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略語表 

 本論文で使用した略語を以下に記す。 

n-AS   : n-(9-anthroyloxy)stearic acid 

ATF6   : activating transcription factor 6 

CD   : circular dichroism 

CHAPS   : 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate 

C6NBD-PC : 1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino] 

hexanoyl}-sn-glycero-3-phosphocholine 

C6NBD-PE : 1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino] 

hexanoyl}-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 

C6NBD-PG : 1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino] 

hexanoyl}-sn-glycero-3-phosphoglycerol 

C6NBD-PS : 1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino] 

hexanoyl}-sn-glycero-3-phosphoserine 

n-doxyl-PC  : 1-palmitoyl-2-stearoyl-(n-doxyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 

E. coli   : Escherichia coli 

EDEM1 : endoplasmic reticulum degradation-enhancing α-mannosidase-like 

protein 1 

FACL4 : long-chain fatty acid-CoA ligase 4 

FMO2 : flavin-containing monooxygenase 2 

HED : heptaethylene glycol monododecyl ether 

HPLC : high performance liquid chromatography 

JP3   : junctophilin-3 

JP4   : junctophilin-4 

KcsA   : potassium crystallographically-sited activation channel 

LUV   : large unilamellar vesicle 

MALDI-TOF-MS : matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass 

spectrometry 

MβCD   : methyl-β-cyclodextrin 

MMP23   : matrix metalloproteinase-23 

mPEG4-NHS  : methoxy-poly(ethylene glycol)4 N-hydroxysuccinimide 

NBD   : 7-nitro-2-1,3-benzoxadiazole 

ORP5   : oxysterol-binding protein-related protein 5 

PC   : phosphatidylcholine 

PE   : phosphatidylethanolamine 
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POPC   : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

POPE   : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 

POPG   : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol 

POPS   : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine 

PS   : phosphatidylserine 

P4HTM   : transmembrane prolyl 4-hydroxylase 

RNF180   : ring finger protein 180 

SM   : sphingomyelin 

SPAST   : spastin 

SUV   : small unilamellar vesicle 

TBA   : tetra-n-butylammonium 

TMED7   : transmembrane emp24 domain-containing protein 7 

UBE2J2   : ubiquitin-conjugating enzyme E2 J2 
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序論 

 生体膜は、主にリン脂質と膜タンパク質から構成される。生体膜で一般的なリン脂質

の構造は、リン酸基を含む頭部基からなる親水性の部分と、二本の炭化水素鎖で形成さ

れる疎水性の部分を持つというものであり、両親媒性の性質を有する。生体膜において、

リン脂質は、炭化水素鎖を膜中央に向け、頭部基を水中に向けることで脂質二重層を形

成している 1。脂質二重層中のリン脂質の動きには、リン脂質の長軸を中心とした回転、

膜面に沿って移動する側方拡散、二重層を横切って内外葉を移動するフリップフロップ

の三種類がある 2（図 1）。人工脂質二重層膜小胞（リポソーム）においては、リポソー

ムの外葉から内葉への移動をフリップ、内葉から外葉への移動をフロップと呼ぶ。生体

膜の主要構成成分である 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（POPC）からな

る液晶相の人工膜において、常温で、回転拡散定数は 107‒108 s‒1であり、側方拡散定数

は~10‒8 cm2/s である 3,4。それに対してフリップフロップは、37℃で 20 時間の測定では

ほとんど観測されない 5。リン脂質がフリップフロップするには、極性の頭部基が、水

中に露出した極性環境から炭化水素鎖からなる非極性の膜中へ移行する必要があるた

め、非常に大きなエネルギー障壁が存在する。それゆえ、リン脂質のみからなる膜にお

いて、二次元の膜面内で起こる回転や側方拡散は、水中の分子の自由拡散に相当するも

のであるのに対して、膜法線方向の運動であるフリップフロップは非常に制限されてい

る。 

 

 図 1. 脂質二重層中のリン脂質の動き 

 

真核生物の各オルガネラ膜では、このフリップフロップ速度が、膜タンパク質により、

エネルギー依存的または非依存的に、様々に制御されている 6。細胞の各オルガネラ膜

におけるフリップフロップは、細胞質側への移動をフリップ、細胞質側からの移動をフ

ロップと呼ぶ。 

真核生物の細胞膜では、通常、phosphatidylcholine（PC）、sphingomyelin（SM）が脂質

二重層の細胞外側に、phosphatidylserine（PS）、phosphatidylethanolamine（PE）が細胞質

側に分布している 7。この非対称性は、アミノリン脂質トランスロカーゼによる PS、PE

の細胞質側への輸送（フリップ）、adenosine triphosphate-binding cassette トランスポータ
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ーによる PC、SM の細胞外側への輸送（フロップ）によって、エネルギー依存的に維持

されていると考えられている 8。また、非対称性の維持には細胞膜の高いコレステロー

ル含量も寄与していると考えられる。コレステロールは脂質二重層中に存在すると、リ

ン脂質の自発的なフリップフロップを抑制する効果を持つ 5。双方向にフリップフロッ

プを促進するタンパク質、リン脂質スクランブラーゼは、エネルギー非依存的、Ca2+依

存的に、様々な種類のリン脂質に対して活性を発現する 9-11。リン脂質スクランブラー

ゼが活性化されると、非対称性が崩れ、PSが細胞外側に表出する 12。この PSの細胞外

側への表出は、細胞のアポトーシスや血小板凝集に関与すると考えられている 12。細胞

膜のフリップフロップに関与するアミノリン脂質トランスロカーゼはすでに同定され

ている 13,14。近年、リン脂質スクランブラーゼについてもタンパク質の同定 9-11、結晶構

造の解明 10がなされており、その構造から親水性アミノ酸残基を炭化水素領域に露出し

た部分が、フリップフロップを促進する活性部位ではないかと言われている。このよう

に、細胞膜のフリップフロップ制御機構は明らかにされつつある。 

一方、小胞体膜では、フリップフロップが非常に速い速度で起こっている（t1/2 = 数

秒～数十分）15-18。真核生物において、リン脂質は主に小胞体膜の細胞質側で合成され

ており 19-21、脂質二重層構造を維持するため新たに合成されたリン脂質は速やかに内腔

側へ移動（フロップ）する必要がある。小胞体膜の速いフリップフロップは、双方向性、

エネルギー非依存的であり、リン脂質の頭部基に対しての選択性が低い 15-17。細胞膜と

は異なり、小胞体膜のコレステロール含量が低いことも速いフリップフロップの要因の

一つではないかと考えられる。プロテアーゼやタンパク質修飾試薬によりフリップフロ

ップ速度が低下することから、タンパク質の関与が示唆されている 15-17。また、小胞体

膜タンパク質画分をさらに分画したところ、それぞれの画分がスクランブラーゼ活性を

示し、かつ、それぞれの画分の活性がプロテアーゼに対して異なる感受性を示すという

報告や 22、タンパク質修飾試薬 N‐エチルマレイミド、ジエチルピロカーボネートが加

算的にスクランブラーゼ活性を阻害するという報告がある 23。これら 2 つの研究から、

小胞体膜のフリップフロップには、複数のタンパク質が関与すると考えられている。し

かし、小胞体膜のフリップフロップを促進するタンパク質、「スクランブラーゼ」、につ

いては未だ候補すら挙げられていない 24。 

小胞体膜のフリップフロップ促進メカニズムを解明するには、小胞体膜スクランブラ

ーゼを同定し、その機能を解析する必要がある。そのためには、何らかの形で候補を絞

り込む必要があるが、上述のように、小胞体膜画分を用いた研究ではほとんど候補を絞

り込むことができていない。このような背景から、まず、膜タンパク質のどのような性

質がスクランブラーゼ活性を生み出すのかについて明らかにすることで（第一章、第二

章）、その情報をもとにスクランブラーゼ活性を予測し、候補を絞り込むことができる

のではないか（第三章）と考えた。フリップフロップを促進する物理化学的性質として、

スクランブラーゼの構造からフリップフロップ促進に寄与することが示唆されている
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膜貫通領域の親水性アミノ酸残基、膜貫通領域と脂質二重層の hydrophobic matching、

タンパク質の構造変化に伴う膜貫通領域の揺らぎという 3つの性質を考え、モデル膜貫

通ペプチド、カリウムチャネル potassium crystallographically-sited activation channel（KcsA）

を用いて検討を行った。KcsA は細菌の細胞膜タンパク質であるが、その構造について

多くの知見が存在するため 25-27、膜タンパク質の構造変化や膜との相互作用が、フリッ

プフロップにどのような影響を与えるのかを評価するためのモデルタンパク質として

用いた。第一章、第二章では、ペプチドや膜タンパク質と脂質二重層の相互作用を詳細

に解析するため、膜厚などの物理化学的性質が明らかになっており、かつ、生体膜の主

要構成成分である POPCをモデル膜として用いた。ただし、POPCのみのモデル膜で見

られた活性が、脂質組成の大きく異なる小胞体膜においても発現するかどうかは不明で

ある。そのため、第三章においてスクランブラーゼ候補を絞り込む際には、小胞体膜の

リン脂質組成を模倣したモデル膜を用いた。また、第三章では、コレステロールの効果

について検討することで、第一章、第二章で明らかにした POPC膜においてフリップフ

ロップを促進する物理化学的性質が、小胞体膜においてのみ活性を発現しうるものなの

かについて評価した。 

第一章では、モデル膜貫通ペプチドの配列中央に配置した親水性度の高いアミノ酸残

基が、フリップフロップを促進するのに重要であることを見出した。さらに、ヒト小胞

体膜タンパク質の膜貫通領域の中央付近には、フリップフロップ促進能をもつと考えら

れるアミノ酸残基が、7%程度存在することが示された。また、ペプチドの疎水性部分の

長さが脂質二重層の疎水性領域の長さより短いペプチドが、フリップフロップ促進能を

有することが明らかとなった。第二章では、カリウムチャネル KcsAが開構造をとると

き、そのフリップフロップ促進能が増大することが示された。KcsA の膜貫通領域の長

さが開構造で短くなることが、フリップフロップ促進能増大の理由であると考えられた。

第三章では、第一章で得られた知見をもとに、フリップフロップの促進に重要なアミノ

酸残基が膜貫通領域の中央付近に存在するヒト小胞体膜タンパク質のうち、一回膜貫通

タンパク質の膜貫通配列ペプチドを合成し、そのフリップフロップ促進能を評価した。

その結果、endoplasmic reticulum degradation-enhancing α-mannosidase-like protein 1（EDEM1）

というタンパク質の膜貫通配列ペプチドが顕著なフリップフロップ促進能を有してい

たため、EDEM1 が小胞体膜スクランブラーゼとして機能している可能性が示された。

また、EDEM1 ペプチドの活性が高いコレステロール含量で阻害されたことから、

EDEM1 と同様の性質を有するタンパク質が細胞膜に存在しても、その活性は抑制され

ることが示唆された。 



4 

 

本論 

第一章 モデル膜貫通ペプチドによるフリップフロップの制御 

第一節 序 

 リン脂質がフリップフロップするには、脂質二重層の炭化水素領域を通過しなければ

ならない。親水性の頭部基が水に露出した状態よりも、極性の低い炭化水素領域に存在

する状態の方が不安定であることが、フリップフロップの主なエネルギー障壁であると

考えられる。したがって、脂質膜中の極性を上昇させるか、膜厚を薄くすることで、フ

リップフロップを促進することができると考えられる。本章では、これらの性質を膜に

与えるペプチドが、モデル膜においてフリップフロップを促進するのかを評価すること

で、小胞体膜スクランブラーゼ候補の絞り込みに用いることができる知見の解明を試み

た。 

細胞膜スクランブラーゼの膜貫通領域には、親水性アミノ酸残基が密集した領域が存

在する。このことから、膜タンパク質の膜貫通配列中に親水性アミノ酸残基が存在すれ

ば、膜中に極性環境を提供し、フリップフロップを促進することができるのではないか

と考えた。そこで、POPC のフリップフロップ促進能を持たない KALP235［Ac-

GKKL(AL)8KKA-NH2］というペプチドの配列を元にして、配列中央に配置した親水性

アミノ酸残基の効果を評価するためのペプチドをデザインした（図 2）。 

 膜貫通ペプチドの疎水性部分の長さが、膜の疎水性領域の長さと異なると、双方の疎

水性部分が水中に露出しないよう、ペプチド近傍の膜が変形することや、ペプチドが膜

法線に対して傾くことが知られている（この現象は hydrophobic matchingと呼ばれる）

28。特に、ペプチドの長さが膜よりも短い negative mismatch では、ペプチド近傍の膜が

薄くなるため、フリップフロップする際に頭部基が通過しなければならない疎水性領域

の長さが短くなると考えられる。Hydrophobic matching がフリップフロップに与える影

響を評価するため、上述の配列中央に Glnを配置した TMP23Qの配列を元にして、種々

の長さのペプチドをデザインした（図 3）。 

 POPCからなる large unilamellar vesicle（LUV）に各ペプチドを組み込み、中性子小角

散乱法と蛍光分光法を用いて、ペプチドのフリップフロップ促進能を評価した。  
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 図 2. 親水性アミノ酸残基の効果を評価するためにデザインしたペプチドの配列 

 

 

 

 

 図 3. 種々の長さのペプチドの配列 
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第二節 合成したペプチドの膜貫通評価 

親水性アミノ酸残基と、ペプチドと膜の hydrophobic matchingがフリップフロップに

与える影響を評価するために、図 2、3のペプチドを合成した。これらのペプチドには、

蛍光を使ってペプチドの膜貫通評価を行うために、中央の残基の C 末端側に Trp 残基

を配置した。LUV 中におけるペプチドのトポロジーを評価するために、アクリルアミ

ドによるトリプトファン蛍光消光実験を行った。ペプチドが膜貫通配向をとり、Trp 残

基が膜中央に存在するのならば、水溶性の消光剤であるアクリルアミドは、Trp残基に

近づくことができず、トリプトファン蛍光を消光できないと考えられる。アクリルアミ

ド濃度に対して、F0/F値をプロットしたグラフを図 4に示した。Stern-Volmer 定数（Ksv）

は、TMP23L、TMP23K、TMP23Eに対してそれぞれ、2.2、1.1、2.0であった。これらの

値は水溶液中のトリプトファンに対する値（13.4）よりも十分小さく、ペプチド中央の

Trp 残基は膜に深く埋まっていることが示唆された。 

 

図 4. アクリルアミドによるトリプトファン蛍光消光の Stern-Volmerプロット 

ペプチド（TMP23L、TMP23K、TMP23E、ペプチド／脂質比は 0.4 mol%）もしくは

トリプトファン 10 µMの条件で、蛍光を測定した（25℃、平均値±標準偏差、n = 

3）。 

 

