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研究の概要：マクロファージによるアポトーシス細胞貪食の分子機構を明らかにすることを目

的としている。具体的には、①フォスファチジルセリン（PS）の細胞表面への暴露機構の解析、

②細胞膜の非対称性維持の分子機構、③死細胞の貪食に関与する分子の同定とシグナル伝達。 

 

研 究 分 野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 
キ ー ワ ー ド：アポトーシス、自然免疫、リン脂質、マクロファージ、貪食 
 
１．研究開始当初の背景 
アポトーシスでは細胞や核の形態変化とと
もに染色体 DNA が切断される。ついで、マク
ロファージがこの死細胞を貪食、分解する。
私達は死細胞の DNA がマクロファージによっ
ても分解されることを利用して死細胞貪食
の検定法を樹立した。そして、この系を用い
て、貪食を促進する MFG-E8、Tim-4 を同定し
た。MFG-E8 は分泌蛋白質で、アポトーシス細
胞の表面に暴露されるフォスファチジルセ
リン(PS)を認識し死細胞をマクロファージ
に橋渡しする。一方、Tim-4 は膜タンパク質
であり、その細胞外領域を用いて PSを認識、
死細胞を捕捉する。 
  
２．研究の目的 
本来，細胞膜に分散して存在する PS は，健
康な細胞では ATP依存フリッパーゼによって
内側に維持される。そして、アポトーシスが
誘導されると、スクランブラーゼが活性化さ
れ、PS が細胞表面に露出される。そこで、こ
のスクランブラーゼを同定し、PS 暴露の分
子機構を解明する。ところで、Tim-4 を発現
する繊維芽細胞は死細胞を効率よく貪食す
るが、Tim-4 の活性はその細胞内領域を欠損
させても減少しない。そこで、Tim-4 と協調
的に死細胞の貪食に関与する分子を同定し、
死細胞貪食のシグナル伝達機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
① PS の細胞表面への暴露 
アポトーシス時の PS の暴露はカスパーゼの
下流で起こるが、その過程はある種の細胞で

は Ca2+にも依存している。一方、リンパ球系
細胞株 Ba/F3 を低濃度の Ca2+ ionophore で刺
激すると、一過的に PS が暴露される。そこ
で、Ba/F3 細胞を ionophore で処理、PS をよ
く暴露する約１％の細胞を FACS で分取、分
取した細胞を増殖させる。この過程、
ionophore による刺激、FACS による分画を繰
り返すことにより、強く PS を暴露する細胞
株を得、その細胞における遺伝子、蛋白質の
発現を親株と比較する。また、この細胞より
cDNA library を作製し、これを Ba/F3 細胞に
導入し、PS のスクランブルを促進する分子を
同定する。 
②死細胞の貪食 

死細胞の貪食能が全く存在しない浮遊細胞、
Ba/F3 に、integrin/MFG-E8、Tim-4、MER な
ど、死細胞の貪食に関与していると考えられ
る分子を導入し、死細胞や赤芽球からの核の
貪食におけるこれら因子の相互作用、作用機
構、シグナル伝達を解析する。 
 
４．これまでの成果 
① PS の細胞表面への暴露 
Ca2+ ionophore による処理と、PS 発現細胞の
ソーティングを 19 回繰り返し、親株の 100
倍近い効率で PS を暴露する細胞株を樹立し
た。この細胞より、cDNA library を調製、こ
れを Ba/F3 に導入し、ionophore によって PS
を効率よく暴露する細胞集団を分画した。こ
の操作を 2 回繰り返した段階で PS を構成的
に暴露する細胞集団が存在することに気づ
き、この集団に導入された cDNAを同定した。
このcDNAは８個の膜貫通領域を持つTMEM16F
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に点変異が導入された分子をコードしてい
た。活性化された血小板は PS を暴露、血液
凝固をスタートさせる。血小板が PS を暴露
できない Scott Syndrome と呼ばれる病気が
知られている。この患者では TMEM16F 遺伝子
に変異が導入されていた。一方、TMEM16F-/-

細胞株は ionophore による PS の暴露は喪失
していたがアポトーシスによる PS の暴露は
正常におこった。以上より、TMEM16F は血小
板での PS の暴露に関与しているがアポトー
シスの PSの暴露には関与しないと結論した。 
TMEM16F は 10 個のメンバーからなる TMEM16
ファミリーの一員であり、そのファミリーの
TMEM16A, 16B は Cl- チャネル活性を持つ。そ
こで、TMEM16 ファミリーの 10 個の遺伝子を
TMEM16F-/-細胞株に導入し、スクランブラーゼ
活性を検討した。また、これらを 293T 細胞
で発現、Patch-Clamp 法を用いて、Cl- チャ
ンネル活性を評価した。この結果、16A と 16B
には Cl- 活性が、TMEM16F、16C, 16D, およ
び 16J にスクランブラーゼ活性を認めた。し
かし、その発現パターンなどから、これらは
アポトーシス時に作用するスクランブラー
ゼではないと結論した。 
② 死細胞の貪食 
pHrodo と呼ばれる酸性条件下でのみ蛍光を
発する薬剤で標識された死細胞を用いるこ
とにより、簡便に貪食を検定できる系を樹立
した。ついで、リンパ球系浮遊細胞である
Ba/F3 に Tim-4 および MFG-E8／integrin を
導入するとアポトーシス細胞を貪食するこ
と、死細胞の貪食は Tim-4 による死細胞の捕
食(tethering)と MFG-E8/ integrin による貪
食の２段階からなることを見いだした。 
   
５．今後の計画 
① PS の細胞表面への暴露 
TMEM16E や 16K の異常がそれぞれ筋ジストロ
フィー、骨の形成異常、脊髄小脳性運動失調
を引き起こす。これらが TMEM16E, 16K のど
のような活性に由来するか決定する為にこ
れら分子に対するモノクローナル抗体を作
成し、発現細胞の同定、細胞での局在を明ら
かにする。また、TMEM16E や 16K 遺伝子のノ
ックアウトマウスを樹立し、筋ジストロフィ
ーや小脳失調症を示すかどうか検討する。一
方、アポトーシス時の PS 暴露に関与する分
子の単離が急務であり、改めて PS を強く発
現する Ba/F3 細胞からの cDNA library のス
クリーニングを行う。また、今回単離された
TMEM16F が単独でスクランブラーゼ活性を持
つか、他の分子と複合体を形成しているのか
不明であり、合成リポソームへの TMEM16F 分
子の挿入、細胞膜蛋白質の Proteomics 法な
どでの解析を進める。 
② 死細胞の貪食 
今回樹立した浮遊細胞 Ba/F3 を用いた死細胞

貪食の Assay 系を用いて、MER などアポトー
シス細胞の貪食に関与していると報告され
ている分子の貪食への関与を解析する。MER
の関与が確認できれば MERのキナーゼがアポ
トーシス細胞の貪食時に活性化されるか検
討し、必要があればその標的分子の同定を試
みる。また、赤芽球からの脱核は骨髄や胎仔
肝臓で形成される赤芽球島で進行するが、そ
の中心部にはマクロファージが存在する。赤
芽球はそのマクロファージ上で増殖分化し、
そ の 最 終 過 程 で 細 胞 膜 に 囲 ま れ た 核 
（prenocytes）が赤芽球から離れマクロファ
ージにより貪食される。この系を NIH3T3 や
Ba/F3 細胞を用いて再構築し、prenocytes の
貪食がアポトーシス細胞の貪食と同じよう
な機構で進行するかどうか検討する。 
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