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論文題目 

Studies on the functional role of phospholipid flippase in myotube formation 

（筋管形成におけるリン脂質フリッパーゼの役割に関する研究） 

 

（論文内容の要旨）  

 筋肉を構成する筋線維は、筋芽細胞が融合した筋管をもとにして作られる。筋管は

多数の細胞核を含み、細長く真っすぐに伸びた特徴的な細胞形態をとっている。しか

し、筋管特有の形態形成を司る分子機構については、未だ不明な点が数多く残されて

いる。本論文は、この課題の解決を目標とし、筋管形成における細胞膜リン脂質の分子

運動と細胞の形態制御に関わる分子群の同定および機能解析を通じ、筋管形成の分子機

構に関する結果をまとめたものであり、４章から成る。  

 

第１章では、筋管の形態を制御する因子を同定した。哺乳類では、14 種類の P4-ATPase

のうち数種類が補助ユニットの CDC50 タンパク質ファミリーと複合体化することでリ

ン脂質フリッパーゼとして機能し、細胞膜においてリン脂質ホスファチジルセリン

（PS）を脂質二重層の外層から内層へと輸送する。マウス筋芽細胞株 C2C12 の遺伝子

発現解析により、7 種類の P4-ATPase および CDC50A の 1 種類のみを検出した。次に

CDC50A と複合体化する 5 種類の P4-ATPase および CDC50A について、遺伝子を破壊

した細胞の形態を観察した。リン脂質フリッパーゼ複合体 ATP11A/CDC50A を欠損し

た筋芽細胞は、細胞融合の昂進と細胞伸長の阻害により異常に巨大化した不定形の筋

管を形成した。また同欠損細胞では、細胞融合と細胞伸長を制御する細胞骨格タンパ

ク質アクトミオシンの再編成が損なわれていた。さらに細胞膜内層への PS の輸送活性

が減少し、細胞膜外層に PS が表出していた。そこで ATP11A のように PS を内向きに

輸送する P4-ATPase の ATP11C を ATP11A 欠損細胞に発現させたところ、筋管の形態異

常は回復した。よってリン脂質フリッパーゼは PS を細胞膜内層に留めることで筋管形

成に関わることが分かった。続いて機械受容イオンチャネル群について解析を進めた

ところ、PIEZO1 を欠損した筋芽細胞は、リン脂質フリッパーゼ欠損細胞のように、異

常な筋管形態とともにアクトミオシンの消失を示した。よって筋管形成にはリン脂質

フリッパーゼと機械受容チャネル PIEZO1 が必須であることを見出した。  

 

第２章では、細胞膜リン脂質 PS の脂質二重層間での移行運動による PIEZO1 チャネ

ル活性制御の機構を明らかにした。第１章の結果から、リン脂質フリッパーゼと

PIEZO1 の機能的な関係を推測し、PIEZO1 チャネル活性を解析すると、ATP11A および

CDC50A 欠損細胞では PIEZO1 を介した Ca2+流入が阻害された。上記の筋管形成の回

復実験と同様に ATP11C を ATP11A 欠損細胞に発現させると、PIEZO1 の活性が回復し

た。よって、リン脂質フリッパーゼは PIEZO1 の活性化に必須であることが分かった。

この機構を探るために、リン脂質フリッパーゼは PS の細胞膜内層への局在化に必須で

あるという点に着目し、「PS が内層に局在すると PIEZO1 は活性化できるが、PS が外

層に表出すると PIEZO1 は阻害される」という仮説を立て検証した。まず筋管形成過程

で PIEZO1 チャネル活性を解析したところ、PS を細胞膜外層に表出する筋芽細胞にお

いてのみ、PIEZO1 特異的な Ca2+流入が減弱した。次に細胞膜の脂質二重層の内外に PS

を輸送するリン脂質スクランブラーゼを発現させたところ、PIEZO1 の活性化が阻害さ

れた。よって細胞膜外層に表出した PS は PIEZO1 を阻害することが示唆された。さら

に脂質包接化合物により細胞膜外層と細胞外液の間でリン脂質を交換する方法を用い

て、リン脂質フリッパーゼ欠損細胞における細胞膜外層の PS を除去すると、PIEZO1

活性が回復した。従って PIEZO1 の活性化にはリン脂質フリッパーゼによる細胞膜外
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層から内層への PS の輸送が必須であることが分かった。細胞膜外層 PS の PIEZO1 阻

