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研究成果の概要（和文）：ゴルジ体やエンドソームに局在するP4-ATPaseのATP9AとATP9Bに着目し、タンパク質
分泌経路おけるこれらのフリッパーゼの機能解析を行った。ATP9AとATP9BがVSVGタンパク質の細胞膜への輸送経
路にリダンダントに機能することが明らかになった。さらにVSVGの輸送経路にはATP9A/Bのフリップ活性が必要
であることを明らかにした。興味深いことに、ATP9AとATP9Bがホモおよびヘテロの複合体を形成していることを
発見した。また、その複合体形成を介してATP9BがATP9Aの局在に寄与することを示唆した。ATP9A/Bのフリップ
活性による小胞形成のメカニズムは今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of ATP9A and ATP9B, P4-ATPases localized in the 
Golgi apparatus and endosomes, in the protein secretory pathway. We demonstrated that ATP9A and 
ATP9B redundantly play a critical role in the transport VSVG from the Golgi to the plasma membrane. 
We further discovered that the flippase activities of ATP9A and ATP9B are required for the VSVG 
transport pathway. Notably, we found that ATP9A and ATP9B can form a homo- or hetero-complexes. In 
addition, our findings suggest that the Golgi localization of ATP9A is partially attributed to the 
interaction with ATP9B.The involvement of complex formation in their enzymatic activities and the 
contribution of flippase activity in the formation of transport carriers from the Golgi complex 
remain to be determined.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 生体膜　脂質二重層　P4-ATPase　フリッパーゼ　メンブレントラフィック

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵母のすべてのP4-ATPaseがメンブレントラフィックに関与することが報告されているが、ヒトの14種類の
P4-ATPaseとメンブレントラフィックの関連はよくわかっていなかった。本研究では、特定のP4-ATPaseのフリッ
プ活性がタンパク質の分泌経路に機能することを明らかにし、その分子メカニズムの一部を示唆示唆した。ま
た、生体膜の生合成や伸長が必要なオートファゴソーム形成においても特定のP4-ATPaseのフリップ活性が必要
であることを示した。本研究により、生体膜の非対称性の調節・維持のみならず様々な膜ダイナミックスが必要
な細胞機能において脂質のフリップ活性が寄与することが明らかになった。

※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、研究者個人に帰属します。



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、ホスファチジルコリンやスフィンゴミエリンは外葉（細

胞外側）に富んでおり、ホスファチジルセリンやホスファチジルエタノールアミンはほぼ内

葉（細胞質側）にしか存在しない。この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。P4-ATPase（フリッパーゼ）は、生体膜非対称性を調

節しているが、P4-ATPase の調節メカニズムやその生理機能については良く分かっていない。

酵母の遺伝学的研究から、P4-ATPase がメンブレントラフィックに関与することが報告され

ているが、ヒトの 14種類の P4-ATPase とメンブレントラフィックの関連はよくわかってい

ない。その中で私たちは、これまでに細胞膜における P4-ATPase のフリップ活性の亢進が細

胞膜を内側に変形させることを示し、この膜変形が細胞の形態変化およびエンドサイトー

シスを促進することを示した 1, 2。さらに、エンドソームに局在する ATP9A がトランスフェ

リン受容体のエンドソームから細胞膜へのリサイクリングに関与することを示した。一方

で、タンパク質の分泌経路における P4-ATPase の関与は不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、タンパク質分泌経路おける P4-ATPase 機能およびその分子メカニズムの解明

を目指した。特にゴルジ体やエンドソームに局在する P4-ATPase の ATP9A と ATP9B に着目

した。 

 

３．研究の方法 

1）ATP9A および ATP9B のノックアウト（KO）およびダブル KO（DKO）細胞株の作製  

CRISPR/Cas9 システムを用いて ATP9A あるいは ATP9B のノックアウト（KO）細胞株および

DKO 細胞株を樹立し、シークエンス解析によってゲノム編集を確認した。 

 

2）VSVG-tsO45 の細胞膜輸送 

それぞれの KO 細胞および DKO 細胞において、EGFP-VSVG(tsO45)タンパク質を発現させ、

非許容温度の 40℃で 16hr 以上インキュベートし、EGFP-VSVG(tsO454)を小胞体に蓄積させ

た。その後、これらの細胞を許容温度の 32℃で一定時間インキュベートした後、固定した。

固定した細胞には、界面活性剤を処理せず、抗 GFP 抗体を用いて免疫染色を行うことで、細

胞膜に輸送された EGFP-VSVG の量を比較検討した。 

 

４．研究成果 

1． VSVG の細胞膜への輸送経路において ATP9A と ATP9B がリダンダントに機能する 

私たちは ATP9A のノックダウンにより、トランスフェリン受容体がエンドソームから細

胞膜へのリサイクリングが遅延することを見出した 3。一方で、ATP9A および ATP9B が共通

してゴルジ体に局在することから、これらがゴルジ体から細胞膜への輸送経路に関与する

可能性を考えて検討した。そのために、ATP9A および ATP9B をそれぞれノックアウト（KO）

およびダブルノックアウト（DKO）細胞株を樹立した。まず、これらのノックアウト細胞を

用いて細胞内オルガネラの分布を調べたところ、エンドソーム、ゴルジ体、リソソームに局

在するオルガネラマーカータンパク質の局在には顕著な異常が認められなかった。したが



って、ATP9A および ATP9B の KO によってオルガネラの分布には影響を与えないことが考え

られた。 

図 1．ATP9A・9B のノックアウト細胞における膜タンパク質の細胞膜への輸送 

 

