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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、３種類の老化細胞を樹立し、それらに共通して発現が低下していた
DNA合成関連酵素群の過剰発現およびノックダウン実験を実施することで、代謝酵素量の介入実験による細胞老
化の制御が可能かを検証した。DNA合成関連酵素の一つである、Ribonucleotide reductase catalytic subunit 
M1 (RRM1)遺伝子の発現を正常細胞で低下させたところ、細胞の増殖が停止し、老化細胞の表現型を示すことを
見出した。
以上から、DNA合成酵素の発現を低下させることで細胞老化が生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we established three types of senescent cell lines
 (telomere shortening, oncogene-induced senescence, and oxidative stress-induced senescence) and 
measured protein abundance of metabolic enzymes using iMPAQT system. We found that DNA 
synthesis-related enzymes are commonly down-regulated in these cell lines. Down-regulation of 
ribonucleotide reductase catalytic subunit M1 (RRM1) in normal cells were growth arrest and resulted
 in a premature senescence-like phenotype (SA-β-Gal staining positive, up-regulation of p16 and p21
 expression, and down-regulation of Lamin B1 expression). 
These results indicate that cellular senescence is caused by down-regulation of RRM1 expression.

研究分野： 基礎生物学

キーワード： 細胞老化　プロテオミクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
老化細胞は増殖細胞とは異なった代謝状態を取ることが知られているが、これまでにさまざまな老化細胞の代謝
ネットワークを対象にした解析例はほとんどない。加えてDNA合成関連酵素が直接、細胞老化を制御していると
いう報告は国内外において、あまり見当たらない。
本研究により解明された細胞老化における代謝システムの分子機構は、老化研究において新たなメカニズムを理
解する上で非常に重要であると考えられる。

※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 
細胞老化とは不可逆的な増殖停止機構であり、重要な抗がん化機構の一つである。これまでに
老化に伴い増殖が停止すると、増殖細胞とは異なった代謝状態を取ることが種々の証拠より示
されている。複製誘導性老化においては解糖系の亢進が30年以上前から知られていたが（Bittles, 

A.H., et al. Biosci. Rep. 1984）、その機構や意義に関してはほとんど研究が進んでいなかった。近
年、がんにおける代謝ネットワークの重要性や細胞老化のがん抑制機構としての役割が認識さ
れたことで、その重要性が再認識され始めている。例えば、ATPレベルの低下やNAD+の低下が
老化を促進することが示され、代謝変化が老化プロセスの一翼を担っている可能性が示唆され
ている（Zwerschke, W., et al. Biochem. J. 2003; Jiang, P., et al. Nature 2013）。また、がん遺伝子誘導
性老化においては TCA サイクルの活性化が老化の引き金となっていることが示されたが
（Kaplon, J., et al. Nature 2013）、その一方でミトコンドリアの機能低下が老化を誘導することが
明らかとなっている（Wiley, C.D., et al. Cell Metab. 2016）。このように、細胞老化と代謝システム
の間に密接な関連性が示されているものの、統一的な理解には程遠い状況にある。 
 
２． 研究の目的 
本申請課題では、われわれが開発した『iMPAQTシステム』（Matsumoto, M., et al. Nat. Methods 

2017）による網羅的定量プロテオミクスシステムを駆使して、細胞老化における各モデル細胞の
代謝酵素の発現量情報を定量的に取得する。同時に代謝物量や転写産物量情報も取得すること
で細胞老化の代謝ネットワークを明らかにし、さらにネットワーク介入による老化制御の分子
機構の解明に貢献することを目的とする。 
 
