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核内タンパク質によるスクランブラーゼの活性制御

圓岡 真宏，Panpan Zhang，鈴木 淳

1. はじめに

細胞膜を構成するリン脂質は非対称性を有しており，さ
まざまな生理的条件下においてこの非対称性は崩壊する．
ホスファチジルセリン（PS）は通常細胞膜の内側に存在
しているが，アポトーシス時に細胞表面に提示されること
で，マクロファージ等の貪食細胞に認識・貪食されるため
の“Eat-me”シグナルとして機能する 1, 2）．PSの露出は，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に
より制御されると考えられていたが，その分子的実体は長
らく不明であった．我々はスクランブラーゼを同定する
ことを目的として研究を進め，カルシウム依存的スクラン
ブラーゼTMEM16F3），カスパーゼ依存的スクランブラー
ゼXkr84）を同定し，そのファミリーメンバーにもスクラン
ブラーゼ活性があることを示してきた 5‒8）．また，Xkr8に
は細胞膜に局在するためのサブユニットとしてBasiginが
必要なことも示している 9）．Xkrファミリーが活性化する
ためには，C末端の細胞内領域がカスパーゼにより切断さ
れる必要がある．Xkrファミリーの中でXkr4は神経特異的
に発現しカスパーゼで切断されるスクランブラーゼであ
るが，カスパーゼ切断型のXkr4（Xkr4ΔC）を細胞に発現
させてもスクランブル活性は示さなかった．したがって，
Xkr4の活性化にはカスパーゼによる切断だけでは不十分
であり，未知の活性化因子を必要とすることが示唆され
た．本稿では，Xkr4の活性化因子の同定およびその制御
メカニズムについて概説し，生体における役割について議
論したい．

2. Xkr4活性化細胞の樹立によるXkr4の活性化因子同
定の試み

Xkr4の活性化にはアポトーシス刺激を必要とするが，
細胞はそれ以上増えることなく死滅するため，リン脂質ス
クランブルに関わる分子を同定することは困難である．以
前の研究で我々は，スクランブル活性の高い生きた細胞を
繰り返しソーティングすることで，アポトーシス刺激なし
でもスクランブル活性を示す細胞を得ることに成功した．
次いでその細胞よりcDNAライブラリーを作製し，発現ク
ローニングによりTMEM16Fの活性化型変異体を得ること
に成功した 3）．これは，複数回のソーティングを繰り返す
うちにTMEM16Fに偶発的に変異が起こり，通常死にゆく
細胞のみで示されるスクランブル現象を生きた細胞で起こ
すことが可能であることを示している．同様にしてXkr4
の活性化に関わる分子に活性化型の変異が起こることを期
待して，Xkr4が生きたままで恒常的にスクランブル活性
を示す細胞の樹立を試みた．具体的には，Xkr4ΔC発現細
胞と蛍光標識したホスファチジルコリン（NBD-PC）を反
応させ，自発的なスクランブル活性によりNBD-PCを細胞
内に取り込んだ細胞（1％以下）をフローサイトメーター
によりソーティングした（図1A）．この操作を合計6回繰
り返すと，生きた細胞でも恒常的にリン脂質スクランブル
活性を示す細胞（PC6）が樹立できた．この細胞のXkr4の
発現をCRISPR/Cas9システムにより破壊するとスクランブ
ル活性が消失したことから，Xkr4依存的なスクランブル
活性であると考えられた．
次に，PC6細胞にどのような変異が起こっているのかを
解析する目的で，PC6細胞よりmRNAを調製しcDNAライ
ブラリーを作製した．このライブラリーをXkr4ΔC発現細
胞に導入し，前述のようにスクランブル活性の高い細胞を
繰り返しソーティングしたところ，3回のソーティングの
のち恒常的なスクランブル活性を示す細胞を得た（PC3）．
このスクランブル活性を誘導する責任遺伝子を同定した結
果，期待に反して得られた配列はXkr4ΔCそのものであっ
た．全長配列を確認したところ，332位のグルタミンがグ
ルタミン酸（Q332E）に置き換わった変異体や，322位の
イソロイシンがセリン（I322S）に置き換わった変異体，
331位のロイシンがフェニルアラニン（L331F）に置き換
わった変異体が得られ，これらの変異により恒常的なスク
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ランブル活性が示されることがわかった．最近明らかに
なったXkr8とXkr9の構造解析によると 10, 11），これらの変
異部位は3番目と4番目の膜貫通領域の間の細胞外領域に
集中していたことから，活性化因子の結合により構造変化
が起こる領域に変異が挿入されたと推測された．