次に膜挿入型の消光剤 n-(9-anthroyloxy)stearic acid（n-AS）（n = 2、6、12）を用いて、

ペプチドのトポロジーを評価した。n-AS は蛍光共鳴エネルギー移動によってトリプト

ファン蛍光を消光するため、Trp残基と n-ASの anthroyloxy基の距離が小さくなるほど、
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効率的に消光が起こる。脂質二重層中での n-AS の anthroyloxy基の位置は、nの数が大

きくなるほど、膜中央に近づく。したがって、ペプチドが膜貫通の配向をとっている場

合、n-AS の n の数が大きくなるにつれて、トリプトファン蛍光がより消光されると考

えられる。TMP23L、TMP23K に対しては、より n の数の大きい n-AS の存在下で、ト

リプトファン蛍光強度がより効果的に減少したため、これらのペプチドの Trp残基は膜

中央に存在することが示唆された（図 5 A）。一方、TMP23Eの場合は、異なった消光プ

ロファイルが見られた。n-AS による消光効率が、他の 2 つのペプチドの場合よりも高

く、さらに、2-AS と 12-AS の存在下で、顕著な消光が見られた。このような高効率な

消光から、TMP23Eと n-ASが複合体を形成していることが示唆される。n-ASと TMP23E

の Glu 残基の 2 つのカルボキシル基の間で、水素結合が形成されていると考えられる

（図 5 B）。水素結合は水中ではあまり効果的ではないが、極性の低い環境では強められ

ることを考慮すると、この結果も、Glu残基を中央に有する TMP23E が、膜貫通の配向

であることを支持するものである。 

 

図 5. （A）n-AS（0.5 mol%）による POPC LUV（1 mM）中にあるペプチド（0.1 

mol%）のトリプトファン蛍光の消光（25℃）。（B）脂質二重層中における n-ASと

TMP23Eの 2つのカルボキシル基間の、推定される複合体モデル。 
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 続いて、TMP23K、TMP23E、TMP23L以外のペプチドについても LUV中の構造を評

価した。LUV中のペプチドの二次構造を circular dichroism（CD）スペクトルから評価し

たところ、すべてのペプチドにおいて、αヘリックス構造に特徴的なスペクトルが観測

された（図 6）。しかし、TMP23P、TMP19Qの αヘリックス含有率は、他のペプチドと

比較して、低い値であった（表 1）。TMP23P については、中央の Pro 残基により αヘリ

ックス構造形成が阻害されるためであると考えられる。TMP19Qについては、膜とペプ

チドの疎水部の長さの mismatch が大きすぎるために、ペプチドが膜貫通配向をとって

いない可能性が推察された 29。 

 

図 6.  Small unilamellar vesicle（SUV）中のペプチド（1 mol%）の CDスペクトル。 

 

表 1  SUV中のペプチドの αヘリックス含有率 
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ペプチドのトポロジーを評価するため、1-palmitoyl-2-stearoyl-(n-doxyl)-sn-glycero-3-

phosphocholine（n-doxyl-PC）（n = 5、10、16）によるトリプトファン蛍光の消光実験を

行った（図 7）。Doxyl 基は Trp 残基と衝突することにより、その蛍光を消光するため、

doxyl 基による消光は数 Å の距離で起こる 30。そのため、n-doxyl-PC は、膜中での蛍光

分子の位置を評価するために用いられている 31。脂質二重層中での n-doxyl-PC の doxyl

基の位置は、n の数が大きくなるほど、膜中央に近づく。したがって、上述の n-AS の

場合と同様に、ペプチドが膜貫通の配向をとっている場合、n-doxyl-PCの nの数が大き

くなるにつれて、トリプトファン蛍光がより消光されると考えられる。2種類の n-doxyl-

PC によるトリプトファン蛍光の消光度合いから、parallax法 31を用いて、Trp残基の膜

中での位置を見積もった。結果を表 2に示す。TMP23Q、TMP23N、TMP25Q、TMP27Q、

TMP31Qにおいて、Trp残基の膜中央からの距離が 4.7–6.0 Åであったことから、Trp 残

基が膜中央付近に存在することが示唆された。それに対して TMP19Qでは、7.9 Åと見

積もられており、CDスペクトルの結果と合わせて、TMP19Qは、定量的には、膜貫通

の配向をとっていないと考えられる。中央に Lys、Glu、Gln、Asn 以外の親水性アミノ

酸残基を配置した 23残基のペプチド（TMP23H、TMP23P、TMP23Y、TMP23S、TMP23T）

については、LUV 中のペプチドのトリプトファン蛍光スペクトルを測定したところ、

すべてのペプチドにおいて、TMP23K、TMP23E、TMP23Q よりもブルーシフトしたス

ペクトルが観測された（図 8）。この結果は、これらのペプチドの Trp残基が、膜貫通配

向である TMP23K、TMP23E、TMP23Qの Trp残基よりも極性の低い環境にあることを

示していることから、これらのペプチドも膜貫通の配向をとっていると考えられる。 

 

 図 7. n-Doxyl-PC存在下、非存在下における、LUV中のペプチド（1 mol%）のト

リプトファン蛍光スペクトル（25℃）。 
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表 2 ペプチドの Trp残基の膜中での位置 

aTrp 残基の膜中央からの距離は parallax 法 31により見積もった。POPC 膜の疎水性

領域の厚さが 25.8 Åであることから 32、5、10、16-doxyl-PCにおける doxyl 基の膜

中央からの距離を、それぞれ、10.6、6.68、2.00 Åであると仮定した。 

bこれらのペプチドのトリプトファン蛍光が、二重層の両側に存在する 10、16-doxyl-

PC によって消光される可能性が見積もられたため 31、5-10、5-16 のデータのみで

評価した。  
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図 8. POPC LUV中のペプチド（1 mol%）のトリプトファン蛍光スペクトル（25℃）。 

TMP23Yの場合は 295 nm、それ以外は 280 nmの励起光を用いた。 

 

上述の結果から、TMP19Q 以外のペプチドが、LUV 中で膜貫通していることが推察

されたが、Trp 残基の蛍光スペクトルと蛍光異方性のデータから、親水性アミノ酸残基

を配置したペプチドにおいて、Trp残基近傍の環境がペプチドごとに異なることが明ら

かになった。LUV 中にある TMP23L のトリプトファン蛍光スペクトルと比較して、親

水性アミノ酸残基を配置したペプチドでは、蛍光極大波長のレッドシフトが見られた

（図 8）。この蛍光極大波長のレッドシフトは、極性残基が膜貫通ペプチドの中央に存

在することで、おそらくその周囲に水分子が透過しやすくなり、ペプチド中央付近の極

性が上昇したことを示唆するものである。また、LUV 中にある TMP23K、TMP23E の

Trp 残基の定常蛍光異方性（rS）が、TMP23Lよりも小さい値であったことから、TMP23K、

TMP23Eの Trp残基の運動性が上昇していることが示唆された（図 9）。これらの結果か

ら、膜貫通領域に極性残基が存在することで、ペプチド周囲の膜環境が大きく変化する

ことが明らかになった。 
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 図 9. POPC LUV 中にあるペプチド（0.4 mol%）の Trp 残基の定常蛍光異方性

（25℃、平均値±標準偏差、n = 3）。 

 

第三節 親水性アミノ酸残基を配置したペプチドのフリップフロップ促進能の評価 

 時間分解中性子小角散乱法により POPCのフリップフロップを測定することで、ペプ

チドのフリップフロップ促進能を評価した。時間分解中性子小角散乱法では、POPCか

らなる H-LUV と、パルミトイル鎖が重水素化された d31-POPCからなる D-LUV を用い

て、これらの混合物による中性子散乱強度から規格化コントラストを計算し、その減少

プロファイルを調べることで POPCのフリップフロップを評価する。ペプチド非存在下

では、規格化コントラストが約 0.6 のプラトー値に達した（図 10）。この結果は、methyl-

β-cyclodextrin（MβCD）依存的な脂質交換のみが起こり、POPC が自発的なフリップフ

ロップを起こさなかったことを示唆しており、これは以前の結果と一致している 5。

TMP23Lを LUV に組み込んだ場合でも、脂質のみの POPC LUV と比較して、コントラ

スト減少プロファイルはほとんど変化しなかった。以前の研究において、TMP23L配列

の Trp 残基の位置に Ala 残基を有する KALP23 が POPC のフリップフロップを促進し

なかったことから 5、膜貫通ヘリックスの中央に Trp 残基を配置することはフリップフ

ロップに影響を与えないと考えられる。一方、TMP23K、TMP23E の場合には、規格化

コントラストが 0.5 を下回ったことから、この 2つのペプチドは POPCのフリップフロ

ップを促進することが明らかになった。参考文献 5の式を用いて減衰曲線をフィッティ

ングすることで、TMP23K、TMP23E存在下のフリップフロップ速度定数（kf）として、
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それぞれ、3.0×10−3、4.3×10−3 min−1という値が得られた。これらの結果から、脂質二

重層の疎水性領域に親水性アミノ酸残基が存在することで、フリップフロップが促進さ

れることが示唆された。 

 

図 10. 中性子小角散乱強度から得られた規格化コントラスト減衰曲線 

脂質のみ、もしくは、0.4 mol%のペプチドを組み込んだ H-LUV と D-LUV の混合物

（30 mM）に、1 mM のMβCDを加えて測定した（37℃）。 
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 中性子小角散乱法を用いた測定は、自然に存在する未修飾のリン脂質のフリップフロ

ップを評価できるという点で有益なものであるが、測定可能なフリップフロップ速度が、

MβCD による脂質交換速度によって制限されてしまう。そこで、7-nitro-2-1,3-

benzoxadiazole（NBD）ラベル化リン脂質を用いて、ペプチド依存的なフリップの測定を

行った。内側に移行した NBDラベル化リン脂質の割合（Φinner）を、膜不透過な消光剤

dithionite 添加前後の蛍光強度比、F/F0 によって評価した。この測定法は、LUV 間の脂

質交換に影響されない。Φinnerの時間変化（図 11 A、B、D）を（9）式を用いてフィッテ

ィングすることで、フリップ速度定数（kflip）を得た（図 11 C、表 3）。0.1 mol%の TMP23L

存在下で、1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl}-sn-glycero-3-

phosphocholine（C6NBD-PC）のフリップ速度は、ペプチド非存在下の場合と比べて、ほ

ぼ変化しなかった。これは、時間分解中性子小角散乱法の結果と同様に、TMP23Lが PC

のフリップに影響しないことを示唆している。親水性度（hydropathy index33）の低いア

ミノ酸残基を中央に配置したペプチド、TMP23S、TMP23T の存在下では、ペプチド非

存在下の場合と比べて、フリップ速度が 2–3倍程度であった。それに対して、親水性度

の高いアミノ酸残基のペプチド（TMP23K、TMP23Q、TMP23N、TMP23H）は、フリッ

プ速度を 10 倍以上に増加させた。さらに、TMP23E の存在下では、速度が速すぎたた

めに正確な kflipを求めることができなかったが、フリップ速度は、少なくとも非存在下

の 10 倍以上であった。これらの結果から、中央に配置したアミノ酸残基の親水性度が

高いほど、ペプチドのフリップ促進能が高くなることが明らかになった。 

ペプチドに配置した酸性と塩基性の残基が、異なる頭部基を持つ脂質のフリップフロ

ップに、異なる影響を与えるかどうかを評価するために、酸性リン脂質である 1-

palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl}-sn-glycero-3-

phosphoglycerol（C6NBD-PG）のフリップを測定した（図 11 D、表 3）。C6NBD-PGの場

合、ペプチド非存在下においても、ある程度の速度で自発的なフリップが観測された

（kflip = 45×10−4 min−1）。この結果は、時間分解中性子小角散乱法において、1-palmitoyl-

2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol（POPG）の自発的なフリップフロップが観測された

ことと一致している（data not shown）。C6NBD-PC の場合と同様に、TMP23Lは C6NBD-

PG のフリップ速度にほぼ影響しなかった。興味深いことに、TMP23E は、C6NBD-PC 

のフリップを顕著に促進したが、C6NBD-PGのフリップ速度は上昇させなかった。対照

的に、TMP23K は C6NBD-PGのフリップ速度を 6.6倍に増加させた。  
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図 11. （A、B）0.1 mol%のペプチドを含む POPC LUV、もしくは脂質のみの POPC 

LUV における C6NBD-PC のフリップ測定（37℃）。（A）TMP23K（●）、TMP23E

（●）TMP23L（●）、no peptide（○）。（B）TMP23Q（●）、TMP23N（●）、TMP23H

（●）、TMP23P（●）、TMP23Y（●）、TMP23S（●）、TMP23T（●）。（C）0.1 mol%

のペプチドを含む POPC LUV、もしくは脂質のみの POPC LUV における C6NBD-

PCのフリップ速度定数（37℃）。エラーバーは標準偏差を表す（n = 3–5）。*p < 0.05、

**p < 0.01、***p < 0.001は no peptide に対する有意差。（D）0.025 mol%のペプチド

を含む POPC LUV、もしくは脂質のみの POPC LUV における C6NBD-PG のフリッ

プ測定（37℃）。 
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表 3 ペプチド存在下、非存在下における C6NBD-PC、C6NBD-PGのフリップ速度

定数（37℃、平均値±標準偏差、n = 3–5） 
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第四節 種々の長さのペプチドのフリップフロップ促進能の評価 

 次に、hydrophobic matching がフリップフロップに与える影響を評価するために、中

央に Gln残基を配置した、疎水部の長さの異なるペプチドのフリップフロップ促進能を

評価した（図 12）。興味深いことに、TMP27Q、TMP31Q は、TMP23Q とは異なり、フ

リップ促進能を示さなかった（図 12 B）。この結果から、hydrophobic matchingの違いが

ペプチドのフリップフロップ促進能に影響する可能性が示唆された。 

 

 図 12. （A）0.1 mol%のペプチドを含む POPC LUV における C6NBD-PCのフリッ

プ測定（37℃）。（B）0.1 mol%のペプチドを含む POPC LUV、もしくは脂質のみの

POPC LUV における C6NBD-PCのフリップ速度定数（37℃）。エラーバーは標準偏

差を表す（n = 4 or 5）。*p < 0.05は no peptideに対する有意差。 

 

