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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳内における神経細胞のスクラップ＆ビルドの中でも、不要コンパート
メントの除去機構に関する研究を進めた。特に、神経細胞に特異的に発現しているスクランブラーゼXkr4の活性
化機構の解析を進めた。増殖しない細胞、死にゆく細胞からでも遺伝子同定が可能なCRISPR sgRNA libraryを用
いたスクリーニング法（リバイバルスクリーニング）を開発し、核内に存在する因子XRCC4をその活性化因子と
して同定した。XRCC4はカスパーゼで切断されるとその断片が細胞質に放出され、Xkr4に結合して活性化させ
る。またXkr4ノックアウトマウスの解析を行い、行動異常を示すことが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the scrap-and-build mechanism of neurons in 
the brain. Particularly we focused on the elimination mechanism of unwanted compartments in living 
neurons. We started to analyze the activation mechanism of scramblase Xkr4, which is specifically 
expressed in neurons. We developed a screening system using CRISPR sgRNA library, which we call 
revival screening. This  system enables identification of factors even in non-proliferating or dying
 cells, and we identified the nuclear factor XRCC4 as its activation factor. XRCC4 is released into 
the cytoplasm when cleaved by caspases, and binds to and activates Xkr4. Xkr4 knockout mice were 
also analyzed and found to exhibit behavioral abnormalities.

研究分野： 細胞・臓器リノベーション

キーワード： 神経細胞　コンパトーメンと　除去　スクリーニング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では神経細胞の不要コンパートメント除去機構の一端を明らかにした。生体内では常に不要細胞が除去さ
れ新しい細胞が生み出されている。また、神経細胞においては生きた細胞のコンパートメントが除去され、恒常
性を維持している。我々は特に、不要な物質の除去という簡単から研究を進め、当分野に貢献した。本研究によ
り、不要コンパートメントの除去の破綻は、発達障害様の行動異常を示すことが示唆されたことから、どの神経
細胞のどのコンパートメントが除去されないとそのような病態を引き起こすのか今後研究することで、発達障害
の発症機構の解明に寄与することがきできると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生体内の各臓器においては、毎日不要になった細胞が除去され、新しい細胞が生み出されるこ

とで恒常性が保たれている。不要細胞は細胞死を起こし、貪食細胞に認識・貪食されることで生
体内から完全に除去されている。しかしながら、老化と共に本来除去されるべき不要細胞が体内
に蓄積することで臓器機能を低下させると考えられている。一方で脳における神経細胞は増殖
ができないため、一生を通じて同じ細胞を使用する必要がある。そのため、生きた細胞の一部（コ
ンパートメント）を除去し、新しいコンパートメントの新生・成熟を行う必要がある。例えば、
視神経外節においては生きた細胞のコンパートメントが毎日貪食され、神経回路の改編時にも
不要なシナプスが貪食されている。これら不要細胞、コンパートメントの除去の過程においては、
細胞膜の内側に存在するリン脂
質、ホスファチジルセリン（PS）
が細胞表面に露出し、貪食細胞に
よって認識されると考えられてい
る（図 1）。生体の恒常性維持、並
びに神経細胞の機能発現において
不要細胞・コンパートメントでの
PS 露出を介した除去は重要であ
るが、PS を細胞表面に露出するス
クランブラーゼの分子的実体、並
びにその制御機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、神経細胞の不要コンパートメントがいかに除去されるのか、その分子機構を解明
し、その生理的意義を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1). Xkr4 活性化因子の同定 
 Xkr4 は通常モノマーとして存在し、カスパーゼに
よって細胞内領域が切断されるとダイマー化する。カ
スパーゼによる切断は Xkr4 の活性化にとって重要な
プロセスであるが、カスパーゼによる切断型を細胞に
発現させても活性化しないことから、活性化因子の存
在が考えられた。そこで、Xkr4 の活性化因子を同定す
るために機能的スクリーニングを行うことを考えた。 
 