３． 研究の方法 

I. 細胞老化モデル細胞の樹立 

老化細胞として①複製老化、②酸化ストレス誘導老化、③がん遺伝子誘導老化、の３状態の老
化細胞を樹立する。具体的には、①正常細胞であるヒト胎児肺由来線維芽細胞(TIG-3)を用いて
長期間培養することで複製老化した細胞を樹立する。②酸化ストレス誘導老化では、TIG-3 に過
酸化水素を添加することで老化細胞を得る。③がん遺伝子誘導老化では同じく、TIG-3 にがん遺
伝子 H-Ras(G12V)を導入してがん遺伝子誘導の老化細胞も樹立する。このように同一細胞株か
ら異なる状態の細胞の作出は、由来が同じであることから細胞間の誤差を払拭でき、解析結果の
解釈を容易にするために必要となる。 

II. 全代謝酵素関連タンパク質の情報基盤多重モニタリング法の実施 
樹立した各種老化細胞に対して、iMPAQT法による全代謝酵素の絶対定量計測を実施する。 

III. 代謝物および転写産物の網羅的定量およびトランスオミクスデータ統合 
各種モデル細胞における細胞内代謝物量を CE-MS を用いたメタボローム解析によって計測
する。さらに、マイクロアレイおよび次世代シークエンサーを用いたトランスクリプトーム解
析を実施する。上記計測により得られた大規模定量情報を統合し、各種モデル細胞での細胞老
化の代謝ネットワークを明らかにし、さらにその主因酵素を導き出す。 

IV. 細胞老化関連酵素の老化制御の検証実験 



各種老化モデル細胞に細胞老化での主因候補タンパク質を過剰発現やノックダウンすること
で、細胞老化回避や代謝ネットワークに影響を与えるかどうかを検証する。 

 
４．研究成果 

I. 細胞老化モデル細胞の樹立 

①複製老化、②酸化ストレス誘導老化、③がん遺伝子誘導老化、の３状態の老化細胞を樹立し
た。これらを用いて以下の実験を実施した。 

II. 全代謝酵素関連タンパク質の情報基盤多重モニタリング法の実施 

1) ペプチド情報データベースの構築 
われわれが開発した『情報基盤定量法』は多数のタンパク質の絶対量を同時に測定する新技術
である。代謝酵素関連タンパク質の組換えタンパク質を小麦胚芽抽出液を用いた無細胞発現系
を用いて作製し、その消化物を用いて LC-MS/MS解析によって感度良く検出されるペプチドの
選定とその座標（LC上の保持時間、質量、および部分質量）の決定を行った。これらの情報を
基にして質量分析計を用いた選択的定量法であるMRM (multiple reaction monitoring) 法を
実施すれば大規模なタンパク質の絶対定量が可能となる。本研究では代謝酵素（約 1,000 種類）
のペプチド情報の取得と定量のための最適化を行った。 
2) 情報基盤定量法による代謝酵素の絶対定量 
実際に、本方法を用いて３種類の老化モデル細胞からの代謝酵素の大規模絶対定量を行った。 

III. 代謝物および転写産物の網羅的定量およびトランスオミクスデータ統合 

次世代シークエンサーを用いたトランスクリプトーム解析も行い、得られた大規模データか
ら、老化特異的に発現変動する代謝酵素群を抽出した。統合したデータから、老化細胞特異的に
DNA合成関連酵素群の発現量が低下していた。 

IV. 細胞老化関連酵素の老化制御の検証実験 

DNA合成関連酵素群の過剰発現およびノックダウン実験を実施し、代謝酵素量の介入実験に
よる細胞老化の制御が可能かを検証した。このうち、Ribonucleotide reductase catalytic 
subunit M1 (RRM1)遺伝子の発現を正常細胞で低下させたところ、細胞の増殖が停止した。こ
のノックダウン細胞を詳細に解析したところ、老化細胞の表現型を示すことを見出した。RRM1
の発現低下に伴い、p16, p21 発現量の上昇および Lamin B1 発現量が低下していた。また老化
マーカーである SA-β-Gal 染色も陽性であった。以上から、DNA合成酵素の発現を低下させる
ことで細胞老化が生じることを明らかにした。 
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