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研究成果の概要（和文）：タンパク質に翻訳されないlong non-coding RNA(lncRNA)が、老化による組織機能の
低下や病態への移行にどのようなかたちで関連しているかを明らかにするため、若年期、中年期、老年期のマウ
スの、内臓脂肪と皮下脂肪組織の遺伝子発現変化を、マイクロアレイを用いて比較した結果、細胞老化や慢性炎
症に関連するタンパク質に加え、新規の老化関連lncRNAが、月齢特異的に発現変化していた。これらのlncRNAの
発現抑制により、他の老化関連タンパク質の発現低下や細胞数の減少が見られたことから、老化関連lncRNAが老
化細胞の維持に必要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To reveal how the long non-coding RNAs (lncRNAs) that are not translated 
into proteins are associated with tissue dysfunction and pathogenesis during aging, difference of 
gene expression in visceral and subcutaneous adipose tissue were compared between young, middle-aged
 and old mouse by microarray analysis. In addition to proteins related to cellular senescence and 
chronic inflammation, novel senescence-associated lncRNAs were differentially expressed in an 
age-dependent manner. By inhibition of expression of these genes, expression of other marker 
proteins in aging were altered and reduction of cell numbers were observed. These results suggest 
that senescence-associated lncRNAs are required for maintenance of senescent cells.

研究分野：老化のシステム生命科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)lncRNA は、超並列型 DNA シークエンサ
ーにより可能となった、ゲノムワイドな転写
物・クロマチン状態の測定により見出された
新しいタイプの遺伝子で、タンパク質をコー
ドしていない 200 bp 以上の RNA と定義さ
れる。2014 年 6 月の時点で、タンパク質に
翻訳される遺伝子の数がヒトで 19881 種で
あるのに対し、lncRNA は 15877 種が存在
するとされていた(GENCODE version 21)。
ヒトゲノム計画の後継として、アメリカの
NHGRI が主導して行った ENCyclopedia 
Of DNA Elements (ENCODE)プロジェクト
においても、lncRNA の存在と重要性が強調
されるなど、大量の lncRNA の発見により、
ribosomal RNA や transfer RNA のような
一部の RNA のみが機能分子であるという、
これまでの誤った認識を正し、すべての生命
現象を lncRNA とタンパク質を含むかたち
で再構成する試みが、多くの分野で行われつ
つある。すでに、lncRNA が組織特異的・病
態特異的に発現し、転写・翻訳・タンパク質
間結合の制御を含む様々なプロセスを通し
て分子機能に影響を与えることが示されて
いる。lncRNA 機能の破綻は病気の原因にな
ることも示唆され、がんや糖尿病などの生活
習慣病の原因遺伝子を探るゲノムワイド関
連解析(GWAS)の結果、病気と関連する遺伝
子多型がタンパク質をコードしないイント
ロンや遺伝子間領域にある場合が 88%を占
めるという報告もあり、それらの領域に存在
する lncRNA の研究が病気の新たな遺伝的
背景の解明につながると期待されている。 
 
(2)糖尿病には I 型と II 型があり、I 型では
すい臓のβ細胞のインスリン分泌の欠如、II 
型ではβ細胞によるインスリン分泌の低下
に加え、インスリンを受容する骨格筋・肝
臓・脂肪のインスリン抵抗性が主な原因と考
えられている。近年、日本の糖尿病の 95%を
占める II 型糖尿病の原因として、肥満等に
より肥大化した脂肪細胞が細胞老化を起こ
し、慢性炎症を経て分泌された TNF-αなど
の悪玉アディポカインが、血流を通して骨格
筋等に作用し、インスリン抵抗性の獲得に加
担していることが注目を集めている。 
 
(3) 老化による組織機能の低下や、それに伴
う病態への移行に lncRNA がどのようなか
たちで関連しているか、未だ検証された例は
少ない。これまで行われた老化組織の遺伝子
発現プロファイルとして、AGEMAP などが
あるが、使用されたアレイでは 8,932 個のタ
ンパク質をコードする遺伝子しか計測でき
ず、本研究が主題とする lncRNA に至っては
全く計測されていない。また、糖尿病の
lncRNA 研究として、インスリンを分泌する
β細胞が豊富に含まれるランゲルハンス島
に特異的に発現する lncRNA の同定が試み
られ、その内のいくつかは糖尿病でも発現が

変化することから、lncRNA をターゲットと
する病態の解明という戦略の有効性が示さ
れているが、日本人の糖尿病の 95%を占める
II 型糖尿病に特徴的な脂肪細胞を介したイ
ンスリン抵抗性の獲得の説明になっておら
ず、老化と lncRNA の関係も一切分かってい
ない。 
 
２．研究の目的 
遺伝子の中でタンパク質をコードする遺伝
子だけでなく、特に lncRNA に注目して、実
際に老化した組織で発現が変化し、機能的な
違いを生む原因となっているものがあるか
を検証する。老化は多様な組織で起こるが、
本研究では脂肪組織に焦点を当て、脂肪組織
の老化に特異的な lncRNA の同定を網羅的
に行い、老化と関連する病態の理解と克服へ
の第一歩とすることを目的とする。老化に伴
う脂肪細胞の糖尿病態の原因の一つとされ
る細胞老化を指標にし、現在知られているほ
ぼ全ての lncRNAを対象に、様々なスクリー
ニング基準を設け、細胞レベルで発現抑制し
たときに、糖尿病態を回復させる lncRNA の
特定を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)若年期(2 か月齢)、中年期(14 か月齢)、
老年期(24 か月齢)の C57/BL6N マウスから、
内臓脂肪である精巣上体脂肪組織と、皮下脂
肪である、そけい部脂肪組織を各 4例ずつ採
取し、QIAGEN RNeasy Plus Universal Kits
を用いて total RNA を精製した。RNA の品質
をバイオアナライザによる電気泳動で確認
し、Agilent SurePrint G3 Mouse GE マイク
ロアレイ 8x60K Ver. 2.0 で解析した。各転
写物の存在量をシグナル強度として、Welch
の t-test における p-value と、平均値の量
比である fold change を threshold として、
群間で差のある転写物を同定した。 
 
