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研究成果の概要（和文）：  

フリップ・フロップの欠損株と考えられる変異株の責任因子として、あるアダプター蛋白質を
同定した。RNAi 実験の結果から、このアダプター蛋白質は細胞形質膜におけるホスファチジル
セリンの動態制御に関与する可能性が示唆された。次に、アダプター蛋白質と協調してフリッ
プ・フロップに携わる分子を探索したが、同定には至らなかった。また、フリップ・フロップ
に関わるシグナル伝達経路の解析を行ったところ、細胞骨格との関連が示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）： 

An adaptor protein was identified as the responsible factor of the mutant which was 

thought to have a defect of flip-flop machinery. The results of the RNAi experiment 

suggested the possibility that the adaptor protein contributes to the regulation of 

transbilayer movement of phosphatidylserine at the plasma membranes. I tried to identify 

the molecules which take part in the flip-flop machinery in cooperation with the adaptor 

protein. However, it has not succeeded yet. I also analyzed the signaling pathway involved 

in flip-flop machinery, and the relationship between flip-flop and cytoskeleton was implied. 
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１．研究開始当初の背景 

 

細胞形質膜において、ホスファチジルセリン
は内層に偏って局在しており、さらに細胞外

からの刺激や細胞の状況に応じてその分布
が劇的に変化することが知られている。この
ような非対称性や脂質動態は人工膜では再
現されないことから、生体膜には ATP のエ
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ネルギーを使って膜脂質を非対称に分布さ
せるような特別な分子装置「フリップ・フロ
ップ機構」が備わっていると考えられている。
これまでに、フリップ・フロップの実行分子
を探索する研究が行われ、最近、酵母や線虫
を用いた遺伝学的解析により、P 型 ATPase

タイプ 4ホモログがホスファチジルセリンの
非対称分布に関与することが報告された。し
かし、脂質の移行メカニズムや調節機構など
の詳細な分子機構は未だ明らかになってお
らず、また複雑な細胞機能を有する哺乳動物
細胞でのフリップ・フロップを解明するには
情報が乏しい。したがって、フリップ・フロ
ップに携わる新たな因子の同定や細胞の局
面ごとの詳細なメカニズムの解析が必要と
なっている。 

研究代表者はこれまでフリップ・フロップの
分子基盤の解明を目指して、フリップ・フロ
ップの欠損株であると推測される変異細胞
株の性状解析を行ってきた。この変異株は、
ホスファチジルセリン低感受性（親株
CHO-K1 は細胞外から高濃度のホスファチ
ジルセリンを添加すると細胞死を起こす）、
形質膜外層に挿入した蛍光標識ホスファチ
ジルセリンの細胞内への取り込みの顕著な
遅れ、などの異常形質を示す。一方で、変異
株の脂質代謝・エンドサイトーシスなどには
異常は認められない。変異株の責任因子を探
索した結果、とあるアダプター蛋白質の遺伝
子発現がほぼ完全に抑えられており、内生量
も低下していることが明らかとなった。そこ
で、親株でのアダプター蛋白質の発現を
RNAi 法により抑制したところ、ホスファチ
ジルセリン低感受性や蛍光標識ホスファチ
ジルセリンの取り込み遅延など、変異株で観
察された異常形質が再現された。これらの結
果から、このアダプター蛋白質が形質膜にお
けるホスファチジルセリンの動態に関与し
ている可能性が示唆された。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

細胞形質膜における脂質分布は内外層で非
対称であり、ホスファチジルセリンなどのア
ミノリン脂質は通常は内層に局在し、さらに
細胞内外の状況に応じてその分布は劇的に
変化することが知られている。このようなリ
ン脂質の特徴的な細胞内動態には、脂質をエ
ネルギー依存的に脂質二重層を横切らせる
フリップ・フロップ機構が働いていると考え
られているが、脂質の移行メカニズムや活性
調節機構などの詳細な分子機構は明らかに
なっていない。本研究では、研究代表者がこ
れまでに行ってきた形質膜におけるホスフ
ァチジルセリンの動態に異常がある培養細

