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研究成果の概要（和文）：アポトーシス細胞は、ホスファチジルセリン(PS)を細胞膜の外側に提

示し、これをマクロファージなどの食細胞が認識して貪食する。私たちは、マクロファージ上

の蛋白質TIM4がこのPSと結合することによりアポトーシス細胞をマクロファージに繋ぎ止める

一方、マクロファージから分泌されるMFG-E8がPSと結合し、マクロファージ上のインテグリン

と橋渡しをすることにより、アポトーシス細胞を取り込むことを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：Apoptotic cells are engulfed by macrophages by recognizing 
phosphatidylserine (PS). We found that Tim4 receptor on macrophages tethers apoptotic 
cells to macrophages by binding PS, and MFG-E8 secreted from macrophages binds to PS and 
stimulates the engulfment by binding to integrin on macrophages. 
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１．研究開始当初の背景 

私達はこれまでに、マクロファージによる

アポトーシス細胞の貪食を促進する分子

MFG-E8を同定した。マクロファージから分

泌された MFG-E8 は、C 末端側の C1C2 領域

を介してアポトーシス細胞の表面に露出

されるリン脂質 phosphatidylserine（PS）

と特異的に結合する。一方で、MFG-E8は N

末端側の EGF領域に存在する RGD配列を介

してマクロファージ上の integrin とも結

合し、アポトーシス細胞とマクロファージ

を結び付け貪食を促進する。MFG-E8遺伝子

を欠損したマウスでは、脾臓やリンパ節の

胚中心でアポトーシスにより死滅した B細

胞を貪食する核片貪食マクロファージに
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よる死細胞の貪食がうまくいかず、死細胞

が胚中心に蓄積する。その結果、死細胞の

膜は破裂し、その内容物（核、DNA、ミト

コンドリアなど）が周囲に流失し抗原とし

て作用することによって、抗核抗体と抗

DNA 抗体が産生され、自己免疫疾患を発症

する。 
 

MFG-E8 はマクロファージの integrin と結

合すると、CrkII、Dock180/Elmo 複合体、 

Rac1を順次活性化することによって、マク

ロファージ内の actin の再構成を誘導し、

アポトーシス細胞の貪食を促進する。私達

の研究グループでは最近、京都大学医学部

の松田道行研究室との共同研究により、ア

ポトーシス細胞の貪食時における食細胞

内での Rac1の活性化を Rac1の１分子 FRET

プローブを用いて可視化することに成功

した。すなわち、活性型 Rac１に特異的に

結合する分子 PAK の CRIB 領域に YFP を結

合させたものと、Rac1に CFPを結合させた

ものとを繋いだプローブ（Raichu-Rac1）

を食細胞に導入し、アポトーシス細胞を貪

食させた。Raichu-Rac1 プローブは、Rac1

が非活性型（GDP 結合時）の時には CFP に

よる発色のみであるが、Rac1が活性型（GTP

結合時）になると、PAKの CRIB領域が活性

型 Rac1 と結合することによって、CFP と

YFP が接近し蛍光エネルギー移動により、

違う波長の色を発色する。このプローブを

NIH3T3細胞に発現させ、MFG-E8とintegrin

の存在下で NIH3T3 細胞にアポトーシス細

胞を貪食させたところ、今まで不明であっ

た貪食過程の詳細が目に見える形で明ら

かとなった。すなわち、 

A) 活性型 Rac1 は、貪食時にアポトーシ

ス細胞を取り囲むように局在し、

phagocytic cup 構造を形成する。こ

の構造は、integrin や actin の凝集

としても可視化する事ができる。 

B) 貪食の完了とともに、活性型 Rac1 は

速やかに不活性型に戻り、死細胞を取

り囲んでいた integrin や actin の凝

集が解除され、phagocytic cup 構造

も消滅する。 

C) Rac1 の常活性型変異体を発現させる

と、アポトーシス細胞を取り込もうと

しても、効率良く貪食することができ

ず、死細胞が食細胞膜上で入ったり出

たりを繰り返す。この時、phagocytic 

cup 構造はいつまでも消滅せず残る。 

 
２．研究の目的 

(1) これまでの研究から、アポトーシス細胞

が正しく貪食される為には、Rac1の活性化と

再不活性化が協調的に行われなければなら

ないことが示された。よって本研究では、ア

ポトーシス細胞貪食時において、Rac1の活性

化と不活性化がどのようにして協調的に制

御されるのかを、Rac1の GEFと GAPによる作

用を可視化することによって解明すること

を目標とする。 

 

