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研究成果の概要（和文）：老化細胞では、マクロファージによる貪食に重要なホスファチジルセリンのフリッパ
ーゼ遺伝子であるATP11Cの発現減少が認められた。しかし、ATP11C、および関連遺伝子ATP11A・Bの過剰発現・
発現抑制でも、老化細胞におけるホスファチジルセリンの膜表面への露出には大きな影響を認められなかった。
さらに、フリッパーゼの機能に必須であるカルシウムシグナルの阻害では老化細胞におけるホスファチジルセリ
ンの膜表面への露出は抑制できなかった。これらの結果は老化細胞におけるホスファチジルセリンの膜表面への
露出にはこれまでに報告とは全く異なるメカニズムが存在する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of senescent cells has been proposed to be involved in various 
age-associated pathologies, but molecular basis underlying the accumulation has ramained unknown. In
 the present study, we found that ATP11C, a fllipase for phosphatidylserine,is down-regulatred in 
senescent cells.However, overexpression and down-regulation of ATP11-related genes do not affet the 
expression of phosphatidylserine on senescent cell surface.Furthermore, Inhibition of calcium 
signaling, an essential component for ATP11 fllipase, also does not affect the expression of 
phosphatidylserine on senescent cell surface. These results strongly suggest that there is an unique
 mechanism for clearance of senescent cells
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化は、恒久的増殖停止を特徴とする細胞表現で、抗腫瘍機構として作用する。最近、早老症モデルマウス
から老化細胞を人工的に除去すると、「老い」の進行が遅延することが報告され、細胞老化が個体老化の主な原
因であることが示された。しかし、加齢に伴い老化細胞が蓄積する機構は不明である。本研究では、貪食シグナ
ルとなるホスファチジルセリンが老化細胞の膜表面に露出する事を見出したが、未知のメカニズムにより制御さ
れることが分かった。今後、その詳細なメカニズムを解明することで、老化細胞の貪食が個体老化や加齢性疾病
発症に与える影響を明らかにできると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトはなぜ老いるのか？この疑問に答えるために、老化に関する研究は古くから活発になさ
れているが、はっきりとした結論に至っていないのが現状である。老化の原因としてこれまで
多くの仮説が提唱されているが、未だ老化の本質に迫るものではない。しかし、1.テロメア短
小化が寿命の決定に役割を果たしている事、2.紫外線等の DNA 損傷が組織・臓器の老化を促進
する事、等から DNA 損傷応答が個体老化の原因であることが強く示唆されている。 
 最近になって、早老症モデルマウスから老化細胞
を除去すると、老化の進行やそれに伴う加齢性疾患
の発症を遅らせることができることが報告された
（Nature 2011）。この結果は、細胞老化が「老い」
の重要な要因の一つであることを示している。しか
し、加齢に伴い老化細胞が蓄積する機構は全くもっ
て不明である。 
 細胞老化は、がん遺伝子の活性化や加齢に伴い生
じる DNA 損傷応答によって誘導される恒久的な増殖
停止を特徴とする細胞形質であり、発ガン防御メカ
ニズムとしても機能する。申請者は細胞老化制御機
構について解析を行った結果、細胞老化誘導には細
胞周期G2期におけるp53活性化による細胞分裂期の
回避が重要であることを見出した（Y. Johmura et al. 
Molecular Cell 2014、図 1）。 
 
２．研究の目的 
 以前に肝前がん病変では老化細胞が血球系細胞によりクリアランスされる事が示唆されてい
たが、そのメカニズムについては全く分かっていない。さらに、生理的条件下では老化細胞が
血球系細胞によりクリアランスされるという報告はこれまでに無い。加齢に伴い免疫力が低下
することはよく知られている。 
 研究代表者は本研究の予備的検討として、これまでの知見により確立した DNA 損傷非依存的
な老化誘導法を用いて、「老化細胞がホスファチジルセリンを膜表面に露出する」という結果が
得られたことから、若齢期には免疫機能により活発に老化細胞がクリアランスされるために老
化が進行しないという仮説が考えられる。アポト
ーシスにおいて、ホスファチジルセリンの膜表面
への露出は、フリッパーゼとよばれるアミノリン
脂質を細胞質に輸送する酵素の機能不全によりお
こり、マクロファージによる貪食シグナルとして
働く。本研究では、14種類あるフリッパーゼ候補
分子の老化細胞における発現・局在・ホスファチ
ジルセリン輸送能を解析し、細胞老化に伴い機能
低下するフリッパーゼを同定する。さらにフリッ
パーゼ過剰発現マウスを作製して、老化細胞クリ
アランスの「老い」における役割を明らかにする
ことを目的とした（図２）。 
 