TMP23Q と TMP27Q の間でフリップ促進能が大きく変化したため、TMP23Q と

TMP27Q の中間の長さである TMP25Q を合成し、そのフリップ促進能を評価した。し

かし、他のペプチドの場合は、dithionite 添加後、二相性の減衰曲線が得られるのに対し

て、TMP25Qを 0.1 mol%組み込んだ POPC LUV では、単相性の減衰曲線が得られたた

め、（1）式を用いて Φinner値を見積もることが困難であった（図 13）。TMP25Qが膜透過

性に与える影響を評価するため、カルセインの漏出実験を行った（図 14）。その結果、

0.1 mol% TMP25Qの POPC LUVでは、測定時間内にほとんどのカルセインが漏出した。

TMP25Qの濃度を 0.033 mol%まで下げると、0.1 mol%の TMP23Q、TMP23Nと同様に、

あまり漏出は見られなかった。そこで、LUV中の TMP25Qの濃度を 0.033 mol%まで下

げると、二相性の減衰が見られたため（図 13）、この濃度以下で TMP25Qのフリップ促

進能を評価した（図 15）。TMP25Q と比較するため、TMP23Q、TMP23N についても、

低濃度でのフリップ促進能を評価した（図 15）。その結果、TMP25Qは、低濃度におい

て、TMP23Qと同程度のフリップ促進能を持つことが明らかになった。MDシミュレー
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ションを用いて脂質二重層中のペプチド（TMP23Q、TMP23L、TMP25Q、TMP27Q）の

状態を調査したところ、TMP25Q 以外のペプチドは膜法線に対して 10°傾いていたの

に対して、TMP25Qは 25°傾いていた（data not shown）。この結果から、膜中における

傾きの違いが、ペプチドの会合状態などに影響し、TMP25Qによるカルセインの漏出に

関与したのではないかと考えられる。また、TMP23Q、TMP23N のフリップ促進能が、

それぞれの濃度に対して線形であったことから、これらのペプチドは単量体でフリップ

を促進していることが示唆された（図 15 B）。 

 

図 13. 37℃で 4、20、35、60 分間インキュベーションした後の、ペプチドを含む

POPC LUV 中の C6NBD-PC 蛍光の dithionite による減衰曲線（25℃）。Dithionite 添

加後の蛍光強度 F(t)を、添加前の蛍光強度 F(0)で規格化した後、F(t)/F(0)を次式で

フィッティングすることにより、Φinner値を見積もった。 

𝐹(𝑡) 𝐹(0)⁄ = (1 − Φinner) exp(−𝑘1𝑡) + Φinner exp(−𝑘2𝑡)    𝑘1 > 𝑘2 (1)  
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図 14. 0.033–0.1 mol%のペプチドを組み込んだ POPC LUV、もしくは脂質のみの

POPC LUV に封入したカルセインの漏出実験（25℃）。1時間測定後に Triton-X 100

を 0.25 v/v%加えて、膜を可溶化した。TMP25Q 0.1（青）、0.05（薄青）、0.033 mol%

（水色）、TMP23Q 0.1 mol%（赤）、TMP23N 0.1 mol%（緑）、no peptide（黒） 

 

 

図 15. （A）0.033 mol%のペプチドを含む POPC LUV における C6NBD-PCのフリ

ップ測定（37℃）。（B）0−0.1 mol%のペプチドを含む POPC LUVにおける C6NBD-

PCのフリップ速度定数（37℃）。エラーバーは標準偏差を表す（n = 4 or 5）。 
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第五節 ヒト小胞体膜タンパク質の膜貫通領域のアミノ酸残基組成の評価 

 膜貫通領域に親水性アミノ酸残基がどの程度存在するのかを定量的に評価するため、

Uniprot のデータベースからヒト小胞体膜タンパク質のアミノ酸配列を抽出し、膜貫通

領域予測プログラム SOSUI を用いて、その膜貫通配列を予測した。膜貫通配列の中央

6、7 残基におけるアミノ酸残基の組成を表 4 に示した。予想されるように、疎水性の

アミノ酸残基が多く見られたが、親水性度の高いアミノ酸残基（Arg、Lys、Glu、Asp、

Gln、Asn、His）が 7.3%存在した。 

 

表 4 SOSUI で予測したヒト小胞体膜タンパク質の膜貫通配列中央 6、7残基に存

在するアミノ酸残基組成 
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第六節 考察 

シミュレーション研究において、親水性アミノ酸残基が脂質二重層中に存在すると、

親水性アミノ酸残基の側鎖を水和させるために水分子が膜中に引き込まれ、water defect

が形成されることが報告されている 34,35。また、膜中に引き込まれる水分子数とアミノ

酸残基の親水性度には、強い相関が見られている 34。この water defect により疎水性領

域の極性が上昇すること、及び、親水性アミノ酸残基と頭部基が極性相互作用すること

により、リン脂質がフリップフロップする際の活性化エネルギーが減少し、フリップフ

ロップが促進されるのではないかと仮定した。親水性度の高いアミノ酸残基を配置した

ペプチドは、二重層中央付近の極性を増大させ、かつ、POPCや蛍光脂質 C6NBD-PC、

C6NBD-PGのフリップフロップを促進した。親水性アミノ酸残基を配置したペプチドの

フリップ促進能に対して、トリプトファン蛍光スペクトルのレッドシフト度合いをプロ

ットすると相関が見られた（相関係数：0.73）（図 16）。このことから、ペプチド近傍の

膜中央付近の極性の増大により、リン脂質の頭部基が膜中を通過する際のエネルギーが

減少し、フリップフロップが促進されたものと推察される。また、塩基性アミノ酸残基

Lys を配置した TMP23K、酸性アミノ酸残基 Glu を配置した TMP23E が、それぞれ、

C6NBD-PG、C6NBD-PC のフリップをより促進したことから、荷電性アミノ酸残基と脂

質頭部（リン酸基、4級アンモニウム）の静電相互作用がフリップの促進に寄与してい

ることが示唆された。 

 

図 16. 各アミノ酸残基を配置したペプチドのトリプトファン蛍光スペクトルのレ

ッドシフト度合いとフリップ促進能の比較。TMP23E を組み込んだ POPC LUV の

kflipは>250×10−4 min−1だが、ここでは 250×10−4 min−1として、相関係数を算出した。

エラーバーは標準偏差を表す（n = 3–5）。  
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ペプチドと膜の hydrophobic matchingがフリップフロップに与える影響を調べるため、

長さの異なるペプチドのフリップフロップ促進能を評価した。その結果、TMP27Q と

TMP31Qは、フリップフロップを促進しなかったのに対して、TMP23Q、TMP25Qはフ

リップフロップ促進能を示した。α ヘリックス構造では、1 残基ごとにヘリックスの長

さが 1.5 Å増加することを考慮し、それぞれのペプチドのヘリックス含有率から疎水部

の長さを見積もると、TMP23Q、TMP25Q、TMP27Q、TMP31Q に対して、それぞれ、

21.7、26.3、26.7、35.3 Åであった。活性に違いのある TMP25Q、TMP27Qの疎水部の長

さに違いが見られないが、MDシミュレーションにおけるペプチドの膜法線に対する傾

きを考慮すると、TMP23Q、TMP25Q、TMP27Qの膜法線方向の長さは、それぞれ、21.4、

23.8、26.3 Åとなる。POPC膜の疎水性領域の厚さが 25.8 Åであることから 32、TMP23Q、

TMP25Q、TMP27Q、TMP31Qは POPC膜に対して、それぞれ、negative mismatch、negative 

mismatch、no mismatch、positive mismatch であると考えられる。これらの結果から、今

回デザインしたペプチドのフリップフロップ促進能に negative mismatch が重要な役割

を果たしていることが示唆された。また、TMP27Q と TMP25Q の長さの違いは 3 Å 程

度であると考えられるが、この程度のわずかな mismatch の違いでもフリップフロップ

促進能に大きな差が見られた。これまでにも、膜貫通ペプチドの長さの違いがフリップ

フロップ促進能に与える影響について研究が行われている。Langer らは、今回の結果と

同様に、より短いペプチドがよりフリップフロップを促進することを明らかにしている

36。一方、Kol らは、23 残基の KALP23 と 31 残基の KALP31 で、フリップフロップ促

進能に差は見られなかったと報告している 37。Hydrophobic matching は脂質膜の厚みに

も影響されるため、Kolらの研究で用いられた膜（Escherichia coli（E. coli）のリン脂質）

の正確な厚みが分からない限り、詳細な比較は困難であるが、E.coli リン脂質膜と

KALP23 の間で negative mismatch が生じていなかった可能性も考えられる。Negative 

mismatch のペプチドが膜中に存在すると、アシル鎖の配向性の減少に伴い、膜が薄くな

る 38。今回用いたペプチドの濃度は、膜全体の厚さを変えられるような濃度ではないが、

ペプチド近傍の脂質はペプチドの長さに応じて変形するとすれば、脂質頭部が通過しな

ければならない疎水性領域の長さが短くなることにより、フリップフロップが促進され

たと考えられる。親水性アミノ酸残基の結果と合わせて考えると、今回デザインしたペ

プチドのフリップフロップ促進能には、negative mismatch と中央の親水性度の高いアミ

ノ酸残基の両方が必要であると考えられる（図 17）。  
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図 17. ペプチドによるフリップフロップ促進の模式図。 

Negative mismatch によりペプチド近傍の膜が薄くなること、及び、配列中央の親水

性度の高いアミノ酸残基によって炭化水素領域の極性が上昇することにより、活性

化エネルギーが減少し、フリップフロップが促進されると考えられる。 

 

ヒト小胞体膜タンパク質の膜貫通配列を予測し、配列中央付近のアミノ酸残基組成を

算出したところ、親水性度の高いアミノ酸残基（Arg、Lys、Glu、Asp、Gln、Asn、His）

が 7.3%含まれていた。このことから、本章でデザインしたペプチドと同様の性質を有

する膜タンパク質が、小胞体膜に存在する可能性が示唆された。これらの膜タンパク質

が小胞体膜に対してどのような hydrophobic matchingであるかは不明であり、また、膜

中央付近に存在する親水性度の高いアミノ酸残基がヘリックス間の相互作用に関与し、

炭化水素領域に露出していない可能性も考えられるが、今回の結果は、これらの残基を

含む膜タンパク質がフリップフロップに関与する可能性を示唆するものである。  
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第七節 小括 

 本章では、膜貫通領域のどのような物理化学的性質が、リン脂質のフリップフロップ

を促進するのかを解明するため、時間分解中性子小角散乱法、蛍光分光法を用いて、様々

な配列のモデル膜貫通ペプチドのフリップフロップ促進能を評価した。 

その結果、膜貫通配列中央に親水性度の高いアミノ酸残基（Lys、Glu、Gln、Asn、His）

を配置したペプチドが、POPC、C6NBD-PC、C6NBD-PGのフリップフロップを促進する

ことが明らかになった。これらのペプチドを膜に組み込むことにより膜中央の極性が増

大したこと、及び、リン脂質の親水性頭部基と荷電性アミノ酸残基の静電相互作用によ

り、フリップフロップが促進されたと考えられる。 

 種々の長さのペプチドを用いた実験から、ペプチドの疎水性部分の長さが膜の疎水性

領域の長さよりも短い、negative mismatch のペプチドがフリップフロップを促進するこ

とが明らかになった。Negative mismatch によってペプチド近傍の膜が薄くなることが、

フリップフロップが促進された要因であると推察される。 

 以上の結果により、スクランブラーゼ活性を発現する膜貫通領域の物理化学的性質と

して、配列中央の親水性度の高いアミノ酸残基、及び、膜貫通領域と脂質二重層の

negative mismatch という 2つの性質が示された。また、プログラムで予測したヒト小胞

体膜タンパク質の膜貫通配列中に親水性度の高いアミノ酸残基が 7.3%存在したことか

ら、これらのタンパク質が小胞体膜スクランブラーゼの候補となる可能性が考えられる。  
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第二章 カリウムチャネル KcsAによる pH依存的な 

フリップフロップの促進 

第一節 序 

 KcsAは放線菌（Streptomyces lividans）由来のカリウムチャネルであり、リン脂質のフ

リップフロップを促進することが報告されている 39。KcsA は原核生物由来のタンパク

質ではあるが、カリウムチャネルは原核生物界、真核生物界に渡って、広範に分布して

おり、膜貫通領域の構造とゲーティング時の構造変化は、すべてのカリウムチャネルに

おいて普遍的であると考えられている 40。KcsAは、すべてのカリウムチャネルの中で、

最初に結晶構造が明らかにされたタンパク質であり 41、そのゲーティングの分子機構に

ついて広く研究が行われている 25-27。したがって、KcsA がリン脂質のフリップフロッ

プに与える影響を調べることで、どのような構造的特徴がフリップフロップを促進する

のかを明らかにし、小胞体膜スクランブラーゼ候補の絞り込みにあたって有益な知見が

得られると考えた。本章では、チャネルのゲーティングの際の、膜貫通領域のコンホメ

ーション変化に伴い、リン脂質のフリップフロップが促進されるのではないかと仮定し

た。 

 KcsA チャネルは細胞内 pH が酸性になると活性化される 42。ゲーティング時には、

KcsA チャネルのポアを形成する膜貫通ドメインが、大きなコンホメーション変化を起

こす 25,26。膜貫通へリックスがポアの軸を中心に大きなねじれ運動を繰り返すことでゲ

ートを開閉し 26、それに伴い膜貫通領域の長さが伸縮する 43。さらに膜貫通へリックス

のねじれ運動に連動して、膜表面に局在する、N 末端の両親媒性ヘリックス（M0 ヘリ

ックス）がヘリックスの軸を中心に回転運動する 44。このような大きなコンホメーショ

ン変化が、チャネル―膜界面において局所的に膜を乱し、リン脂質のフリップフロップ

を促進するのではないかと考えた。 

 この仮説を検証するために、KcsA を組み込んだ POPC プロテオリポソームにおける

NBDラベル化リン脂質のフリップフロップ速度を、pHの異なる条件下で測定した。さ

らに、KcsAのゲーティングに修飾を加えた条件（tetra-n-butylammonium（TBA）存在下、

M0ヘリックスを欠損させた変異体（KcsA ΔM0））での測定を行った。TBAは、チャネ

ルの流れを遮断し、チャネルを開構造で静止させる 45。M0 ヘリックスは、ゲーティン

グの活性化に大きな影響をもつ。M0 ヘリックスを欠損させると、チャネルの閉構造が

安定化され、チャネルの開確率が大きく減少する 44。このようなゲーティングに修飾を

加えた条件で測定を行うことで、KcsA がフリップフロップを促進するメカニズムの解

明を試みた。  
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第二節 フリップ測定の条件設定と KcsAの再構成効率の評価 

