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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞表面に暴露されるフォスファチジルセリンを認識す

るマクロファージ膜タンパク質を同定するとともに、マクロファージには死細胞に特異的なゲ

ートが存在すること、そこではアクチンの重合、脱重合がおこることを見いだした。また、死

細胞や赤芽球からの核 DNA を分解する酵素が作用しないと、マクロファージから未分解 DNA
に応答して種々のサイトカインが産生され、これが貧血やリウマチ性関節炎を発症することを

突き止めた。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified a type I-membrane protein that recognizes 
phosphatidylserine exposed on the cell surface of apoptotic cells, and found that there are 
specific gates in the phagocytes for the entry of apoptotic cells. In these gates, actin 
polymerized when the dead cells enter and it de polymerized as soon as they are inside of 
the phagocytes. We also found that if the DNA of apoptotic cells is not degraded in the 
phagocytes, the macrophages produce various cytokines that causes anemia and arthritis. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 69,400,000 20,820,000 90,220,000 

2006 年度 63,000,000 18,900,000 81,900,000 

2007 年度 69,400,000 20,820,000 90,220,000 

2008 年度 69,400,000 20,820,000 90,220,000 

   2009 年度 69,400,000 20,820,000 90,220,000 

総 計 340,600,000 102,180,000 442,780,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 
キーワード：アポトーシス・シグナル伝達・造血・マクロファージ・飽食 
 
１．研究開始当初の背景 
動物の発生過程で無用あるいは害となる細
胞が数多く形成されるが、これらは速やかに
アポトーシスを起こして死滅する。また、成
人においても、老化した細胞、がん化した細
胞、ウイルスや細菌に感染した細胞は細胞障

害性 T-リンパ球（CTL）などに攻撃されアポ
トーシスにより死滅する。一方、抗がん剤な
どの薬剤、放射線照射、増殖因子の枯渇など
によっても細胞はアポトーシスに陥る。アポ
トーシスでは細胞や核が凝縮、断片化される
とともに染色体 DNA が切断される。 
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そして、その最終段階ではマクロファージな
どの貪食細胞が死細胞を認識し、速やかに貪
食・処理する。私達はアポトーシスを誘導す
るサイトカイン Fas リガンドを同定し、アポ
トーシスのシグナル伝達にはカスパーゼと
呼ばれるプロテアーゼ、カスパーゼによって
活 性 化 さ れ る DNase （ CAD 、
caspase-activated DNase）が関与している
ことを示した。 ところで、アポトーシス細
胞の DNA は死細胞がマクロファージによっ
て貪食された後、リソソームに存在する
DNase II によってさらに分解される。哺乳動
物の赤血球には核はない。核は赤血球分化の
最終過程で脱落する。赤芽球から脱落した核
もマクロファージの DNase II によって分解
される。そして、DNase II の欠損により、ア
ポトーシスや造血過程で DNA が分解されな
いと、インターフェロン（IFN）β 遺伝子の
発現など、自然免疫系が活性化される。さら
に、私達はマクロファージが分泌し、アポト
ーシス細胞をマクロファージに橋渡しする
Milk Fat Globule EGF Factor 8 (MFG-E8) 
と呼ばれる分子を同定した。この分子は、死
細 胞 の 表 面 に 暴 露 さ れ る リ ン 脂 質
phosphatidylserine (PS) を “Eat Me” シグ
ナルとして認識し、マクロファージによる貪
食を促進する。脾臓の胚中心に存在する核片
貪 食 マ ク ロ フ ァ ー ジ (tingible-body 
macrophage)が MFG-E8 を特異的に発現し、
この分子が欠損すると、SLE (systemic lupus 
eryhematosus)様の自己免疫疾患を発症する。 
 
