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研究成果の概要（和文）：細胞が死に至る過程では、細胞膜の内側に存在するリン脂質であるホスファチジルセ
リン （PS）が”eat-me”シグナルとして細胞表面に露出されることで、貪食細胞に認識・除去される。研究代
表者らは以前にPSの露出に関与する神経特異的スクランブラーゼXkr4を同定したが、その活性化機構は明らかで
はなかった。本研究ではXkr4の活性化因子を同定するためのスクリーニング法を樹立し、その活性化因子として
XRCC4を同定した。また、その具体的な活性化機構を明らかにするとともに、Xkr4ノックアウトマウスを用いて
Xkr4の生理的役割を解析した。

研究成果の概要（英文）：During cell death, phosphatidylserine (PS), a phospholipid located in the 
inner membrane, is exposed on the cell surface as an "eat-me" signal, which is recognized and 
removed by phagocytic cells. We previously identified Xkr4, a neuron-specific scramblase involved in
 PS exposure. However, the activation mechanism of Xkr4 was not clear. In this study, we established
 a screening method to identify activators of Xkr4 and identified XRCC4 as the Xkr4 activator. In 
addition, we clarified the detailed activation mechanism of Xkr4 and analyzed the physiological role
 using Xkr4 knockout mice.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： スクランブラーゼ　リン脂質　Xkr4　"eat-me" signal　CRISPR　XRCC4

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では神経特異的なスクランブラーゼであるXkr4に着目し、その制御因子としてXRCC4を同定した。脳の発
達過程では不要な神経の除去や、神経の不要な一部が除去されることが適切な神経回路の形成に重要であると考
えられている。Xkr4はこのような不要部位でeat-meシグナルとしてＰＳを露出する可能性が考えられる。このこ
とから、本研究の成果は脳の発達を理解するうえで重要な知見となる。また、神経シナプスの過剰形成は発達障
害を引き起こすと考えられていることから、本研究の成果はこのような発達障害を理解するうえでも重要な知見
となると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

動物細胞の細胞膜はリン脂質二重層で構成されており、外側と内側を構成する脂質分

子の種類が異なっている。 例えば、ホスファチジルコリン(PC)の多くは外側に、ホス

ファチジルセリン(PS)は内側に位置しており、PS はフリッパーゼとよばれる酵素によ

って細胞膜外側から内側へと輸送され非対称的に分布している。しかしながら、アポト

ーシス誘導時にはこの非対称性が破綻し PS は細胞表面に露出する。PS の露出にはフ

リッパーゼの不活性化のみでは不十分で、リン脂質を区別なく双方向に輸送するスクラ

ンブラーゼの存在が示唆されていたが、その分子的実体はながらく不明であった（図１）。

研究代表者が所属するグループにおいて、これまでに機能的スクリーニングにより

TMEM16F や Xkr8 をスクランブラーゼとして同定している (Suzuki et al., 2010 

Nature; Suzuki et al., 2013 Science)。また、TMEM16Fはカルシウム刺激依存的に PS

を露出するスクランブラーゼであり、Xkr8 はアポトーシス刺激依存的に PS を露出す

るスクランブラーゼであることを示している。 

 

２．研究の目的 

Xkr ファミリーはヒトにおいて 9 つのメンバーから構成されており、Xkr8 以外にも

Xkr4と Xkr9がスクランブラーゼ活性を示す(Suzuki et al., 2014 J Biol Chem)。これ

らのメンバーは、 アポトーシス時に C末端の細胞内領域がカスパーゼによって切断さ

れることで活性化する。 ところが、Xkr4のカスパーゼ切断型を発現しただけではスク

ランブラーゼ活性を示さないことから、Xkr4 の活性化においては、制御因子の存在が

示唆された。本研究では、Xkr4 の活性化候補因子をスクリーニングにより同定したの

で、それによる Xkr4 の活性化機構、および生理的役割を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究代表者はこれまでに、Xkr4 の活性制御機構を明らかにする目的で、独自のスク

リーニング法である“リバイバルスクリーニング法”を開発して Xkr4 の活性制御因子を

探索した。具体的には、sgRNAライブラリー(Sanjana et al., 2014 Nature Methods)