① cDNA library screening  
カスパーゼ切断型の Xkr4（Xkr4ΔC）を細胞に発現

させ、蛍光標識されたホスファチジルコリン（NBD-
PC）の取り込みをスクランブル活性の指標としてソ
ーティングを行った。このソーティングのプロセスを
6 回行うと何も刺激が無くても恒常的にリン脂質をス
クランブルする細胞が得られた（図 2、PC6）。この細
胞では何らかの遺伝子の変異によりスクランブル活
性が恒常的に活性化していると考え、PC6 細胞より
cDNA library を作製し発現クローニングを行った。 

 
② Revival screening 
 Xkr4ΔC を細胞に発現させ、アポトーシス刺激を与えるとスクランブル活性が生じる。そこ
で CRISPR sgRNA library を用いた機能喪失スクリーニングを行うことを考えた。具体的には、
RFP を融合させた Xkr4ΔC（Xkr4ΔC-RFP）を細胞に発現させ、アポトーシス時の DNA 断片
化を防ぐために DNA 分解酵素 CAD をノックアウトした。この細胞にレンチウイルスを用いて
sgRNA library を導入し、数日後、スタウロスポリン（STS）によりアポトーシス刺激を行った。
その後、NBD-PC の取り込みを消失した細胞のソーティングを行い、その細胞よりゲノム DNA
を精製し、PCR により組み込まれた sgRNA 領域を増幅した。この増幅した断片をレンチウイル
スベクターに組みこみ、それを用いて再度スクリーニングを行うということを繰り返した（図
3）。このスクリーニング法を、ゲノム DNA に組み込まれたライブラリーを再構築して使用する
ことからリバイバルスクリーニングと名付けた。 
 
(2). Xkr4 ノックアウトマウスの解析 
 Xkr4 ノックアウトマウスの解析を行う（20 匹程度）。具体的には、学習記憶能力、情動性、社

図 1 PS は通常、フリッパーゼにより細胞膜の内側に維持されている
が、不要細胞・コンパートメントではスクランブラーゼが活性化し、
PS を細胞表面に露出すると考えられている。 

図２ NBD-PC を自発的に取り込む細胞を
FACS によりソーティングし、増殖させ、再び
ソーティングするということを６回繰り返す
と、恒常的に脂質をスクランブルする細胞が
得られた。 



会的行動など網羅的な行動テストバッテリ
ーにより解析を行う（藤田医科大学 宮川
剛研究室との共同研究）。 
 
４．研究成果 
(1). Xkr4 活性化因子の同定 
① cDNA library screening 

PC6 細胞より調製した 2 種類の cDNA 
library (LMW: 1.0-2.5 kbps, HMW: 2.5-6.0 
kps)をレトロウイルスベクターに組み込
み、Ba/F3 細胞に発現させ発現クローニン
グを行ったところ、4 回のソーティングを
行うことで恒常的にスクランブル活性を有
する細胞が得られた。この細胞よりゲノム
DNA を調製し、組み込まれた cDNA 領域
を PCR で増幅させ、再びレトロウイルスベ
クターに組み込み再度スクリーニングを行
った。その結果、今度は 2 回のソーティン
グを行うことで、恒常的にスクランブル活
性を有する細胞が得られた。この細胞に組
み込まれた cDNAをシークエンス解析した
ところ、Xkr4ΔC が得られたことが分かった。丁寧に調べると、Xkr4ΔC のは 3 種類の独立し
た変異が挿入されており、それらの変異体を発現させると、細胞の自発的なスクランブルが起こ
ることが分かった。その中でも Q332E 変異体において解析を進め、C 末端が切断されていない
Xkr4 に Q332E 変異を導入してもスクランブル活性が生じないことが分かった。Blue Native 
(BN) PAGE により複合体形成を調べると、Xkr4ΔC はダイマーを形成しており、Xkr4ΔC 
Q332E もダイマーのままであることから、変異により構造変化が引き起こされていると考えら
れた。以上より、cDNA library を用いた発現クローニングにより Xkr4 の恒常的活性化型変異体
が得られた。また、Xkr4 はダイマー化の後、構造変化により活性化していることが示唆された。 

