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緒緒  言言  

 
脂質二重層間の膜脂質の組成変化は、多様な細胞機能において重要な役割を果たしており、量的変化は活発な膜変形

を可能にし、質的変化は細胞機能のシグナルとなる。生体膜は、脂質二重層の内葉と外葉においてリン脂質組成の非対

称性を保持している。この非対称性は脂質二重層間でのリン脂質のフリップ・フロップによって調節されており、P4-
ATPase（フリッパーゼ）は、膜脂質を外葉から内葉に移動（フリップ）させることで、脂質非対称性を調節している。

このような非対称性は、様々な生体機能に重要な役割を果たす。例えば、細胞膜において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）はほとんど細胞膜内葉側にしか存在しないが、PSが細胞膜外葉への露出は

アポトーシスを起こした細胞の除去や血小板凝集に重要な役割を果たす。さらに、一時的なPSの露出は筋芽細胞や破

骨細胞の融合、神経細胞の再生および退縮、免疫反応などに重要であることが示唆されている［1］。PEの非対称性の

調節は、酵母においては細胞極性、線虫においてはエキソソーム形成に関与することが報告されている。 
これまでに遺伝学的研究から、酵母の5種類のすべてのP4-ATPaseはメンブレントラフィックに関与することが報

告されているが［2］、ヒトの 14 種類の P4-ATPase とメンブレントラフィックの関連はよくわかっていなかった。私

たちのグループでは、これまでに細胞膜におけるP4-ATPase のフリップ活性の亢進が細胞膜を内側に変形させること

を示し、この膜変形が細胞の形態変化およびエンドサイトーシスを促進することを示した［3，4］。さらに、エンドソ

ームに局在するATP9Aがトランスフェリン受容体のエンドソームから細胞膜へのリサイクリングに関与することを示

した［5］。一方で、タンパク質の分泌経路におけるP4-ATPase の関与は不明であった。そこで本研究では、ゴルジ体

に局在するATP9AやATP9Bに着目し、タンパク質の分泌経路における機能およびそのメカニズムを明らかにするこ

とを目的とした。P4-ATPase のうち、ATP9A は主にエンドソームやゴルジ体に局在し、ATP9B はゴルジ体のみに局

在することを示したが［6］、その一部は細胞膜を介して細胞内でサイクルしていることが分かった。また、ATP9B の

N 末端疎水性領域はゴルジ体膜に一部埋め込まれていることを示し、ATP9B がより強固にゴルジ体に局在することを

示唆した。ATP9AやATP9Bのノックアウト細胞を用いた解析により、ATP9AやATP9Bは膜タンパク質のゴルジ体

から細胞膜への輸送に必要であることが明らかになった。さらに、ATP9A と ATP9B が、メンブレントラフィック関

連タンパク質であるMon2 と結合することを見出した。ATP9A とATP9B は、このような結合タンパク質と協調して

ゴルジ体以降の輸送に関わる可能性が示唆された。 
 

方方  法法  

 
11．．AATTPP99AAおおよよびびAATTPP99BB安安定定発発現現細細胞胞のの作作製製おおよよびび細細胞胞表表面面ののビビオオチチンン化化  

Retrovirusを用いてATP9AあるいはATP9Bを安定発現するHeLa細胞を作製した。細胞表面のタンパク質を検出

するために、4℃で細胞表面のタンパク質とビオチンを架橋した。細胞抽出液にストレプトアビジンビーズを添加して

pull downし、イムノブロットにより細胞表面タンパク質を検出した。 
22．．AATTPP99AAおおよよびびAATTPP99BBののノノッッククアアウウトト細細胞胞株株のの作作製製  

CRISPR/Cas9システムを用いてATP9AあるいはATP9Bのノックアウト（KO）細胞株を樹立し、シークエンス解
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析によってゲノム編集によるKOを確認した。 
33．．VVSSVVGGttssOO4455のの輸輸送送アアッッセセイイ  

ATP9A-KO およびATP9B-KO細胞にEGFP-VSVG（tsO45）タンパク質を発現させ、非許容温度の40℃で16 hr
以上インキュベートし、EGFP-VSVG（tsO454）を小胞体に蓄積させた。その後、これらの細胞を許容温度の32℃で

