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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA損傷応答における細胞運命決定の分子機構の解明を試みた。まず、DNA修復
経路を抑制したところ、Chk1を介したG2期チェックポイントの活性化の持続が延長するとともに、細胞老化誘導が促進
された。次に、遺伝子操作によりG2期チェックポイント活性化の持続時間を調節した結果、細胞老化の誘導は持続時間
の長さに依存して促進されることを見出した。さらに、早老症患者由来の細胞では、G2期チェックポイントの活性化の
持続延長とともに、細胞老化誘導の促進が認められた。
　この成果により、Chk1を介したG2期チェックポイントの活性化の持続時間が細胞老化への運命決定を制御することが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：DNA damage response is known to induce senescence as well as transient cell cycle 
arrest and apoptosis, but molecular mechanisms of how cells determine　whether or not to undergo 
senescence are largely unknown. This study show　that suppression of DNA repair pathways extends the 
duration of Chk1-dependent G2 checkpoint activation and sensitizes cells tosenescence through enhancement 
of mitosis skipping. Extension of G2 checkpoint activation by introduction of the TopBP1 activation 
domain sensitizes cells to senescence. Importantly, fibroblasts from progeroid syndromes tested shows a 
strong correlation between　a drastic extension of G2 checkpoint activation and an increase in the 
susceptibility to senescence, suggesting that extension of G2 checkpoint activation caused by defective 
DNA repair is critical for senescence
predisposition in progeroid syndrome patients. These results indicate that the duration of Chk1-dependent 
G2 checkpoint directs cells to senescence.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

紫外線や放射線などの外界からの刺激、がん

遺伝子の活性化や加齢による酸化ストレス

の内因性のシグナルなどによりゲノムDNAが

損傷を受けると、ヒトを含む真核生物はその

恒常性を維持するためにDNA損傷応答を活性

化することはよく知られている。DNA 損傷応

答は、ゲノム DNA のダメージが軽度の場合に

は一時的に細胞周期を停止し損傷部位の修

復を行った後に、再び細胞周期を開始する。

一方、ゲノム DNA のダメージが容易に修復で

きないほど重度の場合には不可逆な細胞周

期の停止である細胞老化を誘導すると考え

られている。DNA 損傷応答は発がん防御や個

体老化などの生体にとって極めて重要なイ

ベントに深く関与しており、その分子基盤を

解明することは医学的にも必要不可欠であ

る。しかし、DNA 損傷応答における細胞運命

決定のメカニズムについてはほとんど分か

っていなかった。 

 

２．研究の目的 

これまでに申請者は細胞老化誘導の分子メ

カニズムを明らかにするために、細胞周期の

動的な変化を解析可能なFucciシステムをヒ

ト正常線維芽細胞に導入して、ライブセルイ

メージングを行った。その結果、様々な老化

誘導刺激によって誘導された細胞老化初期

過程において、ヒト正常線維芽細胞は一時的

な G2 期における細胞周期停止の後、通常行

われるべき細胞分裂を行うことなく G1 期に

進行する、いわゆる分裂回避を生じて、四倍

体細胞となり、不可逆的な細胞周期の停止を

引き起こすことを見出した。さらに申請者は

分裂回避の制御機構や細胞老化における役

割について解析を行った結果、細胞老化誘導

には細胞周期 G2 期におけるがん抑制遺伝子

p53 の活性化による分裂回避が必要かつ十分

であることを見出した。 

 申請者は、この得られた新しい知見を基に、

DNA 損傷応答における細胞運命の振り分け機

構には、G2 期チェックポイントの活性化と

p53 の活性化のタイミングが重要な鍵となる

と考えた。本研究では、G2期チェックポイン

トの要である ATR-Chk1 経路の活性化と p53

の活性化による情報伝達ネットワークにつ

いて解析し、今まで不明であった DNA 損傷応

答における細胞運命決定の分子メカニズム

の解明を試みた。 

 

３．研究の方法 

(1)Fucci システムを導入した正常ヒト線維

芽細胞を用いて、ライブセルイメージングを

行い、低線量および高線量の放射線照射時の

細胞周期の動的変化を解析した。また、古典

的な細胞周期解析のツールである FACS によ

る解析も併せて行った。次に、DNA 損傷応答

における G2/M 期チェックポイント活性化と

p53 の転写活性化のタイミングを定量的に解

析するために、低線量および高線量の放射線

照射した細胞から継時的に細胞抽出液を調

製して、ATR-Chk1 経路の活性化のもっとも重

要な指標であるChk1のリン酸化状態の変化、

および p53の活性化の指標となる p21を含め

た p53 標的遺伝子の発現変化を解析した。こ

の時、細胞老化のマーカーである p16 などの

発現変化も同時に解析した。 

 

(2)G2 期チェックポイントの活性化は DNA 損

傷修復と密接に関わっている。そこでまず、

DNA 損傷修復に関わる酵素の阻害が細胞老化

に与える影響について解析した。DNA 損傷修

復には大きく分けて、非相同末端結合と相同

組換えの二つに分類される。レンチウイルス

ベクターを用いた RNAi 法により、相同末端

結合に必須なリン酸化酵素である DNA-PK 発

現抑制細胞、相同組換えに必須な酵素である

CtIP 発現抑制細胞、および両因子のダブル発

現抑制細胞を樹立した。これらの細胞に低線

量の放射線を照射した時の G2 期チェックポ



イント活性化とp53の転写活性化のタイミン

グの変化、および細胞老化に与える影響を解

析した。 

 