２．研究の目的 
本研究は上記の様な背景をもとに（１）アポ
トーシスの分子機構と生理作用、特にアポト
ーシス細胞の DNA 分解の意義、DNA 分解異
常が自然免疫を活性化する分子機構を明ら
かにする。（２）マクロファージによるアポ
トーシス細胞や赤血球から脱核した核の貪
食の分子機構、生理作用を明らかにする。こ
れらを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究の２つの課題（１）アポトーシス時の
DNA 分解の異常が自然免疫を活性化する機構、
（２）マクロファージによるアポトーシス細
胞貪食の機構 のうち、研究分担者川根は１
－２名の博士研究員、３－４名の大学院生と
ともに第１の課題、長田・華山もほぼ同人数
の博士研究員、大学院生とともに第２の課題
を担当した。しかし、その担当ははっきり分
かれているものではなく、生化学を専門とす
る長田は第一の課題においても、自然免疫を
活性化する因子の同定、生化学的解析などで
は、川根や大学院生と討論を重ね研究を進め
た。 
 

一方、川根はノックアウトマウスの作成、 
マウスの組織化学的解析の知識が豊富な 
ことから、アポトーシス細胞の貪食に関与す
る新しい分子が同定されれば、ノックアウト
マウスの作成、マウスの解析などで大学院生
を指導した。 
 
４．研究成果 
（1） DNA分解の異常と自然免疫の活性化  
DNase II遺伝子欠損マウス胚の胸腺や肝臓に
は未分解の DNAを蓄積したマクロファージが
見出され、かつ、これらの組織で IFNβ 遺伝
子の顕著な発現が認められる。そこで、DNase 
II 遺伝子欠損マウスの胸腺や肝臓の細胞を
分画した後、Real-Time PCR 法で IFNβ mRNA
を定量し、マクロファージが IFNβ を産生す
ることを示した。また、IFNβ mRNAに対する
anti-sense プロ ー ブ を用 い た in situ 
hybridization 法により、未分解の DNA を持
つマクロファージが IFNβ 産生細胞である
ことを証明した。IFNβ は抗ウイルス作用を
もつサイトカインであるが、抗細胞増殖作用
や細胞障害作用を持つことも知られている。
実際、赤芽球に IFNβ を作用させると用量依
存的に 赤芽球の増殖を阻害した。そこで、
IFNβ のシグナルを伝達する IFN type I 受
容体を欠損したマウスと DNase II 遺伝子欠
損マウスを交配させたところ、両遺伝子を欠
損するマウスはメンデルの法則にしたがっ
て誕生した。以上の結果からアポトーシス細
胞や赤血球からの核を貪食したマクロファ
ージがその DNAを分解できないと IFNβ 遺伝
子が活性化され、この因子によりマウスは発
生途上で死滅したと結論した。IFNは C-型肝
炎、白血病などの治療に用いられているが、
今回の結果は IFN・は胎児を死滅させる能力
を持つ危険な因子であることを示している。
IFNβ のどのような作用によって赤芽球の
増殖抑制が起こったか、この因子にはアポト
ーシスを誘導する活性はあるかなど明らか
にする必要があろう。  
DNase II-/-･IFN-RI-/-マウスはメンデルの法
則にしたがって生まれたが、このマウスの骨
髄、脾臓などには未分解のDNAを大量に蓄積
したマクロファージが存在する。このマクロ
ファージからはIFNβ ばかりでなく、TNFや
IFNγ などのサイトカインが分泌されてい
る。このマウスは関節リウマチを発症した。
このリウマチの発症がDNase II遺伝子の欠損
によることを確認するため、DNase II遺伝子
を生後、poly(I)(C)の投与によって欠損でき
るマウスを樹立したところ、このマウスもリ
ウマチを発症した。すなわち、DNase II遺伝
子を欠損させたマウスは歳をとるにしたが
って、指先、手・足首、ひじ・ひざの順に、
関節炎の症状を示し、8 ヶ月目には、すべて
のマウスでほとんどの関節が発症した。 



 

 

