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研究成果の概要（和文）：加齢に伴って、生体組織において老化細胞が増加する．細胞老化が加齢に伴う生体機
能の低下に関わることが明らかとなりつつあるが、細胞老化の分子メカニズムは不明な点が多い．本研究は、加
齢に伴って見られるヒストンタンパク質レベルの低下に着目した．本研究により、ヒストン遺伝子の遺伝子発現
を薬剤誘導的に抑制することのできるES細胞の樹立に成功した．加えて、樹立したES細胞を用いて遺伝子改変マ
ウスを作製した．ES細胞において、ヒストン遺伝子の発現抑制が細胞老化関連遺伝子の上昇させることを見出し
た．作製したマウスを詳細に解析することで、細胞老化、ならびに個体老化の分子メカニズムが明らかになるも
のと期待される．

研究成果の概要（英文）：The number of senescent cells in tissues increases as an organism ages, and 
cellular senescence is associated with the functional decline during aging. However, the molecular 
mechanisms behind the increased senescent cells are largely unknown. In the current study, I have 
generated a genetically engineered mouse ES cell line in which the protein level of histones are 
downregulated in a drug inducible manner. In addition, I have generated mice using the ES cell line.
 Analyses of the mice are yet to be done, but they can be an experimental tool to investigate 
profound roles of the histone/nucleosome decline seen in the aging process.

研究分野：分子生物学

キーワード： ヒストン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子をコードするゲノムDNAはヒストン分子と複合体を形成し、細胞内に収納されている．ヒストン分子は、
どの遺伝子を使うか、使わないか、という遺伝子発現制御における分子的基盤である．そのようなヒストン分子
の低下を実験的に誘導できるシステムは、老化のみならず多様な生命現象におけるヒストンの生理的機能を明ら
かにすることのできるこれまでにない実験系と言える．

※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 
細胞老化は、様々なストレスによって誘導される、細胞増殖の不可逆的な停止である。加齢に
伴って生体組織中において細胞老化を起こした細胞（老化細胞）が増加する（図１）。さらに、
こうした老化細胞が加齢関連疾患や加齢に伴う生体機能の低下に深く関わっていることが明ら
かになってきた。これまで、In vitroでの細胞老化誘導実験により、細胞老化の分子メカニズム
および老化細胞の特性については詳細に研究されてきた。しかしながら、加齢によって亢進する
細胞老化は、in vitro実験で用いるような一過的で急激な外的ストレスによって生じるとは考え
にくく、個体の加齢による自然老化においてはどのような分子現象が引き金となって細胞老化
が惹起されるかは不明なままであった。酵母などのモデル生物を使った研究から、ヒストンのレ
ベルが老化と密接に関連していることが知られている。これらの生物では老化するに連れてヒ
ストン・レベルが減衰するが、ヒストンを強制発現
することにより分裂寿命が伸延される。ヒトにお
いても高齢者から単離した正常細胞のヒストン・
レベルが若年者のものと比べて減衰していること
が知られていた（図 1）。哺乳類ではヒストン・レ
ベルの減衰と細胞老化との関連は分かっていない
が、ヒストン・レベルが細胞老化の閾値を規定して
いることが示唆された。 
酵母や線虫などのモデル生物では、老化による
ヒストン・レベルの減衰によりヌクレオソームの
レベルが低下し、それにより非遺伝子領域からの
異常な転写が亢進する。ヒトにおいても、個体老化
に伴う非遺伝子領域の転写が報告されている（図
1）。ヒストン/  ヌクレオソーム・レベルの減衰に
よって引きおこされる異常な転写によって生じる
転写産物が細胞老化の引き金となる可能性が考え
られた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は上述のような背景を踏まえ、ヒストン・レベルの連続的な減衰と細胞老化との関連を明
らかにすることを目的とした．加えて、ヒストン・レベルの減衰が細胞老化を介して個体レベル
での老化との関係を理解することを目指した． 
 
 
３．研究の方法 
ヒストン・レベルを薬剤依存的に操作可能な新規マウスモデルの作製し実験に用いることとし
た．樹立したマウスモデルよりマウス胎性線維芽細胞を単離し細胞老化に関連する実験を実施
することとした． 
 
 
４．研究成果 
（1）遺伝子改変 ES細胞の作出 
当初予定していた遺伝子改変において、内在性 Slbp 遺伝子を欠失した ES 細胞を得ることが
できなかった．致死性のある遺伝子欠損を過剰発現ではレスキューできなかったことが原因と
考えられた． 
そこで、CRISPRi と呼ばれる CRISPR/Cas9 を改変した手法を応用した遺伝子のノックダウン
を、薬剤依存的に誘導可能な遺伝子改変を考案した（図 2）．この際、プロモーター領域をター
ゲットとするガイド RNA を複数設計し、ノックインに用いるプラスミドに搭載した．その結果、
Slbp 遺伝子をドキシサイクリン依存的にノックダウンすることのできる ES 細胞の作出に成功
した． 
Slbp遺伝子に加えて、ヒストンをコードする遺伝子をターゲットとするガイドRNAを設計し、
同様の遺伝子改変の実施を試みた．ヒストンタ
ンパク質をコードする遺伝子にはゲノム上に多
数の遺伝子コピーを持つという特徴がある．し
たがって、単一ヒストンタンパク質の発現抑制
を目的とした場合、多数の遺伝子コピーを同時
にターゲティングできるようなガイド RNA を設
計する必要がある．そこで、独自にプログラム



を作成しガイド RNA を設計することを目指した．ガイド RNA
のオフターゲットを持つ可能性を示すスコアの計算には
CRISPOR と呼ばれる広く利用されているガイド RNA 設計プ
ログラムで用いられているアルゴリズムを利用した．その
結果、ヒストン H4 をコードする遺伝子 13 コピーを一度に
ターゲティングすることのできるガイド RNA を設計するこ
とに成功した．さらに進めて、H4 遺伝子をドキシサイクリ
ン依存的にノックダウンすることのできるES細胞を作出す
ることができた． 
（2）遺伝子改変 ES細胞の評価 
CRISPRi-Slbp-ES 細胞ならびに CRISPRi-H4-ES 細胞におけ
るターゲット遺伝子、すなわち Slbp と H4 の遺伝子発現抑
制効率をqPCRならびにイムノブロッティングにより評価し
た．その結果、いずれの ES 細胞株においてもそれらのター
ゲット遺伝子の発現ががドキシサイクリン依存的に抑制さ
れることを明らかにした． 
（3）遺伝子改変マウスの作製 
CRISPRi-Slbp-ES 細胞ならびに CRISPRi-H4-ES 細胞をマウ
ス胚にインジェクションすることにより新規のマウスモデ
ル作製を目指し、現在までに期待通りの改変アリルを持つ
マウスの作出に成功した． 
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