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研究成果の概要（和文）：細胞老化のプログラムには、遺伝子制御とエピゲノムの変換が関わると予期される
が、詳細は不明である。このため、細胞核・クロマチンの因子に対するsiRNAライブラリーを用いて、細胞老化
を抑制する分子群を新たに同定して、細胞老化の分子基盤を明らかにしようと構想した。その結果、1) 網膜芽
細胞腫（RB）タンパク質が、がん遺伝子誘導性老化細胞において解糖系遺伝子の活性化およびミトコンドリア好
気呼吸を促進すること、2) ヒストンメチル化酵素SETD8/PR-Set7が細胞老化の代謝リモデリングに重要な役割を
果たすこと、を明らかにした。。

研究成果の概要（英文）：Gene regulation and epigenomic conversion are involved in the program of 
cellular senescence, but the molecular mechanisms remain unclear. We investigated the key processes 
of cellular senescence, using specific siRNAs libraries against nuclear and chromatin factors, and 
found that 1) retinoblastoma protein promotes oxidative phosphorylation through up-regulation of 
glycolytic genes in oncogene-induced senescent cells; 2) the SETD8/PR-Set7 methyltransferase 
functions as a barrier to prevent senescence-associated metabolic remodeling.

研究分野：エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 

細胞の老化は、さまざまなストレスで誘導さ
れる不可逆的な増殖停止の状態をいう。細胞
複製の繰り返し、DNA損傷、過剰な増殖シグ
ナルなどが働くことで、細胞の内在性のプロ
グラムが作動するものと考えられる。不要な
細胞を抑制し、腫瘍化へのバリアにもなり得
る。その一方、老化細胞はアクティブな代謝
活性とタンパク質の分泌型の形質をもつな
どの特色も有している。こうした細胞老化の
プログラムには、遺伝子制御とエピゲノムの
変換が関わると予期されるが、詳細は不明で
ある。このため、細胞核・クロマチンの因子
に対する siRNAライブラリーを用いて、細胞
老化を抑制する分子群を新たに同定して、細
胞老化の分子基盤を明らかにしようと構想
した。 
 

２．研究の目的 

本研究では、細胞老化におけるエピジェネテ
ィックな機序の観点から、老化の内在性のプ
ログラムを明らかにすることを目的とする。
具体的には、細胞老化に関わる細胞核・クロ
マチンの因子について、その標的遺伝子の転
写調節、エピゲノムの制御、エネルギー代謝
との関連性などを解析することを全体構想と
した。世界に先駆けた老化のエピゲノム研究
を展開する契機として実施した。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞老化における細胞核・クロマチン
因子の発現状況 [1] SETD8、 CTCF、
MCAF1/ATF7IP、SETDB1などの発現と機能
解析：IMR90線維芽細胞の老化系（複製後お
よび Ras/MEK誘導性）、各種の培養細胞株や
組織アレイにおいて、定量 RT-PCR法とウエ
スタンブロット法、免疫染色法で検討した。
[2] 上記因子のマウス代謝組織における発
現解析：C57B/6Jマウスの若年期と老年期な
どにおいて、各組織での発現状況を検討した。
[3] 細胞核・クロマチン因子の細胞老化にお
ける発現解析：細胞老化に関連が示唆された
因子群について、同様の手順で解析を進めた。 
 
（2）特異的な阻害による細胞老化に及ぼす
効果とその機序 [1] RNA干渉法、化合物に
よる阻害効果：上記の因子を特異的にノック
ダウンできる siRNA（または shRNA 発現ベ
クター）を用いて、ノックダウン効果は、リ
アルタイム RT-PCR法とウエスタンブロット
法で検討した。化合物は、細胞培養液中に適
当量を投与した。阻害時に顕著な細胞毒性が
ないことを確認し、細胞老化の形質
（INK4/ARF 等のマーカー遺伝子、酸性 β-ガ
ラクトシダーゼ染色、ヘテロクロマチン
SARF形成と細胞形態、細胞増殖を調べた。 
 

（3）標的遺伝子の転写調節とクロマチンの
制御 [1] 阻害における遺伝子発現の網羅的
解析：IMR90細胞株を用いて、特異的なノッ
クダウンまたは阻害剤等を用いた遺伝子発
現の変化をマイクロアレイで同定した。この
網羅的解析データをもとに、Gene Set 
Enrichment Analysis等のパスウェイ解析によ
り、標的遺伝子のカテゴリー分類を行った。
[2] SETD8 およびヒストン修飾の解析：
SETD8、H4K20me1、H3K36me3 に対する抗
体を用いたクロマチン免疫沈降を行い、標的
遺伝子における集積を ChIP-リアルタイム
PCRで検討した。 
 
（4）エネルギー代謝との関連性 
[1] 標的とする代謝機能遺伝子の解析：
IMR90細胞株において、ノックダウンまたは
阻害剤処理の条件下で、代謝関連因子の発現
状況を発現マイクロアレイ法、リアルタイム
RT-PCR 法などで解析した。[2] エネルギー
代謝経路の機能的な解析：細胞を蛍光色素
JC-1で染色し、フローサイトメトリーで解析
した。細胞外フラックスアナライザーを用い
て、酸素消費や乳酸産生などの代謝経路の動
態を解析した。 
 
（5）細胞老化における代謝関連性 [1] 細
胞老化系における代謝機能遺伝子の解析：
IMR90老化細胞において、代謝関連因子の発
現状況を発現マイクロアレイ法、リアルタイ
ム RT-PCR法、ウエスタンブロット法で解析
した。[2] 細胞老化系における代謝経路の機
能的な解析：JC-1染色、細胞外フラックスア
ナライザーを用いて、上記の代謝経路の動態
を解析した。 
 