発症した関節では、骨を覆う滑膜細胞が著し
く増殖し、軟骨や骨を破壊していた。また、
関節組織では TNF、IL-6 や IL-1β 遺伝子の
発現が 10～50 倍に増加しており、血清中に
はヒトのリウマチ患者で認められるリウマ
チ因子、マトリックスメタロプロテアーゼな
どが高濃度に認められた。関節炎を発症して
いない時期に抗 TNF 抗体を投与したところ、
関節炎の発症が抑制され、さらに、関節炎を
発症したマウスに抗 TNF抗体を投与すると関
節炎の症状は顕著に減少した。以上の結果は、
アポトーシス細胞や赤血球前駆細胞から由
来する DNAが効率よく分解されずマクロファ
ージに残存すると、マクロファージが活性化
され、その細胞から産生された TNF によって
滑膜細胞の増殖が誘導され関節炎が発症し
たことを示唆している。今後はこのマウスで
のリュウマチの発症にどのような分子が関
与しているか、人のリュウマチの患者で実際
に DNase II の異常によって起こる例がある
かなど検討する必要があろう。  
IFNβ はウイルスや細菌感染時に産生され
る。この際、Toll-Like Receptor (TLR)と呼
ばれる一群の分子がウイルスや細菌のコン
ポーネントを特異的に認識する。そして、そ
の受容体からのシグナルはMyD88 やTRIFと呼
ばれるアダプター分子を介して伝達される。
そこで、 DNase II-/-

 

マウスと TLR3, TLR9, 
Myd88, TRIFなどの欠損マウスを交配させた
ところ、これら遺伝子とDNase II遺伝子を共
に欠損するマウスはIFNβ 遺伝子を発現し、
胚発生の段階で死滅した。これらの結果から
未分解の哺乳動物DNAによるIFNβ 遺伝子の
活性化にはTLR 系は関与していないと結論
した。そこで、この分子機構を明らかにする
ため、DNase II欠損細胞を用いてin vitroで
のアポトーシス細胞貪食、IFNβ遺伝子活性
化系を再現し、この反応を促進する分子を
expression cloning法により同定した。この
分子はEya (Eyes absence)と呼ばれる分子で、
生化学的解析から、N-末端にスレオニン、C-
末端にチロシン脱リン酸化活性を持つこと
を見いだした。そして、この分子はリソソー
ムに蓄積したDNAばかりでなく、NDVなどのウ
イルス感染に応答した自然免疫を活性化す
ることも突き止めた。 

（２）マクロファージによるアポトーシス 
   細胞、赤芽球核、乳腺脂肪球の貪食  
アポトーシス細胞の貪食に関与するマクロ
ファージの分子を発現クローニングでスク
リーニングすることにより、2 種の Rho ファ
ミリーに属する低分子量 G-蛋白質を同定し
た（RhoGと Rab5）。Rhoファミリーの G-蛋白
質は数多くの分子から成り立っており、いく
つかのサブファミリーに分けられている。そ
こで、それぞれのサブファミリーを代表する

