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研究成果の概要（和文）：細胞はエネルギーを用いて物質の非対称性分布を構築し、それを速やかに変化させる
ことで環境変化に柔軟に対応している。これまで、ナトリウムイオンやカルシウムイオンなどのイオンの非対称
性分布の変化については多くの研究がなされてきたが、脂質の非対称性分布の変化については未だ不明な点が多
い。本研究においては、我々がこれまでに同定した細胞膜スクランブラーゼXkrファミリー、TMEM16ファミリー
以外のスクランブラーゼを同定することを目的として研究を進め、CRISPRスクリーニングによって、カルシウム
刺激で細胞膜と小胞体のコンタクトサイトで活性化するスクランブラーゼが存在することを示した。

研究成果の概要（英文）：Cells establish the asymmetrical distribution of molecules using ATP as an 
energy  and quickly alter them when environmental changes occur. Although there have been many 
studies on changes in the asymmetry distribution of ions such as sodium and calcium ions, it has 
been largely unknown how the asymmetry distribution of lipids is changed. In this study, we aimed to
 identify novel plasma membrane scramblases other than Xkr family and TMEM16 family that we have 
previously identified. Using CRISPR sgRNA library screening, here we demonstrated that there are 
scramblases that are activated at contact sites between the plasma membrane and endoplasmic 
reticulum upon calcium stimulation.

研究分野：細胞・臓器リノベーション

キーワード： 細胞膜　小胞体　コンタクトサイト　スクランブラーゼ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜の非対称性分布の変化は生体内の様々な局面で機能し、恒常性維持を担っている。例えば、出血時には血
小板で脂質の非対称性が変化することで血液凝固が開始され、死んだ細胞で脂質の非対称性が変化した時には、
貪食細胞によって貪食されるための""Eat-me Signalとして機能する。脂質の非対称性変化は様々な生体反応を
制御すると考えられているが、その全貌の理解にはまだ遠い。本研究では、申請者達がこれまでに同定したスク
ランブラーゼ以外の新しいスクランブラーゼを同定することを目的として研究を進め、細胞膜と小胞体のコンタ
クトサイトで活性化するスクランブラーゼが存在することを示した点に意義がある。

※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 
真核生物において細胞膜を構成するリン脂質は非対称的に存在しており、ホスファチジルセ
リン（PS）は常に細胞膜の内側に位置している、しかしながらその非対称性は生体内において
様々な局面で崩壊し、PS は細胞表面に露出する。この PS を露出するタンパク質はスクランブ
ラーゼとよばれその存在が 1980年初頭より仮定されていたが、その分子的実体は長い間不明で
あった。我々はこれまでに、カルシウム
によって活性化されるスクランブラー
ゼとして TMEM16F (Suzuki et al., 
2010, Nature)、アポトーシス時にカス
パーゼによる切断によって活性される
スクランブラーゼとして Xkr8 (Suzuki 
et al., 2013 Science )を同定しているが、
その両者がなくとも、細胞膜上のカルシ
ウムチャネル ORAI1、小胞体の STIM1
の相互作用で活性化する新規スクラン
ブラーゼが存在することを見出してい
る（図 1）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「細胞膜・小胞体のコンタクトサイトで活性化する新規スクランブラーゼ」の分
子的実体を解明し同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
cDNA library screening 
これまでの我々の解析において、pro-B 細胞由来の Ba/F3 細胞においてはこの新規スクランブ
ラーゼが存在するが、T細胞由来の WR19L 細胞においてはこのスクランブラーゼが存在しないこ
とを見出している。また、CRISPR screening によってスクランブラーゼは同定されなかったこ
とから、機能喪失スクリーニングによっての分子同定が困難であると考えられた。そこで本研究
では、Ba/F3 細胞より調製した cDNA library を用いて WR19L に発現させることで、スクランブ
ラーゼ活性をもつ遺伝子の発現クローニングに挑戦した。発現クローニングにおいて最も重要
なのは cDNA library の質である。これまでの研究で作製した cDNA library においては、cDNA
の末端に同じアダプターを付加するため、遺伝子がベクターに双方向に挿入されることが問題
であった。そこで本研究においては、Directional cloning system を用いてベクターに正方向
にのみ遺伝子を挿入できるシステムを採用した。これにより、TMEM16F-/- Xkr8-/-の Ba/F3 細胞
の cDNA を用いて 100 万クローンからなる cDNA library の作製に成功した。 
Proximity labeling assay 
細胞膜に存在する ORAI1 は小胞体の STIM1 が結合することで活性化するカルシウムチャネルで
ある。これまでの我々の解析において、新規スクランブラーゼは ORAI1 と STIM1 の相互作用する
「オルガネラコンタクトサイト」に存在し、ORAI1 によるカルシウムの流入時、局所的な高濃度
のカルシウムによって活性化することを見出している。そこで本研究では、Proximity labeling 
assay を並行して進め、新規スクランブラーゼを同定することを試みた。ORAI1 の C 末端の細胞
質側にビオチンライゲーション活性を持つバクテリア由来のタンパク質を改変した TurboID を
付加してビオチンを含む培地で培養し、質量分析によりタンパク質同定を行った。 
Revival screening 
 目的のスクランブラーゼを欠損した細胞は、細胞の増殖が低下する可能性を考えて、CRISPR 
sgRNA library を用いたリバイバルスクリーニングを行った。この方法では、レンチウイルスに
組み込まれた sgRNA library を導入後、細胞にカルシウム刺激を行い、スクランブラーゼ活性を
失った細胞をソーティングする。増殖による sgRNA にかかるバイアスを避けるため、細胞から
gDNA を調製し、組み込まれた sgRNA 領域を PCR で増幅、それを用いて濃縮のかかった sgRNA 
library を再構築し、スクリーニングを行った。 
 
４．研究成果 
cDNA library screening 
網羅性の高い cDNA library を作製することには成功したが、それを用いた発現クローニング
によってスクランブラーゼを同定することはできなかった。 
Proximity labeling assay 
質量分析によりORAIの近傍に存在する因子としてSTIM1、STIM2などを得ることに成功したが、
スクランブラーゼの候補因子を得ることはできなかった。 



Revival screening 
リバイバルスクリーニングによって、STIM1, STIM2 などのポジティブコントロールが得られ、
スクランブラーゼの候補因子を得ることに成功した。 
 
以上より、本研究においては小胞体、細胞膜のコンタクトサイトで活性化するスクランブラーゼ
を同定することを目的として３つのアプローチを行い、最終的にスクランブラーゼの候補因子
を同定することに成功した点において意義があると考える。 
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