胞変異株の解析結果を足掛かりにして、フリ
ップ・フロップ機構に関わる分子の同定およ
び機能解析を行うことにより、フリップ・フ
ロップの制御機構や細胞機能との関連を解
明することを目的とする。 

まず、研究代表者がこれまでに同定した責任
因子であるアダプター蛋白質と結合する蛋
白質の中から、脂質動態に作用する分子を探
索することにより、フリップ・フロップに携
わる分子群を同定する。次に、人工膜を用い
た再構成実験や細胞での発現制御実験など
を行って、脂質移行の詳細なメカニズムを解
析する。変異株の責任因子であるアダプター
蛋白質は ATPase 活性を持たず、膜蛋白質で
もないが、標的蛋白質に結合してその活性を
調節したり、局在を変化させたりすることが
知られている。したがって、脂質分子に直接
作用して膜内移行させる酵素が別に存在し、
アダプター蛋白質はその活性調節を行って
いるものと考えられる。これまでに、フリッ
プ・フロップ活性を制御する分子は全く報告
されておらず、またこのアダプター蛋白質が
フリップ・フロップに関与するという報告も
無い。本研究では、フリップ・フロップのメ
カニズムをその調節機構も含めて明らかに
することを目指す。 

 

 

 

３．研究の方法 

 
① 形質膜におけるホスファチジルセリンの

動態に関与するアダプター蛋白質アイソ
フォームの同定 

 
研究代表者が同定したアダプター蛋白質に
ついて、哺乳動物細胞では７種類のアイソフ
ォームが存在することが報告されている。研
究代表者が解析してきたフリップ・フロップ
欠損変異株では、そのうちの１種類だけがほ
ぼ完全に発現抑制されている。そこで、他の
アイソフォームが脂質動態に関与している
かどうかを以下の方法により解析する。親株
CHO-K1 での各アイソフォームの発現を RNAi
法により抑制し、ホスファチジルセリン低感
受性や蛍光標識ホスファチジルセリンの取
り込みの遅れなど、変異株で見られるような
異常形質が再現されるかどうか検討する。 
 
 
② アダプター蛋白質のパートナーの同定 
 
このアダプター蛋白質は ATPase 活性を持た
ず、膜蛋白質でもないが、標的蛋白質に結合
してその活性を調節することが知られてい
る。したがって、フリップ・フロップにおい
てアダプター蛋白質は制御因子として働い



 

 

ており、何らかの膜蛋白質がそのパートナー
であると考えられる。そこで、FLAG タグを付
加したリコンビナントアダプター蛋白質を
細胞に発現させ、以下の２種類の免疫沈降実
験を行うことにより、パートナーの同定を試
みる。 
１つ目は、フリップ・フロップへの関与が示
唆されている P型 ATPase タイプ 4 や
CDC50/ROS3 などについて免疫沈降実験を行
い、アダプター蛋白質と結合するかどうかを
検討する。２つ目は、アダプター蛋白質とと
もに免疫沈降される蛋白質を網羅的に探索
する。その際、前項で解析した、脂質動態に
関与しないアイソフォームとの免疫沈降物
をネガティブコントロールとする。得られた
結果の中から膜蛋白質をピックアップし、
RNAi 実験などにより脂質動態との相関を解
析する。 
 
 
③ フリップ・フロップ機構に関与するシグ

ナル伝達経路の探索 
 
ホスファチジルセリンとの結合が報告され
ている、あるいはアダプター蛋白質との相互
作用が報告されているシグナル伝達分子が
いくつか存在する。そこで、それらの分子に
ついて、親株とフリップ・フロップ欠損変異
株とで発現量・リン酸化量・細胞内局在など
をウェスタンブロッティングや細胞染色に
より解析する。 
また、一般的にシグナル伝達には蛋白質のリ
ン酸化・脱リン酸化が大きな役割を占めてい
ることが知られている。そこで、親株と変異
株とでリン酸化蛋白質の発現量を網羅的に
解析する。 
さらに、フリップ・フロップ欠損変異株では、
形質膜における脂質動態異常のほかに細胞
骨格の異常も観察されており、これらの異常
形質が互いに相関しているかどうかを検討
する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
① 形質膜におけるホスファチジルセリンの