害効果を解析するために、脂肪酸鎖が一つのリゾ型 PS（LysoPS）を用いた。LysoPS は

細胞膜外層に挿入されやすく、除去も容易である。LysoPS を細胞に投与すると PIEZO1

の Ca2+流入は阻害された。一方、LysoPS とは異なる極性頭部構造をもつリゾ型リン脂

質は PIEZO1 を阻害しなかった。また LysoPS 処理した細胞を脂質結合タンパク質アル

ブミンで洗浄すると、PIEZO1 阻害効果は消失した。よって、極性頭部にホスフォセリ

ン構造をもつリン脂質が細胞膜外層に存在すると PIEZO1 のチャネル機能が抑制され

ることが分かった。以上から「細胞膜における PS の脂質二重層間の移行運動（フリッ

プフロップ）が PIEZO1 チャネルの活性を制御するための分子スイッチとして働く」と

いう機構が見出された。  

 

第３章では、リン脂質フリッパーゼの下流として機能する PIEZO1 とアクトミオシ

ンを繋ぐ細胞内情報伝達経路およびその骨格筋における役割を明らかにした。一般に

低分子量 GTPase の RhoA は、Rho キナーゼ（ROCK）によるミオシン調節軽鎖のリン

酸化を促し、アクトミオシンの再編成を誘導する。ATP11A、CDC50A、PIEZO1 を欠損

する筋管ではミオシン調節軽鎖のリン酸化レベルが減少していたため、RhoA/ROCK/ア

クトミオシン経路を遺伝学的または薬理学的手法で活性化させると形態異常は回復し

た。さらに筋組織でのリン脂質フリッパーゼ /PIEZO1 経路の役割を探るために、筋芽細

胞特異的 ATP11A 欠損マウスを作出した。損傷した筋肉の再生時に筋管を形成する筋

衛星細胞において PIEZO1 が強く発現していたことから、再生過程における ATP11A 欠

損マウスの筋組織を観察した。そこでは、異常に融合し形態が著しく乱れた筋線維が

数多く認められた。以上の結果から、「リン脂質フリッパーゼは PS の内向き輸送によ

り PIEZO1 の Ca2+流入を促すことで、RhoA/ROCK 依存的なアクトミオシンの再編成を

誘導する。これにより細胞融合と細胞伸長が厳密に制御され、筋管の正しい形態形成

に至る。」という分子機構を明らかにした。  

 

第４章では、PIEZO1 機能発現に関わる分子の探索を可能にする遺伝子スクリーニン

グ法を構築した。本研究では CRISPR/Cas9 法によりゲノムスケールで遺伝子が網羅的

に破壊された細胞ライブラリーを用いた。これから PIEZO1 活性が消失した変異細胞

を選抜するために、PIEZO1 活性をもつ細胞のみを死滅させられないか検討した。細胞

外液の Ca2+と PIEZO1 特異的活性化剤 Yoda1 の濃度を最適化すると、PIEZO1 特異的な

Ca2+流入により細胞が死ぬ条件を見つけた。これを選択圧としてスクリーニングを実

施したところ、Yoda1 による細胞死に耐性をもった細胞が出現し、PIEZO1 活性の完全

な消失を示した。Yoda1 耐性細胞について CRISPR/Cas9 の標的遺伝子配列を次世代シ

ーケンサーにより解析したところ、 PIEZO1 遺伝子を標的とした配列が複数検出され

た。従って、本論文で検討した探索法は PIEZO1 チャネル活性に基づいて遺伝子変異細

胞を選抜できることを示した。  

 


