
生化学 第 90巻第 4号，pp. 486‒490（2018）

細胞膜ホスファチジルセリン‒フリッパーゼの活性調節機構

申 惠媛，高津 宏之

1. はじめに

生体膜は脂質二重層で構成されており，その内葉と外葉
においてリン脂質組成の非対称性を有する（図1）．細胞
膜において，内葉（細胞質側）はホスファチジルセリン
（PS）やホスファチジルエタノールアミン（PE）に，外葉
（細胞外側）はホスファチジルコリン（PC）やスフィンゴ
ミエリン（SM）に富んでおり 1），内葉と外葉のリン脂質
構成の非対称性はリン脂質をフリップ−フロップするタン
パク質群によって調節される（図1）．このタンパク質群
には，リン脂質を細胞外側および内腔側からサイトゾル側
へとATP依存的にフリップするフリッパーゼとその反対
方向にフロップするフロッパーゼおよびATP非依存的に
両方向にリン脂質をかき混ぜるスクランブラーゼが含まれ
る（図1）．
リン脂質は主に小胞体膜のサイトゾル側で生合成され

る．生合成されたリン脂質は小胞体膜の脂質二重層間の脂
質量のバランスを保つために内腔側へと輸送（フロップ）
される 2）が，そのメカニズムはまだわかっていない．PS
の場合，生合成される小胞体膜では内腔側にも存在する
が，トランスゴルジ，エンドソームのような分泌経路の後
期のオルガネラ膜や細胞膜では，ほとんどがサイトゾル側
に存在する 3）．したがって，生体膜の特定のリン脂質を内
腔側（および細胞外）からサイトゾル側へとフリップする
フリッパーゼは，このような分泌経路の後期のオルガネラ
や細胞膜に存在し 4），脂質二重層間の脂質組成の非対称な
分布を調節すると考えられる．本稿では，最近筆者らの研
究によって明らかになった細胞膜のPS-フリッパーゼの調
節メカニズムについて概説する 5）．

2. P4-ATPase（脂質フリッパーゼ）とPSの非対称分布

P4-ATPaseはP-type ATPaseスーパーファミリーのサブ
ファミリーであり，リン脂質を細胞外側から細胞質側へ
とフリップする膜10回貫通型タンパク質である（図1お
よび図2A）．他のP-type ATPase（Ca-ATPase, H/K-ATPase, 
Na/K-ATPase, Cu-ATPaseなど）は陽イオンを輸送し生体膜
の内外でイオンの濃度勾配を調節する重要な役割を担っ
ている．一方P4-ATPaseは，イオンよりはるかに大きいリ
ン脂質を輸送する特徴がある（表1）6）．リン脂質のフリッ
パーゼとして初めて同定されたのがクロマフィン顆粒の
ATPase IIタンパク質で，現在のATP8A1である 7）．その
後，P4-ATPaseの細胞内機能，基質特異性および活性調節
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図1 リン脂質フリップ−フロップによる生体膜非対称性の調節
PC：ホスファチジルコリン，SM：スフィンゴミエリン，PS：ホ
スファチジルセリン，PE：ホスファチジルエタノールアミン．

表1 14種類のヒトP4-ATPaseの基質特異性 8‒10）

P4-ATPase 基質 P4-ATPase 基質

ATP8A1 PS＞PE ATP10A PC
ATP8A2 PS＞PE ATP10B 不明
ATP8B1 PC ATP10D 不明
ATP8B2 PC ATP11A PS, PE
ATP8B3 PS? ATP11B 不明
ATP8B4 不明 ATP11C PS＞PE
ATP9A 不明
ATP9B 不明
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メカニズムの研究は主に酵母の遺伝学的研究が先行するな
か，哺乳類におけるP4-ATPaseの研究はほとんど進んでこ
なかった．そのなかで筆者らは，ヒトのP4-ATPaseの細胞
内局在を決定し，細胞膜に局在するP4-ATPaseの安定発現
細胞を用いてそのフリップ活性および基質特異性をNBD
（nitrobenzoxadiazole）で蛍光標識されたリン脂質を用いて
明らかにしてきた 4, 8, 9）．これまでに明らかになっている
P4-ATPaseの基質を表1にまとめた 4, 6, 8‒10）．しかしながら
これらのP4-ATPaseの活性がどのように調節されているか
は不明である．
生体膜の全リン脂質のうち5～10％を占めるPSは，定常

状態においてほとんどが細胞膜の内葉に存在する．この
PSの非対称分布はP4-ATPaseによって形成・維持されてい
る．PSの細胞表面への露出がアポトーシスを起こした細
胞および活性化した血小板や赤血球でみられることはよく
知られており，PSの露出にはスクランブラーゼの活性化
とフリッパーゼの不活性化が必要であることが示唆され
ている 11）．実際，アポトーシスを起こした細胞において，

PSの露出には細胞膜のPS-フリッパーゼであるATP11Cが
カスパーゼによって切断され，不活性化されることが必要
であると報告された 12）．しかしながら，このように死んで
除去される細胞ではなく，生細胞におけるPS-フリッパー
ゼの調節メカニズムは不明であった．

