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研究成果の概要：リン脂質はフリッパーゼの作用により細胞膜の外膜と内膜の間で非対称的
に分布している。この非対称的な分布は細胞がアポトーシスに陥った場合や活性化された場合、
スクランブラーゼの作用により崩壊する。本研究では２個の P4-type	
 ATPase（ATP11A,	
 ATP11C）
をフリッパーゼ、TMEM16	
 family	
 の５個のメンバー(16C、16D,	
 16F,	
 16G	
 および 16J)を Ca2+に
よって活性化されるスクランブラーゼ、XKR	
 family の 3 個のメンバー(Xkr4,	
 Xkr8	
 および Xkr9)
をアポトーシス時にカスパーゼによって活性化されるスクランブラーゼとして同定した。また、
アポトーシス細胞の貪食はフォスファチジルセリン受容体による捕食過程とインテグリンある
いは MerTK を介した取り込みの２段階からなることを見いだした。	
 
	
 
Phospholipids	
 at	
 plasma	
 membranes	
 are	
 asymmetrically	
 distributed	
 between	
 inner	
 and	
 outer	
 
leaflets	
 by	
 the	
 action	
 of	
 a	
 flippase(s).	
 This	
 asymmetrical	
 distribution	
 is	
 disrupted	
 by	
 
the	
 action	
 of	
 a	
 scramblase(s)	
 in	
 various	
 biological	
 processes.	
 In	
 this	
 project,	
 we	
 
identified	
 two	
 P4-type	
 ATPases	
 (ATP11A	
 and	
 ATP11C)	
 as	
 flippases,	
 five	
 TMEM16	
 family	
 
members	
 (16C、16D,	
 16F,	
 16G	
 and	
 16J)	
 as	
 Ca2+-dependent	
 scramblase,	
 and	
 three	
 XKR	
 family	
 
members	
 (XKR4,	
 XKR8	
 and	
 XKR9)	
 as	
 caspase-dependent	
 scramblase.	
 We	
 also	
 showed	
 that	
 the	
 
engulfment	
 of	
 apoptotic	
 cells	
 proceeds	
 in	
 two	
 steps	
 of	
 tethering	
 and	
 internalization.	
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１．研究開始当初の背景	
 
アポトーシスを起こした細胞はマクロファ
ージによって速やかに貪食、分解される。私
達は死細胞の DNA がマクロファージによって
分解されることを利用して死細胞の貪食を
定量的に Assay する方法を樹立した。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(PtdSer)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 はタイプ I 膜タンパク質であり、その
細胞外領域を用いて PtdSer を認識、死細胞
を捕捉する。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
細胞膜を構成する PtdSer 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、
PtdSer が細胞表面に露出する。そこで、本
研究ではこのフリッパーゼ、スクランブラ
ーゼを同定し、PtdSer	
 が非対称的に維持
されている分子機構、PtdSer が暴露される
分子機構を解明することを目的とする。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 の貪食
促進能力はその細胞内領域を欠損させて
も減少しない。このことは Tim-4 と協調的
に作用する分子の存在を示唆している。そ
こで、その分子を同定し、死細胞貪食のシ
グナル伝達機構を解明することも目的と
する。	
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３．研究の方法	
 
(1)スクランブラーゼの同定	
 
アポトーシス時の PtdSer 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。実際、リンパ
球系細胞株 Ba/F3 を Ca2+	
 非存在下、低濃度の
Ca2+-	
 ionophore(A23187)で刺激すると、一過
的に PtdSer が暴露された。そこで、A23187
で処理、PtdSer を暴露する細胞のうち、最も
よく PtdSer を暴露する約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、A23187 による刺激、FACS による分画を
繰り返すことにより、強く PtdSer を暴露す
る細胞株を得る。ついで、この細胞より cDNA	
 
library を作製し、これを Ba/F3 細胞に導入
し、細胞膜で PtdSer のスクランブルを促進
する分子を同定する。	
 
	
 
(2)フリッパーゼ同定	
 
ヒト白血病細胞株 KBM7 は８番の染色体以外
はハプロイドとして存在する。この細胞にレ
トロウイルスで感染させることにより網羅
的に変異を導入する。次いで蛍光で標識され
た PtdSer（NBD-PS）の細胞内への取り込みを
指標に、フリッパーゼ活性を測定、その活性
を失った細胞集団を FACS	
 により分取する。
次いでこの細胞集団から染色体 DNA	
 を調製、
レテロウイルスの挿入部位を次世代 DNA	
 
sequencer を用いて決定する。	
 
	
 
(3)死細胞の貪食 
浮遊細胞である Ba/F3 細胞には死細胞の貪食
能が全く存在しない。そこでこの細胞に
integrin-αvβ4、Tim-4、MerTK 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
けるこれら因子の作用機構、相互作用、シグ
ナル伝達を解析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)PtdSer の細胞表面への暴露	
 