一定時間インキュベートした後、固定した。固定した細胞には、界面活性剤を処理せず、抗GFP 抗体を用いて免疫染

色を行うことで、細胞膜に輸送されたEGFP-VSVGの量を比較検討した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 

11．． AATTPP99AAおおよよびびAATTPP99BBのの細細胞胞内内輸輸送送  
ATP9AとATP9Bは他のP4-ATPaseファミリータンパク質とは異なり、シャペロン様のタンパク質であるCDC50

と結合しない［6］。主にATP9AやATP9Bは細胞内オルガネラに局在するが、これらのタンパク質が細胞膜に存在し

ていないかを細胞表面をビオチン化することにより調べた。その結果、ATP9AおよびATP9B両方ともにCDC50Aあ

るいは CDC50B 有無にかかわらず、一部細胞膜にも存在することが分かった（図 1a）。特に ATP9A は、より多く細

胞膜に存在することが分かった。したがって、ATP9A や ATP9B は主に細胞内オルガネラに局在するが、定常状態で

細胞膜を介して細胞内をサイクルしていることが考えられた。 
ATP9AやATP9BのC末端細胞質領域には、チロシンモチーフ（YXXΦ）が存在していた（図1b）。これまでに私

たちは、P4-ATPaseのATP10B、ATP11Cのサイトゾル領域に存在するジロイシンモチーフ（D/EXXXL/I）がこれら

の細胞内輸送を調節することを明らかにした［7，8］。ジロイシンモチーフと同様にチロシンモチーフも、クラスリン

アダプタータンパク質と結合することで膜タンパク質の細胞内輸送を制御している。したがって、この C 末端のチロ

シンモチーフがATP9AやATP9Bの細胞内輸送や細胞内局在を調節する可能性が考えられた。 
 

 
図1．ATP9AおよびATP9Bの細胞内輸送 

a) HeLa細胞にATP9A-HAおよびATP9B-HAを単独およびFLAG-CDC50Aあるいは

CDC50B と共発現させた。細胞表面に biotin を共有結合させた後、細胞抽出液に

streptavidin beads を添加し pulldown することで細胞表面のタンパク質を回収して

各抗体を用いてイムノブロットを行った。 
b) ヒトのATP9A とATP9B のC 末サイトゾル領域のアミノ酸配列の比較。太字下線部

がチロシンモチーフ（YXXΦ）。TM10：transmembrane membrane 10。 
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22．． AATTPP99AAおおよよびびAATTPP99BBののKKOO細細胞胞のの作作製製ととオオルルガガネネララママーーカカーータタンンパパクク質質のの局局在在  
私たちはATP9Aのノックダウンにより、トランスフェリン受容体のエンドソームから細胞膜へのリサイクリングが

遅延することを見出した［5］。一方で、ATP9A および ATP9B が共通してゴルジ体に局在することから、これらがゴ

ルジ体から細胞膜への輸送経路に関与する可能性を考えて検討した。そのために、ATP9A および ATP9B をそれぞれ

ノックアウト（KO）した細胞株を樹立した。まず、それぞれ 2 種類のノックアウト細胞クローンを用いて細胞内オル

ガネラの分布を調べたところ、エンドソーム、ゴルジ体、リソソームに局在するオルガネラマーカータンパク質の局在

には顕著な異常が認められなかった（図2）。したがって、ATP9AおよびATP9BのKOによってオルガネラの分布に

は影響を与えないことが示唆された。 
 

 
図2．ATP9AおよびATP9Bのノックアウト細胞におけるオルガネラ分布 

CRISPR/Cas9 システムを用いてATP9A および ATP9B それぞれの KO 細胞株を樹立

した。それぞれのKOの2種類のクローンにおいて免疫染色により様々なオルガネラマ

ーカーの局在を観察した。Golgin-97：trans-Golgi network（TGN）marker、EEA1：
early endosome marker、CI-MPR：TGN/endosome marker、Lamp-1：late endosome 
marker。  
スケールバー：20μm。 

 
33．． AATTPP99AAととAATTPP99BBののノノッッククアアウウトト細細胞胞ににおおけけるる膜膜タタンンパパクク質質のの細細胞胞膜膜へへのの輸輸送送  
次に、ATP9AおよびATP9B のKOによるタンパク質分泌経路を調べた。そのために、これらのKO細胞にウイル