３．研究の方法 
(A). 老化細胞特異的に発現が減少するフリッパーゼの同定 
 ヒトでは14種類あるP4型ATPaseと呼ばれる大きなファミリーを形成する10回膜貫通タンパク
質が、アミノリン脂質を細胞質に輸送する酵素であるフリッパーゼの候補であると考えられてい
る。そこでまず、ヒトで存在が確認されているP4型ATPase分子すべての老化誘導過程における発
現変化を定量PCR法で解析した。さらに、翻訳後修飾などによりタンパク質分解をうける可能性
も考えられることから、ウエスタンブロット法によるタンパク質レベルでの解析を行った。 
 
(B). 老化細胞特異的に局在が変化するフリッパーゼの同定 
 フリッパーゼは細胞膜に局在し、その輸送機能を発揮することから、局在の変化による機能抑
制のメカニズムも考えられる。そこで、EGFP-ATP11Cを発現するヒト正常繊維芽細胞を樹立し、
局在の解析を行った。また、免疫染色法により内在性の局在の解析も試みた。 
 
(C). ATP11関連遺伝子の発現抑制・過剰発現が老化細胞におけるホスファチジルセリンの露出に
及ぼす影響の解析 
 レンチウイルスシステムを用いて、ATP11C、および関連遺伝子であるATP11A・1Bの発現抑制・
過剰発現株を樹立し、老化細胞膜表面におけるホスファチジルセリンの露出を解析した。さらに、
ATP11の機能発現には、カルシウムシグナルが重要であることから、カルシウムキレート剤であ
るBAPTAを用いた解析も併せて行った。 
 



４．研究成果 
(A). 老化細胞特異的に発現が減少するフリッパーゼの同定 
 定量PCRの結果、フリッパーゼ遺伝子ファミリーの中で、ATP11Cが特異的に老化細胞で発現減
少することが分かった。そこで、市販の複数の抗ATP11C抗体を用いてウエスタンブロット法によ
り解析したが、特異的なシグナルを検出することができなかった。そこで、、バキュロウイルス
システムによりリコンビナントATP11Cタンパク質を精製し、抗体の作製を行った。しかし、作製
した抗体も特異的なシグナルを検出することができなかった。 
 
(B). 老化細胞特異的に局在が変化するフリッパーゼの同定 
 (A)の検討結果より、老化細胞で発現低下が認められたATP11Cに関して、EGFP-ATP11C過剰発現
したヒト線維芽細胞を用いて、共焦点顕微鏡による蛍光観察を行った。その結果、正常細胞・老
化細胞ともに主に膜表面に局在することが分かった。この結果は、ATP11Cは主にRNAレベルでの
発現制御を受けていることを示唆している。また、抗ATP11C抗体用いて免疫染色法を行ったが、
特異的なシグナルは認められなかった。 
 
(C). ATP11関連遺伝子の発現抑制・過剰発現が老化細胞におけるホスファチジルセリンの露出に
及ぼす影響の解析 
 老化細胞で発現減少が認められたホスファチジルセリンのフリッパーゼ遺伝子であるATP11C
に加えて、同様の機能を有することが知られているATP11A・Bに関しても、過剰発現・発現抑制
による検討を行った。その結果、どの遺伝子の過剰発現・発現抑制でも、老化細胞におけるホス
ファチジルセリンの膜表面への露出には大きな影響を認められなかった。さらに、フリッパーゼ
の機能にはカルシウムシグナル重要であることが知られているが、カルシウムシグナルの阻害で
は老化細胞におけるホスファチジルセリンの膜表面への露出は抑制できなかった。これらの結果
は老化細胞におけるホスファチジルセリンの膜表面への露出にはこれまでに報告とは全く異な
るメカニズムが存在する可能性が考えられた。 
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