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研究成果の概要（和文）：　ヒトを含む哺乳動物の細胞は、過度のストレスを受けると細胞老化と呼ばれる恒久的な増
殖停止状態に陥る。細胞老化は、生体内で極めて重要な癌抑制機構として機能することが多くの研究によって明らかに
なっているが、近年ではさらに細胞老化が癌以外の様々な疾患に関与することが指摘されている。
　細胞老化には癌抑制タンパク質を中心としたチェックポイント機構の働きが不可欠である。本研究ではRNA制御タン
パク質HuRが転写後遺伝子発現制御機構を介して、細胞の分裂寿命や、細胞老化に伴う表現型を制御することを見出し
た。またモデルマウスの解析から、HuRによる細胞老化制御が、疾患にも関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Upon stress, cells undergo irreversible growth arrest called cellular 
senescence. Cellular senescence acts as potent anti-tumor barrier, and recent observations suggest it is 
also involved in aging-associated disorders. Numerous studies have been performed to elucidate the 
mechanisms regulating senescence, but little is known about how post-transcriptional regulation 
contributes to it. In this study, we focused on the role of HuR in cellular senescence.
 HuR level declined during cellular senescence. HuR knockdown induced senescence with concomitant 
expression of ARF protein. In addition, these cells show several senescence-associated features including 
the induction of cytokine induction. Moreover, adipose-specific deletion of HuR gene induced senescence 
in early age, which is accompanied by reduced insulin sensitivity. Together, these findings demonstrate 
HuR-mediated post-transcriptional regulation plays essential roles in the induction and maintenance of 
senescence phenotypes.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞老化　RNA結合タンパク質　HuR
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳動物細胞を試験管内で培養すると、あ
る一定の回数の分裂を繰り返した後に恒久
的な増殖停止状態に陥る。この様な不可逆的
な増殖停止状態は細胞老化と呼ばれ、50年前
に発見された現象である（Heyflick and 
Moorhead, 1961）。細胞老化を起こすまでの
分裂回数（分裂寿命）はドナーとなる個体・
種の寿命と相関を持つことから、個体の老化
（aging）に細胞老化（senescence）が関与
すると考えられていたが、これまでに解析に
使用されたモデル動物において細胞老化が
個体の老化の原因となる決定的な証拠は得
られていなかった。しかしながら近年、細胞
老化が加齢に伴って生じる疾患（２型糖尿病
など）の原因となる可能性が示され、改めて
個体老化との関わりが重要視され始めてい
る。 
 一方これまでの研究から、細胞老化は生体
において極めて重要な癌抑制機構として機
能していることが明らかになっている。正常
細胞にRasV12などの癌遺伝子を導入しても
細胞は癌化せず、逆に分裂寿命を迎える前に
老化する。この様な分裂寿命非依存的細胞老
化（premature senescence）は、生体におい
て癌細胞へと形質転換する高いリスクを持
つ細胞を排除する働きを持つと考えられる。
これまでに行われた様々な遺伝学的・分子生
物学的解析から、細胞老化においては複数の
癌抑制タンパク質が不可欠な役割を持つこ
とが示されている。中でも癌抑制タンパク質
p53は、哺乳動物の癌抑制機構において中心
的な役割を担っており、ヒト･マウス細胞の
老化においてもその活性が不可欠である。
p53タンパク質は、ストレスがない状態にお
いては常に E3 ユビキチンリガーゼである
Mdm2を介して分解されている。しかし細胞
がストレスを受けると ARF タンパク質の発
現（癌遺伝子の活性化など）や ATM/ATRの
活性化（DNA 損傷）を介して p53 タンパク
質は安定化され、活性化される。 
 近年、miRNA や RNA 結合タンパク質を
介した転写後遺伝子発現調節機構が細胞老
化や個体老化に関与することが報告されて
いる。我々が着目する RNA 結合タンパク質
HuR は、mRNA 上の特定の配列に結合して
その局在・安定性・翻訳を制御する因子であ
り、多くのヒト癌細胞においてその活性に異
常が認められている。HuRのターゲットとな
る RNAの機能は多岐に亘ることから、HuR
を介した RNA 制御機構が様々な生命現象に
関与することが考えられる。事実、HuRノッ
クアウト（KO）マウスは胎盤不全により胎
生致死の表現型を示すが、胎盤形成をレスキ
ューした場合でも、多臓器不全により生後ま
もなく死亡する(Katsanou et al. 2009)。さら
に HuR の発現量は培養系の細胞老化ととも
に低下し、またヒト老齢個体の組織において
も減少する傾向にあることから、細胞･個体
老化に関与することが示唆されていた

