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1．血液凝固と細胞膜

　血管が損傷を受けると，血液に存在するビタミン
K依存性血液凝固因子が逐次的に活性化され，最終
的に不溶性のフィブリンを生じることで，血液は凝
固する1）．この一連の反応は液相中でも進行するが，
細胞膜の主要成分であるリン脂質を添加することに
よって爆発的に加速する．すなわち血液凝固は細胞
膜をその反応の場として必要とする．ビタミン K

依存性血液凝固因子は，Glaドメインと呼ばれる γ-
カルボキシルグルタミン酸残基に富む N末端領域
を介してリン脂質に結合する（図 1）．その相互作用
には，ホスファチジルセリンやホスファチジルエタ
ノールアミンなどの酸性リン脂質の存在が必須であ
る（図 1）．真核細胞の細胞膜は脂質二重層によって
構成されており，リン脂質成分は細胞内外の層に非
対称に分布している．主要な細胞膜リン脂質である
ホスファチジルコリンは，細胞膜両側に局在してい
る．一方，血液凝固に必要な酸性リン脂質は，通常
は細胞膜内層に局在していて，細胞表面にはほとん
ど露出していない2, 3）．すなわち細胞膜表面は通常の
状態では血液凝固の場になり難い．一方，アポトー
シスの誘導などによって細胞膜リン脂質の非対称性
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①血液凝固反応は，ビタミン K依存性凝固プロテアーゼ前駆体の逐
次的な活性化によって引き起こされる．

②凝固プロテアーゼの活性化は液相中でも起こりうるが，ホスファチ
ジルセリンなどの酸性リン脂質の添加により，その反応は爆発的に
加速される．

③通常，酸性リン脂質は細胞膜内層に局在していて，細胞外にはほ
とんど露出していない．

④ホスファチジルセリンなどの酸性リン脂質の細胞膜表面への露出を
担う分子 TMEM16Fが同定された．
⑤ TMEM16Fは細胞膜リン脂質の双方向への輸送にかかわるスクラン
ブラーゼ本体，もしくはその構成因子で，TMEM16Fが存在しない
と生体内での血液凝固能は著しく低下する．
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が破られ，細胞膜外層にホスファチジルセリンが露
出すると，細胞膜表面は凝固反応に促進的になる．
近年，ホスファチジルセリンがどのような機構で細
胞膜の内層から外層に輸送され血液凝固の場を提供
するのか，そのメカニズムが次第に明らかになって
きた．すなわち，これまで明らかにされてきた凝固
因子レベルでの血液凝固反応の制御に加え，ホス
ファチジルセリンなどの酸性リン脂質の露出による
制御機構の存在が明らかにされつつある．本稿では
その最新の知見について紹介したい．

2．細胞膜リン脂質の非対称分布　 
―フリッパーゼとスクランブラーゼ―

　脂質二重層におけるホスファチジルセリンの非対
称分布は，フリッパーゼとスクランブラーゼと呼ば
れる脂質輸送酵素によって保たれていると考えられ
ている（図 2）2, 3）．フリッパーゼは，ホスファチジル
セリンを外層から内層に輸送し，一方，スクランブ

ラーゼは Ca2+依存的に種々の細胞膜リン脂質を内
外双方向へ輸送する．前述の通りホスファチジルセ
リンは通常，細胞膜内側に局在しているが，アポトー
シスが誘導されると細胞膜表面に露出される3）．露
出したホスファチジルセリンは，マクロファージに
よるアポトーシス細胞の貪食のための目印となるこ
とが知られていたが，その露出メカニズムは不明で
あった．京都大学の長田らのグループ（現所属は大
阪大学）は，アポトーシス誘導時におけるホスファ
チジルセリンの露出メカニズムを明らかにする目的
で，ホスファチジルセリンを露出しやすい細胞株を
樹立し，そのメカニズムの解明に迫った4–6）．