を Xkr4発現細胞に導入後アポトーシス刺激を行い、スクランブリング活性を示さない

細胞を回収する。回収した細胞からゲノム DNA を取り出し PCR により sgRNA 配列

を増幅し、それを用いて新たに sgRNAライブラリーを再構築するステップを繰り返す

ことで、死にゆく細胞からでも候補因子の同定を可能にした。その結果、Xkr4 活性化

因子として核内タンパク質 XRCC4を唯一の候補として同定した。これまでの解析結果

から、XRCC4は通常核内に局在化しているが、アポトーシス刺激に応答してカスパー

ゼにより切断され、C末端領域のみが細胞質内に局在化することが明らかになっている。

そこで①活性化に必須な領域を決定し、② Xkr4と XRCC4の C末端領域との相互作用

を生化学的手法により解析する。また、③Xkr4と XRCC4の C末端領域との相互作用

を細胞生物学的手法により解析し、詳細な活性化機構を解析する。 

また、④Xkr4 の生理的役割を解析する。Xkr4 ノックアウトマウスの解析においては、

藤田医科大学、宮川剛研究室との共同研究で行動解析実験をすでに行っており、耳が聞

こえにくいなどの異常が明らかになっている。そこで、内耳神経に注目して解析を行う

予定であった。特に Xkr4 は神経細胞の PS 露出に関与すると予想されるので、組織切

片を作製して神経マーカー、シナプスマーカー、ミクログリアマーカー等で染色し、形

態変化などについて観察、及び XRCC4 の 2DA 変異体のノックインマウスに関しても

解析を進め、Xkr4ノックアウトマウスとの関連性についても解析する。 

 

４．研究成果 

本研究では、まず XRCC4のカスパーゼによる切断が必須であることを明らかにした。

その結果を以下に示す。 



XRCC4にはカスパーゼに切断されると予想される配列が報告されていた(A)。そこで

カスパーゼ切断部位に変異を導入したところ、アポトーシス刺激により XRCC4は切断

されなくなることが確認された(B)。そこで次にXRCC4のノックアウト細胞を作製し、

野生型の細胞では アポトーシス刺激に依存してスクランブリング活性（PC uptake）

が上昇するが、XRCC4のノックアウト細胞ではスクランブリング活性は上昇しないこ

とを確認した(C,D)。そこで XRCC4 のノックアウト細胞に野生型 XRCC4 を発現する

と、スクランブ

リング活性は

回復したが、

XRCC4 のノッ

クアウト細胞

に2DA-XRCC4

を発現した場

合、スクランブ

リング活性は

回復しなかっ

た(E,F)。以上の

こ と か ら

XRCC4 の切断

が Xkr4 の活性

化に必須であ

ることが明ら

かになった。 

 

①Xkr4に対する XRCC4の活性化に必須な領域の解析 

 

XRCC4 の活性化に必須な領域を同定した。以前の結果より、カスパーゼ切断型の

XRCC4の C末端が細胞質側に放出されることが分かっていたので、XRCC4の C末端

領域のみを細胞に発現させたところ、アポトーシス刺激の有無にかかわらず、Xkr4 の

活性化はほとんど認められなかった。ところが XRCC4のカスパーゼ切断サイト部位よ

り N末端側に 10アミノ酸を付加して発現させると、アポトーシス刺激下で Xkr4が効

率よく活性化された。XRCC4が切断されると、切断部位においてイソロイシンが露出

するが、C末端のみを発現させる場合にはイソロイシンの前にメチオニンを付加する必

要があるため、このメチオニンが活性化を阻害している可能性が考えられた(左図)。さ

らに Xkr4の活性化に必要な領域を解析したところ、カスパーゼ切断サイト部位より N

末端側に 10アミノ酸、C末端側に 20アミノ酸を含む領域だけで Xkr4の活性化に十分

であることがわかった(左図)。そこで、カスパーゼ切断部位より C 末端側の 20 アミノ



酸をペプチド合成し、電気穿孔法により直接細胞に導入すると、アポトーシス刺激なし

でもカスパーゼ切断型 Xkr4ΔCを活性化させることができた(右図)。また、このペプチ

ドはカスパーゼ非切断型の野生型 Xkr4を活性化しなかったことより、カスパーゼ 3に

よって切断された XRCC4の C末端は、カスパーゼで切断された二量体化型 Xkr4を活

性化させると結論づけた。 

 