（Wang et al. 2001）。 
 申請者らは、マウス線維芽細胞において
HuR の発現をノックダウンにより阻害する
と急速に細胞老化が起こることを見出して
いた。この細胞老化は ARFもしくは p53遺
伝子 KOマウスの細胞では見られない。また
HuRをノックダウンすると ARFの発現は増
加するが、p16 は増加しないことから、
p16-Rb経路非依存的・ARF-p53依存的な細
胞老化が誘導されていると考えられた。さら
に、HuR ノックダウン細胞では Campisi ら
によって発見された、細胞老化を起こした細
胞に特有の IL-6 などのサイトカインの産生
（SASP：senescence-associated secretory 
phenotype）が亢進していた。SASP の発現
には p53 は非依存的に、ATM-Chk2 を介し
た DNA 損傷シグナル経路の活性が必要とさ
れることから、HuRは ARF以外の因子を介
して、SASPの発現を制御することが示唆さ
れる。以上、HuRは老化と共に減少し、また
HuR を阻害すると急速に細胞老化が誘導さ
れることから、HuRを介した RNA制御機構
は細胞の分裂寿命を制御する重要な因子で
あると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、HuRを介した RNA制御
機構が細胞の分裂寿命を維持する分子機構、
およびその生体における役割について明ら
かにすることを目的とし、以下の 3点につい
て解析を行った。 
（１）HuRによる ARF発現制御機構 
（２）生体におけるHuRの役割 
（３）HuR による SASP 様表現型の制御機
構 
 
３．研究の方法 
（１）HuRによる ARF発現制御機構 
 HuR 阻害時に、ARF タンパク質が上昇す
る原因について、分子生物学的手法を用いて
解析を行った。 
 
（２）生体におけるHuRの役割 
 脂肪細胞における細胞老化は、加齢に伴う
インスリン抵抗性に寄与することが報告さ
れている（Minamino et al. 2009）。本研究で
は、脂肪特異的に HuR ノックアウトマウス
を作製し、解析を行った。 
 
（３）HuR による SASP 様表現型の制御機
構 
 培養細胞を用い、HuR 阻害時の SASP 関
連遺伝子の発現を網羅的に解析し、その制御
機構について解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）HuRによる ARF発現制御機構 
 野生型マウス胚性線維芽細胞（MEF）にお
いて HuR をノックダウンすると、細胞の分
裂寿命が著しく低下する（図１A）。このとき、



p16タンパク質の発現は増加しないが、ARF
タンパク質の発現は顕著に上昇が認められ
た（図１B）。ARF-p53 ダブルノックアウト
MEF では、分裂寿命に変化が認められない
ことから、HuRノックダウンMEFの分裂寿
命の低下は、ARF-p53経路に依存すると考え
られた。 
 HuR は多くの遺伝子の転写後遺伝子発現
調節に関わることが知られている。ARFおよ
び Ink4a mRNAの定量を行ったところ、両
遺伝子ともに HuR ノックダウンによる増減
は見られなかった（図１C）。このことから、
HuRは ARFの発現についても転写後調節に
より調節（抑制）しているものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．HuRノックダウン細胞における分裂寿
命と ARF 発現変化（発表論文③より改変し
て引用）。A．野生型 MEFにおいて HuRを
ノックダウンし、3T3プロトコールで培養し
た。B．ARFタンパク質の発現をイムノブロ
ットにより評価した。C．細胞から RNA を
抽出し、リアルタイム PCRで定量した。 
 
