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研究成果の概要（和文）：小胞体膜では非常に速いリン脂質のフリップフロップ（二層間の移動）が起きている
ものの、それを担うタンパク質「スクランブラーゼ」は未だ同定されていない。本研究では、様々な配列の合成
ペプチドのスクランブラーゼ活性を評価することで、親水性度の高いアミノ酸残基が膜貫通ヘリックスの同じ側
に位置することが高いスクランブラーゼ活性を生み出す特徴であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Phospholipid transbilayer movement (flip-flop) occurs constantly and very 
frequently in the endoplasmic reticulum (ER) membrane. However, ER scramblases, which are 
responsible for the rapid flip-flop, have not been identified yet. In this study, we have assessed 
the scramblase activities of various kinds of synthetic peptides, and demonstrated that the same 
side positioning of strongly hydrophilic residues enhanced the scramblase activities of 
transmembrane peptides.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかにした高いスクランブラーゼ活性を生み出す特徴はアミノ酸一次配列から判断できるものであ
り、今後小胞体膜スクランブラーゼを探索する際に非常に有用な情報となりうる。また、親水性度の高いアミノ
酸残基は、すでに同定されている細胞膜スクランブラ―ゼの膜貫通領域にも多くみられることから、本研究の知
見はその脂質スクランブリングメカニズムの解明にも役立つ情報であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 脂質二重層中のリン脂質のフリップフロップ（二層間の移動）は、脂質のみの人工膜ではほ
とんど起こらないが、生体膜では膜タンパク質により様々に制御され、膜構造の維持やシグナ
ル伝達に関与している。小胞体膜では、脂質生合成が細胞質側のみで行われるため、二重層構
造を維持するには新たに合成されたリン脂質が速やかに内腔側に移動しなければならない。そ
のため、小胞体膜では非常に速いフリップフロップが常に生じているが、それを促進するタン
パク質「スクランブラーゼ」は未だ同定されていない。これまでの研究から、小胞体膜一回膜
貫通タンパク質 EDEM1 の膜貫通配列ペプチドが非常に高い活性を示すこと、及び、このペプ
チドの活性には 4 残基間隔で並んだ Arg・His 残基が必要であることを明らかにした。これら
の結果から、EDEM1 が小胞体膜スクランブラーゼとして機能すること、及び、膜貫通領域で
親水性アミノ酸残基がヘリックスの同じ側に位置することが高いスクランブラーゼを生み出す
特徴であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、高いスクランブラーゼ活性を生み出す膜貫通配列の特徴を明らかにすることを
目指した。膜貫通領域で親水性アミノ酸残基がヘリックスの同じ側に位置することが高いスク
ランブラーゼを生み出すという仮説をもとに、様々な配列のモデル膜貫通ペプチドを合成し、
ペプチドを組み込んだ人工脂質膜小胞（リポソーム）のフリップフロップを測定した。 
 
３．研究の方法 
（1）リポソーム調製 
 メタノール・クロロホルム混合溶媒に溶解した脂質とトリフルオロエタノールに溶解したペ
プチドを混合し、溶媒を除去して薄膜を形成した。そこに pH 7.4 の緩衝液を加えて水和した。
凍結融解を5回行った後、エクストルージョン法により直径約140 nmのリポソームを調製した。 
 
（2）円二色性スペクトル測定 
 ペプチド／脂質比が 0.2 mol%のリポソームを用いた。光路長 1 mm のセルを用いて、200-250 
nm の範囲で、25℃で測定した。10回測定した平均値から、脂質のみのリポソームをブランクと
して差し引いた値を測定値とした。 
 
（3）フリップフロップ測定 
 ペプチドを組み込んだリポソームに蛍光脂質 C6NBD-PC を添加することで、外葉のみを蛍光標
識した非対称リポソームを作成した。非対称リポソームを 37℃でインキュベーションし、フリ
ップフロップして最終的に両側対称に分布するまでの時間変化をフリップフロップ速度として
評価した。蛍光脂質の膜内外の分布を評価するために、水溶性の膜を透過しない消光剤
dithionite を添加し、外葉に残存する蛍光脂質からの蛍光を消光した。消光剤添加前後の蛍光
強度比から内葉に移行（フリップ）した蛍光脂質の割合を算出した。 
 
４．研究成果 
（1）脂質膜中のペプチドの二次構造評価 
 新たにデザインしたペプチドが脂質膜中で膜貫通構造をとるかどうかを、CDスペクトルから
評価した。すべてのペプチドにおいて、αヘリックスに特徴的なスペクトルが見られた。さら
に、αヘリックス含有率を計算したところ、68-88％であった。この値はペプチドが膜貫通構造
をとるのに十分な割合であることから、すべてのペプチドが膜貫通構造をとっていることが示
唆された。 
 
（2）Arg・His の相対的な位置がスクランブラーゼ活性に与える影響の評価 
 親水性アミノ酸残基の膜貫通ヘリックスにおける相対的な位置がペプチドのスクランブラー
ゼ活性に与える影響を評価するため、Arg・His 残基の間隔が 1～9 残基のペプチドのスクラン
ブラーゼ活性を評価した。その結果、ペプチドのスクランブラーゼ活性は Arg・His 残基のらせ
ん軸周りの回転角にしたがって周期的に変化した。特に、Arg・His 残基の間隔が 3、4、7残基
のペプチドが高いスクランブラーゼ活性を示したことから、親水性アミノ酸残基が同じ側に位
置することにより高いスクランブラーゼ活性を生み出す特徴であることが明らかになった。 
 
（3）アミノ酸残基の親水性度がスクランブラーゼ活性に与える影響の評価 
 （2）で見られた高いスクランブラーゼ活性が Arg・His 残基という組み合わせに特異的な現
象なのかを明らかにするため、Arg・His 残基の間隔が 3 残基のペプチドをもとに、Arg・His
を様々なアミノ酸残基に置換したペプチドの活性を評価した。Arg 残基を Lys 残基や Gln 残基
に置換したペプチドや、His 残基を Gln 残基に置換したペプチドではスクランブラーゼ活性が
見られたのに対して、Arg 残基を Ala 残基に置換したペプチドや His 残基を Ser 残基や Leu 残
基に置換したペプチドでは活性が消失した。このことから、親水性度の高いアミノ酸残基がペ
プチドのスクランブラーゼ活性に必要であることが示された。 
 



（4）Arg・His の膜深さがスクランブラーゼ活性に与える影響の評価 
 （2）で見られた高いスクランブラーゼ活性に親水性残基の膜中での位置が与える影響を評価
するため、Arg・His 残基の間隔を 3残基で固定し、膜中での位置を様々に変えたペプチドのス
クランブラーゼ活性を評価した。その結果、Arg・His 残基の位置を膜表面に近づけたペプチド
では活性が見られず、膜中央に近づけたペプチドでは活性が増大した。これは、親水性アミノ
酸残基が膜深くに位置することがスクランブラーゼ活性に重要であることを示している。 
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