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研究成果の概要（和文）：　細胞老化は正常な細胞において重要ながん抑制機構として働く一方で、様々な炎症
性蛋白質を分泌するSASP（senescence-associated secretory phenotype）をおこすことで、発がんを促す危険
性があることが知られている。しかし、老化細胞においてSASP遺伝子の発現誘導に重要な細胞質核酸センサーの
活性化機構は未知の部分が多い。本研究では、細胞質核酸センサーを活性化させる核酸リガンドが産生されるメ
カニズムの解析を行い、その原因の一つとしてRNA分解酵素の機能低下によるDNA/RNAハイブリッドの産生と、ゲ
ノムDNAの脆弱化がSASP誘導に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cellular senescence is important tumor suppressive mechanisms. However, 
senescent cells secrete various inflammatory SASP (senescence-associated secretory phenotype) 
factors, which promote cancer development and malignancy. In this study, we found that the 
expression level of ribonuclease significantly decreases in senescent cells, resulting in the 
production of DNA/RNA hybrid and accumulation of ribonucleoside monophosphate in genomic DNA, which 
promotes genomic instability. Consequently, cytoplasmic nucleotide fragments are accumulated in the 
cytoplasm and cause the activation of cytoplasmic sensors, thereby leading to SASP induction in the 
cancer microenvironment.  

研究分野： 腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年、加齢性疾患の原因となる老化細胞やSASPを治療標的とするSenolyticsの開発が世界的に進められてい
る。そのため、老化細胞でSASPがおこる分子メカニズムを明らかにすることは疾患制御の観点から重要であると
考えられている。本研究は、SASPの引き金となる細胞質核酸センサーの活性化には、老化細胞におけるRNA分解
酵素の機能低下が重要であることを見出しており、今後、核酸センサーを標的とした新たな治療方法やSASPを抑
制するSenomorphicsの開発に繋がることが期待される。

※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 

 
正常な体細胞が発がんの危険性のあるストレスを受けると、アポトーシス（細胞死）または細

胞老化（不可逆的増殖停止）が誘導され、異常細胞の増殖を抑制する重要ながん抑制機構として
はたらくことが知られている[文献１,２,３]。しかしその一方で、加齢に伴うがんの罹患率の上
昇と体内に蓄積してゆく老化細胞の数には正の相関関係が認められる[文献４,５]。これらの研究
から、細胞老化にはがん抑制だけではなく、むしろがんの発症を促進する作用もある可能性が示
唆されてきた。そのメカニズムの一つとして、老化細胞が様々な炎症性蛋白質を高発現し周囲に
分泌する SASP と呼ばれる現象の関与が指摘されている[文献６]。申請者らはこれまで、SASP
が起こる分子メカニズムの解析を行い、SASP 因子のエピジェネティックな遺伝子発現制御機構
を明らかにしてきた[文献７]。また、老化細胞では炎症性蛋白質だけでなく、細胞外分泌膜小胞
の一種であるエクソソームの分泌も亢進しており、がん微小環境において CAFs（Cancer-
associated fibroblasts）として機能しがん細胞の増殖を促進することを明らかにしてきた[文献
８,９]。さらに最近、老化細胞では細胞質に存在するゲノム DNA の断片が cGAS/STING 経路
を活性化し肝がんの発症を促進することを報告した[文献１０]。 
近年、DNA 複製や転写、DNA 修復の過程で DNA の一本鎖と RNA の一本鎖からなる R-Loop

構造（DNA/RNA ハイブリッド）が産生され、腫瘍の発症や悪性化に関与することが示唆されて
いる[文献１１]。一方で、腫瘍微小環境中に存在するがん細胞や老化細胞においては、転写経路
や DNA 修復経路が活性化していることが知られており、それらの副産物として DNA/RNA ハ
イブリッドが過剰に産生されていることが予測された。そこで、申請者が予備実験を行った結果、
がん細胞や老化細胞では DNA/RNA ハイブリッドが細胞質に蓄積しており、自然免疫応答を引
き起こしていることを見出した（未発表データ）。しかし、これらの細胞で DNA/RNA ハイブリ
ッドが蓄積する分子メカニズムは不明であり、DNA/RNA ハイブリッドの細胞質核酸センサー
と SASP 誘導の関連は明らかになっていない。 
加齢に伴い体内に蓄積した老化細胞が分泌する SASP 因子は、炎症反応を誘発し発がんに寄