 
 次に、HuRが ARF遺伝子の転写後発現調
節を行うメカニズムについて解析を行った。
HuRは標的RNAに直接結合し、多くの場合、
安 定 性 を 制 御 す る 。 RIP （ RNA 
immunoprecipitation）を行ったところ、既
知のHuR標的 RNAに比べて、HuRは ARF 
mRNA に極めて弱い結合を示した。また
ARF mRNAのHuR結合領域は、既知の多く
の標的とは異なり、5’非翻訳領域（UTR）で
あった。 
 MEF において ARF mRNA の安定性は
HuR によって影響を受けなかったが、RIP
によって HuR 非存在下ではより多くのリボ

ソームが結合していることが明らかになっ
た。さらに細胞質成分の分画を行ったところ、
HuR 非存在下ではポリソーム画分により多
くの ARF mRNAが存在した。これらの結果
から、HuR ノックダウン細胞では、ARF 
mRNA の翻訳が亢進していることが強く示
唆された。 
 さらに詳細な解析を行ったところ、興味深
いことに通常ARF mRNAの大部分は各室内
に存在するのに対し、HuRノックダウン細胞
では大部分が核小体に移行していた。核小体
には多くの RNA 結合タンパク質が存在する
が、このとき ARF mRNAは核小体内で別の
RNA結合タンパク質NCLと結合することが
示された。NCLはmRNAに結合すると、そ
の翻訳効率を変化させることが知られてい
る。本研究結果からは、通常 HuR は ARF 
mRNA に結合してその翻訳を抑制するが、
HuR の発現量が低下すると ARF mRNA は
核小体に移行し、NCLとの結合を介して翻訳
が亢進し、細胞老化が誘導されると考えられ
る（図２）。興味深いことに、p53 mRNAも
ストレス時に核小体に移行し、翻訳が亢進す
ることが報告されており（Gajjar et al. 2012）、
核小体を介した mRNA 翻訳制御は、細胞の
ストレス応答に重要な役割を持つ可能性が
考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．本研究結果から予測されるモデル（発
表論文③より改変して引用）。 
 
 
（２）生体におけるHuRの役割 
 脂肪細胞の細胞老化は、末梢組織にオケル
インスリン抵抗性を惹起することが知られ
ている。HuRによる細胞老化制御の生理的役
割について調べるために、HuRコンディショ
ナルノックアウトマウス（Katsanou et al. 
2009）と脂肪組織特異的 CRE 発現マウス
（AP2-CRE）を交配し、脂肪組織特異的HuR
ノックアウトマウスを作製した。このマウス 
の脂肪組織における ARF の発現を調べたと
ころ、コントロールマウスと比較してmRNA
量に変化は見られなかったが、ARFタンパク
質の増加が認められた。従って生体内におい
ても、HuRは ARF遺伝子の翻訳を抑制して
いることが示唆された。またこのマウスでは、
若齢期から脂肪組織において細胞老化マー
カー遺伝子の発現が亢進していることから、



培養細胞系の結果と同様に、HuRを欠失する
ことにより ARF 依存的な細胞老化が誘導さ
れていることが考えられた。 
 次にこのマウスにおけるインスリン感受
性の変化についてインスリン負荷試験によ
り評価を行った。若齢期（1-3 ヶ月齢）にお
いては、コントロールマウスとの差は認めら
れなかった。しかしながら、6-9 ヶ月齢のマ
ウスでは、コントロールマウスと比較して有
意にインスリン感受性の低下が観察された
（図３）。以上の結果から、生体内において
も HuR は細胞の恒常性の維持に必要な因子
であり、組織内で細胞老化が生じるのを防ぐ
役割を持つことが強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．脂肪組織特異的 HuR ノックアウトマ
ウスにおけるインスリン感受性の変化。イン
スリンを腹腔内投与後、示された時間に末梢
欠を採取し、血中グルコース濃度を測定した。 
 