 
② Revival screening 
XRCC4 の同定 
次に Xkr4 の活性化因子を同定するためにリバイバルスクリーニングを行うことを考えた。ま

ずは、Xkr4ΔC 発現細胞に STS でアポトーシス刺激を行い NBD-PC を用いた脂質スクランブ
ルアッセイを行った。すると 99%の細胞で脂質スクランブルが見られた。1%の脂質スクランブ
ル活性の見られない細胞をソーティングにより集め、それより sgRNA library を再構築し、リバ
イバルスクリーニングを行った。この過程を 3 回繰り返すと、約 25%まで脂質スクランブルに
異常をきたす細胞が濃縮された。次世代シークエンサーで解析すると、Apaf1、Cytochrome C な
ど Caspase の活性化経路に関わる因子が濃縮されており、実験系が機能していることが確認で
きた。次に、Caspase の下流で機能する因子を絞り込むために、濃縮されたライブラリーを導入
後、脂質スクランブル活性を失った細胞をソーティングで集め、次いでその細胞群を PFA で固
定し、anti-active Caspase3 の抗体と反応させ、Caspase3 が活性化している細胞を集めた。その
細胞を次世代シークエンサーで解析すると一つの因子に濃縮が 50 倍程度かかり、それは核内タ
ンパク質 XRCC4 であった。 
XRCC4 の解析 
 XRCC4 をノックアウト（KO）してアポトーシスを誘導すると Caspase3 の活性に変化は無か
ったが、リン脂質スクランブル活性が完全に消失することが分かった。調べると、XRCC4 はア
ポトーシス刺激下において Caspase3 によって切断されることが分かった。そこで XRCC4 KO
細胞に野生型の XRCC4、カスパーゼ切断耐性 XRCC4 を発現させると、野生型においてはスク
ランブル活性を回復させたが、カスパーゼ切断耐性変異体においては回復させることができな
かった。次に、アポトーシス刺激後の XRCC4 の局在を共焦点顕微鏡で観察すると、N 末端側に
おいては核内にとどまるが、C 末端側においては細胞質に放出されることが分かった。そこで、
XRCC4 の N 末断片、C 末断片のどちらがスクランブル活性に必要かを調べたところ、細胞質に
放出された C 末断片が Xkr4 の活性化に重要であることが分かった。では XRCC4 の C 末断片
はどのように Xkr4 を活性化するのか？XRCC4 の C 末端にタグを付加し細胞に発現させ、アポ
トーシス刺激後のライセートを用いて免疫沈降を行い質量分析で解析すると Xkr4 が同定され
た。以上より、XRCC4 は通常核内に存在し、カスパーゼで切断された C 末端断片が細胞質に放
出され、Xkr4 に直接結合することで活性化させると結論付けた。 
 
(2). Xkr4 ノックアウトマウスの解析 
 Xkr4 KO マウスの解析を行った。その結果、Xkr4 KO マウスにおいては、Wire Hang で落ち
やすい傾向があった。Rota Rod においても学習はできるものの落ちやすいことから、不器用で
あると結論付けた。他にも、Prepulse Inhibition において反応が弱く、聴覚自体には問題がない

図 3 リバイバルスクリーニング ：CRISPR sgRNA library
を導入後、NBD-PC 取り込み能を失った細胞を FACS に
よりソーティングし、ゲノム DNA を精製、組み込まれた
sgRNA 領域を PCR で増幅しレンチウイルスベクターに
組み込みライブラリーを再構成し次のスクリーニングに
用いる。 



ことから、不注意の傾向があると結論付けた。さらにオープンフィールドテストにおいて、多動
性様行動を示したことから注意欠陥・多動性症候群（ADHD）様の発達障害の症状を発すると結
論付けた。実際にヒト ADHD の GWAS 解析においても Xkr4 の SNPs が見られていることか
ら、Xkr4 の変異は、ADHD 様の発達障害に寄与すると結論付けた。 
 
 今後、神経細胞で Xkr4 が欠損した時にどの神経細胞が貪食されないことにより行動異常が出
来るのかを調べなければならない。Xkr4 KO マウスでは、不要なシナプスが貪食されないこと
により、その神経からのアウトプットが増強すると考えられる。細胞レベルで見つけた Xkr4 の
活性化機構と合わせて、マウス脳での役割を明らかにする予定である。 
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