与することが知られており、近年では高悪性度ながん細胞においても SASP（炎症性蛋白質）様
の遺伝子群の発現が誘導され、がん細胞の増殖・浸潤や転移に関わることが報告されている。つ
まり、これらの細胞で SASP を制御することができれば、加齢に伴う発がん率の上昇やがん細
胞の悪性形質獲得を制御できる可能性があることが示唆されている。しかし、老化細胞で細胞質
に核酸断片が蓄積し自然免疫応答の活性化と SASP 様の遺伝子発現が上昇する分子機構は明ら
かになっておらず、その詳細な分子メカニズムを解明することは重要な課題である。 
 
２．研究の目的 

本研究は、がん細胞や老化細胞において核酸センサーの活性化と SASP 誘導に機能する核酸
リガンドが産生されるメカニズムを解明し、その経路を制御することでがん細胞の増殖や浸潤・
転移に対する抑制法の探索に繋げることを目的として行った。 
 
３．研究の方法 
まず、（１）老化細胞やがん細胞で DNA/RNAハイブリッドやゲノム DNA断片が過剰に産生され

細胞質内に蓄積する分子メカニズムを明らかにするために、ヒト正常線維芽細胞(TIG-3)に継代
培養やがん遺伝子の活性化などによって Replicative senescence や Ras-induced senescence
を誘導する前後で RNA シーケンス解析を行い、責任因子の同定を試みた。（２）次に、同定され
た責任因子の機能が、なぜ老化細胞で変化し DNA/RNA ハイブリッドやゲノム DNA 断片の産生に
繋がるのかメカニズムの解析を行った。（３）また、責任因子のノックダウンや過剰発現で
DNA/RNA ハイブリッドやゲノム DNA 断片の産生と核酸センサーの活性化に影響があるかどうか
検証を行った。（４）最後に、本研究で見出した DNA/RNAハイブリッドやゲノム DNA断片産生メ
カニズムが早老症患者やがんで機能しているかどうか、さまざまなモデルシステムを用いて解
析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）RNA シーケンス解析の結果から、正常細胞に比べて老化細胞やがん細胞で発現が大きく変
動する遺伝子群に着目し、DNA/RNA ハイブリッドやゲノム DNA断片の産生と細胞内蓄積に関与す
る可能性のある候補遺伝子として RNA 分解酵素を同定した。そして、正常細胞と老化細胞内の
RNA 分解酵素の発現量を比較すると、mRNA とタンパク質の両方が老化細胞で顕著に低下してい
ることを見出した。さらに、老化細胞では RNA 分解酵素活性も有意に低下していることを明らか
にした。 
（２）老化細胞で RNA分解酵素の発現が低下する分子メカニズムを明らかにするために、RNA分
解酵素遺伝子の発現制御領域の解析を行い、転写開始点から約 1kb 以内のプロモーター領域に
E2F転写因子複合体の結合コンセンサス配列が複数存在することを見出した。そこで、コンセン



サス配列付近でクロマチン免疫沈降（ChIP）を行ったところ、活性化型 E2Fファミリー転写因子
の E2F1 と E2F3 が RNA 分解酵素のプロモーターに結合していることを確認した。E2F 転写因子複
合体の活性化には DP1 タンパク質が必要であることから、DP1 のノックダウンを行ったところ、
E2F 転写因子の機能低下により RNA 分解酵素の発現が転写レベルで低下することを明らかにし
た。そのため、RNA 分解酵素の遺伝子発現制御領域をクローニングし、E2F 結合部位を欠損させ
た 5種類の deletion 変異と 7種類の point変異プロモーターをルシフェラーゼ遺伝子の上流に
に挿入し、細胞にトランスフェクションを行い、ルシフェラーゼ活性によって RNA 分解酵素の転
写の活性化に重要な領域を同定した。これらの結果から、RNA分解酵素の遺伝子発現が E2F 転写
因子複合体に制御されていることが明らかとなった。 