 本章では、蛍光脂質のフリップフロップを測定するために、中性及び酸性条件で、

dithionite による消光を用いている。Dithionite は、溶液が塩基性条件のとき、還元剤と

して機能し、蛍光を消光することが知られている。始めに、dithionite を用いた測定系が

pH 7.4、4.0 の条件で利用可能なのかを確認した。2 M Tris に溶解した dithionite を、

C6NBD-PC で両葉標識した脂質のみの LUV に、Tris の終濃度が 200 mM になるよう添

加した。F/F0は、pH 7.4、4.0 の条件において、それぞれ、0.528 ± 0.028、0.519 ± 0.006 で

あった。ほぼ 50%の消光が見られたことから、どちらの条件においても、dithionite が外

葉に存在する NBDを完全に消光できることが示唆された。またフリップ測定において、

NBD蛍光強度の測定から、溶液の pHに関わらず、すべての NBDラベル化リン脂質が

リポソームに組み込まれることを確認した（data not shown）。この結果は、以前の研究

結果と一致している 18。加えて、KcsA の再構成効率が、溶液の pH や TBA、コレステ

ロールの存在などの条件によって影響を受けないことを、SDS-PAGEより確認した（図

18）。 

 

図 18. KcsAのプロテオリポソームへの再構成効率。 

Reconstitution efficiency (%) =
band intensity of proteoliposomes

band intensity of detergent−solubilized KcsA
× 100%     (2) 
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第三節 KcsAのフリップフロップ促進能の評価 

 リン脂質の自発的なフリップフロップに対する pHの影響と、タンパク質依存的なフ

リップフロップに対する pHの影響を区別するため、まず、pHの異なる条件で、脂質の

みのリポソームにおける NBDラベル化リン脂質のフリップを測定した（図 19 A–D）。

フリップフロップに対する pH の影響は、NBD ラベル化リン脂質の親水性頭部基によ

って差が見られた。pH 7.4 における C6NBD-PCのフリップ初速度は、pH 4.0 とほぼ同じ

速度であるのに対して（図 19 B）、C6NBD-PG（図 19 C）、1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-

benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl}-sn-glycero-3-phosphoserine（C6NBD-PS）（図 19 D）の

フリップ初速度は、pH 4.0 のほうが pH 7.4よりも速かった。酸性 pHにおいてこれらの

脂質がプロトン付加体になることで、フリップフロップが促進されたと考えられる 46。

C6NBD-PG のフリップは、37℃では速すぎて正確に測定することが困難であったため

（図 20）、C6NBD-PC、C6NBD-PSの測定は 37℃で行ったが、C6NBD-PG の測定は 25℃

で行った。 
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図 19. （A）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での、脂質のみのリポソーム（〇）、野生型 KcsA

（C末端 His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポソーム（●）における C6NBD-PCの

フリップ測定。（B–D）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での、脂質のみのリポソーム（control）、

野生型 KcsA（C末端 His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポソーム（KcsA WT）にお

ける C6NBD-PC（B）、C6NBD-PG（C）、C6NBD-PS（D）のフリップ初速度。（E）pH 4.0

での、野生型 KcsA（C末端 Hisタグ）を 0–0.05 mol%含むプロテオリポソームにおける

C6NBD-PC（●）、C6NBD-PG（□）のフリップ初速度。（F）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）

での、脂質のみのリポソーム（control）、野生型 KcsA（N 末端 His タグ）を 0.05 mol%

含むプロテオリポソーム（KcsA WT）における C6NBD-PCのフロップ初速度。エラーバ

ーは標準偏差を表す（n = 3）。  
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図 20. （A）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での、脂質のみのリポソーム（〇）、野生

型 KcsA（N 末端 His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポソーム（●）における

C6NBD-PGのフリップ測定。（B）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での、脂質のみのリポ

ソーム（control）、野生型 KcsA（N 末端 His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポ

ソーム（KcsA WT）における C6NBD-PGのフリップ初速度。 

 

 次に、野生型 KcsA（C末端に His タグ）を再構成したプロテオリポソームを用いて、

フリップ測定を行った。pH 7.4 において、KcsA プロテオリポソーム中の C6NBD-PC、

C6NBD-PSのフリップ初速度は、KcsA非存在下と比較して、それぞれ、2.26–2.29、1.87

倍に増加した（図 19 B, D）。それに対して、C6NBD-PGのフリップ初速度は KcsAによ

ってわずかしか増加しなかった（1.01–1.33 倍）（図 19 C）。この結果は、同じタンパク

質／脂質比で、C6NBD-PGのフリップフロップをほとんど促進しなかった以前の報告と

一致している 39。より重要なことに、KcsA のフリップフロップに対する効果は、中性

よりも酸性条件下でより大きく見られた。pH 4.0 における C6NBD-PC、C6NBD-PG、

C6NBD-PSのフリップ初速度は、pH 7.4の場合と比較して、それぞれ、1.43–1.82、1.69–

2.77、1.56 倍であった（図 19 B–D）。pHの減少に伴うフリップ初速度の増加は、脂質の

みのリポソームよりもプロテオリポソームでより顕著であった。さらに、pH 4.0 におけ

る C6NBD-PC、C6NBD-PGのフリップ初速度は、リポソーム中の KcsA濃度に比例して

増加した（図 19 E）。KcsAによる pH依存的なフリップの促進は、N末端に His タグを

付加した KcsA においても同様に見られたため（図 21）、どちらの末端の His タグもフ

リップフロップには影響しないと考えられる。また、KcsA（N末端に Hisタグ）は、フ

ロップ測定においても、pH 依存的な促進能を示しており、この効果はフリップの場合

と同等であった（図 19 F）。以上より、KcsAは酸性 pHにおいて、よりリン脂質のフリ

ップフロップを促進することが明らかになった。また、この促進能はリン脂質の頭部基

に対して選択性が低かった。 
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図 21. （A）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での、脂質のみのリポソーム（〇）、野生

型 KcsA（N 末端 His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポソーム（●）における

C6NBD-PCのフリップ測定。（B）pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での、脂質のみのリポ

ソーム（control）、野生型 KcsA（N 末端 His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポ

ソーム（KcsA WT）における C6NBD-PCのフリップ初速度。エラーバーは標準偏差

を表す（n = 3）。 

  



31 

 

第四節 KcsAのフリップフロップ促進能に対する TBAの効果 

 酸性 pHにおいてKcsAがフリップフロップを促進するメカニズムを解明するために、

pH 4.0 で TBA存在下の条件で、フリップ測定を行った。酸性 pHで TBA が KcsA に結

合すると、ゲートの開閉が阻害され、開構造のまま静止する 26,45。脂質のみのリポソー

ムにおける C6NBD-PC のフリップ初速度は、TBA の存在では変化しなかったことから

（図 22）、TBA は C6NBD-PC の自発的なフリップフロップには影響しないと考えられ

る。しかし、KcsA プロテオリポソームにおいても、TBAによる C6NBD-PCのフリップ

初速度の減少は見られなかった（図 22）。もし、ゲートの開閉による膜貫通領域の揺ら

ぎがフリップフロップを促進するのであれば、ゲーティングのブロッカーである TBA

はフリップ初速度を減少させるはずである。したがって、この結果から、ゲートの開閉

による膜貫通領域の揺らぎは、リン脂質のフリップフロップに影響しないと結論付けら

れる。 

 

図 22. TBA存在下（黒）、非存在下（赤）における、pH 4.0での脂質のみのリポソ

ーム（control）、野生型 KcsA（C 末端に His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポ

ソーム（KcsA WT）中の C6NBD-PCのフリップ初速度。エラーバーは標準偏差を表

す（n = 3） 
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第五節 KcsAのフリップフロップ促進能に対する M0ヘリックスの効果 

 M0ヘリックスを欠損させた変異体（KcsA ΔM0）を再構成したプロテオリポソームを

調製した。この変異体は、再構成された人工膜中で、開確率が減少している点を除いて

は、元々のチャネル活性を保持している 44。pH 7.4 では、KcsA ΔM0を再構成したプロ

テオリポソームにおける C6NBD-PC のフリップ初速度は、野生型の場合とほぼ同じ速

度であった（図 23 A）。しかしながら、野生型 KcsAの場合と異なり、KcsA ΔM0 を再構

成したプロテオリポソームでは、pH の減少に伴うフリップ初速度の上昇が見られなか

った。言い換えれば、pH の減少は KcsA ΔM0 を再構成したプロテオリポソーム中のフ

リップフロップを促進しなかった。この結果は、M0 ヘリックスの存在が、酸性 pH に

おけるフリップフロップの促進に重要であることを示唆している。同様の傾向が、

C6NBD-PGのフリップの場合にも観測された（図 23 B）。C6NBD-PGの場合に、M0 ヘリ

ックスを欠損させたことによる、酸性 pHでの活性の阻害が部分的であるのは、少数の

開構造をとるタンパク質により、わずかにフリップが促進されたものと推察される。 

 

図 23. pH 7.4（青）、pH 4.0（赤）での野生型 KcsA、もしくは KcsA ΔM0（どちら

も C 末端に His タグ）を 0.05 mol%含むプロテオリポソームにおける C6NBD-PC

（A）、C6NBD-PG（B）の KcsA依存的なフリップ初速度。KcsA依存的なフリップ

初速度とは、プロテオリポソームと脂質のみのリポソームにおけるフリップ初速度

の違いを表している。 
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第六節 KcsAのフリップフロップ促進能に対するコレステロールの効果 

 生体膜中のコレステロール含量の違いが、リン脂質のフリップフロップに与える影響

を評価するため、脂質のみのリポソームと、野生型 KcsAを再構成したプロテオリポソ

ームの両方にコレステロールを加えた。5%のコレステロールを含むリポソームは、小

胞体膜のコレステロール組成を模倣したものであり、コレステロールを 30%含むリポソ

ームは、細胞膜のコレステロール量を反映したものである。図 24 Aに見られるように、

5%、30%コレステロールのどちらも、脂質のみのリポソーム中の C6NBD-PC のフリッ

プ初速度に影響しなかった。対して、C6NBD-PG のフリップは 30%のコレステロールに

よって大きく阻害された（図 24 B）。これら 2種類の蛍光脂質の測定は異なる温度で行

われているものの（C6NBD-PC は 37℃、C6NBD-PG は 25℃）、コレステロールによる

C6NBD-PGのフリップの阻害は、37℃においても見られた（図 25）。この結果は、C6NBD-

PC、C6NBD-PGに対するコレステロールの効果の違いが、温度によるものではないこと

を示している。さらに、コレステロールはプロテオリポソームにおける C6NBD-PCのフ

リップにも影響しなかった（図 24 A）。プロテオリポソーム中の C6NBD-PGのフリップ

はコレステロールにより阻害されたが（図 24 B）、KcsA を再構成することによるフリ

ップ初速度の増加（つまり、KcsA 依存的なフリップ初速度）は、コレステロール 0%、

30%の場合でほぼ同等であった（図 24 C）。これらの結果はコレステロールが KcsA 依

存的なリン脂質のフリップフロップに影響を与えないことを示唆している。  
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図 24. pH 4.0 での、コレステロールを 0%（赤）、5%（橙）、30%（茶）含む、脂質

のみのリポソーム（control）、もしくは野生型 KcsA（C 末端に His タグ）を 0.05 

mol%含むプロテオリポソーム（KcsA WT）における C6NBD-PC（A）、C6NBD-PG

（B）のフリップ初速度。（C）（A）、（B）で示した KcsA プロテオリポソーム中の

フリップ初速度から、control の初速度を差し引いて計算した KcsA依存的なフリッ

プ初速度。エラーバーは標準偏差を表す（n = 3）。  
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図 25. pH 4.0 での、コレステロールを 0%、30%含む脂質のみのリポソームにお

ける C6NBD-PGのフリップ測定。 
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第七節 考察 

 本章では、NBDラベル化リン脂質を用いて、KcsAチャネルがリン脂質のフリップフ

ロップに与える影響を評価した。これまでの研究から、中性 pHにおいて、KcsAがフリ

ップフロップを促進することが報告されていたが 39、酸性 pH におけるチャネルのゲー

ティングにより、さらにフリップフロップが促進されるのではないかと仮定した。本章

において、まず、KcsA が pH 依存的にリン脂質のフリップフロップを促進することが

明らかになった。次に、TBAを用いた実験から、ゲートの開閉に伴う膜貫通領域の揺ら

ぎがフリップフロップに影響を与えるかどうか評価した。酸性 pH において、TBA は、

KcsA に結合することでゲートの開閉を阻害し、チャネルを開構造で静止させる 26,45。

したがって、TBA がフリップフロップ速度を減少させなかったという結果から、ゲー

トの開閉ではなく、開構造がフリップフロップを促進させることが示唆された。対照的

に、M0 ヘリックスを欠損させた変異体では、フリップフロップ促進能が減少した。最

近の研究から、M0 ヘリックスを欠損させると、チャネルの閉構造が安定化されること

が明らかにされている 44。それゆえ、変異体における活性の減少は、酸性 pH における

チャネルの開確率の減少によって説明可能であり、このことは TBA の結果と一致して

いる。 

 どのようにして KcsAの開構造がフリップフロップを促進するのだろうか。ゲートが

開く際、ゲートを構成するヘリックスがねじれ運動を起こし、それに伴い、膜貫通領域

の長さが短縮するということが結晶構造から示唆されていたが 25、最近になって原子間

力顕微鏡により、膜に埋め込まれた状態で膜貫通領域の短縮を起こすことが証明された

43。ゲートヘリックスがコンホメーション変化を起こしても、脂質膜と接する膜貫通領

域の疎水性面に、それほど大きな変化はないと思われる。それに対して、膜貫通領域の

短縮は、チャネルと膜の間の hydrophobic matchingを変化させる。したがって、チャネ

ル近傍の膜が変形することにより、フリップフロップが促進されたと考えられる（図 26）。

Negative mismatch によりフリップフロップが促進されることは、第一章の結果と一致し

ている。また、KcsA は、膜中でゲーティング依存的にクラスター化と分散を起こすこ

とが最近報告されている 47。中性 pH では、閉構造のチャネルが会合してクラスターを

形成し、酸性 pH では、クラスターが分散して、開構造のチャネルが単独で存在する。

この結果は、酸性 pH においてチャネルが単独で存在することにより、KcsA によって

フリップフロップが促進されているであろう、チャネル近傍の領域が増加することを示

唆するものである（図 26）。  
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図 26. KcsAによるコンホメーション依存的なフリップフロップの促進の模式図。 

pH 7.4では、閉構造のチャネルがクラスターを形成する。pH 4.0 では、ゲートが開

くことにより膜貫通領域の長さが短縮する。Negative mismatch により膜がより薄く

変形することで、フリップフロップが促進されると考えられる。また、pH 4.0 では、

KcsA が分散して単独で存在することで、フリップフロップが促進されるであろう

KcsA近傍の領域が広がる。 

 

