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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

研究背景 

細胞膜を構成するリン脂質は非対称性を有し

ており、ホスファチジルセリン（PS）はフリッパ

ーゼによって細胞膜の内側に保たれている。しか

しながら生体内における様々な条件下において

その非対称性は崩壊する。この過程にはリン脂質

を双方向に区別なく輸送するスクランブラーゼ

が関与しており、結果として PS は細胞表面に露

出する。細胞表面に露出した PS は、死んだ細胞

がマクロファージによって貪食される”Eat-me” 

signal として機能する等、細胞外へ種々のシグナ

ルを伝達していると考えられている。我々はこれ

までに、この細胞膜脂質動態を制御するタンパク

質を複数同定してきた（Suzuki et al., 2010 Nature; 

Suzuki et al., 2013 JBC; Suzuki et al., 2013 Science; 

Suzuki et al., 2014 JBC; Suzuki et al., 2016 PNAS）。

2017 年に申請者の鈴木が京都大学で研究室を主

宰してからは、cDNA librar スクリーニングや

CRISPR/Cas9 sgRNA library スクリーニングを組み

合わせることで、世界に先駆けてスクランブラー

ゼの活性化因子（Maruoka et al., Mol Cell）を同定

した。また、細胞内の代謝状態に依存して活性化

する新しい脂質スクランブリング経路を同定す

ることにも成功している（unpublished results）。こ

れらの同定した活性化因子や新規スクランブラ

ーゼと相互作用するタンパク質を調べる過程で

小迫英尊教授との共同研究を開始した。 

 

研究目的 

本研究では、新規スクランブラーゼ、そのサブ

ユニット、並びにその活性化因子等を BioID 法や

免疫沈降-質量分析を用いたプロテオーム解析に

より同定することで細胞膜構成脂質の動態を起

点としたシグナル機構を解明し、生物学・医学の

発展に寄与することを目的とする。 

 

研究概要 

申請者の鈴木はこれまで、cDNA library スクリ

ーニングや CRISPR/Cas9 sgRNA スクリーニング

などのアンバイアスドスクリーニングをベース

として、未解明な部分が多い細胞膜脂質動態の制

御機構を明らかにしてきた。この細胞膜脂質動態

研究を、「タンパク質の制御機構」という点から発

展させるために、小迫英尊教授によるプロテオー

ム解析が不可欠であると考えた。特に、プロテオ

ーム解析は私たちが重要だと考える「アンバイア

スな方法論」をベースとしており、小迫教授の生

物学的基盤に基づく質量分析における解析力は

必須である。Candidate アプローチによるバイアス

のかかったタンパク質を調べるのではなく、真に

重要なタンパク質をプロテオーム解析で明らか

にすることにより細胞膜脂質動態制御機構の本

態に迫ることができると考える。既に共同研究の

成果を論文として発表しており（Maruoka et al., 

Mol Cell）、共同研究により研究が加速することが

期待される。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

BioID 法を用いてスクランブラーゼ、並びに活

性に関わる分子同定を同定することを目的とし

て研究を進める。 

これまでにユビキタスに発現している 2種類の

細胞膜スクランブラーゼ、TMEM16F、Xkr8 を同

定した。しかしながらこれら 2 つのスクランブラ

ーゼをリンパ球系細胞株において欠損させても、

カルシウムイオノフォア A23187 を用いた高濃度

のカルシウムの細胞質内への流入により PS が細

胞表面に露出することが分かった。これは、リン

パ球系細胞株において、未同定の細胞膜スクラン

ブリング経路が存在していることを意味してい



る。そこで、TMEM16F、Xkr8ダブルノックアウト

細胞に CRISPR/Cas9 を発現させ sgRNA library ス

クリーニングを行った。その結果、細胞膜と小胞

体のコンタクトサイトに存在する複数のタンパ

ク質を同定することに成功した。これら同定した

因子をノックアウトするとA23187刺激後のPS露

出は抑制された。これより、細胞膜と小胞体のコ

ンタクトサイトで活性化する新規脂質スクラン

ブル経路が存在することが分かった。また、新規

スクランブラーゼは細胞膜と小胞体のコンタク

トサイト近傍に位置すると考えられた。近傍にい

るタンパク質を同定する場合、近傍タンパク質を

ビオチン化するために BioID が用いられているが、

それよりも速いスピードでのビオチン化が可能

な TurboID を本研究では用いた。すなわち、

CRISPR スクリーニングで同定した細胞膜・小胞

体コンタクトサイトに存在するタンパク質に

TurboID を付加させ、A23187 刺激後、近傍にいる

タンパク質をビオチン化させ、Tamavidin 2_REV

でビオチン化ペプチドを精製後、質量分析により

ビオチン化されたタンパク質を網羅的に同定す

ることを計画した。 

これまでに細胞膜・小胞体コンタクトサイトに

存在するタンパク質のノックアウト細胞に

TurboID を付加したタンパク質を発現させ、スク

ランブル活性が回復すること、並びにビオチン化

が起こることを確認している。また予備的な実験

として、ビオチンを細胞に加えて 10 分後という

短い時間で調製した細胞溶解液を解析したとこ

ろ、ビオチン化されたタンパク質を質量分析で同

定できる感度であることも確認済みである。本共

同利用ではこの細胞を用いて、細胞膜・小胞体コ

ンタクトサイトの近傍にいるタンパク質を網羅

的に同定し、同定された候補因子を CRISPR 

sgRNA で破壊しその効果を検証する。 

 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 TurboID による解析によって CRISPR sgRNA 

library スクリーニングで得られた複数の因子を同

定することに成功した。ゆえにこのスクリーニン

グで得られた分子群が同じ細胞膜・小胞体コンタ

クトサイトに存在することが確認された。また同

様に複数の細胞膜タンパク質が得られた。これら

の中に、新規脂質スクランブリング因子が存在す

るのか今後解析を進める。具体的には、現在進行

中である CRISPR sgRNA library を用いたリバイバ

ルスクリーニングによって同定された因子と共

通のものを最終候補とする予定である。 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 本研究では新規スクランブリング経路を制

御する細胞膜・小胞体コンタクトサイトの分子

群の解析を行った。本研究により、CRISPR で同

定された分子群が TurboID でも同定されたことか

ら、これらは同じ細胞膜・小胞体コンタクトサイ

トに位置すると考えられた。ゆえに、新しいスク

ランブル経路の全貌解明に近づいたと考える。

またコンタクトサイトは様々なオルガネラに

存在しており、今後同様の手法で様々なコンタ

クトサイトの構成因子が同定されることが期

待される。 
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【4】今後の課題等 

TurboID で同定した分子とリバイバルスクリー

ニングで同定した分子の解析を行う。 


