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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞のホスファチジルセリン（PS）露呈機構を研究目的

として研究を進めた。結果、Ca2+をPS露呈のエフェクターとして絞り込み、Ca2+ ionophore A23187

を用いることで、細胞が生きたままPSを露呈する実験系を樹立することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：I investigated the mechanisms of phosphatidylserine (PS) exposure 
in apoptotic cells. Ca2+ was found to be the effecter for PS exposure. Using Ca2+ ionophore 
A23187, I designed the experimental system in which cells externalize PS without dying. 
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１．研究開始当初の背景 

 

生物の発生過程において、多くの細胞が増

殖し分化するとともにアポトーシスにより

死滅する。アポトーシスは、生体において不

要になった細胞を除去するのに必要なプロ

セスであり、死細胞は速やかにマクロファー

ジにより貪食され消化される。マクロファー

ジは、アポトーシスを起こした細胞を貪食す

るが生きている細胞を貪食することはない。

このことから、マクロファージはアポトーシ

ス細胞の表面上にある“Eat-me-signal”を

特異的に認識して貪食していると考えられ

る。 

 

当研究室において、この貪食過程を阻害す

るモノクローナル抗体をスクリーニングし

たところ、炎症時に腹腔に遊走される滲出マ

クロファージにおいてはMFG-E8 という分子

を、腹腔在住マクロファージにおいてはTIM4

という異なった分子を用いてアポトーシス

細 胞 を 認 識 し て い る こ と が 分 か っ た



（Hanayama et al., 2002 Nature; Miyanishi 

et al., 2007 Nature）。これら 2つのタンパ

ク質は、アポトーシス細胞表面に特異的に露

呈されるリン脂質、ホスファチジルセリン

（PS）を認識し、マクロファージによる貪食

を促進していることから、少なくともこの場

合、PSが”Eat-me-signal”として作用して

いると考えられた。 

 

生きた細胞において、細胞二重膜を構成す

るリン脂質は、その内と外とで非対称性を保

持しており、細胞膜の外側は主にホスファチ

ジルコリン（PC）、内側は PS やホスファチジ

ルエタノールアミンによって構成されてい

る。この膜の非対称性に関して、これまでに

国内外の多くのグループが研究に取り組み、

以下の仮説を提唱している。 

 

①PS は 正 常 状 態 で は 、 ATP 依 存 的

Aminophospholipid translocase (APLT)

によって膜の内側に保持されている。 

②PSはアポトーシス時には、APLTが不活性化

され、Ca2+依存的にランダムに脂質を交換

するScramblaseという酵素によって膜の

外側に露呈される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APLT、Scr

いてはそれ

れているが

露呈を説明

PS の露呈が

酵素のみで

因子が関わ

んど分かっ

の維持とア

ぞれ異なる

を支持する

われる。 

 

上記の問

APLT、Scra

定に至った

ことが重要

妥当性、解釈の正しさを追究し、本当に解決

すべき問題点を絞り込むことが必要である

と思われた。問題点を絞り込んだあとは、そ

の現象を正確に評価するためのアッセイ系

を確立し分子同定に迫ろうと考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 

アポトーシス時における PS 露呈機構を明

らかにすることを研究目的とする。その第一

段階として、PS 露呈においてアプローチする

べき問題を絞り込む。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１） アポトーシス細胞でのCa2+ 

アポトーシス時には細胞内Ca2+が上昇する

ことが知られている。そこで、マウス白血病

細胞WR19LにFasを発現させた細胞（W3細胞）

を用いてアポトーシス時のPS露呈における

Ca2+の必要性を調べた。具体的には、Fas 

ligandによりアポトーシスを誘導し、細胞外

Ca2+が存在しない、もしくは細胞内Ca2+を

BAPTA-AMによりキレートした状態でPS露呈

を調べた。 
T e
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（２） 薬剤処理細胞でのCa2+ 

マウス白血病細胞を用いて薬剤処理時 

のPS露呈におけるCa2+の必要性を調べた。具

体的には、速やかなPS露呈を誘導することが
的 
Ca2+

に依存
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、PS の非対称性

その破綻にそれ

るという考え方

拠さえないと思

ためにはまず、

の候補分子の同

ことから始める

その中で実験の

ionophore A23187 を用いて、細胞内Ca2+を

BAPTA-AMによりキレートした状態でのPS露

呈を調べた。 

 

（３） 赤血球細胞膜でのCa2+ 

（過去の実験の追試） 

マウス赤血球を低張液で破砕し繰り返し

洗浄することで純化した細胞膜を得た後、低

イオン濃度かつ塩非存在下の溶液中でイン

キュベートすることで膜の表裏が反転した

Inside-out (IO) vesicleを得た。このIO 

vesicleの外側膜を蛍光付加したPS、NBD-PS

を用いて標識し、Ca2+刺激後のNBD-PSの動き

をモニタリングした。 

 

 

４．研究成果 

 

（１） アポトーシス細胞でのCa2+ 



上記W3 細胞をFas ligandによりアポトー

シス誘導した。その結果、細胞外Ca2+が存在

しない状態ではPS露呈が著しく阻害された。

また、細胞内Ca2+をBAPTA-AMによりキレート

すると、PS露呈はほぼ完全に抑えられた。 

 

そこで、Ca2+のキレートがアポトーシスの

シグナル伝達そのものに影響を与えている

可能性を考え、アポトーシスの指標である

Caspase-3 の活性化やDNAの断片化などを調

べた。すると、それらのアポトーシスの形質

には全く影響が無かったことから、アポトー

シス細胞のPS露呈にCa2+がより直接的に関与

していると結論した。 
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一方、驚くことに、A23187 処理でPS露呈

した細胞は、時間が経過（約 12 時間）する

とA23187 が失活し、PSが元通り膜の内側に戻

り、細胞増殖することが分かった。つまり、

A23187 処理時に細胞外Ca2+を一時的に除くこ

とで、細胞を生かせたままPSを露呈させる実

験系を構築できた。 
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ク質に限定せず、細胞質タンパク質なども頭
に入れて分子同定に迫る必要があると考え
られた。  
 
[特色と独創的な点]  
本研究は、アポトーシス時の PS の露呈に  
ついて、既存の考え方に至った過去の実験の
追試から始めていることが特色であると言
える。 その中で、PS露呈のエフェクターを
Ca2+

 

に絞り込み、本来死細胞が露呈するPS
を細胞が生きた状態で露呈できる実験系を
構築したところに独創性があると考える。  
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