(2) 公開されているトランスクリプトーム
情報のリポジトリである、 NCBI Gene 
Expression Omnibus(GEO)から老化や糖尿病
と関連するデータを収集し、それぞれの老化
状況において発現変化している遺伝子群を
抽出した。これらの遺伝子群を Molecular 
Signature と し 、 Gene Set Enrichment 
Analysis を用いて、細胞状況の類似度、組織
特異性、老化特異性を検証するとともに、こ
れらの情報を統合し、老化関連 lncRNA を定
義した。ハイスループットなマイクロアレイ
によるスクリーニングの確認実験として、マ
イクロアレイの核酸のハイブリダイゼーシ
ョンを原理とする検出とは異なる原理の測
定法である定量 PCR によっても、老化関連
lncRNA の発現変化を確認した。 
 
(3) 様々な細胞状況における全転写物情報
を公開している ENCODE プロジェクトのデー
タの中から、複数のヒト細胞株(GM12878, 



H1-hESC, K562, A549, HUVEC, HeLa-S3, HepG2, 
IMR90, MCF-7, SK-N-SH, NHEK)における、核
内または細胞質のRNA塩基配列決定情報を情
報学的に解析し、本研究で定義したマウスの
老化関連 lncRNA と一致する配列を持つ転写
物の情報を抽出した。核における発現強度と、
細胞質における発現強度を軸とする散布図
を描き、各細胞株を要素とする線形近似曲線
の傾きと切片の位置によって、ヒト細胞内で
の核―細胞質局在と細胞株間の特異性を、各
老化関連 lncRNA ごとに検証した。 
 
(4) 脂肪細胞へと分化が可能であるマウス
胚性線維芽細胞の継代培養を行い、細胞老化
に伴う遺伝子発現変化を定量PCRで測定する
とともに、細胞数の計測を行った。4 種類の
配列からなる、すでにデザインされた siRNA
プール、または新たにデザインした修飾アン
チセンスオリゴヌクレオチド、あるいは
shRNA を発現するベクターを構築し、マウス
胚性線維芽細胞に導入して、老化関連 lncRNA
の発現抑制を行った。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロアレイ解析により、老化に伴い
遺伝子発現が変化することが知られている、
細胞老化や慢性炎症に関連するタンパク質
の発現変化に加え、新規の老化関連遺伝子群
が、月齢特異的または脂肪組織の部位特異的
に変化していることを明らかにした。遺伝子
ごとに、若年期から中年期への移行、または
中年期から老年期への移行で大きく変化す
るものがあり、多様で複雑な制御が行われて
いることが分かった。明らかな組織機能の異
常を示す老年期に発現が変化しているもの
の中には、中年期などの比較的早期からすで
に発現変化しているものもあり、単純な老若
の比較だけでなく、データポイントを増やし
た時間解像度の高い比較解析が今後の老化
研究にも求められる。 
 
(2) マウス脂肪組織の老化に特異的な発現
変化を示す lncRNA の情報に加え、一部共通
した機序が期待される、マウス胚性線維芽細
胞の細胞老化に特異的な lncRNA の情報も統
合し、老化関連 lncRNA を定義した。これら
の遺伝子の多くは、未だ研究されたことがな
く、機能未知のものを多数含んでいた。脂肪
組織において、これら老化関連 lncRNA の発
現変化が起こっていることを、定量 PCR によ
っても確認した。複数の効果的なフィルター
を重ねることで、より確かな遺伝子発現の変
化を捉えることが可能となり、これまでアノ
テーションの付いてない遺伝子群に、機能解
明の手掛かりとなる情報を付与することが
できた。 
 
(3)本研究で定義した、マウスの老化関連
lncRNA の多くには、共通した配列を持つ、ヒ
ト相同遺伝子が存在することか確認された。

また、それらのヒト老化関連 lncRNA の発現
は、細胞株ごとに強度の差が存在することも
明らかになった。さらに、老化関連 lncRNA
ごとに、一定の特異性を持った細胞内局在を
示すことも分かった。これまで研究されてき
たタンパク質遺伝子と同様に、老化関連
lncRNA 遺伝子の発現強度や細胞内局在も、細
胞状況に依存して変化することを明らかに
した。こうした仕組みは、これらの遺伝子の
機能制御に関与するものと考えられる。 
 
(4)マウス胚性線維芽細胞の継代培養による
細胞老化の早期、つまり不可逆的な細胞増殖
の停止を起こしている細胞の割合が低い段
階で、すでに一部の老化関連 lncRNA の発現
変化を観察した。これは、老化関連 lncRNA
の発現変化が比較的大きいことを意味して
いる。標的とした複数の老化関連 lncRNA に
ついて、発現抑制が確認されたものの一部に
は、老化関連タンパク質である INK4A と ARF
の発現低下や細胞数の減少が見られ、これら
老化関連 lncRNA が老化細胞の維持に必要で
ある可能性を示唆した。老化関連 lncRNA の
発現制御により、老化細胞を除去することが
可能となれば、分子・細胞レベルでの老化関
連病態からの回復の実現へと発展する。 
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