3. リバイバルスクリーニング法の樹立によるXkr4活
性化因子の同定

前述のアプローチでは，Xkr4に変異が挿入された細胞
が優先的に濃縮されてくるため，Xkr4の活性化因子を同
定するための別のアプローチを考える必要があると考え
た．そこで，CRISPR sgRNAライブラリーを用いた新規の
スクリーニング法を開発した．我々はソーティングにより
アポトーシス細胞を回収した後，ゲノムDNAから sgRNA
領域のみをPCRで増幅し，それをもとに新しい sgRNAラ
イブラリーを作製するという方法を考えた（図1B）．こ
れを実現するために，ユビキタスに発現するスクランブ
ラーゼXkr8を欠損しているためアポトーシス刺激時にお
いてもスクランブル活性を示さないPLB細胞を用いるこ

とにした．この細胞にXkr4ΔCを発現させることで，ア
ポトーシス刺激でXkr4依存的なスクランブル活性を示す
細胞を樹立し，スクランブル現象を再構築した．この細
胞にCRISPR/Cas9を発現させ，レンチウイルスを用いて
sgRNAライブラリーを導入後アポトーシス刺激し，スク
ランブル活性が消失した細胞をフローサイトメーターに
より回収した．次に，回収した細胞よりゲノムDNAを精
製する必要があるが，アポトーシス時に機能するDNaseで
あるcaspase-activated DNase（CAD）をあらかじめノック
アウトしておくことで，アポトーシス刺激後でも完全長
のゲノムDNAが得られるよう細工した．そして，組み込
まれた sgRNA領域をゲノムDNAからPCRにより増幅後，
数百万クローンからなるレンチウイルス sgRNAライブラ
リーを再構築することで死にゆく細胞から sgRNA情報を
取り戻すことを可能にした．一度使用した sgRNAを再度
スクリーニングに利用することから，この手法をリバイバ
ルスクリーニング法と名づけた．すると，ライブラリーの
作製とソーティングを3回繰り返すことでスクランブル活
性を失った細胞が濃縮された．その細胞から sgRNA配列
を次世代シークエンサーにより調べ，マッピングを行った
ところ，cytochrome C, Apaf1といったアポトーシス時にカ
スパーゼを活性化させるために重要な因子が得られた．ま
た，その他にも多数の遺伝子が同定されたが，この中か
らXkr4を直接制御する活性化因子を絞り込む必要がある．
Xkr4はアポトーシス刺激で活性化されるため，カスパー
ゼ3の下流に位置するはずである．そこで，“カスパーゼ3
が活性化しているがスクランブル活性は喪失している”と
いう条件を満たす因子の同定に着手した．候補因子が濃縮
された sgRNAライブラリーを一つの細胞に一つだけウイ
ルスが感染する条件で細胞に感染させ，スクランブル活性
が消失した細胞をまずソーティングした．その細胞をホル
マリン固定した後に，活性化型カスパーゼ3を認識する抗
体でカスパーゼ3が活性化した細胞を回収し，次世代シー
クエンサーにより解析した．その結果，これらの条件を満
たす因子としてXRCC4だけが唯一のXkr4活性化因子の候
補として同定された．

4. Xkr4活性化因子としてのXRCC4の同定

XRCC4はDNAリガーゼ4と複合体を形成し，DNA損傷
に応答してDNA修復に関わる核内タンパク質である 12）．
XRCC4を欠損させた細胞でもアポトーシス刺激時にカス
パーゼ3の活性化が起こることより，カスパーゼ3の下流
で機能することが考えられる．一方で，Xkr4によるスク
ランブル活性はXRCC4の欠損により完全に抑制された．
XRCC4がカスパーゼ3の下流で機能することから，カス
パーゼ3によって切断される可能が考えられた．そこで