RNA分解酵素は、DNA/RNAハイブリッドの産生源である R-Loop 構造の解消や、複製・転写・修
復の過程でゲノム DNAに誤って取り込まれた Ribonucleoside monophosphate (rNMP)の分解に働
き、ゲノム DNA の安定性を維持するために重要な役割を担っていることが明らかとなっている
[文献１２]。しかし、老化細胞では RNA 分解酵素の酵素活性が低下することから、DNA/RNA ハイ
ブリッドの蓄積とゲノム中の rNMP の増加によるゲノム DNAの脆弱化がおこっていると考えられ
る。そこで、ヒト正常線維芽細胞に継代培養やがん遺伝子の活性化などによって Replicative 
senescenceや Ras-induced senescence を誘導する前後でゲノム DNA を抽出し、アルカリ電気泳
動を行った。その結果、老化細胞のゲノム DNAには rNMP が多く残存しており、そのために染色
体が不安定化し核酸センサーのリガンドとなるゲノム DNA 断片が産生されることを見出した。 
（３）上記の知見を検証するために、ヒト正常線維芽細胞において RNA 分解酵素のノックダウン
を行ったところ、仮説の通り RNA 分解酵素活性の低下によりゲノム DNA の損傷応答の活性化と
細胞質核酸断片量の増加、そして SASP遺伝子の発現が誘導されることを観察した。さらに、RNA
分解酵素を過剰発現した正常線維芽細胞に細胞老化を誘導すると、細胞質の核酸リガンドの量
は減少し、SASP 遺伝子の発現も抑制されることが明らかとなった。 
（４）RNA 分解酵素の発現低下が個体老化でもおこっているかどうかを確かめるために、6 週齢
の若齢マウスと 108 週齢の老齢マウスの組織を回収し、免疫組織染色により細胞老化の誘導と
RNA分解酵素の発現の解析を行った。その結果、加齢によってマウスの肝臓と膵臓に蓄積した老
化細胞では、RNA分解酵素の発現が低下することが明らかとなった。 
 次に、日本人に多い早老症である Werner 症候群の患者由来組織細胞と同年代の健常者由来組
織細胞を用いて、RNA分解酵素の発現とゲノム DNA の脆弱性と細胞質核酸の解析を行った。その
結果、Werner 症候群の患者由来組織細胞では、健常者由来組織細胞に比べて RNA 分解酵素の発
現レベルの低下しており、ゲノム DNA が脆弱化していることから細胞質に核酸リガンドが多く
蓄積していた。そして、さまざまな SASP 遺伝子の発現が誘導されていることを見出した。 
 また、siRNA の実験は off-target effectによる自然免疫応答の誘導が懸念されるので、その
可能性を排除するために RNA 分解酵素のデグロン細胞株（植物のオーキシンホルモンにより短
時間で蛋白分解を誘導できる系[文献１３]）を作製し機能解析を行った。ヒト大腸がん細胞で RNA
分解酵素の機能を阻害すると、やはり細胞質にゲノム DNA断片が蓄積し SASP遺伝子の発現が誘
導された。このとき、がん細胞の運動能も亢進することが明らかとなった。 
 がん遺伝子変異の組み合わせによって、がんの悪性度が異なる大腸がんマウスモデル由来の
オルガノイドを用いて、がんの悪性度と RNA分解酵素の関連に着目した解析を行った[文献１４]。
がん遺伝子である Apc、K-ras、tgfbr2、trp53 の組み合わせによって樹立された A、AKP、AKTP
のそれぞれのマウス由来の大腸がんオルガノイドでは、がんの悪性度にしたがって RNA 分解酵
素の発現低下、細胞質における核酸リガンドの蓄積、SASP 遺伝子の発現が検出された。 
 これらの結果から、老化細胞では E2F 転写因子によって発現が制御されている RNA 分解酵素
の機能が低下し、ゲノム DNA 上に R-loop 構造と rNMP が蓄積し、これが DNA/RNA ハイブリッド
とゲノム DNA 断片の産生源となることが示された。細胞質に蓄積した核酸リガンドは核酸セン
サーによって認識され、自然免疫応答を引き起こすことから SASP 遺伝子群の発現が誘導される
ことが明らかとなった。がん微小環境に存在する老化間質細胞による SASP 因子の分泌は、がん
の増殖性を亢進するとともに抗腫瘍免疫応答を抑制し、がんの悪性化に関与することが明らか
となっている[文献１５,１６,１７]。さらに本研究の結果から、がん細胞においても RNA 分解酵
素の機能低下は、炎症性遺伝子の発現上昇による運動能の亢進や悪性化に関与することが示唆
されたので、現在論文を投稿中である。また、RNA 分解酵素の生体機能の詳細な解析を行うため
に本研究において RNA 分解酵素のコンディショナルノックアウトマウスを作成した。今後はモ
デルマウスの表現型を解析することで、RNA分解酵素の機能と核酸センサーの活性化や、加齢性
疾患の関連について、明らかにしてゆきたい。 
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