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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、老化細胞を優先的に死滅させる低分子化合物（セノリティック
ドラッグ）として見出したARV825が抗がん剤治療の併用薬として、老化細胞の除去を通じてがん形成を抑えるこ
とを見出すことができた。また、ARV825が老化細胞を死滅させる作用機序について詳細に解析したところ、オー
トファジーが正常に進行しないことから、損傷したミトコンドリアが分解されず蓄積し、活性酸素種（ROS）濃
度が上昇することで細胞死に至ることを見出した。さらにいくつかの既報のセノリティックドラッグでも同メカ
ニズムを通じて細胞死を誘導していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cellular senescence is a stable cell cycle arrest that act as a defense 
mechanism against tumor development. However, the accumulation of senescent cells in the age process
 provokes inflammation, leading to the increase of risk of age-related diseases including dementia, 
arthritis, and cancer. The depletion of senescent cells, termed senotherapy, might be anticipated to
 alleviates and prevents the progression of age-related diseases. I found that ARV825, which was 
identified as a specific killing agent for senescent cells, could increase the efficiency of 
chemotherapy for xenograft tumor development, concomitant with the depletion of senescent cells. As 
I analyze the mechanism of ARV825-induced cell death, damaged mitochondria were accumulated due to 
the impaired autophagy flux, leading to the cell death mediated by the increase of ROS production. 
This mechanism is a common pathway in the cell death process of senescent cells induced by several 
previously reported senolytic drugs.

研究分野：がん、細胞老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化は修復困難なDNA障害を受けた細胞が過増殖することを防ぐため、不可逆的に細胞周期が停止する機構
であるが、この細胞は実は炎症性物質をはじめとする様々な液性因子を分泌することで加齢性の疾患を悪化させ
ることが明らかになってきた。本研究では老化細胞を除去する効果を有する既報のセノリティックドラッグをが
んの化学療法と併用することでがん治療に対する効果を高めることを見出した。さらに、セノリティックドラッ
グが共通の分子メカニズムを通じて老化細胞を死滅させていることを見出した。今後は本知見を元に、副作用が
少なく老化細胞に対する選択性および高い有効性を示す薬剤開発へと発展す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 
近年、先進国では平均寿命が伸びたことでがんや神経変性疾患などさまざまな病気に対する発
症リスクの増加が明らかとなってきてきた。そのため高齢化に伴う病気をいかに予防、治療する
のかが課題の１つとなっている。炎症の慢性化がこれらの病気の症状を悪化させる要因として
明らかにされ、近年細胞老化がその炎症環境構築の一因として注目されている。細胞老化とは、
正常な細胞が発がんストレスを受けた際に起こる細胞周期の不可逆的な停止反応であり、がん
抑制機構の１つとして機能している。しかし、この細胞老化を起こした細胞（以下老化細胞と呼
ぶ）は、死ににくいため、加齢とともに生体内に蓄積する（Yamakoshi et al., J Cell Biol. 2009）。
さらに老化細胞から炎症性物質を産生する SASP (Senescence-associated secretory phenotype)と呼
ばれる現象により炎症を惹起させる。実際に老化細胞が SASPを通じてがんの悪性進展を促進す
るなど加齢性疾患への関与が報告されている（Yoshimoto et al., Nature 2013）。この老化細胞を選
択的に除去することを目的に、p16を高発現する老化細胞を選択的に死滅させた遺伝子改変マウ
スの結果によると、加齢に伴う発がん率の低下や臓器機能低下の緩和により健康寿命が延伸し
た（Baker D, et al., Nature, 2011, Baker D, et al., Nature, 2016）。そこで老化細胞を優先的に除去す
るセノセラピーという概念が提唱され、さまざまなグループからその方法が報告されている。老
化細胞を選択的に除去する効果を持つ薬剤（セノリティックドラッグ）の開発が現在最も盛んに
行われており、当研究室においても大規模な低分子化合物ライブラリー(47,000個)を用いたハイ
スループットスクリーニングを元に ARV825（従来の BET阻害剤に E3ユビキチンリガーゼを付
加することで BET ファミリー蛋白質を選択的かつ効率良く分解する）がセノリティックドラッ
グの候補薬であることを報告した（Wakita et al., Nature commun., 2020）。ARV825による細胞死誘
導の分子メカニズムとして、老化細胞で働く唯一の DNA 損傷修復機構である非相同末端結合
（NHEJ）を抑制することで、DNA 損傷が増大し、細胞死へ至ることを明らかにした。しかし、
NHEJ阻害剤だけでは老化細胞を除去できなかったため、ARV825による老化細胞の細胞死誘導
には他のメカニズムの関与が予想される。そこで、本研究では、ARV825による老化細胞除去機
構の完全な理解を通じて、老化細胞の生存維持機構を明らかする。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、ARV825 による老化細胞の細胞死誘導メカニズムをより詳細に理解することで、
老化細胞の弱点を明らかにする。さらに、加齢性疾患モデルを通じて、老化細胞がもたらす生体
への影響の理解およびセノリティックドラッグの有効性について検証していく。 
 