動態に関与するアダプター蛋白質アイソ
フォームの同定 

 
アイソフォーム７種類についてそれぞれ２
本ずつ siRNA を作製した。CHO-K1 細胞で RNAi
を行って mRNA の発現量を確認したところ、
いずれの siRNAも各アイソフォームの発現を
特異的に抑制していることが確認できた。そ
こで次に、RNAi を行った CHO-K1 細胞で、ホ
スファチジルセリンに対する感受性の測定

や蛍光標識ホスファチジルセリンの細胞内
移行の観察を行った。その結果、一部の siRNA
処理では、感受性の低下や移行の遅延が引き
起こされた。これらの結果から、アダプター
蛋白質のアイソフォームのうちのいくつか
は、形質膜におけるホスファチジルセリンの
移行に関与しうる可能性が示唆された。 
 
 
 

 
 
 
 
② アダプター蛋白質のパートナーの同定 
 
FLAG タグを付加したアダプター蛋白質と、
ATP8A1や CDC50/ROS3などをCHO-K1細胞に共
発現させて、抗 FLAG 抗体で免疫沈降実験を
行ったが、アダプター蛋白質との共沈は起こ
らなかった。また、FLAG タグを付加したアダ
プター蛋白質のみを発現させて、免疫沈降実
験を行い、共沈してきた蛋白質をマス解析に
より同定したが、得られたのはアダプター蛋
白質のホモダイマーあるいはヘテロダイマ
ーのみだった。さらに、内在性のアダプター
蛋白質について免疫沈降実験を試みたが、抗
体の性能が不十分で成功しなかった。 
現在までのところ、パートナー蛋白質の同定
には至っていない。それは、免疫沈降実験で
膜蛋白質を得ようとする技法的な難しさに
も原因があると思われる。今後、クロスリン
ク法などの他の手法も検討し、パートナーの
同定を行っていきたいと考えている。 
 
 
③ フリップ・フロップ機構に関与するシグ

ナル伝達経路の探索 



 

 

 
これまでにホスファチジルセリンとの結合
が報告されている、あるいは脂質とのコミュ
ニケーションが想定されるシグナル伝達分
子として、SGK1, Raf, Akt などが挙げられる。
これらについて、リアルタイム PCR による遺
伝子発現・ウェスタンブロッティングによる
蛋白質発現やリン酸化・細胞染色による細胞
内局在を、親株とフリップ・フロップ欠損変
異株とで比較したが、有意な差は認められな
かった。 
また、抗リン酸化チロシン・抗リン酸化セリ
ン・抗リン酸化スレオニンの抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングにより、両細胞株で
のリン酸化蛋白質の発現を比較したが、やは
り有意な差は認められなかった。 
ところで、これまでに行った性状解析から、
フリップ・フロップ欠損変異株では細胞骨格
が親株とは異なることが明らかとなってい
る。そこで、細胞骨格と脂質動態とに相関が
あるかどうかを検討した。細胞骨格に作用す
る阻害剤や安定化剤などの試薬で親株を処
理し、蛍光標識ホスファチジルセリンの形質
膜における動態を観察したところ、阻害剤処
理により蛍光標識ホスファチジルセリンの
取り込みの遅れがみとめられた。これらの結
果から、細胞骨格の構築が、形質膜における
ホスファチジルセリンの膜間移行に関与し
ている可能性が示唆された。 
今後の課題は、アダプター蛋白質の役割・形
質膜における脂質動態・細胞骨格の構築とい
う三者がどのように相関しているのかにつ
いて、分子レベルで解明することである。 
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