（6）個体レベルの細胞老化とエネルギー代
謝の解析 [1] マウスにおける代謝関連遺伝
子の解析：C57B/6J マウスの若年期と老年期
などにおいて、代謝組織で関連因子の発現状
況をリアルタイム RT-PCR法、ウエスタンブ
ロット法で解析した。[2] 組換えマウスの準
備を行った。 
 
４．研究成果 
(1) SETD8/PR-Set7 が細胞老化の代謝リモデ
リングに重要な役割を果たすことを明らか
にした（Cell Rep., 2017）。細胞核のエピゲノ
ムが細胞老化に重要な役割を果たしている
と考え、ヒト線維芽細胞を用いて細胞老化に
関わるエピゲノム因子を探索した。その結果、
SETD8/PR-Set7 メチル基転移酵素が細胞老化
の過程で顕著に減少することを見出した。同
様に、RNAiまたは化合物による SETD8の阻
害は、増殖中の線維芽細胞に対して細胞老化
を誘導した。SETD8はヒストン H4リジン 20
をモノメチル化（H4K20me1）し、遺伝子発
現を負に制御することが知られている。そこ
で、マイクロアレイによる遺伝子発現解析な



どを用いて、SETD8のノックダウンで発現が
上昇する遺伝子を検討したところ、リボソー
ムタンパク質、リボソーム RNA ならびにサ
イクリン依存性キナーゼ阻害因子 p16INK4Aの
発現上昇が認められた。これらの遺伝子の発
現上昇は、リボソーム生合成の活性化による
細胞内タンパク質合成の増加、ならびに
p16-RB 経路によるミトコンドリア好気呼吸
（酸化的リン酸化）の活性化を引き起こし、
老化した細胞に特徴的な代謝状態を誘導す
ることが示唆された。 
これらの結果から、SETD8は H4K20me1を介
してターゲット遺伝子の発現を抑制するこ
とで、細胞老化に関わる代謝リモデリングを
防御する役割を果たしていることが示唆さ
れた（図）。 

 
(2) 網膜芽細胞腫(RB)タンパク質は、がん遺
伝子誘導性老化細胞において、解糖系遺伝子
の活性化およびミトコンドリア好気呼吸を
促進することを明らかにした（Aging Cell, 
2015）。ヒト線維芽細胞を用いて、細胞外フ
ラックスアナライザーで調べると、老化細胞
におけるミトコンドリア好気呼吸の活性化
が RB依存的であることが分かった。さらに、
網羅的な遺伝子発現および代謝産物解析に
より、RB が解糖系を中心とする複数の代謝
関連遺伝子の発現を増加させることで、老化
細胞の代謝全体を活性化していた（図）。 
 

 
本研究では、細胞核・クロマチンの制御因
子に着目し、細胞老化に果たす役割、標的遺
伝子の転写調節とクロマチンの制御、エネル

ギー代謝調節との関連性を明確にした。細胞
老化の機序解明とアンチエイジング効果へ
の応用を目指した可能性が示唆された。 
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2015年 8月 2日（昭和大学、東京） 
 
14. 中尾光善．エピジェネティクス：生命の
プログラムを解く．第 13 回日本プロテオー
ム学会 JHUPO2015 年大会（シンポジウム：
エピゲノミクス～エピゲノム、RNA、タンパ
ク質の協調的な相互作用～）平成 27 年 7 月

24日（くまもと森都心プラザ、熊本市） 
 
15．中尾光善、坂元顕久、長岡克弥、日野信
次朗．エピジェネティクス機構による代謝制
御と病態．第 88 回日本内分泌学会学術集会
（シンポジウム：エネルギー代謝のエピジェ
ネティクス）平成 27年 4月 25日（ホテルニ
ューオータニ東京、東京） 
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1. 日野信次朗、阿南浩太郎、高瀬隆太、興梠
健作、中尾光善．FAD依存性ヒストン脱メチ
ル化酵素による遺伝子制御、実験医学増刊

（栄養シグナル）、羊土社、34: 88-94, 2016. 
 
2. 興梠健作、日野信次朗、中尾光善. 環境
エピゲノムと疾患、Bio Clinica（エピゲノム
の遺伝）、北隆館、31: 23-27, 2016. 
 
3. 中尾光善．あなたと私はどうして違う？ 
体質と遺伝子のサイエンス－99.9％同じ設計
図から個性と病気が生じる秘密．羊土社、
2015. 
 
4. 田中宏、坂元顕久、中尾光善．エピジェネ
ティック調節（ヒストン修飾）、生体の科学
（細胞シグナル操作法）、金原一郎医学医療
振興財団/医学書院、66: 476-477, 2015. 
 
5. 日野信次朗、中尾光善．エネルギー代謝
とエピジェネティクス、The Lipid、メディ
カルレビュー社、26: 181-184, 2015. 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計１件） 
 
名称：神経変性疾患治療剤 
発明者：谷原秀信；岩尾圭一郎；中尾光善；
林秀樹；日野信次朗; 堤孝之 
権利者：熊本大学 
種類：特許 
番号：特許願 2016-011705号 
出願年月日：2016年 1月 25日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 0件） 
なし 
 
〔その他〕 
ホームページ 
http://www.imeg.kumamoto-u.ac.jp 
http://www.imeg.kumamoto-u.ac.jp/divisions/me
dical_cell_biology/ 
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