図1 Xkr4活性化因子同定のためのスクリーニング法
（A）発現クローニング．1）Xkr4ΔCを発現するPLB985細胞を
樹立し，蛍光標識されたホスファチジルコリン（NBD-PC）を
処理する．スクランブル活性のある細胞はNBD-PCが内部に
取り込まれる．2）セルソーターによりNBD-PCが取り込まれ
た細胞をソーティングする．3） 1週間程度培養し細胞が十分増
えたのち，再びソーティングを行う．（B）リバイバルスクリー
ニング．1）sgRNAライブラリーを用いてウイルスを作製し， 
2）CADが欠損したXkr4ΔC発現細胞に感染させる．3）1週間培
養ののち，アポトーシス刺激を行い，4）NBD-PCを取り込まな
い細胞をソーティング後，ゲノムDNA（gDNA）からPCRによ
り sgRNA配列を増幅し，5）sgRNAライブラリーを再構築する．
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XRCC4の配列を確認するとカスパーゼ3で切断されうる
配列が見いだされ，実際に切断を受けることも報告され
ていた 13）．そこで，XRCC4欠損細胞に野生型のXRCC4と
カスパーゼ非切断型変異体（2DA）を戻しスクランブル活
性を調べると，野生型では活性が回復したが，2DAにお
いてはその効果はなかった．これより，カスパーゼによ
りXRCC4が切断されることがXkr4の活性化に必須である
ことがわかった．また，XRCC4の切断はFasによる刺激や
X線照射およびUV照射によるアポトーシス刺激下でも切
断され，いずれの刺激でもXkr4の活性化に必須であった．
では，核内のXRCC4はどのように細胞膜のXkr4を活性化
するのだろうか？　蛍光タンパク質をXRCC4のN末端お
よびC末端に付加して局在を解析した結果，XRCC4はカ
スパーゼにより切断された後，N末端側は核内にとどまる
が，C末端側は細胞質内に放出されることがわかった．で
はXRCC4のC末端だけ発現すればXkr4の活性化に十分な
のだろうか？　カスパーゼ切断型のXRCC4のC末端のみ
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．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．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．また，このペプチドはカスパーゼ非
切断型の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．

5. 質量分析によるXkr4結合タンパク質の同定

それでは，XRCC4のC末側の断片はどのようにXkr4を
活性化するのであろか？　研究を進めると，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．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．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．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．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（図2）14）．

6. おわりに

本研究により，細胞膜スクランブラーゼXkr4は，自身
のカスパーゼによる切断ののち形成される二量体化の後
に，XRCC4のカスパーゼ切断断片が結合することで活性
化することが明らかになった．核内タンパク質の断片が細
胞膜タンパク質を活性化する現象を見いだしたことは，こ
れまでにない新しい概念を提示したと考える．Xkr4は神
経細胞に特異的に発現するスクランブラーゼであり，今後
ノックアウトマウスを用いてその生理的役割を調べる必要
がある．また，神経細胞では，シナプスや細胞の老化した
一部等の細胞内コンパートメントの貪食が知られており，
その過程に関わる可能性が考えられる 15）．またXRCC4の
他にもDNA修復に関わるタンパク質の多くがカスパーゼ
によって切断されることが知られている．それらの作用は
機能喪失であると考えられていたが，切断後の断片が新た
な役割を持つ可能性を今後検証する必要があるだろう．ま
た本研究で樹立されたリバイバルスクリーニング法は，死
にゆく細胞だけでなく，神経などの増殖が停止した細胞

図2 Xkr4の活性化機構
Xkr4は生きた細胞では単量体として細胞膜に局在する．アポ
トーシス刺激に伴いカスパーゼが活性化し，Xkr4のC末端が
切断され，二量体化する．また，核内ではXkr4の活性化因子
XRCC4もまたカスパーゼにより切断されると，そのC末端の
切断断片が細胞質に放出され，細胞膜の二量体化型Xkr4と相
互作用し活性化する．
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や，生体内での数が限られた細胞を標的とした in vivoスク
リーニングにおいても活用可能であると考える．
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