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研究成果の概要（和文）：真核生物の細胞膜において脂質スクランブリング（内外層の脂質混合）が起きると、
内層に局在しているホスファチジルセリンが表面に露出する。露出したホスファチジルセリンは血小板凝集やア
ポトーシスなど様々な生理的過程において重要な役割を果たす。本研究では、独自に開発したペプチドを用い
て、培養細胞の細胞膜において脂質スクランブリングを起こし、人工的にホスファチジルセリンを露出させるこ
とが可能であることを実証した。さらに、この人工的な脂質スクランブリングによってマクロファージによる細
胞貪食を誘導することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Phosphatidylserine is localized in the inner leaflet of the plasma membrane 
in eukaryotic cells. Lipid scrambling (lipid mixing of inner and outer layers) causes the exposure 
of phosphatidylserine on the cell surface. Exposed phosphatidylserine plays important roles in 
various physiological processes such as platelet aggregation and apoptosis. In this study, we 
demonstrated that addition of a de novo designed peptide to the cultured cells exposed 
phosphatidylserine on the outer leaflet in the plasma membrane. Furthermore, we succeeded in 
inducing phagocytosis by macrophages through the artificial lipid scrambling.

研究分野： 生物物理化学

キーワード： 脂質スクランブリング　フリップフロップ　ホスファチジルセリン　細胞貪食　マクロファージ　膜貫
通ペプチド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ホスファチジルセリンの露出はマクロファージによる貪食だけでなく、血小板凝集、骨ミネラル化、筋細胞の融
合など様々な生命現象に関わる。すなわち、本研究で開発した脂質スクランブリングペプチドを用いれば、これ
らの生命現象を制御することが可能になる。また、部位特異的に送達することができれば、がんや脂質スクラン
ブリングが関わる疾患の治療薬にもなりうる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 リン脂質は親水基と炭化水素鎖からなる両親媒性の構造を持つため、水中では自己会合し脂
質二重層構造を形成する。リン脂質のフリップフロップとは、リン脂質が二重層を横切って移動
する現象である。真核生物の細胞膜では、通常、ホスファチジルセリン（PS）・ホスファチジル
エタノールアミン（PE）が細胞質側に局在し、ホスファチジルコリン（PC）・スフィンゴミエリ
ン（SM）が細胞外側に局在するという非対称な脂質分布が維持されている。いくつかの生理的
過程では、フリップフロップを双方向に促進するタンパク質（スクランブラーゼ）が活性化され、
非対称性が崩壊する。非対称性崩壊の役割としては、細胞表面に露出した PS が、血液凝固、ア
ポトーシス細胞の貪食などの過程で細胞の認識に関与することが報告されている。 
最近、PS を細胞質側に輸送するタンパク質を欠損させ、PS を恒常的に露出した細胞は、アポ

トーシスを起こしていない場合でも、貪食細胞により消化されることが明らかになった。細胞に
添加するだけでフリップフロップを促進できる物質があれば、がんなどに対して部位特異的に
送達することで、PS を露出したがん細胞が周囲の貪食細胞によって消化されるという新たな治
療法の開発に繋がる可能性がある。これまでにも脂質膜に添加してフリップフロップを促進す
る物質はいくつか開発されているものの、細胞に添加した際の毒性や活性、細胞内局在などにつ
いて包括的な検討はなされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、脂質膜形成後に膜挿入可能なフリップフロップ促進ペプチドを開発し、それを用
いて、人工的なフリップフロップ促進による細胞貪食の誘導を実現することを目的として研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
 （１）人工脂質ベシクルを用いて、添加したペプチドの膜貫通構造、および、フリップフロッ
プ促進活性を評価した。（２）培養細胞 HEK293 を用いて、添加したペプチドの局在・結合量、
および、ＰＳ露出を評価した。（３）ペプチドを添加した HEK293 とマクロファージを共培養す
ることで、貪食評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Leu、Ala 残基の繰り返しからなる膜貫通配列の中央に Gln 残基を配置し、膜貫通配列の
N 末端に Arg、Lys、Glu、Ser を 4 残基ずつ配置したペプチド（それぞれ、4RQ、4KQ、4EQ、
4SQ）を合成した。生体膜主要構成リン脂質 POPC とアシル鎖に臭素を付加した PC からなる
脂質ベシクルを調製した。合成したペプチドは膜貫通領域の中央に Trp 残基をもつため、膜貫
通構造をとっていれば Trp 残基の蛍光が臭素によって効率的に消光される。ポジティブコント
ロールである POPC 膜での膜貫通を確認している TMP25Q の消光率と比較したところ、4RQ、
4KQ、4EQ は膜貫通していること、4SQ は定量的には膜貫通していないことを確認した。 
 POPC のフリップフロップを時分割中性子小角散乱、蛍光脂質 C6NBD-PC、-PS のフリップ
フロップを消光剤を用いた手法により測定した。時分割中性子小角散乱測定により、いずれのペ
プチドも POPC のフリップフロップを促進することが明らかになった。また、ペプチドの濃度
依存的に速度が線形に上昇していたことから、ペプチドは単量体で活性を発揮することが示唆
された。蛍光脂質を用いた測定から、PS に対する活性は PC よりも少し低いものの、脂質非選
択的にフリップフロップを促進することを確認した（図 1）。 

図 1. 蛍光脂質を用いたフリップフロップ評価 



（２）N 末端に fluorescein を付加したペプチドを用いて、HEK293 細胞に添加したペプチドの
局在・結合量を評価した。いずれのペプチドも細胞膜に結合していた一方、結合量はペプチドに
よって大きく異なり、4RQ が最も強く HEK293 に結合することが明らかになった（図 2）。 
 Annexin V というタンパク質の PS に対する特異的な結合を用いて、PS 露出細胞の検出を行
った。その結果、4RQ を添加した細胞のみ PS を露出することが示された。4RQ の高い PS 露
出活性は結合量によるものだと考えられる。また、4RQ がアポトーシスを誘導していないこと
から、4RQ は直接フリップフロップを促進することで PS を露出させたと考えられる。 

 
（３）pH 依存性の蛍光物質 pHrodo で HEK293 細胞の表面を標識した後、4RQ を加えて PS
を露出させ、J774 マクロファージと共培養した。HEK293 が貪食されて、リソソームに移行す
ると pHrodo が pH の低い環境にさらされるため、蛍光強度が上昇する。マクロファージ特異的
な蛍光標識抗体を添加して、蛍光観察すると、マクロファージの内部に pHrodo の蛍光が見られ
た（図 3）。フローサイトメトリーから、HEK293 を貪食したマクロファージの割合が 4RQ の
添加により上昇しており、4RQ が細胞貪食を誘導することが示された。 

 
 
 

図 2. ペプチドの局在・結合量評価 

図 3. 細胞貪食評価 
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