3．ホスファチジルセリンを露出しやすい細胞の
樹立と TMEM16Fの同定

　Ba/F3細胞を Ca2+イオノフォア A23187（1 μM）で
処理することで細胞内 Ca2+濃度を上げると，ホス
ファチジルセリンは細胞の外側に露出される．すな

図 2　細胞膜リン脂質の輸送機構
細胞膜脂質二重層には，多様なリン脂質が非対称に分布
している．リン脂質の非対称分布はいくつかの脂質輸送
分子によって保たれていると考えられている．フリッパー
ゼは，細胞膜外層に存在するホスファチジルセリンを
ATP依存的に細胞膜内層に輸送する．一方，スクランブ
ラーゼは，種々のリン脂質を内外双方向に輸送する．ス
クランブラーゼは Ca2+依存的であるが，ATPは必要とし
ない．

図 1　血液凝固カスケードは細胞膜上で進行する
凝固プロテアーゼの活性化機構の一例を示す．活性化凝
固第 X因子は，補助因子である活性化凝固第 V因子およ
び酸性リン脂質依存的にその基質プロトロンビンと細胞
膜上で会合し，プロテアーゼドメインの限定分解により
プロトロンビンを活性化する．X因子およびプロトロン
ビンは，N末端の Glaドメインを介して細胞膜表面に存
在する酸性リン脂質（黒色）と相互作用する．通常，酸性
リン脂質は細胞膜の内側に保たれているので，血液凝固
反応が進行するためには酸性リン脂質が内層から外層へ
輸送される必要がある．
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わち Ca2+の細胞内への流入のみによって，Ba/F3細
胞はホスファチジルセリンを露出する．しかしなが
らこの条件では（おそらくは過剰な Ca2+流入によっ
て）細胞は死滅してしまう．ところがおもしろいこ
とに，同様の実験を Ca2+を含まない培地中で行う
と，細胞はホスファチジルセリンを細胞外側へ露出
するも，ほとんどの細胞は生存したままになる．一
方，BAPTA-AMによって細胞内 Ca2+をキレートし
てしまうと，A23187に暴露しても細胞はホスファチ
ジルセリンを露出しない．すなわち，A23187による
ホスファチジルセリンの露出には細胞内 Ca2+の動員
が必須であることを示している．このプロセスは可
逆的であったこと，さらに細胞を生きたままに保つ
ことができることから，彼らは A23187による細胞
刺激とホスファチジルセリン露出細胞の単離という
手順を繰り返すことで，A23187に高感受性の細胞，
すなわちホスファチジルセリンを露出しやすい細胞
を樹立した．この細胞（Ba/F3-PS19：上述の操作を
19回繰り返した Ba/F3細胞）は，親株（Ba/F3-PS0細
胞）では応答しない低濃度（125 nM）の A23187にも
反応してホスファチジルセリンを細胞の外側へ露出
する．
　さて Ba/F3-PS19細胞には親株に比べてどのよう
な変化がおきたのだろうか？　以下の二つの可能性
が考えられた：1．ホスファチジルセリンを細胞膜
内側に維持する形質を失った，もしくは2．ホスファ
チジルセリンを露出しやすくなる形質を獲得した．
そこで彼らは Ba/F3-PS19細胞と親株の融合細胞を

