重層間のリン脂質の非対称制御を担うフリッパーゼの P4-ATPase ファ

ミリーに着目し、P4-ATPase のフリップ活性がどのように制御されて脂質二重層間の PS の

動的秩序を調節しているかを明らかにし、その生理的意義を理解したいと考えた。 

P4-ATPase は、P-type ATPase のサブファミリーであり、リン脂質を細胞外側から細胞質

側へと flip する膜 10 回貫通型タンパク質である。私は、P4-ATPase の活性の ON/OFF の調

節が、生体膜の脂質組成の変化によるシグナリング、免疫反応、分泌顆粒や神経伝達物質の

分泌に必須であると考えた。しかし、P4-ATPase の活性がどのように調節されているかはま

ったく不明であった。 

 

２．研究の目的 

ATP11C の活性調節メカニズムを明らかにし、正常な細胞における脂質二重層間の PS の

時空間的な分布変化の調節機構の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 

（1）ATP11C の各種変異体を作製し、細胞に発現させ、PMA およびカルシウムイオノフォア

の処理を行い、細胞内局在変化委を蛍光抗体法を用いて検証した。 

（2）レトロウイルスを用いて ATP11C の各種変異体の安定発現細胞を樹立しし、蛍光標識し

たリン脂質を利用して P4-ATPase のフリップ活性をフローサイトメトリーで測定し、評価

した。（3）EGFP 融合の ATP11C 発現細胞を用いて刺激後の ATP11C の動態をタイムラプスイ

メージングにより解析した。 

（4）RT-PCR 法により、ATP11C のアイソフォームの発現分布を解析した。 
 
４．研究成果 

（1）細胞膜 PS-フリッパーゼ ATP11C のフリップ活性調節 

細胞膜の PS-フリッパーゼである ATP11C が Ca2+依存性プロテインキナーゼ C（PKC）の

活性化によってエンドサイトーシスされることを見いだした（図 1A）。細胞膜の ATP11C は

Ca2+イオノフォア（A23187）処理または PKC 活性化剤の PMA（phorbol 12-myristate 13-

acetate）処理によってエンドサイトーシスされ，このエンドサイトーシスは PKC 阻害剤の

処理によって阻害された。一方で，別の細胞膜の PS-フリッパーゼである ATP11A は，同様

の条件下でエンドサイトーシスされなかったことから ATP11C が Ca2+依存性 PKC の活性化に



よって特異的にエンドサイトーシスされることがわかった。ATP11C のエンドサイトーシス

に必須な領域を同定するために，ATP11A と ATP11C の N 末端および C末端を置換したキメラ

タンパク質を作製し解析したところ，C 末端領域を置換した ATP11AAC は PMA 処理によって

エンドサイトーシスされる一方で，ATP11CCA はまったくエンドサイトーシスされないこと

がわかった（図 1A）。したがって，ATP11C のエンドサイトーシスにはその C末端が不可欠で

あることが判明した。次に，細胞膜における

PS-フリッパーゼの活性を測定したところ，

PKC 活性化によって内在性の PS-フリップ活性

が低下した。さらに、ATP11C を安定発現して

いる細胞では，コントロールに比べ PS-フリッ

プ活性が上昇したが，その上昇した活性は PMA

処理によって低下した（図 1B）。しかしながら，

ATP11A を安定発現する細胞では，上昇した PS-

フリップ活性が PMA 処理により低下しなかっ

た。一方で，ATP11AAC キメラを安定発現する

細胞では，コントロールに比べ上昇した PS-フ

リップ活性が PMA 処理によって低下した（図

1B）。すなわち、ATP11C および ATP11AAC キメラタンパク質が PMA 処理によってエンドサイ

トーシスされることで細胞膜の PS-フリップ活性が低下したと考えられた。このような PMA

処理による PS-フリップ活性の低下は，PKC 阻害剤（BIM, bisindolylmaleimide-1）を同時

に処理することで回復した。したがって，Ca2+依存性 PKC の活性化によって ATP11C がエン

ドサイトーシスされると細胞膜における PS-フリップ活性が減少することが示唆された。 

（2）ATP11C の C 末端領域のジロイシン様モチーフの同定 

ATP11C-a の C 末端領域には 9 個の Ser および Thr 残基があり（図 2A），そのうち 8 個

の残基のリン酸化がホスホプロテオームデータベースに登録されていた。そこで，9個すべ

ての Ser および Thr をそれぞれ Ala に置換した変異体を作製し，エンドサイトーシスに必

要な残基を調べたところ，ATP11C の

Ser1116 を Ala に置換すると PKC 活性化に

よってエンドサイトーシスされないことが

判明した（図 2B）。興味深いことに，この

Ser の下流には三つのアミノ酸をはさんで

Leu が二つあることから、Ser がリン酸化さ

れることで、ジロイシン様モチーフになる

ことが考えられた。ジロイシンモチーフ

（D/EXXXLL）は，さまざまな膜タンパク質

のサイトゾル領域に存在し，クラスリンアダプタータンパク質の AP-2 と結合することでエ

ンドサイトーシスのシグナルとして機能する。二つの Leu をそれぞれ Ala に置換した変異