② Xkr4と XRCC4の C末端領域との相互作用の生化学的手法による解析 

 

次に、XRCC4のC末側の断片はどのようにXkr4を活性化するのかを解析するため、

Xkr4と XRCC4の相互作用に必須なアミノ酸を解析した。その結果、C末端側 20アミ

ノ酸の中の核内移行シグナルに存在する最初のアルギニン（R270）をアラニンに置換

した変異（R270A）を導入すると、Xkr4を活性化できないことがわかった(A)。そこで、

XRCC4の野生型、R270Aを発現する細胞において Xkr4に結合するタンパク質を質量

分析により調べた。アポトーシス刺激後および未刺激の細胞より膜画分を調製し、Xkr4

を免疫沈降して、Xkr4結合タンパク質を質量分析により解析した(B)。すると、アポト

ーシス刺激依存的に XRCC4 の野生型の C 末端をコードするペプチドのみが結合タン

パク質として同定された(C)。実際に、同じ細胞を用いて Xkr4の免疫沈降後にウエスタ

ンブロッティ

ングを行った

ところ、Xkr4

とXRCC4のカ

スパーゼで切

断された C 末

端領域が相互

作用すること

が確認できた

(D)。以上より、

XRCC4の C末

端は、カスパー

ゼにより切断

されることで

細胞質に放出

され、細胞膜ス

クランブラー

ゼ Xkr4に結合

し活性化する

と結論づけた 

 

③Xkr4と XRCC4の C末端領域との相互作用の細胞生物学的手法による解析 

 

次に、生きた細胞内でこの相互作用を確認するために、

XRCC4 の C 末端ペプチドを蛍光テトラメチルローダミ

ン（C20-TMR）と結合させ、HCT116細胞に Xkr4FL-GFP

もしくは Xkr4Δ C-GFP を発現する細胞に電気穿孔法に

より導入した。エレクトロポレーション後、C20-TMRは

Xkr4Δ C-GFP では細胞膜に保持され、GFP のシグナル

と共局在したが、Xkr4FL 発現細胞では保持されなかっ

た。これらの結果は、核タンパク質 XRCC4のカスパーゼ

切断断片が、細胞死時に細胞膜上の脂質スクランブルと

直接結合することにより、Xkr4二量体を活性化すること

を示す。 

 

  



 

④Xkr4の生理的役割の解析 

 

これまでに、Xkr4 のノックアウトマウスを用いて行動解析を行ったところ幾つかの

表現型が認められたが、音に対する驚愕反応の低下が特に顕著であった。このことから

Xkr4 ノックアウトマウスが難聴の表現型を示す可能性が考えられた。そこで、これを

確認するため聴性脳幹反応テストを実施したが、野生型と同様に Xkr4KO マウスも遜

色なく音を聞き取れることが分かった。このことから Xkr4KO マウスは音に対する反

応が鈍くなっていると考えている。これまでの行動解析の結果をふまえると、Xkr4KO

マウスは何らかの発達障害を呈する可能性が考えられる。 

今回の研究で、研究代表者は Xkr4の制御因子である XRCC4のカスパーゼで切断で

きない変異を Crispr/Cas9 システムにより導入したマウス XRCC4mut を作製し、

Xkr4KOマウスと同様の表現型がおこるかを解析した。しかしながら、XRCC4mutマ

ウスは Xkr4KO マウスで認められた体重増加や、音に対する反応低下については認め

られなかった。以上のことから、XRCC4 は Xkr4 の活性化において少なくともこれら

の表現型には関与せず、これらの表現型については XRCC4以外の活性化因子があると

結論した。これらの結果は今後の研究を進めるうえで重要な新たな方策を検討する機会

となった。 
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http://www.rbc.kyoto-u.ac.jp/wp-content/uploads/2021/08/RBC169-0827-2.pdf 
細胞死の目印の動態を解明 
https://www.icems.kyoto-u.ac.jp/people/fai/4347/ 
不要な細胞の除去機構の発見 -核内因子が直接細胞膜に作用する！- 
https://www.icems.kyoto-u.ac.jp/news/3946/ 
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