 コレステロールはリン脂質の自発的なフリップフロップ速度を減少させることが報

告されている 5,46。コレステロールが膜中に存在すると、アシル鎖の配向性が上昇し、

膜透過性が低下する 48。それゆえ、アシル鎖の配向性の上昇に伴い、フリップフロップ

速度が減少すると考えられる。実際に、30%のコレステロール存在下で、C6NBD-PGの

自発的なフリップはほとんど見られなかった。C6NBD-PCに対しては、コレステロール

の効果が見られなかったことから、この速度が 37℃におけるフリップの最低速度であ

ると考えられる。実際、30%のコレステロール存在下における C6NBD-PGのフリップ初

速度は 0.039 h−1であり、これは C6NBD-PCの自発的なフリップ初速度よりも速かった。

興味深いことに、コレステロールは KcsA依存的なフリップフロップには影響を与えな

かった。コレステロールを 30%含む脂質膜は、コレステロールが豊富な秩序液体相と、

コレステロールをほとんど含まない無秩序液体相に相分離する 49。コレステロールが

KcsA依存的なフリップフロップに影響を与えなかったことから、KcsAがコレステロー

ルの少ない無秩序液体相に局在しており、コレステロールによるアシル鎖の配向性上昇

の効果を受けなかったと推察される。このことは、コレステロールが KcsAを再構成し

たリポソームにおける Rb+の取り込みに影響しないという報告と一致している 50。  
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第八節 小括 

 本章では、膜タンパク質のコンホメーション変化が、リン脂質のフリップフロップに

与える影響について検討するため、モデルタンパク質としてカリウムチャネル KcsAを

用いて、KcsA の活性を様々に制御した条件で、そのフリップフロップ促進能を蛍光分

光法により評価した。 

 その結果、チャネルが活性化する酸性 pH で、KcsA のフリップフロップ促進能が上

昇した。KcsAは、酸性 pHで開構造と閉構造を繰り返すゲーティングを起こし、膜貫通

領域が揺らいでいる。KcsA のブロッカーである TBA は、酸性 pH で KcsA に結合し、

開構造で静止させるが、TBAを加えても KcsAのフリップフロップ促進能は変化しなか

った。一方、酸性 pH における開確率が低下する変異体 KcsA ΔM0 では、野生型 KcsA

と比較して、pH 依存的なフリップフロップ促進能があまり見られなかった。これらの

結果から、酸性 pH における KcsA のフリップフロップ促進能の上昇は、チャネルが開

構造をとることによるものであると考えられる。KcsA は開構造をとるとき、膜貫通領

域の長さが短縮することが報告されている。それゆえ、第一章と同様に、膜貫通領域の

長さが膜厚よりも短いnegative mismatchにより、KcsA近傍の膜が薄く変形することで、

フリップフロップが促進されたと推察される。 

 第一章のモデル膜貫通ペプチド、本章の KcsAという配列の異なる 2つの膜貫通領域

において、negative mismatch によりフリップフロップが促進されることが示唆された。

このことは、生体膜に存在する配列の異なる種々のタンパク質が、その膜に対して

negative mismatch である場合に、フリップフロップを促進する可能性を示しており、小

胞体膜スクランブラーゼ候補を絞り込む際の知見として用いることができるのではな

いかと考えられる。  
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第三章 小胞体膜タンパク質の膜貫通配列による 

フリップフロップの促進 

第一節 序 

 第一章、第二章から得られた結果は、膜貫通領域の親水性アミノ酸残基、及び、膜貫

通領域と脂質二重層の negative mismatch がリン脂質のフリップフロップを促進する物

理化学的性質であるという仮説を支持するものであった。また、ヒト小胞体膜タンパク

質の膜貫通領域を予測し、そのアミノ酸残基組成を調べたところ、膜貫通配列の中央付

近に親水性度の高いアミノ酸残基が 7.3%存在していた。一方、膜貫通領域の長さはほ

とんどが 22もしくは 23残基であったため、SOSUIを用いた解析では negative mismatch

を起こすと考えられるタンパク質を予測することができなかった。そこで、第三章では、

親水性度の高いアミノ酸残基を有する小胞体膜タンパク質の膜貫通配列が、小胞体膜組

成においてスクランブラーゼ活性を発現しうるのかについて検討した。 

 ヒト小胞体膜タンパク質の膜貫通配列を抽出し、その膜貫通配列中央付近に親水性度

の高いアミノ酸残基を有するタンパク質を探索した。本章では、合成ペプチドを用いて

膜貫通領域を再現することが容易である、一回膜貫通タンパク質に着目した。Uniprot デ

ータベース中のヒト小胞体膜タンパク質のうち、SOSUI により 588 タンパク質が膜タ

ンパク質であると予測された。この中で、356タンパク質が、膜貫通配列の中央 6、7残

基（膜貫通配列の残基数が、それぞれ、偶数、奇数の場合）に親水性度の高いアミノ酸

残基（Arg、Lys、Glu、Asp、Gln、Asn、His）を有していた。この 356 タンパク質のう

ち、27タンパク質が一回膜貫通タンパク質であると予測されており、この中の 13タン

パク質が、Uniprot データベース上で、小胞体に特異的であり、複数膜貫通タンパク質

ではないとされていた。この一回膜貫通タンパク質 13 種の膜貫通配列ペプチドをデザ

インした（図 27）。ペプチドの可溶性を向上させるため、両末端に Lys 残基を 2つずつ

配置した。また、ペプチドの定量をトリプトファンの吸光度や蛍光を用いて行うため、

膜貫通配列中に Trp残基が存在しない場合には、N末端に Trp 残基を配置した。合成し

た膜貫通配列ペプチドを LUV に組み込み、そのフリップフロップ促進能を、蛍光分光

法を用いて評価した。 

 また、小胞体膜と細胞膜のフリップフロップ速度の違いに寄与していると考えられる

コレステロールが、ペプチドのフリップフロップ促進能に与える影響について評価した。

さらに、第一章においてヒト小胞体膜タンパク質に対して行った膜貫通領域の解析を、

ヒト細胞膜タンパク質に対しても行うことで、小胞体膜タンパク質と細胞膜タンパク質

の性質の違いについて評価した。  
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図 27. 合成ペプチドのアミノ酸配列。 

四角で囲んだ部分が配列の中央領域（7残基）であり、赤字で示したアミノ酸残基

が中央領域に存在する親水性度の高いアミノ酸残基である。ATF6：activating 

transcription factor 6、EDEM1：ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein 

1、FACL4：long-chain fatty acid-CoA ligase 4、FMO2：flavin-containing monooxygenase 

2、JP3：junctophilin-3、JP4：junctophilin-4、MMP23：matrix metalloproteinase-23、ORP5：

oxysterol-binding protein-related protein 5、P4HTM：transmembrane prolyl 4-hydroxylase、

RNF180：ring finger protein 180、SPAST：spastin、TMED7：transmembrane emp24 domain-

containing protein 7、UBE2J2：ubiquitin-conjugating enzyme E2 J2  



41 

 

第二節 膜貫通配列ペプチドの膜貫通評価 

 本章では、一回膜貫通小胞体膜タンパク質の膜貫通領域を模倣した 13 のペプチドを

合成した（図 27）。しかし、これらのペプチドは、配列の中央領域に親水性度の高いア

ミノ酸残基を有するため、実際に人工膜中で膜貫通の配向をとるかは不明である。始め

に、LUV 中のペプチドの CD スペクトルを測定し、ペプチドの二次構造の評価を行っ

た（図 28）。MMP23、FMO2ペプチドの CDスペクトルから、これらのペプチドの構造

はほぼランダムコイルであることが示された。このことから、どちらのペプチドも膜と

相互作用していないと考えられる。残りの 11 ペプチドについては、α ヘリックス構造

に特徴的なスペクトルが観測された。αヘリックス含有率を（5）式により計算した。結

果を表 5に示す。アシル鎖の組成が本章で使用したモデル膜（POPC：1-palmitoyl-2-oleoyl-

sn-glycero-3-phosphoethanolamine（POPE）：1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine

（POPS）＝6：3：1）と同じである POPC膜の疎水性領域の厚みは 25.8 Åである 32。本

章で用いたモデル膜の厚みが POPC膜と同じであると仮定すると、ペプチドが膜貫通す

るには、少なくとも 17残基が αヘリックス構造をとる必要がある。これは、27、28残

基のペプチドにおいて、それぞれ、64、61%の αヘリックス含有率に相当し、11ペプチ

ド中 10ペプチドにおいて、十分な αヘリックス含有率が見られた。FACL4ペプチドは、

わずかに低い αヘリックス含有率であったが、これは配列中に αヘリックス構造を阻害

する Pro 残基が 2 つ存在するためであると考えらえる。LUV 中の EDEM1、RNF180 ペ

プチドにおけるトリプトファン蛍光を測定したところ、溶液中のフリーのトリプトファ

ンと比較して、ブルーシフトしたスペクトルが見られた（図 29）。これらの結果は、高

い α ヘリックス含有率の 11 ペプチドが LUV 中で膜貫通の配向をとることを示唆する

ものである。そのため、これら 11ペプチドのフリップ促進能を評価した。 

 

図 28. LUV中の合成ペプチド（0.2 mol%）の CDスペクトル。 

（A）ATF6（青）、EDEM1（赤）、FACL4（黄）、FMO2（緑）、JP3（水色）、JP4（紫）、

MMP23（黒）。（B）ORP5（青）、P4HTM（赤）、RNF180（黄）、SPAST（緑）、TMED7

（水色）、UBE2J2（紫）。  
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図 29. LUV 中の EDEM1、RNF180（0.1 mol%）と溶液中のフリーのトリプトフ

ァンのトリプトファン蛍光スペクトル。 

 

表 5 LUV中のペプチドの αヘリックス含有率 
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第三節 膜貫通配列ペプチドのフリップフロップ促進能の評価 

 それぞれの合成ペプチドを組み込んだ LUVにおける 3種類の蛍光脂質（C6NBD-PC、

1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl}-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine（C6NBD-PE）、C6NBD-PS）のフリップを評価した（図 30、表 6）。

図 30のプロファイルから、LUV 内葉の蛍光脂質の割合（Φinner）が約 50%に到達するこ

とが明らかになっており、これはフリップとフロップがほぼ同じ速度であることを示唆

している。また、合成ペプチドの両端に配置した Lys 残基は、ペプチドのフリップフロ

ップ促進能に影響を与えないことを確認した（図 31）。 

 

図 30. （A）ペプチド非存在下、もしくは 0.1 mol%ペプチドを組み込んだ LUV に

おける C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PS のフリップ測定（37℃）。ATF6（●）、

EDEM1（●、C6NBD-PE、C6NBD-PSの場合、0.025 mol%）、FACL4（●）、JP3（●）、

JP4（●）、ORP5（▲）、P4HTM（▲）、RNF180（▲）、SPAST（▲）、TMED7（▲）、

UBE2J2（▲）。（B）ペプチドを組み込んだ LUV（0–0.1 mol%）における C6NBD-PC、

C6NBD-PE、C6NBD-PS のフリップ速度定数（37℃）。記号は（A）と同じものを使

用した。 
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図 31. ORP5（両端 Lys 配列、天然配列）を 0.1 mol%組み込んだ LUV における

C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PS のフリップ測定（37℃）。 

両端 Lys 配列：   Ac- KKSPRSWFLLCVFLACQLFINHILKKK-NH2 

天然配列：Ac-APTPGLLQSPRSWFLLCVFLACQLFINHILK-NH2 

 

表 6 ペプチドを組み込んだ LUVにおける C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PSの

フリップ速度定数（37℃） 

特に記載のない限り、ペプチド／脂質比は 0.1 mol%である。 
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 11ペプチド中 8ペプチドが、C6NBD-PEのフリップ速度をペプチド非存在下に対して

4 倍以上に上昇させたのに対して、C6NBD-PC、C6NBD-PS の場合、それぞれ、4、3 ペ

プチドしか高いスクランブラーゼ活性を示さなかった。多くのペプチドが C6NBD-PEの

フリップを促進したのは、以前の研究で示唆されているように、PE の頭部基の親水性

が低いためであると考えられる 51。すべてのペプチドの中央領域に親水性度の高いアミ

ノ酸残基が存在するにもかかわらず、ほとんどのペプチドで予想外に低いフリップ促進

能が観測された。中央領域に荷電性アミノ酸残基 Asp を有する JP4 ペプチドは、C6NBD-

PC、C6NBD-PSのフリップをあまり促進しなかった。UBE2J2、ATF6、JP3ペプチドは、

3種類すべての蛍光脂質のフリップに対して、ほぼ影響しなかった。これらの結果から、

膜貫通領域の中央に親水性度の高いアミノ酸残基を有するすべての一回膜貫通タンパ

ク質が、スクランブラーゼ活性を示すわけではないことが示唆された。しかしながら、

他のペプチドとは異なり、EDEM1、SPAST ペプチドは、3種類すべての蛍光脂質のフリ

ップに対して、高い活性を示した。特に、EDEM1 は、他のペプチドと比較して、非常

に低いペプチド／脂質比でフリップを促進した（0.025 mol% EDEM1 存在下で、PC、PE、

PSのフリップ速度が、それぞれ、4.4–5.5、18–26、12–26倍に上昇）。また、フリップ速

度が、これらのペプチドの膜中の濃度に対して線形であることから（図 30 B）、EDEM1、

SPASTペプチドは、モノマーでフリップフロップを促進することが示された。 

 

第四節 EDEM1と SPASTペプチドの変異体のフリップフロップ促進能の評価 

 EDEM1、SPAST ペプチドがフリップフロップを促進するメカニズムを解明するため、

両配列の中央領域に存在する親水性度の高いアミノ酸残基を、疎水性の Ala 残基に置換

した。すべての変異体ペプチドが、野生型（WT）ペプチドと同様の CD スペクトルを

示すことを確認した（図 32）。SPAST ペプチドの Arg残基を Ala残基に置換すると、ペ

プチドのフリップ促進能が失われた（図 33 A、表 7）。しかし、EDEM1 ペプチドの H14A

置換は、活性を部分的にしか阻害しなかった（図 33 B、表 7）。EDEM1配列中には、中

央領域の 1残基外側に Arg残基が存在する。興味深いことに、この Arg残基を Ala残基

に置換した変異体ペプチドは、フリップ促進能を全く示さなかった（図 33 B、表 7）。

同様に、中央領域の 1 残基外側の His 残基を Ala 残基に置換した SPAST 変異体ペプチ

ドでは、部分的な活性阻害が見られた（図 33 A、表 7）。これらの結果から、EDEM1、

SPAST ペプチドの高い活性は、配列中に存在する 2 つの親水性度の高いアミノ酸残基

によるものであることが示唆された。EDEM1 H14A、R10A変異体ペプチドを等量組み

込んだ LUV において、相乗的なフリップの促進は見られなかった（図 33 B、表 7）。こ

の結果は、分子間ではなく、分子内相互作用が EDEM1のフリップフロップ促進能に重

要な役割を果たしていることを示唆しており、これは、EDEM1 WT の活性が、その膜

中濃度に対して線形関係にあったことと一致している。また、EDEM1、SPAST ペプチ

ドはどちらも、C6NBD-PCよりも C6NBD-PSのフリップを効率的に促進した。正電荷ア
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ミノ酸残基 Arg が両配列中に存在することを考慮すると、PS への選択性は、Arg 残基

