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研究成果の概要（和文）：加齢に伴う発癌リスクの増加の機構を解明するために、microRNAの機能変化に着目し
て研究をすすめた。ヒト正常線維芽細胞は細胞老化にともない炎症性サイトカインの発現が増加した。特にイン
ターフェロン下流の応答遺伝子の発現がSTATの発現増加と核内移行によって増えてくることを見出した。この現
象は、肝臓内では非実質細胞で起きていた。したがって、加齢によって細胞老化が起きると微小な慢性炎症が起
き、その結果microRNAの機能が低下して発癌リスクになることが推定された。この現象はmicroRNAの機能を増強
する作用をもつ化合物ROCK阻害剤で抑制できる可能性も示した。

研究成果の概要（英文）：To uncover the mechanisms why aging cells are prone to carcinogenesis, we 
focused on microRNA function during aging. Normal human derived fibroblasts produced inflammatory 
cytokines by aging. Especially, Interferon responsive genes were upregulated through nuclear 
localization of the increased levels of STATs. These phenomena happen in the non-parenchymal cells 
in the human liver. Thus, aging induce chronic inflammation, which imaparis the microRNA function, 
leading to the increased risk of carcinogenesis. Because we found that ROCK inhibitor enhances 
microRNA function, this compound may suppress the risk of carcinogenesis due to aging.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 加齢　microRNA

  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢に伴う発癌の危険性の増加は、高齢化社会に向けて解決しなければならない課題である。本研究ではその分
子機構を解析した。細胞老化に伴って炎症性サイトカインの発現が増え慢性炎症を惹起するが、それがmicroRNA
の機能を減弱させ、その結果 易発癌性になることを見出した。microRNA機能を増強する化合物として見出した
ROCK阻害剤は、高齢に伴う発癌リスクを減らす可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究開始当初は、消化器癌の発癌機序の解明と制御法について、「非コード RNA の機能撹乱が
素因となる発癌」という観点を中心に解析を続けていた。それまでの研究過程において、miRNA
の産生不全によって発癌が促進されることを観察し、「miRNA の生理機能が損なわれると易発
癌性に傾く」という観点から、主に「miRNA 機能低下と癌」に着目していた。加齢に伴って発
癌が増えることはよく知られていることであり、その原因として、「加齢によって、miRNA の
機能が減弱し、その結果 易発癌性に傾くのでは」という仮説を立てた。マウスの実験発癌モデ
ルで、それが化学物質による発癌惹起であっても、恒常的活性化型 k-ras 遺伝子のノックイン
や癌抑制遺伝子 p53 のノックアウトなどの癌関連遺伝子の改変による発癌であっても、ある程
度の時間を経ないと癌化が見られないということは、加齢に伴う細胞内環境の変化が腫瘍形成
における病態生理のうえで重要な働きをしていることが示唆されていた。そこで、これまで研
究代表者が従事してきた「miRNA 機能低下を介した慢性炎症性発癌の分子機構と制御」から
展開したテーマとして、もうひとつの主要な発癌経路である「加齢に伴う病態、特に発癌の機
構」の解明と制御に関わる研究を推進し、加齢に伴う病態の普遍的な分子機構の解明も鑑みな
がら、これまでの分子標的治療とは異なる視点で 発癌制御につなげるという発想に至った。ま
た、もともと 慢性炎症刺激が microRNA の機能を阻害する、ということ、および 老化にとも
ない 老化細胞から慢性炎症に関わるサイトカインが分泌されることから、加齢による慢性炎症
による microRNA 機能低下、がキーとなることが想定された。 
 