調製し，そのホスファチジルセリン露出能について
調べた．融合細胞はホスファチジルセリンを露出し
やすい Ba/F3-PS19細胞様の性質を示したことから，
Ba/F3-PS19細胞はフリッパーゼ活性を失ったので
はなく（その場合，親株との融合によってフリッ
パーゼ活性は補填されるはず），スクランブラーゼ
活性が上昇することで，ホスファチジルセリンを露
出しやすくなる形質を獲得したと考えられた．そこ
で彼らはホスファチジルセリンを露出しやすくして
いる分子を同定するため，Ba/F3-PS19細胞の cDNA
ライブラリーをスクリーニングした．その結果，
Tmem16f cDNAが導入された細胞は，A23187の刺
激がない状態でもホスファチジルセリンが露出され
ていることを見出した．TMEM16Fは 8つの膜貫通
ドメインを持つ膜タンパク質で，類似構造を持つ
TMEM16Aは Ca2+活性化 Cl−チャネル活性を有する
ことが報告されている（表 1）7–9）．TMEM16Fを培養
細胞に異所性発現させると細胞膜に局在することか
ら，ホスファチジルセリンの露出を担う分子として
妥当な細胞内局在であると考えられた．Ba/F3-PS19
細胞に同定された Tmem16f cDNAには，アミノ酸
の変異を伴う 1塩基の変異（Asp409Gly）があったこ
とから，野生型との機能的な差異を調べた．Annex-
in Vを用いてホスファチジルセリンの露出を調べる
と，野生型導入細胞には Annexin Vの結合性は見ら
れないものの，Asp409Gly変異を導入した細胞には
高い結合性が見られた．変異型によるホスファチジ
ルセリンの露出は，BAPTA-AMによって細胞内 Ca2+

表 1　TMEM16ファミリーとその分子機能

スクランブラーゼ Cl−チャネル 分布
TMEM16A ○ 多様な臓器
TMEM16B ○ 目
TMEM16C ○ 脳
TMEM16D ○ 卵巣・子宮
TMEM16E 骨・筋肉
TMEM16F ○ 相反する報告有り ユビキタス
TMEM16G ○ 胃
TMEM16H ユビキタス
TMEM16J ○ 腸
TMEM16K ユビキタス
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をキレートすることで完全に抑制できることから，
変異型 TMEM16Fは Ba/F3-PS19細胞のホスファチ
ジルセリン露出を担う分子本体，もしくはその構成
因子であると考えられた．一方，野生型導入細胞も
A23187で刺激すると，未導入細胞に比べて速やか
にホスファチジルセリンを細胞表面に露出する．以
上の結果から，野生型にもホスファチジルセリンの
露出促進効果があり，TMEM16FAsp409Glyは高 Ca2+感
受性を獲得した機能亢進型変異であると考えられた．

4．TMEM16Fによる他の細胞膜リン脂質の輸送

　さて，TMEM16Fはホスファチジルセリンの露出
のみを担っているのだろうか？　彼らは他の細胞膜
リン脂質の輸送に対する TMEM16Fの影響について
調べている4）．まず，ホスファチジルセリンと同様
に血液凝固反応を促進するホスファチジルエタノー
ルアミンについて調べた．ホスファチジルエタノー
ルアミンは，ホスファチジルセリンと同様に通常は
細胞膜内側に局在している．その結果，ホスファチ
ジルエタノールアミンもホスファチジルセリンと同
様に TMEM16F依存的に細胞表面に露出することが
判明した．さらに彼らは主に細胞膜外側に存在する
リン脂質であるホスファチジルコリンやスフィンゴ
ミエリンも TMEM16F依存的に細胞膜内側に取り込
まれることを確認した．すなわち TMEM16Fは，細
胞膜リン脂質を内外双方向に輸送するスクランブ
ラーゼ本体，もしくはその構成因子の一つであると
考えられた4）．

5．Scott症候群と TMEM16F

　Scott症候群と呼ばれる血液凝固異常症がある10）．
同疾患患者の血小板や白血球細胞は，イオノフォア
刺激に対してホスファチジルセリンを露出しな
い11, 12）．すなわち凝固活性が著しく低下している．
彼らは同疾患が TMEM16F遺伝子の異常によるもの
ではないかと考え，その mRNAの配列を解析した．
野生型の TMEM16F遺伝子は 20個のエキソンから構
成されるが，同患者の細胞から調製した TMEM16F 
mRNAはエキソン 13に相当する配列 226塩基を完
全に欠失していた．TMEM16F遺伝子の全ゲノム構