 
（３）HuR による SASP 様表現型の制御機
構 
 さらに本研究では、細胞老化の重要な表現
型のひとつである SASPと HuRの関係につ
いて解析を行った。HuRをノックダウンした
MEFでは、上述の ARF-p53依存的な細胞周
期停止とともに、IL-6を含む様々なサイトカ
イン遺伝子の発現が亢進していた。SASP関
連遺伝子の発現の変化について、より詳細な
データを得るために、これらの細胞から抽出
した RNA を用いてマイクロアレイ解析を行
った（図４）。その結果、HuRノックダウン
MEF では、多くの SASP 関連遺伝子の発現
が上昇していることが明らかになった。 
 SASPの発現は、細胞老化時に細胞周期の
停止を担う経路とは異なる制御を受けてい
ることが知られている。HuRを阻害した細胞
では、様々なサイトカインの発現上昇が見ら
れるが、これらサイトカインの発現は、p53
ノックアウト細胞でも同様に見られたこと
から、細胞増殖制御経路とは異なるメカニズ
ムで調節されていることが考えられた。転写
因子 NF-ｋBは、様々な炎症性サイトカイン
の発現を制御し、SASPの調節においても中
心的な役割を持つことが知られている。そこ
で HuR ノックダウン細胞における NF-ｋB
の活性をルシフェラーゼレポーターアッセ
イおよびクロマチン IP で調べたところ、
HuRをノックダウンすることによりNF-ｋB 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．HuRノックダウン細胞におけるサイト
カイン遺伝子発現の変化。コントロールおよ
び HuR ノックダウンマウス胚性繊維芽細胞
から RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を
行った。アレイデータから変動が見られた
SASP遺伝子を抽出し、ヒートマップを作成
した。  
 
 
は p53 非依存的に活性が上昇し、また IL-6
などのサイトカイン遺伝子上にリクルート
されることが明らかになった。次に HuR 阻
害時のNF-ｋB活性化機構について解析を行
った。細胞老化時には慢性的に DNA ダメー
ジの蓄積が認められ、これがトリガーとなっ
て NF-ｋB を活性化させることが既に報告
されている。そこで HuR ノックダウン細胞
で DNA ダメージが蓄積しているかをコメッ
トアッセイによって調べたところ、興味深い
ことに一本鎖 DNA 切断の蓄積が認められた。  
 以上の結果から、HuRを阻害することによ
り DNA一本鎖切断が蓄積し、これが NF-ｋ
B の活性化へと繋がることが示唆された。
HuRノックダウン細胞で一本鎖DNA切断が
蓄積する原因について調べたところ、この細
胞では一本鎖 DNA 切断を起こす刺激に対し
てより高い感受性を示すことが明らかにな
った（図５）。DNAの一本鎖障害は、細胞増
殖の過程において DNA が複製される際に必
ず生じる。通常この障害は速やかに処理され
るが、HuRをノックダウンした細胞ではこの
修復機構に何らかの異常があると考えられ
る。事実、マイクロアレイの結果から、複数
の DNA 修復に関わる遺伝子の発現が低下し
ていることが示されている。以上の結果から、
HuRの発現が低下した細胞では、一本鎖切断
が蓄積し、DNA ダメージシグナルが慢性的
に活性を持ち、細胞老化が誘導されることが
と考えられた。 



 近年、SASPは生体の加齢現象する可能性
が指摘されている。またヒトにおいて、高齢
者の組織では HuR の発現量は低下する傾向
にあることが報告されている（Wang et al. 
2001）。本研究計画から得られた結果を統合
して考えると、HuRは細胞の分裂寿命を規定
する極めて重要な因子であり、細胞老化表現
型を介して生体の加齢現象に深く関与する
ことが示唆される。加齢に伴う組織機能の低
下は、様々な加齢性疾患のリスクとなること
から、HuRを介した RNA制御系は、疾患の
予防や治療を行う上で有効な標的となり得
るであろう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．HuR ノックダウン細胞では一本鎖
DNA ダメージに対する感受性が上昇してい
る。（発表論文②より改変して引用）。 
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