(2) 私たちは以前、マクロファージから分泌

される MFG-E8 や、マクロファージ上の蛋白

質 TIM4 が、ホスファチジルセリンと結合す

ることにより、マクロファージによるアポト

ーシス細胞の貪食を促進することを見出し

た。ところが、これらの分子がどのように協

調的に働き、Rac1の活性化と再不活性化を制

御し、貪食を促進しているのかは未だに分か

っていない。よって本研究では、これらの分

子が、どのような動作原理を介してアポトー

シス細胞の貪食を促進するかを明らかにす

ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) アポトーシス細胞の貪食時に、食細胞内

で Rac1 がどのようにして活性化・不活性化

するかを、Rac1の GEFと GAPによる作用を分

子イメージングで調べることにより検討す

る。死細胞の貪食時には、Dock180が Rac1の

GEF として働くことが知られている為、

Dock180の制御が、どのように Rac1の活性化

に影響を与えるかを検討する。一方、死細胞

貪食時に Rac1 の GAP として働く分子は未だ



報告されておらず、本研究を通してその同定

を試みる。 

 

(2) マクロファージによるアポトーシス細

胞の貪食を、本来貪食能のない細胞を用いて

再構築できるかを試みる。これらの細胞に貪

食に関連する分子の遺伝子を導入して貪食

能を獲得させることにより、各分子がどのよ

うな貪食過程に関与するかを検討し、その動

作原理を明らかにする。 

 
 
４．研究成果 

(1) マクロファージなどの食細胞によるア

ポトーシス細胞の貪食に関与する分子

Dock180 の動作原理に関する研究を行った。

Dock180を NIH3T3細胞に過剰発現させ、アポ

トーシス細胞と共培養したところ、コントロ

ールに比べアポトーシス細胞の取り込みが

1.5 倍に促進されることを確認した。一方、

Dock180 は Rac１の GEF であるが、その GEF

活性を失活させた点変異体を導入したとこ

ろ、貪食促進能は認められなかった。Dock180

を過剰発現させた細胞は、野生型の細胞に比

べ、培養ディッシュに強固に張り付いている

ことから、この細胞のアクチン骨格を蛍光色

素で染め観察したところ、Dock180 を発現し

ている細胞では、葉状仮足が定常状態におい

ても多く形成されていることが示された。更

に、ライブイメージングを用いてアポトーシ

ス細胞の取り込みを観察したところ、食細胞

はこの葉状仮足が形成されている場所で、ほ

とんどのアポトーシス細胞を取り込んでい

ることが示された。次に、Dock180 に RFP を

結合させたプローブを用いアポトーシス細

胞の取り込みを観察したところ、貪食時に

Dock180 がアポトーシス細胞の周囲に強く集

積し phagocytic cup 構造を形成することを

示した。一方で、一旦取り込みが始まると、

アポトーシス細胞を完全に飲み込んでしま

うまでにかかる時間は、Dock180 を過剰発現

させても変化がないことが示された。以上の

結果から、Dock180 は、アポトーシス細胞を

取り込む場所である葉状仮足を形成させる

ことによりアポトーシス細胞の貪食を促進

するが、一旦取り込みが開始するとその後の

貪食過程には Dock180の寄与は少ないことが

示された。 

 

(2) マクロファージによる貪食を、本来貪食

能のない細胞を用いて再構築できるかを試

みた。未分化 B 細胞株である Baf3 細胞は、

TIM4を過剰発現させると、アポトーシス細胞

と非常に効率よく結合するが、アポトーシス

細胞を取り込むことができないことが示さ

れた。次にこの細胞に MFG-E8 とその受容体

であるインテグリンを発現させると、アポト

ーシス細胞の取り込みが効率よく促進され

ることを見出した。この取り込みは、インテ

グリンの下流シグナルであるDock180やRac1

を発現させることにより、さらに促進するこ

とが明らかになった。以上の結果から私たち

は、本来アポトーシス細胞を貪食できない

Baf3 細胞にこれらの分子を発現させること

によって、マクロファージによる貪食を完全

に再構築することに成功した。また、Tim4は

アポトーシス細胞を繋ぎ止めるが取り込む

ことができず、Tim4により繋ぎとめられたア

ポトーシス細胞が取り込まれる為には、

MFG-E8 とインテグリンが必要であることを

見出し、アポトーシス貪食の動作原理は「繋

ぎとめ」と「取り込み」の２段階であること

を見出した。 

 

 

一方、Tim4を過剰発現させたNIH3T3細胞は、

MFG-E8 が存在しなくてもアポトーシス細胞

を効率よく貪食することができる。そこで、



NIH3T3細胞に はTim4と細胞外または細胞膜

内で結合する共受容体が存在すると考え、そ

の同定を試みた。すなわち、Tim4を過剰発現

させた NIH3T3 細胞を大量に培養し、Tim4 に

対するモノクローナル抗体を用いて精製を

行い共沈してくる蛋白質を検出したところ、

160kDと 130kDのバン ドが検出された。そこ

で、質量分析によりこれらの分子の同定を行

い、二本のバンドから共に myoferlinという

分子を同定した。今後は myoferlinによる貪

食制御の分子機構を解明することを目標に

する。 
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