造を決定すると，エキソン 13のスプライシング受
容部位にホモ接合変異を有していた（図 3）．すなわ
ち，エキソン 13が正常にスプライシングを受けず
にスキップされてしまうことで，以降の翻訳フレー
ムに停止コドンが生じ，完全な TMEM16Fタンパ
ク質が生合成されないことが Scott症候群の原因で
あると考えられた（図 3）．さらに直接的に血液凝固
に対する影響を調べるため，同グループは血小板（巨
核球）特異的な TMEM16F欠損マウスを作成した13）．
マウス血小板では，ヒト血小板と同様に，他の
TMEM16ファミリー分子に比べて TMEM16Fを高発
現している．血小板を A23187もしくは生理的な血
小板アゴニストであるコラーゲンおよびトロンビン
で刺激すると，野生型由来の血小板はホスファチジ
ルセリンを細胞表面に露出する．一方，TMEM16F
欠損マウス由来の血小板は，これらの刺激にほとん
ど応答しない．さらに TMEM16F欠損血小板を用
いてその凝固亢進活性を評価すると，野生型に比べ
トロンビン生成量は減少しており，in vivoでの血栓
形成能も TMEM16F欠損マウスでは著しく低下して
いた．すなわちTMEM16F欠損マウスでは，ホスファ
チジルセリン露出能の低下により血液凝固能が著し
く低下していると考えられた13）．一方，血小板アゴ
ニストに対する ATPの放出量や P-selectinの発現量
は，野生型と欠損型とでは違いは見られない．すな
わち TMEM16Fは血小板の活性化には直接的には関
与していないと考えられる．活性化血小板は，マイ
クロパーティクルと呼ばれる微小ベシクルを放出す

図 3　Scott症候群は TMEM16F遺伝子のスプライシング
異常に起因する
Scott症候群の患者は，TMEM16F遺伝子エキソン 13のス
プライシング受容部位に点変異を持っている．これによ
りエキソン 13が正常にスプライシングされず，以降の
mRNA塩基配列にフレームシフトを伴う停止コドンを生
じる．
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る（図 4A）．マイクロパーティクルは血小板細胞膜由
来のベシクルで，血小板顆粒などを内含しており生
体における止血反応の一端を担っている14–16）．Scott
症候群の患者ではマイクロパーティクルの放出量が
減少しているとの報告があることから17），TMEM16F
がマイクロパーティクルの形成・放出を担っている
と予想された．実際に，A23187刺激によるマイク
ロパーティクル放出は，TMEM16F欠損血小板では
ほとんど起こらない13）．電子顕微鏡で血小板の形態
を確認すると，野生型では A23187刺激によって直
ちに血小板膜に棒状の突出構造が現れ，数分でマイ
クロパーティクルが形成・放出される（図 4B）．一方，
TMEM16F欠損血小板では，未刺激時の細胞形状お
よび刺激時に見られる棒状の突出構造は野生型と同
様に観察されるものの，引き続くマイクロパーティ
クルの形成・放出は全く観察されない．すなわち，
血小板膜からのマイクロパーティクルの切り出しに
は，TMEM16Fによるスクランブラーゼ活性が必要
であると考えられた．以上の結果は，TMEM16Fが
細胞膜の大きな構造変化をも担っている可能性があ
ることを示唆していて興味深い．