の側鎖の正電荷と PS の頭部基の負電荷の静電相互作用によるものであると考えられる。

実際に、EDEM1 の Arg残基を負電荷アミノ酸残基 Glu に置換すると、フリップ促進能

がほぼ完全に失われた（図 33 B、表 7）。 

 

図 32. LUV 中の EDEM1、SPAST、及び、それらの変異体ペプチド（0.2 mol%）

の CDスペクトル。（A）EDEM1 WT（●）、R10A（●）、H14A（●）、R10E（●）、

20 mol%コレステロール存在下の EDEM1 WT（●）。（B）SPAST WT（●）、R13A

（●）、H18A（●）。 

図 33. ペプチドを組み込んだ LUV（0–0.1 mol%）における C6NBD-PC、C6NBD-

PE、C6NBD-PSのフリップ速度定数（37℃）。（A）SPAST WT（●）、R13A（●）、

H18A（●）。（B）EDEM1 WT（●）、R10A（●）、H14A（●）、R10E（●）、0.025 

mo%の EDEM1 R10Aと H14A（●）  
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表 7 EDEM1、SPAST 変異体ペプチドを組み込んだ LUV における C6NBD-PC、

C6NBD-PE、C6NBD-PSのフリップ速度定数（37℃） 

 

第五節 EDEM1ペプチド依存的なフリップフロップの熱力学的パラメーターの解析 

 EDEM1のフリップ促進能について詳細に調べるため、EDEM1存在下、非存在下にお

けるリン脂質フリップフロップの温度依存性を評価した。ペプチド存在下、非存在下ど

ちらにおいても、より低い温度でより低い速度定数が得られた（表 8）。フリップ速度定

数のアレニウスプロットを線形とみなし（図 34）、Homan、Pownall らの方法を用いて

52、37℃における活性化パラメーターを算出した（表 9）。脂質のみの LUV における蛍

光脂質の自発的なフリップフロップは、エンタルピー的にも、エントロピー的にも不利

なプロセスであった。これは、1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine について得ら

れた以前の結果と一致している 53。EDEM1 は活性化自由エネルギーを減少させた

（C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PSに対して、それぞれ、ΔΔG‡ = −3.70, −8.11, −7.49 

kJ/mol）。EDEM1 による活性化エネルギーの減少は、活性化エンタルピー、エントロピ

ー両方の減少を伴うものであった（C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PSに対して、それ

ぞれ、ΔΔH‡ = −30.4, −20.7, −34.4 kJ/mol, TΔΔS‡ = −26.7, −12.5, −27.0 kJ/mol）。この結果

は、リン脂質の頭部基が EDEM1 の親水性度の高いアミノ酸残基と静電的に相互作用す

ることにより、遷移状態が安定化されたためであると考えられる。 
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図 34. 自発的（○）、もしくは 0.025 mol% EDEM1依存的な（●）フリップ速度

定数のアレニウスプロット。C6NBD-PC（青）、C6NBD-PE（緑）、C6NBD-PS（赤）。

EDEM1 依存的なフリップ速度定数として、EDEM1 存在下のフリップ速度定数か

ら、自発的なフリップ速度定数を差し引いたものを用いた。 

 

 

表 8 EDEM1存在下、非存在下の LUVにおける C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-

PSのフリップ速度定数（25、31、37℃） 
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表 9 37℃における C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PS のフリップフロップの活

性化パラメーター 

a活性化パラメーターは Homan、Pownall らの方法 52により算出した。 

 

第六節 EDEM1ペプチドのフリップフロップ促進能に対するコレステロールの効果 

 コレステロールは、疎水性の膜貫通ペプチドのリン脂質フリップフロップ促進能を抑

制することが報告されている 51。ここでは、EDEM1 ペプチドの活性に対するコレステ

ロールの影響について評価した。始めに、20 mol%のコレステロール存在下におけるペ

プチドの二次構造とトポロジーについての評価を行った。コレステロール存在下、非存

在下で、EDEM1 ペプチドの CD スペクトルが変化しなかったことから、コレステロー

ルはペプチドの二次構造には影響しないことが示唆された（図 32 A）。コレステロール

含有膜におけるペプチドの膜貫通配向の確認を、膜不透過のアミノ基修飾試薬を用いて

行った（図 35）。ペプチドの両端に Lys 残基が 2つずつ存在するため、ペプチドが膜貫

通配向をとっている場合、4つの Lys 残基のうち 2つが修飾されると考えられる。実際

に、LUV 中の EDEM1ペプチドでは、m/zが修飾試薬の分子量の 2倍増加したのに対し

て、膜と相互作用しなかった MMP23 ペプチドでは、すべての Lys 残基が修飾された（図

35）。 
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図 35. 質量分析計を用いた人工膜中のペプチドの膜貫通評価。 

0.1 mol%ペプチドを組み込んだ、POPC／コレステロールのモル比が 4：1 の LUV

を、Tricin-NaOH 緩衝液を用いて調製し、250 mM methoxy-poly(ethylene glycol)4 N-

hydroxysuccinimide（mPEG4-NHS）を試薬／ペプチドのモル比が 500：1になるよう

加えた。25℃で 10、20分インキュベーション後、NH4HCO3を mPEG4-NHSの 10倍

量加えて反応を停止させた。Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight 

mass spectrometry（MALDI-TOF-MS）を用いて、ペプチドの分子量変化を評価した。

mPEG4-NHSで 10、20分インキュベーション後の、コレステロール 20% LUV に組

み込んだ EDEM1、MMP23 のマススペクトルを示した。+1、+2、+4 という値は、

それぞれ、mPEG4-NHS が 1、2、4個結合したペプチドの m/z を表す。 
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 脂質のみの LUV における蛍光脂質の自発的なフリップ速度定数は、コレステロール

による影響をほとんど受けなかった（図 36、表 10）。これは、第二章の結果と一致して

いる。EDEM1 依存的なフリップは、20%コレステロールによって阻害された（PC、PE、

PS に対して、それぞれ、0.11、0.22、0.27 倍に減少）（図 36、表 10）。それに対して、

5%のコレステロールは、EDEM1の活性にほとんど影響しなかった。 

 

図 36.  EDEM1ペプチドを組み込んだ LUV（0–0.1 mol%）における C6NBD-PC、

C6NBD-PE、C6NBD-PSのフリップ速度定数（37℃）。コレステロール非存在下（●）、

5%（▲）、20%コレステロール存在下（●）。 

 

表 10 コレステロール存在下、非存在下における、EDEM1ペプチドを組み込んだ

LUV、もしくは脂質のみの LUV 中の C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PS のフリ

ップ速度定数（37℃）。 
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第七節 考察 

 本章では、ヒト小胞体膜タンパク質の中で、膜貫通配列の中央領域に親水性度の高い

アミノ酸残基を有する一回膜貫通タンパク質の膜貫通配列ペプチドを合成し、そのフリ

ップフロップ促進能を評価した。その結果、予想とは異なり、これらのペプチドは非常

に異なる活性を示した。4ペプチド（FACL4、JP4、P4HTM、TMED7）は、C6NBD-PCに

対して弱い活性しか示さず、3ペプチド（ATF6、JP3、UBE2J2）は、ほぼ C6NBD-PC の

フリップを促進しなかった。第一章において、膜に対して negative mismatch である

TMP23Q、TMP25Qはフリップフロップ促進能を示したが、no mismatch である TMP27Q

はフリップフロップを促進しなかった。また、第二章の結果から、negative mismatch に

よりフリップフロップ促進能が上昇することが示唆された。本章で用いた膜貫通配列ペ

プチドは、SOSUI により 23残基が膜貫通領域であると予測されており、本章で用いた

脂質二重層に対して negative mismatch ではないと考えられる。よって、膜貫通配列ペプ

チドにおいても、negative mismatch がない場合、膜貫通領域に親水性度の高いアミノ酸

残基が 1残基存在するだけでは、フリップフロップを促進することができないと結論付

けられる。 

 RNF180 ペプチドは、他の蛍光脂質よりも、C6NBD-PC に対してより活性を示した。

Langer らは、ヘリックスを安定化する Leu 残基を、かさ高く、ヘリックスを不安定化す

る Val 残基に置換すると、膜貫通ペプチドのフリップフロップ促進能が上昇すること、

及び、その効果は PC に対して最も著しいことを報告している 36。RNF180 配列は、か

さ高い β-branched 残基を 9残基（Val 4残基、Ile 5 残基）有しているのに対して、Leuは

1 残基しかない。それゆえ、RNF180 のヘリックス骨格の揺らぎが、スクランブラーゼ

活性に寄与していると考えられる。 

 EDEM1ペプチドは、非常に低いペプチド／脂質比で（0.025 mol%）、3種類すべての

蛍光脂質のフリップ速度を増加させた。また、SPAST ペプチドを 0.1 mol%組み込んだ

LUV では、蛍光脂質のフリップフロップが促進された。これらのペプチドは、中央領域

だけでなく（EDEM1が His 残基、SPAST が Arg残基）、その 1 残基外側にも親水性度の

高いアミノ酸残基を有している（EDEM1 が Arg残基、SPAST が His 残基）（図 27）。変

異体ペプチドを用いた実験から、2つの親水性度の高いアミノ酸残基はどちらも、フリ

ップフロップ促進能に重要であることが明らかになった。これらのペプチドのフリップ

フロップ促進能は、PC よりも、PE、PS に対してより効果的であった。PE に対する選

択性は、上述のように、PE の頭部基の親水性が相対的に低いことによるものであると

考えられる。第一章において、中央に正電荷アミノ酸残基 Lys を有する TMP23K は、

C6NBD-PC よりも負電荷の C6NBD-PG のフリップをより促進することを明らかにして

いる。そのため、Arg残基、His残基との静電相互作用を介して、PSの負に帯電した頭

部基が、膜中により効率的に引き込まれるのではないかと考えられる。興味深いことに、

EDEM1 ペプチドは、SPAST ペプチドよりもかなり高い活性を示した。Arg 残基と His
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残基の間隔が、EDEM1配列では 4残基であるのに対して、SPAST 配列では 5残基であ

る。αヘリックス構造では 3.6残基で一回転することを考慮すると、EDEM1 では、2 つ

の残基がヘリックスの同じ面に位置することになり（図 37）、親水性度の高いアミノ酸

残基が膜法線に平行に並んだ領域を、リン脂質の頭部基が通ることで、よりフリップフ

ロップが促進されたのではないかと考えられる（図 37）。同様のメカニズムが、エネル

ギー非依存的なリン脂質スクランブラーゼの結晶構造を明らかにした、最近の報告にお

いても示唆されている 10。EDEM1 依存的なフリップフロップから得られた活性化パラ

メーターは、遷移状態において、リン脂質の頭部基と親水性度の高いアミノ酸残基（Arg、

His）が相互作用することにより、フリップフロップする際のエンタルピー的な不利さ

が軽減されるというモデルを、強く支持するものである。 

 

図 37. EDEM1ペプチドによるフリップフロップ促進のモデル図。 

EDEM1ヘリックス中で、Arg残基、His 残基が膜法線に平行に並んだ領域を、リン

脂質の頭部基が通過することで、活性化エネルギーが減少し、フリップフロップが

促進される。 

 

 EDEM1ペプチドは、本章で用いたペプチドの中で、最も高い活性を示した。しかし、

図 36 の速度定数の傾きから、EDEM1 一分子の活性は、一秒間にリン脂質 0.2–0.5 分子

フリップさせる程度であると見積もられる。用いた脂質組成が異なるため、正確な比較

は困難であるものの、この速度は、opsin や Aspergillus fumigatus由来の afTMEM16のよ

うなリン脂質スクランブラーゼと比較すると、かなり低い値である 9,54。小胞体膜のフ

リップフロップ速度が数分程度に達するには、少なくとも約 0.12 mol%の EDEM1 タン

パク質が必要であると考えられる。小胞体膜のタンパク質／脂質比が約 1.2 mol%であ

ることを考慮すると 55、EDEM1 タンパク質が小胞体膜中に 0.12 mol%存在していると

は考えにくい。それゆえ、EDEM1 はスクランブラーゼ活性を有するタンパク質の一つ

であり、膜貫通領域に EDEM1 と同様な物理化学的性質を有するタンパク質が、小胞体
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膜の速いフリップフロップに関与しているのではないかと推察される。 

 ヒト細胞膜タンパク質に対して、SOSUIを用いて膜貫通領域を予測したところ、親水

性度の高いアミノ酸残基が 6.4%存在した。この値は、細胞膜においても、恒常的にス

クランブラーゼ活性を有するタンパク質がある程度存在することを示唆している。しか

し、真核生物のオルガネラ膜にはコレステロールが広く分布しており 56、小胞体膜のコ

レステロール含量がわずか 5%であるのに対して、他のオルガネラ膜にはより多くのコ

レステロールが含まれている（ゴルジ体：16%、細胞膜：30–35%）56,57。このコレステ

ロール含量の違いが各オルガネラ膜のフリップフロップ速度に影響しているのではな

いかと考え、その効果を評価した。その結果、20%のコレステロールは、EDEM1 依存

的な蛍光脂質のフリップフロップを抑制した。膜中にコレステロールが含まれると、脂

質のアシル鎖の配向性が上昇し、それに伴い膜が厚くなるため 32,58、フリップフロップ

が阻害される 5,46。小胞体膜のコレステロール含量に相当する、5%の場合、EDEM1 の活

性はほぼ阻害されなかった。これらの結果は、コレステロールがスクランブラーゼ活性

を制御すること、及び、低いコレステロール含量は小胞体膜の速いフリップフロップに

必要であることを示唆するものである。一方、細胞膜では、膜貫通領域に 1、2 残基の

親水性度の高いアミノ酸残基を有する膜タンパク質のスクランブラーゼ活性がコレス

テロールにより阻害されるため、非対称性が保たれているのではないかと推察される。

また、本章では、小胞体膜に特異的なタンパク質に絞って活性を評価したが、コレステ

ロールがスクランブラーゼ活性を制御することを考慮すると、スクランブラーゼ活性を

有するタンパク質が小胞体膜に局在する必要はないと思われる。したがって、今回評価

しなかった親水性度の高いアミノ酸残基を有する一回膜貫通タンパク質 14 種について

も、今後検討を行う必要がある。  
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第八節 小括 

 本章では、第一章で得られた、膜貫通領域の中央に位置する親水性度の高いアミノ酸

残基が、リン脂質フリップフロップの促進に寄与するという知見をもとに、膜貫通配列

ペプチドを用いて、小胞体膜スクランブラーゼ候補の探索を行った。 

 11 種類の膜貫通配列ペプチドのフリップフロップ促進能を評価した結果、多くのペ

プチドでは高い活性が見られなかったことから、膜貫通領域に親水性度の高いアミノ酸

残基を有するすべての一回膜貫通小胞体膜タンパク質が、小胞体膜の速いフリップフロ

ップに寄与するわけではないことが示唆された。一方、EDEM1、SPASTペプチドは、3

種類すべての蛍光脂質のフリップフロップを促進した。特に、EDEM1 ペプチドは、非

常に低いペプチド／脂質比でフリップフロップ促進能を示した。 

 EDEM1、SPAST 配列の中央付近に、Arg、His という 2 つの親水性度の高いアミノ酸

残基が存在した。これらの残基を疎水性の Ala残基に置換すると、ペプチドのフリップ

フロップ促進能が阻害された。この結果から、EDEM1、SPAST ペプチドの高い活性は、

配列中央付近に 2 つの親水性度の高いアミノ酸残基をもつことによるものであると考

えられる。また、EDEM1 ペプチドでは、Arg 残基と His 残基がヘリックスの同じ面に

位置すると考えられることから、この膜法線に平行に並んだ 2 つの残基の近傍を脂質頭

部が通過することで、フリップフロップがより促進されたものと推察される。 

 EDEM1 ペプチドの活性は、高いコレステロール含量により阻害された。このことか

ら、小胞体膜の低いコレステロール含量が速いフリップフロップに寄与していること、

及び、細胞膜では EDEM1 と同様の性質を有するタンパク質が存在しても、その活性は

抑制されることが示唆された。 

このように EDEM1 ペプチドが高い活性を示していたことから、EDEM1 タンパク質

が小胞体膜スクランブラーゼとして機能する可能性が示唆された。 
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結論 

