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研究成果の概要（和文）：死細胞は、自身が処理されるべき細胞であることを貪食細胞に伝達するための目印、 “eat
 me”シグナル、を提示すると考えられている。中でも、リン脂質であるホスファチジルセリン(PS)は、死細胞の細胞
膜上で機能する重要な“eat me”シグナルであると想定されている。しかしながら、生細胞がどのようにPSを細胞膜の
内層に保持し、死細胞がどのようにPSを細胞表面に露出するのか、その分子機構は不明であった。本研究では、Hploid
 genetic screenとよばれるスクリーニング法を用い、“eat me”シグナルである「PSの露出」の鍵となる分子としてA
TP11C とCDC50Aを同定した。

研究成果の概要（英文）：Phospholipids are asymmetrically distributed in the plasma membrane. This 
asymmetrical distribution is disrupted during apoptosis, exposing phosphatidylserine (PtdSer) on the cell 
surface. In this study, I found that ATP11C and CDC50A are required for aminophospholipid translocation 
from the outer to the inner plasma membrane leaflet. ATP11C contained caspase recognition sites, and 
mutations at these sites generated caspase-resistant ATP11C without affecting its flippase activity. 
Cells expressing caspase-resistant ATP11C did not expose PtdSer during apoptosis and were not engulfed by 
macrophages, which suggests that inactivation of the flippase activity is required for apoptotic PtdSer 
exposure. CDC50A-deficient cells displayed PtdSer on their surface and were engulfed by macrophages, 
indicating that PtdSer is sufficient as an “eat me” signal.

研究分野：分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
真核生細胞の細胞膜では、膜の構成成分で

あるリン脂質が非対称に維持されており、

ホスファチジルコリンやスフィンゴミエリ

ンは主に細胞膜の外側に、ホスファチジル

セリン(PtdSer)は細胞膜の内側に保持され

ている。一方、アポトーシスを起こした細

胞では、速やかに膜の非対称性が崩壊し、

細胞の表面に PtdSer が露出される。この

細胞外に露出された PtdSer をマクロファ

ージなどの食細胞が認識し、死細胞を貪食

することで生体の恒常性を維持していると

考えられている。従って、細胞膜における

PtdSer の露出は、貪食細胞に対する“eat 

me”シグナルと想定されている。しかしな

がら、どのように生細胞が PtdSer を細胞

膜の内層に保持し、死細胞がどのように

PtdSer を細胞表面に露出するのかその分

子機構は長らく不明であった。 
 
２． 研究の目的 
 
“eat me”シグナルである PtdSer の細胞膜

における分布制御機構の解明 
 
 
３． 研究の方法 
 
本研究では、最初に、細胞膜上で PtdSer

を内層へと輸送する酵素(フリッパーゼ)を

網羅的に探索することにした。スクリーニ

ング手法として Brummelkamp 博士らによ

って開発された「ヒト一倍体細胞を用いた

遺伝子トラップスクリーニング法」を用い

た。KBM7細胞は慢性骨髄性白血病患者由

来の細胞株で、８番染色体以外の全ての染

色体が一倍体である。この KBM7細胞に遺

伝子トラップベクターを組み込んだレトロ

ウイルスを感染させることで、ヒト遺伝子

を無作為に欠損させた細胞集団から機能ス

クリーニングを行うことが可能となった。

ヒト KBM7細胞は、蛍光標識したホスファ

ジルセリン(NBD-PS)を速やかに細胞質側

に取り込んだ事から、細胞膜で機能するフ

リッパーゼを発現していることが確かめら

れた。次いで、ヒト KBM7細胞に遺伝子ト

ラップベクターを組み込んだレトロウイル

スを感染させることで、変異細胞集団を作

製した。この変異細胞集団に NBD-PSを添

加し、下位 1%程度の NBD-PSの取り込み

が減少した細胞をフローサイトメトリーに

て回収した。回収した細胞を培養し、再度

NBD-PSを添加し、その取り込みが減少し

た細胞をフローサイトメトリーで回収した。

このようにして、NBD-PSの取り込みが減

少した細胞集団を濃縮することに成功し、

LF (Low-Flipping)細胞と名付けた。次世代

シークエンサーを用いて LF 細胞における

ウイルス挿入位置を網羅的に解析した。 
 
４． 研究成果 

 

この細胞集団におけるレトロウイルスの挿

入位置を次世代シークエンサーを用いて解

析した結果、P4 型 ATPase に属する

ATP11Cと P4型 ATPaseの共通のサブユ

ニットである CDC50A の遺伝子座に多数

の挿入が確認された。実際、ATP11Cを欠

損した細胞はフリッパーゼ活性が親株の

20％程度に減弱していた。しかし、依然と

して PtdSer は細胞質側に局在し、非対称

性が保持されていた。一方で、CDC50Aを

欠損した細胞はフリッパーゼ活性がほぼ完

全に消失し、細胞表面に PtdSer を露出し

た。つまり、CDC50A欠損細胞では PtdSer

の非対称性が崩壊していた。これまで、い

くつかの P4型ATPaseはCDC50Aと結合

することにより小胞体から輸送されること

が報告されている。実際、ATP11C は

CDC50A に依存して小胞体から輸送され、

細胞膜に局在した。以上より、ATP11Cは

細胞膜上の PtdSer に対する主要なフリッ

パーゼであり、CDC50A は ATP11C を含



むいくつかのフリッパーゼを適切な局在場

所に輸送することで PtdSer の非対称性を

維持すると考えられた。ところで、アポト

ーシス細胞では、フリッパーゼ活性の低下

が起こることが知られている。そこで，細

胞膜フリッパーゼである ATP11C がアポ

トーシスの際にどのような制御をうけるか

を調べたところ、 ATP11C はカスパーゼ

により切断、不活性化されることが分かっ

た。ATP11Cは、細胞質内領域に３つのカ

スパーゼ認識配列を持ち、このカスパーゼ

認識配列に変異を導入したカスパーゼ抵抗

性の ATP11Cを発現した細胞は、アポトー

シスの際に PtdSer を細胞表面に露出しな

かった。以上より，カスパーゼによる

ATP11Cの切断が、アポトーシスにおける

PtdSer の細胞表面への露出に必須である

と結論した。 
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