6．TMEM16ファミリーとスクランブラーゼ活性

　これまで述べてきた通り TMEM16Fはスクラン
ブラーゼ本体もしくはその構成因子の一つであるこ
とが明らかになってきた．他の相同分子にも同様の
機能があるのだろうか？　TMEM16ファミリーに
は TMEM16Fを含め 10種の相同分子が存在する（表
1）．TMEM16F欠失細胞に各分子を導入しスクラン
ブラーゼ活性の有無を調べてみると，TMEM16C，
TMEM16D，TMEM16Gおよび TMEM16Jを導入し
た細胞にも Ca2+依存性のスクランブラーゼ活性が
観察されるが，それぞれ異なるリン脂質選択性を示
す18）．血液凝固に重要なホスファチジルセリンを 
細胞表面に露出させる活性は，TMEM16Fに加え
TMEM16D，TMEM16J，および TMEM16G導入細
胞にも観察されるが，TMEM16Cには検出されない．
TMEM16Fはユビキタスに発現しているのに対し，
他のスクランブラーゼ活性を示す分子は臓器特異的
な発現を示す（表 1）18）．これらの分子の凝固反応への
寄与については検討されていない．同ファミリー分

子のうち最も早くに機能解析がなされた TMEM16A
および TMEM16Bは Cl−チャネル活性を有してい
る7–9）．その他のメンバーのうち TMEM16Fを除いて
Cl−チャネル活性は検出されない．TMEM16Fの Cl−

チャネル活性については相反する報告がある19）ので
慎重に判断しなければならないが（表 1），少なくと
もスクランブラーゼ活性と Cl−チャネル活性は機能
的に分離しているようだ．

7．リン脂質の輸送メカニズム

　さて，リン脂質は細胞膜の内層から外層へ（もしく
はその逆方向へ）どのようにして輸送されるのだろう
か？　リン脂質は親水性の頭部と疎水性の尾部から
構成される（図 5A）．脂質二重層では疎水性の尾部
が互いに会合し，親水性頭部を二重層の外側に向け
ている．ホスファチジルセリンがスクランブラーゼ
によって細胞膜内層から外層へ輸送されるには，親
水性の頭部が疎水性の二重層を横切る必要がある．
残念ながら，現時点では輸送メカニズムに関する明
瞭な答えは得られていない．最近，子囊菌 Nectria 
haematococca由来の TMEM16（nhTMEM16）の結晶
構造が報告された（ヒト TMEM16ファミリーの結晶
構造は未報告）20）．Bethelと Grabeは同構造をもと
にして，TMEM16ファミリーがいかにしてスクラン
ブラーゼとして機能しうるかについて分子動力学的
シミュレーションを行っている21）．同論文では，PO
ホスファチジルコリン（POPC: 1-Palmitoyl-2-oleoyl-
ホスファチジルコリン）を標準的な細胞膜リン脂質
としてシミュレーションに用いている．nhTMEM16
は，ヒトTMEM16Fと同様に，ホモ二量体を形成する．
通常の膜タンパク質の場合と同様に，nhTMEM16の
膜貫通領域の大部分は疎水性（灰色）の高い構造に占
められているが，その分子側方にリン脂質膜の内外
を繋ぐ親水性（青色）の“溝”が存在する（図 5B，C赤
矢印）．興味深いことに，シミュレーションによっ
て得られた細胞膜はこの溝を中心として内側にねじ
れた構造をしていて，他の領域に比べ細胞膜が 36％
薄くなっている（図 5B，C）．詳細な全原子分子動
力学シミュレーションの結果，POPCはこの“近道”
を通って，その分子構造を反転しながらリン脂質膜
内外へ移動する可能性が示された．移動中の POPC
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図 4　TMEM16Fは血小板からのマイクロパーティクルの形成・放出に必須である
（A）マイクロパーティクルは，血小板膜から放出される直径 0.2ミクロン以下の微小ベシクルである．内部には血小板顆粒
などを含んでいて，止血反応に促進的に働くと考えられている．（B）血小板をカルシウムイオノフォアA23187で処理すると，
直ちにその形態を変化させる．棒状の突起が細胞膜から伸展し（白矢印），数分後にはそこからマイクロパーティクルが生じ
る（赤矢印）．一方，TMEM16F欠損血小板では，棒状突起は生じるもののマイクロパーティクルは形成されない．Bは文献
13）の図を改変して引用した．