 本研究では、小胞体膜のリン脂質フリップフロップ制御機構の解明を目的とし、フリ

ップフロップを促進する膜貫通領域の物理化学的性質を明らかにし、その情報をもとに、

小胞体膜スクランブラーゼ候補の探索を行った。それにより以下の知見を得た。 

 第一章では、膜貫通配列中央の親水性度の高いアミノ酸残基が、膜貫通ペプチドのフ

リップフロップ促進に重要であることを明らかにした。これらのペプチドによるフリッ

プフロップの促進には、ペプチドの親水性アミノ酸残基近傍の極性の増加、及び、静電

相互作用が関与することが示唆された。また、ペプチドの疎水性部分の長さが、脂質膜

の疎水性領域の長さよりも短い negative mismatch により、フリップフロップが促進され

ることが示された。さらに、プログラムで予測したヒト小胞体膜タンパク質の膜貫通配

列の中央 6、7残基に、フリップフロップ促進に寄与すると考えられる残基が 7.3%存在

することが明らかになった。 

 第二章では、カリウムチャネル KcsA のフリップフロップ促進能が、酸性 pH で上昇

することを明らかにした。酸性 pH で KcsA が開構造をとることが、フリップフロップ

促進能の上昇に寄与していることが示唆された。KcsA は開構造をとると膜貫通領域の

長さが短くなるため、negative mismatchが生じてKcsA近傍の膜が薄くなることにより、

フリップフロップが促進されたものと推察される。 

 第三章では、小胞体膜タンパク質 EDEM1、SPAST の予測膜貫通配列のペプチドが、

フリップフロップを促進することを明らかにした。これらのペプチドの高い活性は、膜

貫通配列中央付近に、Arg、His という 2 つの残基を有するためであることが示唆され

た。さらに、EDEM1 ペプチドは非常に高い活性を示しており、EDEM1タンパク質が小

胞体膜のフリップフロップに寄与する可能性が示唆された。EDEM1 ペプチドのフリッ

プフロップ促進機構としては、2つの残基がヘリックスの同じ面に位置するため、その

近傍を脂質頭部が通過することで、フリップフロップが促進されるというメカニズムが

推察される。また、コレステロールが EDEM1 ペプチドの活性を阻害したことから、小

胞体膜、細胞膜におけるコレステロール含量の違いが、両者におけるフリップフロップ

速度の違いに重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 以上の結果により、リン脂質のフリップフロップを促進する膜貫通領域の物理化学的

性質として、膜貫通配列中央の親水性度の高いアミノ酸残基の存在、及び、膜貫通領域

と脂質二重層の negative mismatch という 2 つの性質を明らかにした。さらに、EDEM1

タンパク質が小胞体膜スクランブラーゼ候補となる可能性が示唆された。本研究は、小

胞体膜のフリップフロップ制御機構解明に寄与するだけでなく、膜タンパク質によるフ

リップフロップ促進の分子メカニズム解明においても、有益な情報となることが期待さ

れる。 
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実験方法 

第一章 

試料 

POPC、d31-POPC、C6NBD-PC、C6NBD-PG、5-doxyl-PC、10-doxyl-PC、16-doxyl-PCは

Avanti Polar Lipids（Alabaster、AL、US）より購入した。D2Oとアクリルアミドは Sigma-

Aldrich（St. Louis、MO、US）より購入した。2-AS、6-AS、12-AS は Molecular Probes

（Eugene、OR、US）より購入した。Calcein は株式会社 同仁化学研究所（熊本）より

購入した。その他の試薬は、すべて最も等級の高いものを使用した。 

 

ペプチド合成 

KALP23 のアミノ酸配列を基にして、配列中央に疎水性アミノ酸残基の Leu、親水性

アミノ酸残基の Lys、Glu、Gln、Asn、His、Pro、Tyr、Ser、Thr をそれぞれ配置したペ

プチドをデザインした（図 2）。種々の長さのペプチドとして、TMP23Qの配列を基に、

Leu残基と Ala残基の繰り返し配列の長さを変えたペプチドをデザインした（図 3）。こ

れらのペプチドには、蛍光を使ってペプチドの膜貫通評価を行うために、中央の残基の

C 末端側に Trp 残基を配置した。TMP23E 以外のペプチドは Fmoc 固相合成法により合

成し、イナートシルWP300 C18カラム（GL sciences、東京）を用いて、逆相 high performance 

liquid chromatography （HPLC）（株式会社 島津製作所、京都）により精製した。TMP23E

は株式会社ボナック（福岡）より購入した。ペプチドの純度が 90%以上であることを、

HPLCとMALDI-TOF-MS（ブルカー・ダルトニクス株式会社、神奈川）を用いて確認し

た。メタノール溶液中のペプチド濃度を、トリプトファンとチロシンのモル吸光係数を

用いて、280 nmの吸光度により決定した 59。 

 

LUV 調製 

 LUV を調製する緩衝液として、Tris-HCl 緩衝液（10 mM Tris、150 mM NaCl、1 mM 

EDTA、0.01 g/mL NaN3、pH 7.4）、もしくはカルセイン溶液（50 mM カルセイン、220 mM 

Na+、34 mM Cl−、pH 7.37）を用いた。中性子小角散乱実験用の LUV調製の際は、30 vol.% 

D2Oを含む Tris-HCl 緩衝液を用いた。メタノール：クロロホルム（体積比＝2：1）に溶

解した脂質と、メタノールに溶解したペプチドを適宜混合し、ナス型フラスコに滴下し

た。ロータリーエバポレーターにより、溶媒を減圧除去することで脂質薄膜を形成させ

た。その後、一晩真空乾燥させることで溶媒を完全に除去した。脂質薄膜に上述の溶液

を加えて水和させた。この懸濁液に対して凍結融解を数回行った後、LiposoFast extruder

（Avestin、Ottawa、Canada）を用いて、孔径 100 nm のポリカーボネートメンブレンフ

ィルター（Avestin、Ottawa、Canada）を数十回通過させることで LUV を調製した。調

製した LUV の粒径を、FPAR-1000（大塚電子株式会社、大阪）を用いた動的光散乱法に
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より測定し、約 120 nm であることを確認した。また、PC 濃度は酵素アッセイキット

（和光純薬工業株式会社、大阪）を用いて定量した。 

 

SUV 調製 

 メタノール：クロロホルム（体積比＝2：1）に溶解した脂質と、メタノールに溶解し

たペプチドを適宜混合し、ナス型フラスコに滴下した。ロータリーエバポレーターによ

り、溶媒を減圧除去することで脂質薄膜を形成させた。その後、一晩真空乾燥させるこ

とで溶媒を完全に除去した。脂質薄膜に Tris-HCl 緩衝液（−NaCl）（10 mM Tris、1 mM 

EDTA、pH 7.4）を加えて水和させた。この懸濁液を氷上、窒素気流下で 3分間の超音波

処理と 3 分間の冷却サイクルを 3 回行い、SUV を調製した。その際混入した微量のチ

タンは、遠心分離法で沈殿させ取り除いた。調製した SUV の粒径を、FPAR-1000 を用

いた動的光散乱法により測定し、40–80 nmであることを確認した。また、PC濃度は酵

素アッセイキットを用いて定量した。 

 

アクリルアミドによるトリプトファン蛍光の消光実験 

 0.4 mol%のペプチドを含む POPC LUV（2.5 mM、Tris-HCl 緩衝液）に対して、1.5 M

のアクリルアミドを滴下した。トリプトファン蛍光強度の測定は、25℃、励起／検出波

長が 285／325 nmの条件で、分光蛍光光度計 F4500（日立、東京）を用いて行った。得

られたデータは Stern-Volmer 式により解析した。 

𝐹0 𝐹⁄ = 1 + 𝐾SV[𝑄] (3) 

F0、F は、それぞれ、アクリルアミド非存在下、もしくは濃度［Q］のアクリルアミド

存在下における蛍光強度、KSVは Stern-Volmer 定数である。コントロールとして、2.5 mM

の POPC LUV 存在下で、フリーのトリプトファン 10 µMに対して、消光実験を行った。 

 

n-ASによるトリプトファン蛍光の消光実験 

 0.1 mol%のペプチドを含む POPC LUV（1 mM、Tris-HCl 緩衝液）に対して、メタノー

ルに溶解した n-AS（500 µM）を 0.5 mol%になるよう加えて、25℃で 1時間インキュベ

ーションした。トリプトファン蛍光を、n-AS の存在下（F）、非存在下（F0）で測定し

た。測定は、25℃、励起／検出波長が 285／325 nmの条件で、分光蛍光光度計 F4500を

用いて行った。 

 

Trp 残基の定常蛍光異方性の測定 

 0.4 mol%のペプチドを含む POPC LUV（Tris-HCl 緩衝液）を用いた。Trp 残基の定常

蛍光異方性（rS）の測定は、25℃、励起／検出波長が 285／325 nmの条件で、分光蛍光

光度計 F4500 を用いて行った。rSは次の式から算出した。 
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𝑟S =
𝐼VV−𝐺𝐼VH

𝐼VV+2𝐺𝐼VH
  (4) 

IVV、IVHは、それぞれ、垂直偏光によって励起した際の垂直、水平に偏光した蛍光の強

度、Gは装置の異方性感受性に対する補正係数であり、G = IHV/IHHで表される。ここで、

IHV、IHHは、それぞれ、水平偏光によって励起した際の垂直、水平に偏光した蛍光の強

度である。 

 

CDスペクトル測定 

 ペプチド／脂質比が 1 mol%の SUV を用いた。1 mM の SUV を、光路長 5 mmの石英

セルに加え、25℃、200–250 nmの範囲で、円二色性分散計 J-805（日本分光、東京）を

用いて測定した。8回測定した平均値をそれぞれのスペクトルとした。ペプチドを組み

込んだ SUV のスペクトルから、脂質のみの SUV のスペクトルを差し引いた後、平均残

基モル楕円率に変換した。αヘリックス含有率は、次の式を用いて算出した 60。 

α-helix content  (%) =
−[𝜃222]−2340

30300
× 100  (5) 

［θ222］は 222 nmにおける平均残基モル楕円率である。 

 

n-Doxyl-PCを用いたトリプトファン蛍光の消光実験 

 POPC：ペプチド：n-doxyl-PC＝100：1：20 になるよう調整した LUV（Tris-HCl 緩衝

液）を用いた。LUV 中のトリプトファン蛍光スペクトルを、25℃、励起／検出波長が

280／300–400 nmの条件で、分光蛍光光度計 F2500（日立、東京）を用いて行った。得

られたスペクトルから、POPC のみの LUV のスペクトルを差し引いたものを、ペプチ

ドのトリプトファン蛍光スペクトルとした。 

 

時間分解中性子小角散乱法によるフリップフロップ測定 

 0.4 mol%のペプチドを含む LUV（30 mM）を、POPC（H-LUV）、もしくは d31-POPC

（D-LUV）を用いて調製した。中性子小角散乱実験は、東海村にある研究用原子炉 JPR-

3 に設置された、東京大学物性研究所の中性子小角散乱装置 SANS-U を用いて行った。

中性子原の波長（λ）は 7 Å（Δλ/λ = 10%）、試料―検出器間距離は 4 m、経路長 2 mmの

石英セル（日本石英硝子、東京）を用いて測定した。各測定は、1 mM のMβCD存在下、

37℃で、等量の H-LUV、D-LUV 溶液を混合した直後に開始した。10分間に計測された

総カウントを積算したのち、溶媒の計数率を差し引いた。規格化コントラスト、

Δρ(t)/Δρ(0)は次式より算出した。 

∆ρ(𝑡) ∆ρ(0)⁄ = (√𝐼(𝑡) − √𝐼(∞))/(√𝐼(0) − √𝐼(∞))  (6) 

I(t)は、LUV 混合後 t 分経過したときの計数率である。I(∞)は、POPCと d31-POPCの 1：

1 混合物から調製した LUV による計数率、I(0)は、H-LUV と D-LUV からの計数率の平
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均値である。MβCDはリン脂質の粒子間移動を触媒するため、理想的には、フリップフ

ロップが起これば、規格化コントラストの値は 0、フリップフロップが起らなければ、

0.5 に到達する。しかし、この値は、試料調製（多重層膜ベシクルの存在）や装置の設

定によって影響を受けると思われる。そのため、ネガティブコントロールとして、ペプ

チドを含まない LUV を用いた。 

 