3. PS-フリッパーゼATP11Cのフリップ活性調節

筆者らは，細胞膜のPS-フリッパーゼであるATP11Cが
Ca2＋依存性プロテインキナーゼC（PKC）の活性化によっ
てエンドサイトーシスされることを見いだした．細胞膜の
ATP11CはCa2＋イオノフォア（A23187）処理またはPKC
活性化剤のPMA（phorbol 12-myristate 13-acetate）処理に
よってエンドサイトーシスされ（図2A），このエンドサイ
トーシスはPKC阻害剤の処理によって阻害された．一方
で，別の細胞膜のPS-フリッパーゼであるATP11Aは，同
様の条件下でエンドサイトーシスされなかった（図2A）
ことからATP11CがCa2＋依存性PKCの活性化によって特異

図2 ATP11Cのダウンレギュレーションメカニズム
（A）C末端にHAタグを融合させたATP11A, ATP11CおよびそれぞれのC末端置換変異体をHeLa細胞に発現させ，
PMA処理後の局在変化を観察した．（B）ATP11A, ATP11C, ATP11AACをBa/F3細胞（Pro Bリンパ球）に安定発現さ
せ，PMAおよびPMAとBIM同時処理による細胞膜のPS-フリップ活性を測定した（*** p＜0.001）．PMA：phorbol 
12-myristate 13-acetate（PKC活性化剤），BIM：bisindolylmaleimide-1（PKC阻害剤）．（C）ヒトATP11AとATP11Cの
C末端領域のアミノ酸配列．ATP11CのSerとThr残基（太字），Ser1116（赤太字），Leu1120とLeu1121（水色太字）．
（D）ATP11CのC末端領域のSer1116, Leu1120, Leu1121をそれぞれAlaに置換した点変異体をHeLa細胞に発現させ，

PMA処理後の局在変化を観察した．（E）ATP11C-HAと5-HT2A（セロトニン受容体）をHeLa細胞に安定発現させ，
セロトニン処理後（serotonin）のATP11Cの局在変化およびセロトニンを除去した後（wash out）の局在変化を観察
した．ATP11Cが細胞膜に局在する細胞（紺色バー）とエンドソームおよび細胞膜に局在する細胞（橙色バー）の
割合を棒グラフで示した．
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的にエンドサイトーシスされることがわかった．エンド
サイトーシスされたATP11Cは初期エンドソームやリサイ
クリングエンドソームに局在し，後期エンドソームには
ほとんど局在しないことから，エンドサイトーシスされた
ATP11Cは，分解されず細胞膜へリサイクルされる可能性
が考えられた（後述）．ATP11Cのエンドサイトーシスに必
須な領域を同定するために，ATP11AとATP11CのN末端
およびC末端を置換したキメラタンパク質を作製し解析し
たところ，C末端領域を置換したATP11AACはPMA処理
によってエンドサイトーシスされる一方で，ATP11CCAは
エンドサイトーシスされないことがわかった（図2A）．し
たがって，ATP11CのエンドサイトーシスにはそのC末端
が不可欠であることが判明した．次に，細胞膜における
PS-フリッパーゼの活性を測定したところ，PKC活性化に
よって内在性のPS-フリップ活性が低下した［図2B（−）］．
さらに，ATP11Cを安定発現している細胞では，コント
ロールに比べPS-フリップ活性が上昇したが，その上昇し
た活性はPMA処理によって低下した．しかしながら，AT-
P11Aを安定発現する細胞では，上昇したPS-フリップ活性
がPMA処理により低下しなかった．一方で，ATP11AAC
キメラを安定発現する細胞では，コントロールに比べ上
昇したPS-フリップ活性がPMA処理によって低下した（図
2B）．すなわち，ATP11CおよびATP11AACキメラタンパ
ク質がPMA処理によってエンドサイトーシスされること
で細胞膜のPS-フリップ活性が低下したと考えられた．こ
のようなPMA処理によるPS-フリップ活性の低下は，PKC
阻害剤（bisindolylmaleimide-1：BIM）を同時に処理するこ
とで回復した（図2B）．したがって，Ca2＋依存性PKCの
活性化によってATP11Cがエンドサイトーシスされると細
胞膜におけるPS-フリップ活性が減少することが示唆され
た．

4. ATP11CのC末端領域のジロイシン様モチーフの同定

ATP11CのC末端領域にはPKCによってリン酸化される
可能性のある9個のSerおよびThr残基が存在し（図2C），
そのうち8残基のリン酸化がホスホプロテオームデータ
ベースに登録されていた．そこで，9個すべてのSerおよ
びThrをそれぞれAlaに置換した変異体を作製し，エン
ドサイトーシスに必要な残基を調べたところ，ATP11C
のSer1116をAlaに置換するとPKC活性化によってエン
ドサイトーシスされないことが判明した（図2D）．興味
深いことに，このSerの下流には三つのアミノ酸をはさ
んでLeuが二つあることがわかった（図2C）．ジロイシ
ンモチーフ（D/EXXXLL）（図2C）は，さまざまな膜タ
ンパク質のサイトゾル領域に存在し，クラスリンアダプ
タータンパク質のAP-2と結合することでエンドサイトー