次に、ATP9A および ATP9B の KO によるタンパク質分泌経路を調べた。そのために、これ

らの KO 細胞にウイルス由来の膜タンパク質 VSVG の温度感受性変異体（tsO45）を発現させ

その細胞膜への輸送を調べた。VSVG(tsO45)タンパク質は、非許容温度の 40℃では、フォー

ルディングがうまく行かず小胞体に留まるが、許容温度の 32℃では小胞体からゴルジ体を

経て細胞膜へと輸送される。EGFP-VSVG(tsO45)をそれぞれの KO細胞に発現させ、40℃から

32℃にシフトしてから 1 時間インキュベートした後細胞表面に到達した EGFP-VSVG を観察

した。細胞を固定してから透過処理をせずに抗 GFP 抗体を用いて免疫染色を行うことで、細

胞表面の EGFP-VSVG のシグナルを調べた。その結果、ATP9A と ATP9B の KO 細胞および DKO

細胞においては細胞表面に露出した EGFP-VSVG の量が有意に低下していることが分かった

（図 1上段）。したがって、ATP9A や ATP9B はともに VSVG のゴルジ体から細胞膜への輸送経

路に必要であることが明らかになった。また、これらの輸送経路に ATP9A や ATP9B のフリ

ッパーゼ活性が必要であるかどうかを調べるため、KO 細胞に ATP9A と ATP9B の野生型およ

び ATPase 活性欠損変異体をそれぞれの KO 細胞に発現させ、VSVG 輸送の回復を調べた。そ

れぞれの KO 細胞に WT を発現させることで VSVG の細胞膜への輸送が回復した。面白いこと

に ATPase 活性欠損変異体を発現させたところ一部回復が見られた（図 1下段左）。そこで、

ATP9A や ATP9B がヘテロ複合体を形成して機能する可能性を考え、DKO 細胞でのレスキュー

実験を行った。DKO 細胞においては、野生型 ATP9A あるいは ATP9B を発現させた場合は VSVG

の輸送が回復したのに対して、それぞれの変異体の発現では回復しなかった（図 1下段右）。

このことから、シングル KO の場合は、内在性の ATP9A や ATP9B が存在することで変異体と

複合体を形成し、一部回復が見られたと考えられた。 

 



2． ATP9A と ATP9B はホモおよびヘテロ複合体を形成する。 

 ATP9A と ATP9B のホモおよびヘテロ複合体形成を検討するために、ATP9A-HA を安定発現

している HeLa 細胞に FLAG タグを融合した ATP9A や ATP9B およびそれぞれの変異体を安定

に発現させて、抗 HA 抗体で免疫沈降を行った後、抗 FLAG 抗体を用いてイムノブロットを

行った。その結果、ATP9A は野生型と ATP9A および ATP9B とも相互作用することが分かっ

た。さらに野生型のみならず ATPase 活性欠損変異体とも結合することが分かった（図 2上

段）。したがって、ATP9A と ATP9B はホモおよびヘテロダイマーあるいは複合体を形成して

機能することが示唆された。 

P4-ATPase は 10 回膜貫通型タンパク質であり、14種類の P4-ATPase はそれぞれ固有の細

胞内局在を示す 4。この局在には、P4-ATPase の N 末端および C 末端の細胞質領域が重要な

役割を果たしている 5-8。ATP9A はエンドソームやゴルジ体に局在するのに対して、ATP9B は

ゴルジ体のみに局在し、ATP9B のゴルジ体限定の局在はその N末端のサイトゾル領域が必要

である 4。興味深いことに、それぞれの KO 細胞に ATP9A-HA を安定発現させ局在を調べたと

ころ、ATP9B-KO あるいは ATP9A/9B-DKO 細胞では、ATP9A のエンドソーム様の局在がより顕

著になることが分かった（図 2 下段）。したがって、ATP9A のゴルジ体局在は ATP9B と相互

作用が寄与していることが示唆された。これは ATP9A や ATP9B がヘテロダイマーあるいは

オリゴマーを形成する可能性をサポートする結果である。 

図2．ATP9A・9Bのホモ・ヘテロ複合体の形成 

 

3． ATP9A および ATP9B の結合タンパク質（Mon2） 

ATP9A や ATP9B がどのようなメカニズムでゴルジ体からのタンパク質輸送を調節してい



るかについてさらに研究を進めた。Mon2 は、低分子量 GTPase の ARF ファミリータンパク質

の GDP/GTP 交換因子（GEF）の類似タンパク質として同定され、メンブレントラフィックに

関与することや ATP9A と結合する可能性が報告されていた 9。しかし、ゴルジ体からのタン

パク質の分泌経路に関与するかは不明であった。まず、ATP9A および ATP9B が Mon2 と結合

することを共免疫沈降法により確認した（図 3）。さらに、Mon2 に対する抗体を作製し、そ

の局在を調べたところ ATP9A や ATP9B と同様にゴルジ体に局在していた。ATP9A や ATP9B は

Mon2 との結合を介してゴルジ体からのタンパク質輸送に関与する可能性を考えて解析を続

けている。 

図3．ATP9AとATP9Bの結合タンパク質としてMon2を発見 
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