蛍光脂質を用いたフリップ測定（図 11 A、D） 

 Tris-HCl 緩衝液で調製した POPC LUV を用いた。LUV の外葉のみを蛍光脂質で非対

称に標識するため、0.1、0.025 mol%のペプチドを含む POPC LUV に対して、それぞれ、

メタノールに溶解した C6NBD-PC、C6NBD-PGを 0.5 mol%（蛍光脂質／非蛍光脂質）加

えた。37℃で種々の時間インキュベーションした後（10–360 min）、内側に移行（フリッ

プ）した蛍光脂質の割合を求めるため、150 µMの LUV に対して、2 M Trisに溶解した

dithioniteを 8 mMになるよう加えて、LUV外葉に残存する蛍光脂質を還元することで、

外葉からの蛍光を消光した。Dithioniteの添加後、NBD蛍光の減衰を、25℃、励起／検

出波長が 460／534 nm の条件で、分光蛍光光度計 F4500 を用いて、500 秒間測定した。

内葉に移行した蛍光脂質の割合（Φinner）は、F/F0から求めた。F0、Fは、それぞれ、dithionite

添加前、添加後の蛍光強度である。F 値を決定するため、dithionite 添加後 100～500 秒

間の減衰曲線を単一指数関数でフィッティングし、添加直後に外挿したものを F とし

た。 

理論的には、LUV の内葉と外葉に含まれるリン脂質の数が同じならば、Φinnerは次式

で与えられる。 

Φinner =
𝑘flip

𝑘flip+𝑘flop
[1 − exp{−(𝑘flip + 𝑘flop)𝑡}]  (7) 

kflip、kflopは、それぞれ、フリップとフロップの速度定数である。フリップとフロップが

同じ速度で起こるならば（kflip＝kflop）： 

Φinner =
1

2
{1 − exp(−2𝑘flip𝑡)}  (8) 

実験的には、t = 0、∞における Φinner値は、0、1/2 に等しくはなかったので、代わりに次

式を用いた。 

Φinner = 𝐶1{1 − exp(−2𝑘flip𝑡)} + 𝐶2  (9) 

 

蛍光脂質を用いたフリップ測定（図 11 B、12、13、15） 

 Tris-HCl 緩衝液で調製した POPC LUV を用いた。LUV の外葉のみを蛍光脂質で非対

称に標識するため、エタノールに溶解した C6NBD-PC を 0.2 mol%（蛍光脂質／非蛍光

脂質）加えた。37℃で種々の時間インキュベーションした後（4–360 min）、内側に移行

（フリップ）した蛍光脂質の割合を求めるため、50 µM の LUV に対して、2 M Tris に
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溶解した dithionite を 8 mM になるよう加えて、LUV 外葉に残存する蛍光脂質を還元す

ることで、外葉からの蛍光を消光した。Dithioniteの添加後、NBD蛍光の減衰を、25℃、

励起／検出波長が 460／534 nmの条件で、分光蛍光光度計 F2500 を用いて、500秒間測

定した。内葉に移行した C6NBD-PC の割合（Φinner）は、dithionite 消光プロファイル、

F(t)/F(0)を（1）式でフィッティングして算出した。F(0)、F(t)は、それぞれ、dithionite添

加前、添加後の蛍光強度である。Φinnerの時間変化を（9）式でフィッティングすること

で、kflipを求めた。 

 

LUV からのカルセインの漏出評価 

 カルセイン溶液で調製した POPC LUVを用いた。Superdex 200（GE Healthcare UK、

Buckinghamshire、UK）を詰めたスピンカラムにより、LUVの外側のカルセイン溶液を

Tris-HCl 緩衝液に置換した。LUV に封入したカルセインの蛍光を、25℃、励起／検出波

長が 490／520 nmの条件で、分光蛍光光度計 F4500 を用いて、1時間測定した。1 時間

後に、Triton X-100 を 0.25 v/v%添加することで膜を崩壊させた。 
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第二章 

試料 

POPC、C6NBD-PC、C6NBD-PG、C6NBD-PSは Avanti Polar Lipidsより購入した。コレ

ステロールは Sigma-Aldrich より購入した。TBA bromide は和光純薬工業株式会社より

購入した。その他の試薬は、すべて最も等級の高いものを使用した。 

 N末端もしくは C末端に His タグのついた野生型 KcsAと、N末端のM0 ヘリックス

（1–22）を欠損させた KcsA ΔM0 の発現・精製は、参考文献のプロトコルにしたがって

行った 45。 

 

サンプル調製 

 LUV 調整のため、メタノール：クロロホルム（体積比＝2：1）に溶解した POPCとコ

レステロールを適宜混合し、ナス型フラスコに滴下した。ロータリーエバポレーターに

より、溶媒を減圧除去することで脂質薄膜を形成させた。その後、一晩真空乾燥させる

ことで溶媒を完全に除去した。脂質薄膜にリン酸緩衝液（10 mM phosphate、150 mM KCl、

1 mM NaN3、pH 7.4）、もしくは 10 mM TBA bromide 存在下、非存在下のクエン酸－リ

ン酸緩衝液（4.5 mM citrate、5.5 mM phosphate、150 mM KCl、1 mM NaN3、pH 4.0）を加

えて水和させた。この懸濁液に対して凍結融解を数回行った後、LiposoFast extruder を

用いて、孔径 100 nmのポリカーボネートメンブレンフィルターを数十回通過させるこ

とで LUVを調製した。調製した LUV の粒径を、FPAR-1000 を用いた動的光散乱法によ

り測定し、約 120 nmであることを確認した。また、PC、コレステロール濃度は酵素ア

ッセイキットを用いて定量した（和光純薬工業株式会社、大阪）。 

 プロテオリポソームの調製は参考文献 61の方法に少し変更を加えて行った。上述の方

法で調製した、コレステロールを 0、5、30 mol%含む LUV に対して、3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate（CHAPS）を終濃度がそれぞれ 34、

34、150 mM になるよう加え、25℃で 2 時間インキュベーションした（30%コレステロ

ールの場合に CHAPS 濃度が高いのは、LUV の可溶化に必要だったためである）。そこ

に脂質に対して KcsA（4 量体）が 0.05、0.025、0.0125 mol%になるよう KcsAをそれぞ

れ加えて、25℃で 20分間インキュベーションした。界面活性剤を室温で 48 時間透析す

ることで除去し（12 時間おきに緩衝液を交換した）、KcsA の再構成されたプロテオリ

ポソームを調製した。タンパク質を再構成していない脂質のみのリポソームについても、

KcsAを加える手順を除いて、同様の操作により調製した。リポソームを 100 nmのポリ

カーボネートメンブレンフィルターに通すことで粒径を整え、FPAR-1000 を用いた動的

光散乱法により 110–150 nm であることを確認した。最終的なタンパク質／脂質比を測

定するため、脂質濃度については上述の方法で決定した。KcsA の濃度については界面

活性剤に可溶化した状態の KcsA を標準として、脂質濃度を合わせて各試料の SDS-

PAGEを行った。染色にはゲル―ネガティブ染色キット（ナカライテスク株式会社、京
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都）を用いた。 

 

蛍光脂質を用いたフリップ測定 

 リポソームの外葉のみを蛍光脂質で非対称に標識するため、KcsA プロテオリポソー

ムに対して、それぞれ、エタノールに溶解した C6NBD-PC、C6NBD-PG、C6NBD-PS を

0.2 mol%（蛍光脂質／非蛍光脂質）加えた。25℃、37℃で種々の時間インキュベーショ

ンした後（30–360 min）、内側に移行（フリップ）した蛍光脂質の割合を求めるため、50 

µM のプロテオリポソームに対して、2 M Trisに溶解した dithionite を 8 mM になるよう

加えて、LUV 外葉に残存する蛍光脂質を還元することで、外葉からの蛍光を消光した。

Dithioniteの添加後、NBD蛍光の減衰を、25℃、励起／検出波長が 460／534 nmの条件

で、分光蛍光光度計 F2500 を用いて、500 秒間測定した。 

 内葉に移行した蛍光脂質の割合（Φinner）は、F/F0 から求めた。F0、F は、それぞれ、

dithionite 添加前、添加後の蛍光強度である。F値を決定するため、dithionite 添加後 400

～500秒間の減衰曲線を単一指数関数でフィッティングし、添加直後に外挿したものを

F とした。Φinnerの時間変化を（9）式でフィッティングした。蛍光脂質のフリップ初速

度は、（9）式の t＝0における一次導関数を用いて決定した。 

Initial flip rate = 2𝐶1𝑘flip   (10) 

 

蛍光脂質を用いたフロップ測定 

 LUV 調製前にメタノール：クロロホルム（体積比＝2：1）に溶解した脂質混合物に対

して C6NBD-PC を添加することで、両葉を対称に蛍光脂質で標識したプロテオリポソ

ームを調製した。両葉標識リポソームに対して 2 M Tris に溶解した dithionite を、リポ

ソームと dithionite の終濃度がそれぞれ 1.5、25 mM になるよう添加し、25℃で 5分間イ

ンキュベーションした。これによりリポソームの外葉に存在する蛍光脂質による蛍光が

不可逆に消光されるため、内葉のみを蛍光脂質で標識したプロテオリポソームが調製で

きる。その後、Superdex 200 を詰めたスピンカラムを用いて、溶液中の dithionite を取り

除いた。内葉標識プロテオリポソームを 37℃で種々の時間インキュベーションした後

（30–360 min）、上述のフリップ測定と同様の方法により、外葉に移行した（フロップし

た）蛍光脂質の割合（1−Φinner）を算出した。1−Φinnerの時間変化を（9）式でフィッティ

ングし、（10）式を用いてフロップ初速度を決定した（（9）、（10）式における kflipの代わ

りに kflopを用いた）。  
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第三章 

試料 

 POPC、POPE、POPS、C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PS は Avanti Polar Lipids より

購入した。コレステロールは Sigma-Aldrich より購入した。mPEG4-NHS は Thermo Fisher 

Scientific（Waltham、MA、US）より購入した。その他の試薬は、すべて最も等級の高い

ものを使用した。 

 

一回膜貫通小胞体膜タンパク質の膜貫通配列ペプチドの合成 

 上述の 13 タンパク質について、膜貫通配列ペプチドをデザインした（図 27）。ペプ

チドの可溶性を向上させるため、両末端に Lys 残基を 2つずつ配置した。また、ペプチ

ドの定量をトリプトファンの吸光度や蛍光を用いて行うため、膜貫通配列中に Trp 残基

が存在しない場合には、N 末端に Trp 残基を配置した。ペプチドは、Fmoc 固相合成法

により合成し、イナートシル WP300 C18 カラムを用いて、逆相 HPLCにより精製した。

ペプチドの純度が90%以上であることを、HPLCとMALDI-TOF-MSを用いて確認した。

トリフルオロエタノール溶液中のペプチド濃度を、トリプトファンとチロシンのモル吸

光係数を用いて、280 nmの吸光度により決定した 59。 

 

LUV 調製 

 メタノール：クロロホルム（体積比＝2：1）に溶解した脂質と、トリフルオロエタノ

ールに溶解したペプチドを適宜混合し、ナス型フラスコに滴下した。特に記述のない限

り、POPC、POPE、POPS が 6：3：1 の脂質組成を用いた。ロータリーエバポレーター

により、溶媒を減圧除去することで脂質薄膜を形成させた。その後、一晩真空乾燥させ

ることで溶媒を完全に除去した。脂質薄膜に Tirs-HCl 緩衝液、HEPES-NaOH緩衝液（10 

mM HEPES、pH 7.4）、もしくは Tricin-NaOH緩衝液（10 mM Tricine、pH 7.5）を加えて

水和させた。この懸濁液に対して凍結融解を数回行った後、LiposoFast extruder を用い

て、孔径 100 nmのポリカーボネートメンブレンフィルターを数十回通過させることで

LUV を調製した。調製した LUVの粒径を、FPAR-1000 を用いた動的光散乱法により測

定し、110–150 nm であることを確認した。脂質濃度はリン酸定量法を用いて定量した

62。また、リポソーム懸濁液のエクストルージョンによりペプチド／脂質比が変化して

いないことを、ペプチドのトリプトファン蛍光を用いて、確認した（図 38）。 
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図 38. エクストルージョン前後のベシクル中の EDEM1 ペプチドのトリプトファ

ン蛍光スペクトル。 

EDEM1（0.2 mol%）／脂質フィルムを HEPES-NaOH緩衝液に懸濁した。この懸濁

液を直接、または、エクストルージョン後に、heptaethylene glycol monododecyl ether 

（HED）を用いて可溶化した。1 v/v% HED、脂質 500 μM の条件で、可溶化したサ

ンプルの蛍光スペクトルを測定した。 

 

CDスペクトル測定 

HEPES-NaOH緩衝液を用いて調製した、ペプチド／脂質比が 0.2 mol%の LUV を用い

た。3 mM の LUV を、光路長 1 mmの石英セルに加え、25℃、205–250 nmの範囲で、

円二色性分散計 J-805を用いて測定した。10回測定した平均値をそれぞれのスペクトル

とした。ペプチドを組み込んだ LUV のスペクトルから、脂質のみの LUV のスペクトル

を差し引いた後、平均残基モル楕円率に変換した。αヘリックス含有率は、（5）式を用

いて算出した 60。 

 

蛍光脂質を用いたフリップ測定 

 Tris-HCl 緩衝液で調製した LUVを用いた。LUV の外葉のみを蛍光脂質で非対称に標

識するため、エタノールに溶解した C6NBD-PC を 0.2 mol%（蛍光脂質／非蛍光脂質）

加えた。C6NBD-PC（インキュベーション温度：37℃）、C6NBD-PS（31、37℃）の場合

には、30 秒以内に 98%以上の蛍光脂質が LUVに挿入されることを確認した（図 39）。

一方、C6NBD-PC（25、31℃）、C6NBD-PE（25、31、37℃）、C6NBD-PS（25℃）が 98%

挿入されるには、それぞれ、5、2、37、30、10、4 分必要だった（図 39）。そのため、

蛍光脂質を膜に完全に挿入させるため、後者の条件の場合、上記の時間プレインキュベ
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ーションを行った。25、31、37℃で種々の時間インキュベーションした後（10–360 min）、

内側に移行（フリップ）した蛍光脂質の割合を求めるため、50 µM の LUV に対して、

2 M Tris に溶解した dithionite を 32 mM になるよう加えて、LUV外葉に残存する蛍光脂

質を還元することで、外葉からの蛍光を消光した。Dithionite の添加後、NBD蛍光の減

衰を、25℃、励起／検出波長が 460／534 nmの条件で、分光蛍光光度計 F2500 を用いて

500秒間測定した。内葉に移行した NBDラベル化リン脂質の割合（Φinner）は、dithionite

消光プロファイル、F(t)/F(0)を（1）式でフィッティングして算出した。F(0)、F(t)は、そ

れぞれ、dithionite添加前、添加後の蛍光強度である。Φinnerの時間変化を（9）式でフィ

ッティングすることで、kflipを求めた。 

 

図 39. C6NBD-PC、C6NBD-PE、C6NBD-PSの LUVへの挿入（25、31、37℃）。 

蛍光脂質を LUV 懸濁液に添加後、蛍光強度を測定した。測定終了時（1800、3600 

s）の強度で、データを規格化した。挿入図は、測定開始直後を拡大したものであ

る。 
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