①	
 Ca2+依存リン脂質スクランブラーゼ	
 	
 
A23187 による処理と、PtdSer を強く発現す
る細胞のソーティングを 19 回繰り返し、低
濃度の A23187 により強く PtdSer を暴露する
細胞株を樹立した。この細胞より、レテロウ
イルスをベクターとした cDNA	
 library を調
製、これを Ba/F3 に導入し、A23187 によって
PtdSer 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
PtdSer 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
領域を持つ膜タンパク質 TMEM16F をコードし
ており、点変異が導入されたため構成的にス
クランブラーゼ活性を示した。血小板が
PtdSer を暴露できないために血友病の症状
を示す Scott	
 Syndrome と呼ばれる病気が知
られている。この患者では TMEM16F 遺伝子の
１２番イントロンのSplice	
 Acceptor	
 部位に

点変異が導入されていた。	
 
ついで、血小板特異的に TMEM16F 遺伝

子を欠損したマウスを樹立した。このマウ
ス血小板をトロンビンで活性化しても
PtdSer は暴露されず、血小板のトロンビン
産性能も顕著に減少していた。また、血管
障害で誘導される血小板の凝固過程、凝固
した血小板上での PtdSer 暴露に異常が見
られた。	
 
TMEM16F は 10 個のメンバーからなるフ

ァミリーに属している。それぞれのメンバ
ーを TMEM16F 欠損細胞に導入し、その細胞
での A23187 による PtdSer の暴露を解析し
た。その結果、TMEM16F 以外に TMEM16C、
16D,	
 16G	
 および 16J が	
 細胞膜上でリン脂
質スクランブリング活性を持つことを見
いだした。これらのメンバーのうち 16F は
様々な細胞で普遍的に発現しているのに
対し、16C や 16D は脳、16G,	
 16J は腸特異
的に発現していた。	
 
	
 
②	
 カスパーゼに依存したリン脂質スク
ランブラーゼ	
 
一方、上記 19 回ソートした細胞から作成
した cDNA	
 library	
 を Ba/F3 細胞に導入し、
構成的に PtdSer を暴露する細胞集団をえ
たが、その集団に XKR８と呼ばれる膜タン
パク質を発現する集団が存在した。この遺
伝子を欠損した細胞を樹立したところ、そ
の細胞は A23187 処理による PtdSer の暴露
は正常に起こったが、Fas	
 リガンドによる
アポトーシス時の PtdSer 暴露は起こらな
かった。Xkr8 の C-末端細胞内領域にはカ
スパーゼ３/7 によって認識される配列が
認められ、この配列に変異を導入するとア
ポトーシス時の PtdSer 暴露を促進しなか
った。以上より XKR８はアポトーシス時に
カスパーゼによって切断されてリン脂質
をスクランブルする分子と結論した。Xkr
８も９個のメンバーからなるファミリー
に属し、様々な細胞で普遍的に発現する
Xkr8以外に、脳で特異的に発現するXkr4、
腸で発現する Xkr9 もカスパーゼによって
活性化されるスクランブラーゼとして作
用した。	
 
	
 
③	
 フリッパーゼの同定	
 
KBM7 細胞にレトロウイルスを用いて変異
を導入した後、FACS	
 によりソーティング
を２度繰り返すことによりフリッパーゼ
活性を失った細胞集団を濃縮した。ついで
この集団におけるレトロウイルス挿入部
位を次世代 DNA	
 sequencer を用いて決定し
た。その結果、P4-type	
 ATPase	
 である
ATP11C と、そのシャペロンとして作用する
CDC50A をフリッパーゼとして同定した。
ATP11Cの細胞内 ATPase	
 ドメインにはカス
パーゼ認識配列が３個存在し、アポトーシ
ス時に切断、その ATPase	
 は不活化された。
そして	
 ATP11C が切断、不活化されないと



アポトーシス時、PtdSer の暴露はおこらなか
った。	
 
P4-type	
 ATPase	
 は 14 個のメンバーから成
り立っている。ATP11C 欠損細胞にこれらのメ
ンバーを CDC50A と共に発現させた細胞を樹
立、ATP11C 以外に、ATP11A,	
 ATP8A2 が細胞
膜において flippase	
 活性を持つことを見い
だした。ATP11A,	
 ATP11C は普遍的に様々な細
胞で発現しているのに対し、ATP8A2 は脳特異
的に発現していることから、ほとんどの細胞
において ATP11A と ATP11C がフリッパーゼと
しての活性を担っていると結論した。	
 
	
 
(2)死細胞の貪食	
 
酸性条件下でのみ蛍光を発する pHrodo で標
識された死細胞を用ることにより、容易に死
細胞の貪食を検定できる系を樹立した。つい
で、Ba/F3 に Tim-4 および integrin-αvβ3	
 を
導入するとその細胞は MFG-E8 存在下でアポ
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による死細胞の取り込みの
２段階からなることを見いだした。	
 
実際、マウス腹腔に常在しているマクロフ

ァージは Tim-4	
 と共に PtdSer を結合する
Protein	
 S に対するチロシンキナーゼ型の受
容体、MerTK を発現していた。そして、死細
胞の貪食には Tim-4、MerTK 両者が必要であ
った。	
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