体は，PMA 存在下でエンドサイトーシスされないことが明らかになった（図 2B）。したがっ

て，Ser1116 が PKC 活性化によってリン酸化されると pSXXXLL がジロイシン様モチーフとし

て機能し，ATP11C がエンドサイトーシスされることが示された。さらに、ノックダウン実

験により，ATP11C はクラスリン依存的にエンドサイトーシスされることや ATP11C が PKCα

の活性化によってエンドサイトーシスされ，ダウンレギュレーションされることがわかっ



た。 

（3）GPCR のシグナルによる ATP11C のダウンレギュレーション 

このような Ca2+依存的な PKC 活性化による ATP11C のダウンレギュレーションが生理的

条件下でも行われているかどうかを調べるために，Gq共役型の GPCR のシグナル伝達経路に

着目した。Gq共役型 GPCR が活性化されると細胞内カルシウム濃度が上昇し PKC が活性化さ

れる。セロトニン受容体のうち，Gq 共役型である 5-HT2A 受容体と ATP11C を HeLa 細胞に安

定に発現させ，セロトニン刺激による ATP11C の動態を観察したところ、セロトニンを処理

すると ATP11C がエンドサイトーシスされることがわかった（図 3）。また，BAPTA-AM の添加

によりサイトゾルの Ca2+をキレートすると

セロトニン処理によるATP11Cのエンドサイ

トーシスが阻害されることから，GPCR のシ

グナルによるサイトゾルのカルシウム濃度

の上昇によって，ATP11C がエンドサイトー

シスされることが示された。さらに，処理し

たセロトニンを除去すると細胞内に取り込まれた ATP11C が再び細胞膜へとリサイクルされ

ることがわかった（図 3）。したがって，Ca2+シグナル依存的にエンドサイトーシスされた

ATP11C は，シグナルがオフになると再び細胞膜へリサイクルされると考えられた。 

これまでの結果を図 4にまとめた。①～④のシグナル依存的なサイトゾルの Ca2+濃度の

上昇により、⑤PKC の活性化される。活性化された PKC は、⑥ATP11C の C末端の Ser1116 を

リン酸化し，ジロイシン様モチーフを形成する。⑦ATP11C はクラスリン依存的にエンドサ

イトーシスされ，⑧細胞膜から一時的にエンドソームへ隔離されることで，⑨細胞膜の PS-

フリップ活性が低下する。⑩シグナルがオフになると ATP11C が再び細胞膜へリサイクルさ

れることで細胞膜の PS分布の恒常性に寄与すると考えられた。これらの結果より、本研究

では初めてシグナル依存的な P4-ATPase の活性調節メカニズムを示すことができた。しか

しながら，この調節機構の生理的意義に関してはまだ不明である。 

 

 



（4） 極性局在を示す ATP11C アイソフォームの発見 

ATP11C には二つの C末端スプライシングバリアント（ATP11C-a, ATP11C-b）が存在す

ることがデーターベース探索により分かった（図 2A）。ATP11C-a とは異なり ATP11C-b には

SXXXLL モチーフがなく、PMA 処理でもエンドサイトーシスされなかった（図 5）。さらに興

味深いことに、ATP11C-b は細胞膜の特定の領域のみに極性をもっ

て局在することを発見した。特に、一過性に極性を持つ細胞にお

いて（細胞運動など）その極性局在が観察された（図 6）。ATP11C-

a は、極性を持つ細胞においても細胞膜全体に局在するのに対し

て、ATP11C-b は、運動能の高い乳がん細胞（MDA-MB-231）では細

胞膜 Ruffle には存在せず、細胞体の細胞膜に存在した。また、B

リンパ球（Ba/F3）では、細胞移動時の後方の Uropod に特異的に

局在することが分かった（図 6）。極性局在に必要なアミノ酸を同

定するため、C末端のアミノ酸をAlaに置換した様々

な変異体を作製し、細胞膜局在を調べたところ、

LLSYKH 配列が極性局在に重要であることが明らか

になった（図 7）。 

このことから、シグナル応答によって ATP11C-a

はエンドサイトーシスされ、細胞膜 PS の露出を誘導

する一方、ATP11C-b の局在する特定の細胞膜領域で

は、PS の露出が抑制されることが考えられた。したがって、細胞運動など一時的に極性持

つ細胞においては、ATP11C のアイソフォームによる PS の局所的な動態制御が示唆された。

しかしながら、実際このような極性局在によって PS の露出が調節されているか、またその

生理的機能に関しては不明である。 

PS の露出は，アポトーシスを起こした細胞や活性化した

血小板や赤血球などの死にゆく細胞のみならず，正常な細胞

でも起こる。活性化した免疫細胞において PS が露出し，筋細

胞や破骨細胞の融合のときにも PS の露出が必要である。し

たがって，生細胞において局所におけるシグナル依存的な PS

の露出には、ATP11C-a のダウンレギュレーションが重要であ

ることを示唆した。また、一時的極性を持つ細胞においては、

ATP11C-a のダウンレギュレーションと ATP11C-b の極性局在が何らかの重要な役割を果た

す可能性がある。ATP11C-b の極性局在メカニズムの解明および細胞膜局所における PS の露

出とその細胞機能の解明が今後の興味深い課題である。 
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