図 5　全原子分子動力学シミュレーションで示唆された TMEM16Fによるリン脂質輸送メカニズム
（A）POホスファチジルコリン（POPC）の模式構造．POPCの親水性頭部は，さらにコリン部分とリン酸部分に分けることが
できる．コリン部分は正に荷電しているのに対し，リン酸部分は負に荷電している．（B）Nectria haematococca由来の
TMEM16（nhTMEM16）の結晶構造を用いたシミュレーションで得られた周辺の細胞膜構造．TMEM16Fの分子表面モデルは，
疎水性部分を灰色，親水性部分を青色で着色している．細胞膜は外膜表面と内膜表面のみを表示している．TMEM16Fの細
胞膜貫通部分はそのほとんどが疎水性であるが，側方に膜内外を繋ぐ親水性の溝がある（赤矢印）．（C）Bを 90度時計回りに
回転した図．親水性の溝（赤矢印）を中心に細胞膜がねじれている．POPCのみで構成された細胞膜の厚みは 28.5Åであるの
に対して，この部分は 18.3Åしかない．（D）全原子分子動力学シミュレーションによって得られた TMEM16Fによる POPC
の輸送メカニズム．詳細は本文参照．B–Dは文献 21）の図を改変して引用した．
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のエネルギー障壁はかなり小さいことから，この溝
の中ではリン脂質は比較的安定であると考えられ
た．この溝構造を詳細に見てみると，その両端の出
入り口にはそれぞれ一対の酸性および塩基性アミノ
酸残基が位置している（細胞膜内側を SC部位，外側
を SE部位と呼ぶ）．POPCの親水性頭部は，リン酸
部分（マイナスに荷電）とコリン部分（プラスに荷電）
に分けることができる．すなわち POPCの親水性頭
部は静電気的に二極化している．シミュレーション
によると，溝周辺に存在するリン脂質はその頭部の
二極構造の向きを SC部位によって調整しながら，
膜内部に向けて積み重ねられていく（図 5D）．膜内
部に送り込まれたリン脂質は，最終的に SE部位ま
で輸送されスクランブルは完了する21）．しかしなが
ら，ホスファチジルセリンの親水性頭部は二極構造
を有していないことから，この輸送機構では十分に
説明できない．おそらくはイオンや他の脂質が相互
作用するなどして輸送されると予想されるが，解明
にはさらなる研究結果を待つ必要があるようだ．

8．おわりに

　長田らのグループは，アポトーシスの際のホス
ファチジルセリン露出を担う分子の同定を試み，
TMEM16Fを同定した．TMEM16Fの欠損細胞では
アポトーシスを惹起しても，細胞表面にホスファチ
ジルセリンは露出されないのであろうか？　実は，
TMEM16Fはアポトーシスによるホスファチジルセ
リンの露出に全く影響を与えない．今回詳細は割愛
するが，彼らはアポトーシス細胞のホスファチジル
セリン露出を担う分子 Xk-related protein 8を同定し
ている22, 23）．同論文では当該分子が血液凝固反応に
影響を与えるかについては検討されていないが，以
前からアポトーシス細胞は血液凝固に促進的になる
ことが報告されてきたことを考えると，Xk-related 
protein 8も血液凝固を制御する分子の一つであると
予想される．さらに近年，本稿で紹介した分子以外
にも様々なリン脂質輸送分子の分子実体が同定され
てきている2, 3, 24）．これらの分子も血液凝固に影響を
与える可能性が考えられるが，現在までにそのよう
な視点からの研究は皆無である．これまで血液凝固
反応は，凝固因子間の相互作用をメインに研究され

てきた．今回，細胞膜リン脂質の輸送制御による凝
固反応の制御，という新しいメカニズムが存在する
ことが明らかとなり，その研究領域はさらに広がっ
たと言える．本研究領域の今後の発展に期待したい．
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