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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜リン脂質の分布を任意に制御する方法の確立を目指した。具体的
に、ホスフアチジルセリンとホスファチジルエタノールアミンを特異的に外層から内層へ移層するリン脂質フリ
ッパーゼの基質特異性を改変することで、ホスファチジルコリンやスフィンゴミエリンを外層から内層に移層さ
せる新しいリン脂質フリッパーゼを樹立することを目指した。結果として、フリッパーゼの基質特異性を変化さ
せる膜貫通領域のアミノ酸変異を同定することに成功した。この変異フリッパーゼを細胞に発現させることで、
細胞膜リン脂質の分布様式に変化を与えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish a method to control the distribution of
 cell membrane phospholipids. By modifying the substrate specificity of phospholipid flippases that 
specifically translocate phosphatidylserine and phosphatidylethanolamine, we tried to establish a 
new phospholipid flippase that translocates phosphatidylcholine and sphingomyelin.  As a result, we 
succeeded in identifying an amino acid mutation in the transmembrane region that alters the 
substrate specificity of the flippase. By expressing this mutant flippase in cells, we were able to 
change the distribution of cell membrane phospholipids.

研究分野：医化学、分子遺伝学

キーワード： 細胞膜　リン脂質　ATPase　フリッパーゼ　基質特異性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、任意のリン脂質を移層させる分子を樹立できれば、「細胞がなぜ、その場所のリン脂質をそ
の組成・その分布様式にする必要があるのか？」といった問いに、実験的に答えをだすことが可能となり、リン
脂質の分布という生物学の根幹的な現象の理解に大きく貢献することができる。また、各オルガネラや膜タンパ
ク質、シグナル伝達分子の研究においても、リン脂質の分布が各種機能に役割を担うことが提唱されつつあり、
改変フリッパーゼが作製できればその波及効果は大きいと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類細胞の細胞膜は、非対称なリン脂質二重層で構成される。すなわち、アミノリン脂質であ

るホスファチジルセリン(PS)とホスファチジルエタノールアミン(PE)は細胞質側の内層に限局

し、ホスファチジルコリン(PC)やスフィンゴミエリン(SM)は主に外層に分布する。この細胞膜に

おけるリン脂質の非対称的な分布は、哺乳類細胞に保存される根幹的な膜構造の形態であるが、

「なぜこのリン脂質の組成で、この分布様式でなければいけないのか？」あるいは「なぜ、進化

の過程でこのようなリン脂質の分布様式が選択されてきたのか？」という問題について明確な

答えが得られていない。原因として、 特定のリン脂質の非対称分布だけを崩壊させた哺乳類細

胞を樹立するのが困難なこと、あるいは、リン脂質の分布を人為的に操作する手法が確立されて

いないことから、その生物学的な意義を解析できないという問題点があった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、細胞膜リン脂質の分布を任意に制御する方法の確立を目指した。具体的に、PS と

PE を特異的に外層から内層へ移層するリン脂質フリッパーゼの基質特異性を改変することで、

PCや SMを外層から内層に移層させる新しいリン脂質フリッパーゼを樹立する。この改変フリ

ッパーゼを各種細胞に発現させることで、本来細胞膜の外層に存在する PtdChoや SMが内層に

濃縮された細胞を作出し、この変異細胞の性質を解析することで「なぜ、全ての哺乳類細胞は PC

や SMを外層に濃縮させないといけないのか」という問いに答えを出すことを目指す。さらに、

PCや SMのみならず、任意のリン脂質を移層するフリッパーゼの樹立を試み、新しいリン脂質

の分布様式をもつ哺乳類細胞を創出し、その生物学的特徴を解析することを目指した。 

 
 
３．研究の方法 
 

フリッパーゼは、細胞膜の PS と PE を特異的に外層から内層へ移層させることで非対称分布を

維持する。10 回膜貫通型のタンパク質の P4 型 ATPase ファミリーに属する ATP11A と ATP11C

が哺乳類細胞の細胞膜で機能するフリッパーゼである。この ATP11Aや ATP11Cにノンバイアス

に変異を導入し、PCや SMをとりこむ変異体を樹立することを目指した。具体的に、ATP11Aや

ATP11Cの膜周辺領域に error-prone PCR法を用いてランダムに変異を導入し、107スケールの変

異体ライブラリーを作製する。次いで、変異体ライブラリーをリンパ球系細胞にレトロウイルス

を用いて安定発現させ、細胞膜における PC や SM に対するフリッパーゼ活性を蛍光標識した

PC や SM プローブを用いてフローサイトメトリーで定量する。通常、細胞膜は PC や SM を取

り込まない。しかし、PCや SMを取り込むフリッパーゼ変異体を発現した細胞は、蛍光標識プ

ローブを細胞膜の内層に取り込むことで高い蛍光値を示し、フローサイトメトリーで検出・回収

することが可能である。この操作を繰り返すことで、変異細胞の集団から、PtdCho や SM を取

り込む-改変フリッパーゼを発現する細胞の濃縮を試みる。変異細胞の濃縮に成功した場合、そ

れらの細胞から DNA を回収し、挿入されたウイルス配列を次世代シークエンサーで決定する。

細胞濃縮操作の前後で、どのアミノ酸変異が濃縮されたかを解析し、PCや SMを移層させる変

異を同定する。この方法により、本来存在しない PCや SMを強く移層させる-改変フリッパーゼ

の作製に成功した場合、改変フリッパーゼを各種細胞に発現させ、実際に PCや SMが外層でな



く内層に濃縮されているかを確認する。PCや SMの分布に変化が見られた場合、どのような細

胞機能に変化があるかを、形態観察、細胞増殖、シグナル伝達、ストレス応答などを、顕微鏡観

察、Micro array法、質量分析法、Proteomics法などを用いて網羅的に解析する。 
 
４．研究成果 
 

当初の研究計画に則り、フリッパーゼの変異体ライブラリーを作製した。この変異体ライブラリ

ーの解析途中に、共同研究により、重篤な発達障害や神経障害を示す患者にフリッパーゼの点変

異を見出した。この点変異は、フリッパーゼの膜貫通領域のアミノ酸を一残基だけ置換した。こ

の点変異を導入したフリッパーゼ変異体を血球系の細胞株に発現させると、PS や PE を内層に

移層するとともに、本来基質とならないリン脂質を内層に強く取り込むことを見出した。すなわ

ち、この点変異はフリッパーゼの基質特異性を大きく変化させることを明らかにした。現在、こ

の点変異周辺のアミノ酸に変異を導入し、さまざまなリン脂質を移層できるフリッパーゼ変異

体の作製を試みている。ついで、この変異フリッパーゼを発現した細胞の形態や増殖能を解析し

た。その結果、変異細胞の定常状態におけるサイズが野生型に比し減少すること、また、増殖能

が低下することを見出した。さらに、この変異細胞では、細胞膜リン脂質の組成や動態に大きな

変化が生じることを明らかにした。現在、同定した点変異をもつ遺伝子改変マウスを作製し、解

析を続けている。 
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