シスのシグナルとして機能する 13）．したがって，Ser1116
がPKCによってリン酸化されるとジロイシン様モチー
フ（pSXXXLL）として機能する可能性が考えられた（図
2C）．そこで，二つのLeuをそれぞれAlaに置換した変異
体を作製した．これらのATP11Cの変異体は，PMA存在下
でエンドサイトーシスされないことが明らかになった（図
2D）．さらにSer1116のリン酸化を模倣するようにSerを
Aspに置換すると定常状態でもATP11Cが細胞膜だけでな
く細胞内のエンドソームに局在することがわかった．した
がって，Ser1116がPKC活性化によってリン酸化されると
pSXXXLLがジロイシン様モチーフとして機能し，ATP11C
がエンドサイトーシスされることが示された．紙面の都
合上データーは割愛するが，クラスリンをノックダウンし
た細胞では，PMAあるいはA23187処理によるATP11Cの
エンドサイトーシスが阻害されることから，ATP11Cはク
ラスリン依存的にエンドサイトーシスされることがわかっ
た．また，種々のPKCのアイソフォームのノックダウン
実験を行った結果，ATP11CはPKCαの活性化によってエ
ンドサイトーシスされ，ダウンレギュレーションされるこ
とがわかった．

5. GPCRのシグナルによるATP11Cのダウンレギュ
レーション

このようなCa2＋依存的なPKC活性化によるATP11Cの
ダウンレギュレーションが生理的条件下で行われている
かどうかを調べるために，Gq共役型のGタンパク質共役
受容体（GPCR）のシグナル伝達経路に着目した．Gq共
役型GPCRが活性化されると細胞内カルシウム濃度が上昇
しPKCが活性化される（図3）．セロトニン受容体のうち，
Gq共役型である5-HT2A受容体とATP11CをHeLa細胞に
安定に発現させ，セロトニン刺激によるATP11Cの動態を
観察した．図2Eで示すように，セロトニンを処理すると
ATP11Cがエンドサイトーシスされることがわかった．ま
た，BAPTA-AMの添加により細胞内Ca2＋をキレートする
とセロトニン処理によるATP11Cのエンドサイトーシスが
阻害されることから，GPCRのシグナルによる細胞内カル
シウム濃度の上昇によって，ATP11Cがエンドサイトーシ
スされることが示された．さらに，処理したセロトニン
を除去すると細胞内に取り込まれたATP11Cが再び細胞膜
へとリサイクルされることがわかった（図2E，wash out）．
したがって，Ca2＋シグナル依存的にエンドサイトーシスさ
れたATP11Cは，シグナルがオフになると再び細胞膜へリ
サイクルされることが示された．
これまでの結果を図3にまとめた．①～④のシグナル依

存的な細胞内Ca2＋濃度の上昇による⑤PKCの活性化が，
⑥ATP11CのC末端のSer1116をリン酸化し，ジロイシン
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様モチーフを形成する．その後，⑦ATP11Cはクラスリン
依存的にエンドサイトーシスされ，⑧細胞膜から一時的に
エンドソームへ隔離されることで，⑨細胞膜のPS-フリッ
プ活性が低下する．⑩シグナルがオフになるとATP11Cが
再び細胞膜へリサイクルされることで細胞膜のPS分布の
恒常性に寄与すると考えられた．筆者らは本研究によって
初めてシグナル依存的なP4-ATPaseの活性調節メカニズム
を示した．しかしながら，この調節機構の生理的意義に関
してはまだ不明である．

6. おわりに

PSの露出は，アポトーシスを起こした細胞や活性化し
た血小板や赤血球などの死にゆく細胞のみならず，正常
な細胞でも起こる．脱分極したクロマフィン細胞におけ
るPSの露出は，代償性エンドサイトーシスに関与する 14）．
活性化した免疫細胞においてもPSが露出し，筋細胞や破
骨細胞の融合のときにもPSの露出が必要である 11, 15）．活
性化された血小板や赤血球およびアポトーシスを起こし
た細胞のPS露出は，スクランブラーゼの活性化とフリッ
パーゼの不活性化を必要とする 11）．したがって，生細胞に
おいても局所におけるシグナル依存的なPSの露出にはス

クランブラーゼの活性化とP4-ATPase（ATP11C）のダウン
レギュレーションがセットになっていると考えられる．さ
らに，速やかなPS露出の回復のためには，細胞膜からエ
ンドソームにいったん隔離したATP11Cを再びリサイクル
するシステムが効率的であると考えられる．このようなシ
グナル依存的なATP11Cの調節メカニズムがどのような生
理機能に関与するかを解明するのが今後の興味深い課題で
ある．
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