３．研究の方法 
（１）ARV825 による加齢性疾患への影響の解析 
ARV825が加齢性疾患にもたらす影響を解析する。以前の若手研究期間において老化細胞による
腫瘍形成促進モデルとして、担がんマウスに抗がん剤としてドキソルビシンを投与し、その後
ARV825 を処理することで単剤投与と比較してがん形成の促進を有為に抑制することを明らか
にしてきた。本方法は抗がん剤治療の補助薬としてセノリティックドラッグが有用である可能
性を示す結果であった。そこで実際にドキソルビシン処理後に生じる老化細胞を ARV825 処理
で除去できたのか確認する。 
 
（２）ARV825 による老化細胞の細胞死誘導機構の解明 
研究開始当所、ARV825 は BRD4 を標的とすることで、二本鎖 DNA 損傷修復機構の１つ non-
homologous end-joiningに必須の XRCC4の発現を抑制し、それに伴い DNA損傷が進行するため
老化細胞を死滅されることを明らかにした。しかし、NHEJ阻害剤単剤処理では老化細胞が死滅
しないことから、ARV825による細胞死誘導には NHEJ阻害以外のメカニズムの関与が示唆され
ていた。そこで、ヒト正常線維芽細胞 TIG-3を用いて、BRD4により発現制御を受ける遺伝子に
ついて再解析を行い、細胞死誘導のメカニズムをより詳細に明らかにしていく。 
 
４．研究成果 
（１）以前までの研究期間において、ARV825を抗がん剤療法と併用することでがん形成の促進
を有為に抑制できることを担がんマウスモデルにて示してきた。そこで、ARV825が実際に抗が
ん剤処理後に生じる老化細胞を死滅させたのかについて、免疫染色により確認した。老化マーカ
ーである p21や 53BP1などがドキソルビシン処理後のがん領域内にて確認できた一方、ARV825
を併用したがん領域内ではこれら老化マーカーの著しい低下を確認することができた（図１）。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

つまりがん治療の１つの選択肢として、抗がん剤療法にセノリティック
ドラッグを併用する方法の有用性を示すことができた。 
 
（２）ARV825 が NHEJ 活性に重要な役割を持つ XRCC4 の遺伝子発現
を抑制することで老化細胞を死滅させることを見出し、さらに、siRNAで
XRCC4 をノックダウンすることで老化細胞が死滅することを確認して
きた。しかし、NHEJ 阻害剤だけでは老化細胞が死なないことから、
ARV825 による老化細胞の細胞死誘導には NHEJ 以外のメカニズムの関
与が示唆されていた。そこで、ARV825 の直接の標的である BRD4 がさ
まざまな遺伝子発現の制御に関与することから、RNA-seq解析を行った
ところ、オートファジー関連遺伝子の発現が ARV825の処理で増加して
いることがわかった。そこで、オートファジーの関与について検討する
ため、オートファゴソームマーカーの LC3B-Ⅱを確認したところ、
ARV825 処理後に LC3B-Ⅱが蓄積しており、オートファジーの誘導が明
らかとなった（図３）。また、XRCC4を siRNAでノックダウンする際に
用いるCation lipidにはオートファジーを誘導する作用を持つことが報告
されており、実際にオートファジー誘導を確認できた。そこで、NHEJ阻
害剤に Cation lipidを添加したところ、老化細胞が死滅することを見出し
た（図２）。そこで次に、オートファジーがもたらす細胞死誘導のメカニ
ズムをより詳細に明らかにするため、オートファジープロセス一連の流
れについて調べた。コントロール細胞にオートファジーインドゥーサー
である Rapamycin を処理すると、オートファゴソームマーカーLC3B-Ⅱ
の蓄積が確認され、オートファジー阻害剤である BafilomycinA1（BafA1）
を加えると LC3B-Ⅱがさらに蓄積したことから、コントロール細胞では
オートファゴソームはオートファジーの過程を経て分解されているこ
とが示唆された。一方、老化細胞に ARV825処理すると LC3B-Ⅱは蓄積
するものの、BafA1処理した場合と同程度の LC3B-Ⅱの蓄積が見られた
ためオートファゴソームが分解されず蓄積している可能性が示唆され
た（図３）。一般的にオートファジーは不要なオルガネラや損傷したミト
コンドリアなどをオートファゴソーム膜で包み、オートリソソームと膜
融合することでアミノ酸まで分解することが知られている。実際にオー
トファゴソーム内の内容物にはミトコンドリアが含まれていることが電
子顕微鏡および免疫染色にて確認できた（図４）。さらにミトコンドリア
は膜電位が低下しており、活性酸素種（ROS）を過剰産生していること
が明らかとなった。そこで、ROS スカベンジャーである NAC を処理し
たところ、ARV825による細胞死を抑制したことから、ROSの過剰産生
が ARV825による細胞死誘導に関与していることが明らかとなった（図
５）。最近 XRCC4は核だけでなくミトコンドリアにも局在しており、ミ
トコンドリアの DNA 損傷の回復に寄与している可能性が他のグループ
から報告されており、ARV825 を添加することでミトコンドリアが損傷
したと推測される。老化細胞ではオートファジー機構が正常ではないこ
とから、損傷ミトコンドリアが蓄積し ROSが
過剰産生したと考えられる。さらに損傷ミト
コンドリアの蓄積に伴う ROS依存的な細胞死
の誘導は ARV825 以外の既報のセノリティッ
クドラッグにも一部該当することを見出した
（図５）。つまり、Senolytic drugによる老化細
胞の細胞死誘導メカニズムとして、損傷ミト
コンドリア蓄積に伴う ROSの高産生が一因と
なっていることが明らかとなった。 
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