5種の低分子量 G-蛋白質 (Rac1, Cdc42, RhoA, 
RhoG, Rab5) の 野 生 型 お よ び dominant- 
negative 体を作成しマクロファージで発現
させた。その結果、Rac1はアポトーシス細胞
の貪食を促進し、RhoA は貪食を抑制した。
Rac1 や RhoA はアクチンの重合、脱重合を支
配することにより細胞の極性を制御するこ
とが知られている。今回の結果はこれら分子
がアポトーシス細胞の貪食時に活性化ある
いは不活化されることを示唆している。今後
は FRET 解析などにより、貪食における Rac1
や RhoA の活性化を時間的、空間的に解析す
る必要があろう。  
骨髄、胎児肝には血液島とよばれる解剖学的
単位が存在する。血液島ではその中心に、1
個のマクロファージが存在し、その周りを
種々の分化段階の赤血球が取り囲んでいる。
DNase II-/-マウスの胎児肝に存在する血液島
のマクロファージは大量の未分解DNAを持つ
ことから、赤血球から脱核した核はマクロフ
ァージにより貪食されると考えられる。この
貪食の機構を解析するため、貧血にしたマウ
ス脾臓から赤芽球を調製し培養したところ、
細胞膜に囲まれた核が突出した。この核を
FACSを用いて分取し、胎児肝より調製したマ
クロファージと培養すると、マクロファージ
は核の膜表面に露出したリン脂質PS を認識
してこれを貪食した。PS は増殖している細
胞では細胞の内膜に局在している。しかし、
アポトーシスが誘導されるとPS は細胞の外
膜に提示され、マクロファージはこの分子を
認識して、死細胞を貪食する。今回の結果は
赤芽球から放出された核もアポトーシス細
胞と同一の分子をマクロファージに提示す
ることを示している。PSの露出は核が網状赤
血球から分断された後速やかに観察された。
健康な細胞内でのPSの細胞膜内側への局在
は ATPに依存した酵素 phosphatidylserine 
translocaseによって担われていると考えら
れている。網状赤血球から分断された核には
細胞質、ミトコンドリアが存在せず、ATPが
急速に枯渇し、この酵素が失活したと考えら
れる。今後phosphatidylserine translocase
の同定、アポトーシス時のPS 暴露の分子機
構の解明をすすめる必要があろう。 新生児
が離乳すると母親の乳腺は急激に退縮する。
この退縮は、乳腺のダクトなどに蓄積してい
た乳脂肪球が乳腺表皮細胞に再吸収される
こと、および、乳腺表皮細胞のアポトーシス
による。脾臓のマクロファージが発現し、ア
ポトーシス細胞の貪食を促進する因子
MFG-E8は乳腺、特に、退縮する乳腺に顕著に
発現されている。MFG-E8欠損マウスの乳腺を
観察したところ、このマウスでは離乳後の乳
腺萎縮が遅れ、長期にわたり乳腺ダクトに乳
脂肪球が蓄積した。また、アポトーシスを起
こした乳腺表皮細胞の貪食も遅れていた。 



 

 

これらの結果は MFG-E8 はアポトーシス細胞
の貪食ばかりでなく、乳脂肪球の再吸収にも
重要な役割を担っていることを示している。
乳脂肪球は脂肪を細胞膜が取り囲んでいる。
この場合も PS を細胞内膜に維持する
translocase が ATP の欠如により作用せず、
PS が外膜に露出、これを MFG-E8 が認識し、
上皮細胞へ橋渡しすると考えられる。また、
MFG-E8マウスの乳腺の退縮の遅れは、乳腺の
発達の遅れを引き起こし、次世代の乳児のた
めに分泌される母乳の量が顕著に減少し、新
生児のマウスが飢餓状態に陥った。この結果
は乳腺の退縮が次の世代の乳児のための乳
腺の発達・成熟に必須のプロセスであること
を示している。  
MFG-E8 はアポトーシス細胞に暴露される PS
とマクロファージ上のインテグリンを認識
し、アポトーシス細胞をマクロファージに橋
渡しする。アポトーシスは、生体内のさまざ
まな組織でおこり、近くに存在するマクロフ
ァージが死細胞を貪食する。脾臓胚中心に存
在する核片貪食マクロファージや腹腔の炎
症性マクロファージは MFG-E8 を発現してい
るが、腹腔に本来存在するマクロファージ、
胸腺や骨髄のマクロファージはこの因子を
発現していない。これらのマクロファージが
どのようにアポトーシス細胞を認識・貪食す
るか調べるため、腹腔のマクロファージを用
いてハムスターを免疫し、モノクローナル抗
体のライブラリーを作製した。ついで、その
ライブラリーからアポトーシス細胞の貪食
を抑制する抗体を同定した。この抗体が認識
するマクロファージの抗原を発現クローニ
ング法で同定、これが Tim-4 と呼ばれる機能
の知られていない受容体様の膜蛋白質であ
ることをつきとめた。Tim-4 の細胞外領域は
PS に強い親和性を持って結合した。また、本
来貪食能のないマウス NIH3T3 細胞に Tim-4
を発現させたところ、その細胞は貪欲にアポ
トーシス細胞を貪食した。このことから、
Tim-4 はアポトーシス細胞の表面に暴露され
る phosphatidylserine を認識、死細胞の貪
食を促進する phosphatidylserine receptor 
(PSR)と結論した。 
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