ス由来の膜タンパク質VSVGの温度感受性変異体（tsO45）を発現させその細胞膜への輸送を調べた。VSVG（tsO45）
タンパク質は、非許容温度の40℃では、フォールディングがうまく行かず小胞体に留まるが、許容温度の32℃では小

胞体からゴルジ体を経て細胞膜へと輸送される。EGFP-VSVG（tsO45）をそれぞれのKO細胞に発現させ、40℃から

32℃にシフトしてから1時間インキュベートした後細胞表面に到達したEGFP-VSVGを観察した。細胞を固定してか

ら透過処理をせずに抗GFP抗体を用いて免疫染色を行うことで、細胞表面のEGFP-VSVGのシグナルを調べた。40℃
でインキュベートした細胞では、細胞表面のEGFP-VSVGは検出されなかった。また、40℃では小胞体におけるフォ

ールディング異常により、EGFP のシグナルも検出されなかった（図 3、左パネル）。一方で、32℃でインキュベート

した後はどの細胞でもEGFP-VSVG のシグナルがゴルジ体で強く検出された（図 3、右パネル）ので、各KO 細胞に

おけるEGFP-VSVGの発現およびゴルジ体への輸送には影響がないことが考えられた。興味深いことに、32℃でイン
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キュベートした後、細胞表面に露出したEGFP-VSVG の量はATP9A とATP9B のKO 細胞において有意に低下して

いることが分かった（図3、右パネル）。したがって、ATP9AやATP9BはともにVSVGのゴルジ体から細胞膜への輸

送経路に必要であることが明らかになった。この輸送経路において、ATP9A や ATP9B が重複する機能を持つ可能性

が考えられたので、ダブルノックアウト細胞を作製し VSVG の輸送を調べる予定である。また、これらの輸送経路に

ATP9A やATP9B の flippase 活性が必要であるかどうかについては、今後野生型およびATPase 活性欠損型をそれぞ

れのKO細胞に発現させ、VSVG輸送の回復を調べる予定である。また、ATP9AやATP9Bの基質は不明だが、線虫

のオルソログは PE を基質とし、細胞膜からのエキソソームの形成を負に制御していることが報告されている［9］。
ATP9AやATP9Bの基質の同定は、今後の課題である。 

 

 

図3．ATP9AおよびATP9Bのノックアウト細胞における膜タンパク質の輸送 
それぞれのKO細胞にEGFP-VSVG（tsO45）タンパク質を発現させ、40℃でインキュベートし

た後32℃で0 hr、1 hrインキュベートした。細胞を固定後、膜透過処理をせずに抗GFP抗体を用

いて細胞表面に輸送されてEGFP-VSVGを染色した。スケールバー：20μm。 
 

44．． AATTPP99AAおおよよびびAATTPP99BBのの結結合合タタンンパパクク質質  
ATP9A や ATP9B がどのようなメカニズムでゴルジ体からのタンパク質輸送を調節しているかについてさらに研究

を進めた。そのなかで興味深いことに、ATP9AやATP9BがMon2と結合することを見出した（図4）。Mon2は、低

分子量 GTPase の ARF ファミリータンパク質に対する GDP/GTP 交換因子（GEF）の類似タンパク質として同定さ

れたが、GEF活性の中心であるSec7ドメインを持たない特徴がある。Mon2は、主にエンドソームからゴルジ体への

輸送経路に関わることが報告されていたが［10］、ゴルジ体からのタンパク質の分泌経路に関与するかは不明であった。

Mon2 に対する抗体を作製し、その局在を調べたところATP9A やATP9B と同様にゴルジ体に局在していた。現在、

ATP9A やATP9B はMon2 との結合を介してゴルジ体からのタンパク質輸送に関与する可能性を考えている。今後、

Mon2 がゴルジ体以降の輸送経路に関与するか、P4-ATPase と Mon2 の結合がタンパク質輸送経路にどのようなメカ

ニズムで関与するかについて調べていく予定である。 
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図4．ATP9AとATP9Bの結合タンパク質としてMon2を発見 

ATP9A-HA、ATP9B-HA、ATP11B-HAを安定に発現するHeLa細胞を用いて抗HA抗体

を用いて免疫沈降を行った。Mon2がATP9AおよびATP9Bと共沈降することが分かった。 
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