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研究成果の概要（和文）：本研究は、申請者らが同定した老化細胞特異的に発現上昇する遺伝子であるLY6Dにつ
いて、その生理機能を明らかにするとともに、LY6Dを標的とした新規抗がん剤開発に向けた分子基盤を確立する
ことを目的とて解析を行なった。LY6DはGPIアンカー型の細胞膜タンパク質であり、高発現によって老化細胞に
特徴的な巨大な空胞を形成することを見出し、さらに、LY6Dによって誘導される空胞は、細胞外液の取り込みに
関与し老化細胞の生存に寄与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify the physiological functions of LY6D, a 
gene that is specifically upregulated in senescent cells, and also clarify the molecular basis for 
the development of novel anticancer drugs targeting LY6D. We found that LY6D, a GPI-anchored plasma 
membrane protein, is responsible for senescence-associated vacuole formation, and contributes to the
 survival of senescent cells through the incorporation of extracellular nutrients.

研究分野： 腫瘍生物学、細胞生物学

キーワード： 細胞老化　LY6D　GPIアンカー　空胞形成　マクロピノサイトーシス

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LY6Dは老化細胞特異的に高発現する細胞膜タンパク質であり、細胞外液の取り込みに関与し老化細胞の生存に寄
与することから、分子標的薬開発のターゲット分子として極めて有用であると考えられる。今後、LY6Dを標的と
して、抗がん剤や放射線治療によって誘導された老化細胞を除去するための抗体医薬品や低分子化合物の開発が
進むことを期待したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本における死亡原因第一位であるがんに対して、多大な基礎研究、臨床応用研究が総合的な

計画に基づき推進されてきたにもかかわらず、死因の第一位を占め続けている。がん対策として、
革新的な診断、治療法の開発が求められていたが、外科的治療以外で重要な地位を占めていたの
が、抗がん剤治療と放射線治療であった。ほとんどの抗がん剤と放射線は、がん細胞の増殖を阻
止し、アポトーシスへ導くことによってがん組織の縮小、消失を目指しているが、一方で正常細
胞に非特異的に作用する副作用が大きな問題となっており、問題視されつつあったのが、抗がん
剤や放射線によって誘導される細胞老化という現象であった。細胞老化はがん遺伝子の強制発
現や様々なストレス（酸化ストレス、DNA 損傷ストレス等）によって誘導され、老化細胞の特
徴として永続的な細胞増殖の停止が挙げられることから、老化細胞の生理的意義としてがん抑
制機能が指摘されていた。一方、老化細胞の特徴の一つとして SASP(Senescence-Associated 
Secretory Phenotype)因子が発見され、SASP 因子には増殖因子、炎症性サイトカイン、ケモカ
イン、細胞外マトリックス分解酵素などが含まれ、がんの促進と悪性化に関与する可能性も示唆
されていた。実際、老化細胞が共存することによってがん細胞の増殖や悪性化が促進され
（Krtolica et al., PNAS 98, 12072, 2001; Ruhland et al., Nat. Commun.7, 11762, 2016）、ま
た、抗がん剤治療によって誘導された老化細胞が、抗がん剤の副作用の原因となることも示唆さ
れていた（Demaria et al., Cancer Discov. 7, 165, 2017）。つまり、がん治療の際に出現する老
化細胞を特異的に除去できる分子標的薬は、極めて有用な抗がん剤となる可能性を持っており、
本研究プロジェクトの将来的な最終目標を、老化細胞を特異的に除去するための分子標的薬を
開発することとした。 
 
２．研究の目的 
従来、分子標的薬開発のターゲット分子として、細胞膜タンパク質の有用性が高いことが明ら

かとなっていた。その理由は、細胞内に取り込まれる必要がないため薬剤のデリバリーが簡単で
あること、並びに抗体医薬品の開発を目指すためには細胞外にエピトープが存在することが必
須であるためである。そこで、本研究課題の核心をなす学術的な「問い」を「老化細胞をターゲ
ットにした薬剤開発のために最適な標的分子とは何か？」として、申請者らが同定した老化細胞
特異的に高発現する細胞膜タンパク質である LY6D について解析を行うこととした。 
 
 
３．研究の方法 
LY6D は GPI アンカー型の細胞膜タンパク質であり、高発現によって老化細胞に特徴的な巨大

な空胞を形成することを見出していた。そこで本研究では、当初次に示す実験を計画した。(1) 
LY6D が空胞形成を誘導するシグナル伝達経路の解明、として、① LY6D の機能領域の解析、② 
細胞外から細胞内へとシグナルを伝えるタンパク質の同定、③ LY6D の下流で働く Ras の機能解
析、④ Ras の下流で働きアクチンの重合を促進する分子の同定、⑤ オートファジーとの関連に
ついて、である。また、(2) LY6D が生体から老化細胞を除去するための標的分子となる可能性
の検証、としては、① siRNA 導入細胞を用いた解析、② 抗 LY6D 抗体を用いた抗体依存性細胞
傷害活性の検出、である。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) LY6D が空胞形成を誘導するシグナル伝達経路の解明 
 
① LY6D の機能領域の解析 
LY6Dの S-S結合形成に関与することが予想されるシステイン残基をセリン残基に置換したと

ころ、空胞が形成されなかったことから S-S 結合の重要性を検証できた。LY6D は、分子間相互
作用に必須である LU ドメインと、細胞膜外葉への繋留に重要な GPI アンカーの修飾部位を有
する。これらドメインに変異を導入したところ、GPI アンカーが付加されず細胞外に分泌され
る LY6D は空胞形成能を保持し、細胞内にとどまる内在型の LY6D では空胞形成率が低下するこ
とが明らかとなった。さらに、野生型及び細胞外に分泌される LY6D を過剰発現させた細胞培
養上清を他の細胞に添加すると空胞形成率が優位に上昇することから、LY6D の空胞形成にお
いて、LY6D 自身は細胞膜外葉に繋留されなくとも、細胞外からマクロピノサイトーシスを誘導
する分子群に相互作用することで空胞形成能を持つことが示唆された。 
LU ドメインに関して LY6D が属する LY6/uPAR ファミリーのタンパク質間では LUドメインの