(3)直接的なG2期チェックポイント活性化の

促進が細胞老化誘導に与える影響を解析す

るために、DNA 損傷を生じることなく

ATR-Chk1 経路を活性化できる TopBP1-AAD 

(ATR 活性化ドメイン)を薬剤依存的に発現誘

導できるレンチウイルスプラスミドを構築

し、薬剤誘導性 TopBP1AAD 発現細胞を樹立し

た。これらの細胞に低線量の放射線を照射し

た時の G2 期チェックポイント活性化と p53

の転写活性化のタイミングの変化、および細

胞老化に与える影響を解析した。 

 

(4)G2 期チェックポイント活性化の持続の短

縮が細胞老化誘導における役割を解析する

ために、DNA 損傷修復の効率を向上させるこ

とができる SIRT6 過剰発現細胞および OTUB2

抑制細胞を樹立し、中線量の放射線を照射し

た時の G2 期チェックポイント活性化と p53

の転写活性化のタイミングの変化、および細

胞老化に与える影響を解析した。 

 

(5)早老症の原因遺伝子の多くは、DNA 損傷修

復に関わる遺伝子である。そこで、種々の早

老症患者由来の繊維芽細胞を用いて、様々な

線量の放射線や紫外線照射に対する老化細

胞の割合について解析した。また、Chk1 のリ

ン酸化状態の変化継時的な変化の詳細を解

析することによって、G2 期チェックポイント

の活性化の持続時間について解析した。 

 

４．研究成果 

(1)Fucci システムを用いたライブセルイメ

ージングの結果、高線量の放射線照射によっ

て、老化細胞の増加とともに分裂期回避を引

き起こす細胞の割合が顕著に増加した。また、

FACS の解析により、四倍体細胞の割合が増加

していることも確認できた。さらに、低線量

と高線量のどちらの条件でも、p53 の標的遺

伝子 p21の発現上昇は照射後 8時間後に認め

られた。一方、リン酸化 Chk1 の発現は低線

量下では照射後４時間後まで持続する一方、

高線量下では照射後 24 時間後まで持続する

ことが分かった。これらの結果は、細胞老化

誘導、分裂回避の割合、および、G2 期チェッ

クポイントの活性化の持続時間には正の相

関性があることを示している。 

 

(2)DNA-PK 発現抑制細胞では、低線量の放射

線照射において、リン酸化 Chk1 の発現は照

射後12時間後まで持続することが分かった。

さらに、DNA-PK・CtIP ダブル発現抑制細胞で

は、照射後 24 時間後まで持続することも分

かった。このとき、コントロール細胞と比較

して、分裂期回避および細胞老化の誘導の割

合が増加することも確認できた。これらの結

果は、DNA 修復経路の阻害によって、G2/M 期

チェックポイントの活性化の持続がおこり、

細胞分裂期を起こす細胞の割合が増加する

ことによって、細胞老化誘導が促進されるこ

とを示唆している。 

 

(3)樹立した薬剤誘導性 TopBP1AAD 発現細胞

に低線量の放射線を照射した後に、一過的に

TopBP1AAD を発現させた結果、DNA 損傷の割

合には大きな変化はないにも関わらず、リン

酸化 Chk1 の発現は照射後 24時間後まで持続

することが分かった。このとき、コントロー

ル細胞と比較して、分裂期回避および細胞老

化の誘導の割合が増加することも確認でき

た。これらの結果は、G2 期チェックポイント

の活性化の持続の延長が、細胞老化の誘導を

促進できることを示している。 

 

(4)中線量の放射線を照射した結果、コント

ロール細胞では、リン酸化 Chk1 の発現は照

射後12時間後まで持続することが分かった。



一方、SIRT6 過剰発現細胞および OTUB2 抑制

細胞では、照射後 8時間後には消失すること

が分かった。このとき、コントロール細胞と

比較して、分裂期回避および細胞老化の誘導

の割合が減少することも分かった。これらの

結果は、G2/M 期チェックポイントの活性化の

短縮により、細胞分裂期を起こす細胞の割合

が減少することによって、細胞老化誘導が抑

制されることを示唆している。 

 

(5)ハッチンソン・ギルフォード症候群やウ

エルナー症候群患者由来の細胞では、正常の

細胞と比較して、放射線・紫外線照射ともに、

G2 期チェックポイントの活性化の持続の延

長と共に、分裂期回避・細胞老化の割合が増

加することが分かった。また、ロスモンド・

トンプソン症候群患者由来の細胞では放射

線照射のみ、毛細血管拡張性運動失調症やコ

ケイン症候群由来の細胞では紫外線照射に

おいてのみ、G2 期チェックポイントの活性化

の持続の延長と共に、分裂期回避・細胞老化

の割合が増加することが分かった。一方、強

い早老症の症状を示さないブルーム症候群

や色素性乾皮症患者由来の細胞では、コント

ルール細胞と大きな差は認められなかった。

これらの結果は、早老症発症のメカニズムの

一部は、G2 期チェックポイントの活性化の持

続の延長による細胞老化誘導の促進である

ことを示唆している。 
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