一次構造の相同性は低いものの、システイン残基の位置が保存されており、このシステイン残
基を基底として三本指構造を形成することが大きな特徴となっている。その LY6/uPAR ファミ
リーの中で空胞形成能を持たない遺伝子である LY6G6D と LY6D を比較したところ、第一指領域



内のシステイン残基やプロリン残基の位置が異なっていたため、LY6G6D の第一指領域を LY6D
の第一指領域と置換する変異体を作成し、空胞形成能を検証した。その結果、キメラ分子は空
胞形成能を獲得することがわかった。さらにその第一指領域の中でシステイン残基の前後でβ
シート構造の形成に重要な役割を持つプロリン残基、スレオニン残基に相違点が見られたため、
LY6G6D に対して LY6D と同じアミノ酸になるよう点変異の導入を行なった。その結果、プロリ
ン残基及びスレオニン残基の点変異のみで LY6G6D が空胞形成能を獲得することがわかった。
以上のことから、LY6D の空胞形成において、三本指構造の第一指領域の構造が必要であること
がわかった。 

 
② 細胞外から細胞内へとシグナルを伝えるタンパク質の同定 
LY6D は細胞膜ラフトに存在し、Src family kinase (SFK)と多量体を形成することが明らか

となった。また、LY6D が細胞外から細胞内へとシグナルを伝えるタンパク質を同定するため、
タンデム質量分析法を用いて LY6D と相互作用する膜タンパク質の網羅的な探索を行い、膜貫
通型タンパク質である Integrin β1を含む 5種類のタンパク質を同定した。Integrin β1に
ついて詳細な解析を行ったところ、Integrin β1の活性を阻害する中和抗体が LY6D の発現に
伴う空胞構造の形成を抑制し、さらに、RNA 干渉法による Integrin β1 の発現抑制によって
LY6D 誘導性のマクロピノサイトーシスが抑制されることが明らかとなった。また、Integrin 
β1 のサイレンシングは細胞老化に伴い惹起されるマクロピノサイトーシスに対しても同様の
抑制効果を示した。これらの結果から、LY6D 誘導性マクロピノサイトーシスを惹起するシグナ
ルは Integrin β1 を介在して細胞内に伝達されることが示された。Focal adhesion kinase 
(FAK) は Integrin β1の下流因子であり、
インテグリンシグナルの受容に伴い自己リ
ン酸化を亢進してマクロピノサイトーシス
制御因子として知られる Src family kinase 
(SFK) の活性化を誘導する非受容体型チロ
シンキナーゼである。本実験では、LY6D の発
現に伴い FAK の自己リン酸化が亢進するこ
と、また、FAK-SFK 経路の遮断が LY6D誘導性
マクロピノサイトーシスを抑制することが
示された。以上の結果から、細胞老化関連タ
ンパク質 LY6D は Integrin β1との相互作用
を介してマクロピノサイトーシスシグナル
を細胞内に伝達していること、また LY6D は
FAK-SFK 経路の活性化を介してマクロピノサ
イトーシスを惹起していることが明らかと
なった（図１）。 
 
③ LY6D の下流で働くRas の機能解析 
LY6D の下流では Ras が機能する可能性が示唆されていたため、Ras の活性に重要な Gly12、

及び、PI3K、Raf、Ral-GEF、それぞれの情報伝達に重要な Tyr40、Thr35、Glu37 の変異体を作
製し細胞に高発現させたところ、LY6D 誘導性空胞形成には PI3K が重要な働きをすることが明
らかとなった。 
 
④ Ras の下流で働きアクチンの重合を促進する分子の同定 
本研究期間内には実施できず、今後に課題であると考えている。 

 
⑤ オートファジーとの関連について 
細胞内に空胞を形成する機構の一つとしてオートファジーの関与が示唆されているが、オー

トファゴソームのマーカーである LC3 の発現や、オートリソソームなどの酸性オルガネラマー
カーである LysoTracker を用いて LY6D で誘導される空胞と局在が一致するかどうか調べたと
ころ、LY6D によって誘導される空胞はオートファジーによるのではなくマクロピノサイトー
シス（エンドサイトーシスの一種）によって形成されることがわかった。そして、LY6D によっ
て誘導される空胞は、細胞外液の取り込みに関与し老化細胞の生存に寄与することが明らかと
なった。 

 
(2) LY6D が生体から老化細胞を除去するための標的分子となる可能性の検証 
 

本研究計画では、当初、① siRNA 導入細胞を用いた解析、② 抗 LY6D 抗体を用いた抗体依存
性細胞傷害活性の検出、を予定していた。具体的には、LY6D をノックダウンした老化細胞とノ
ックダウンしない老化細胞の混合培養系で、LY6D をノックダウンした老化細胞だけが特異的
に除去されるかどうか調べ、また、LY6D に対する siRNA とコントロール siRNA をそれぞれ異な
る蛍光色素で標識し細胞に導入後、血清アルブミンを添加した低栄養培地で培養した細胞に細
胞老化を誘導し、LY6D に対する siRNA を導入した細胞のみが除去できることを確認する予定



であった。しかしながら、本研究計画実施期間内に完結させることができなかったため、今後
の重要課題であると考えている。 
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