２．研究の目的 
加齢に伴う種々の生理変化についての解明を進め、特に加齢に伴う慢性炎症刺激とそれに伴う
microRNA 機能不全による発癌ポテンシャルの獲得に着目した研究から、加齢に伴う発癌に対
する抑止法を検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） レポーターマウスを用いた miRNA 機能の変化の検討： 
 GFP遺伝子の下流3’UTRにmiRNAの標的配列を組み込んだトランスジェニックマウス
について、GFP の発現量を検討する。この際、標的配列に変異を入れて miRNA による発現制御
を受けないコンストラクトを組み込んだマウスをコントロールとする。大腸において、miRNA
による遺伝子発現抑制を受けないコントロールマウスと、miRNA 機能レポーターマウスでの GFP
の発現量変化を検討する。 
（２）炎症惹起の機構解明： 
 加齢に伴い炎症性サイトカインが発現することが分かっていたが、その機構をヒト線
維芽細胞による細胞老化の系を用いて検討する。 
（３）microRNA 機能をリバースする化合物の探索： 
 炎症にともなう microRNA 機能の減弱をリバースすることが出来れば 加齢に伴う
microRNA 機能低下を介した発癌を抑制できるかもしれないと考え、そのような化合物の探索を
Drug library を用いて検討する。 
（４）その他の分子機構の解明： 
 加齢に伴う慢性炎症を介した発癌機構だけでなく、ほかの分子機構があることも想定
されるため、そのメカニズムを検討する。 
 
４．研究成果 
（１） レポーターマウスを用いた miRNA 機能の変化の検討： 
CMV promoter で drive される GFP 遺伝子の発現コンストラクトの下流の 3’UTR に let7 認識配
列を組み込んだレポーターをもつ transgenic mouse を作製した。このレポーターマウスで大
腸上皮細胞内の GFP の発現量を検討したところ、TNF で刺激した時は microRNA の機能が減弱し
GFP の発現が増えた。すなわち in vitro でみられていた炎症性サイトカイン存在下での
microRNA 機能の減弱が、in vivo でも確認できたと考えられた。GFP の発現量変化は凍結切片
による観察でも、抗 GFP 抗体を用いた免疫組織化学法でも確認され、炎症が惹起された場にお
いては microRNA の機能が減弱することが示唆された  

      
(左)レポーターマウス：通常は microRNA の働きにより GFP 発現は抑制さ

れているが、炎症刺激下では GFP 発現。 
 
（２）炎症惹起の機構解明 
加齢に伴い、炎症性サイトカインの産生分泌が増えることが SASP(senescence-associated 



secretory phenotype)として知られているが、本研究ではその関連の現象について 確認をした。 
すなわち、ヒト由来の正常線維芽細胞を用いて、継代を繰り返すことによる細胞老化を惹起し、

早期継代の細胞と継代晩期の細胞を用いて、まず細胞老化が惹起されて
いるかを確認した。Western blotting を用いて、老化マーカーである
p21 や p16 蛋白の発現量増加、SA-beta-gal の染色性によって、細胞老
化が惹起されていることを確認した。 
 

そのうえで、cDNA microarray によって、細胞内の遺伝子発現量の変化を網羅的に解析した。 
その結果、老化細胞においては、p16 や p21 の発現が増える共に、
IL6 をはじめとした炎症性サイトカインの発現が上昇しているこ
とが確認された。この現象は独立したサン
プルを用いた RT-PCR でも指摘された（左
図）。 
この解析のなかで、IFN 下流遺伝子の発現

が増えているにも関わらず、IFNa および IFNb の発現が増えてない点（右
図）が疑問として出てきた。そこで、IFN 応答遺伝子の発現に関わる転写

因子である STAT1, STAT2 の細胞内局在を確認してみたとこ
ろ、確かに核内移行をしていることが判明した（左図）。 
IFN が増えていないのにも関わらず、STAT が核内移行してい
る点をさらに検討するべく、STAT のリン酸化状態などを見て

みたところ、老化細胞では STAT の非リン酸化体の発現量が増えているにもかか
わらず、リン酸化体の量は増えていないことが確認された。 
すなわち、老化した細胞では、IFN 自体は増えていないものの、IFN の下流に当
たる応答遺伝子の発現は増えており、その発現増加には非リン酸化 STAT の核内移行量の増加が
関わっていることが推定された。この変化には STAT の上流にあたる JAK の関与はないことを、
shRNA を用いた JAK のノックダウンではキャンセルできないことで確認した。実際のヒト検体
で同様のことが起きているかを組織アレイを用いて検討したところ、高齢者由来の肝臓内の
STAT1 については星細胞でのみ発現が増えており、実質細胞での発現量の変化は乏しかった。
このことは、細胞老化は肝臓内では実質細胞よりも非実質細胞で見られることが確認された。 
 
（３）microRNA 機能をリバースする化合物の探索 
細胞老化をきたした細胞では炎症性サイトカインの発現が増え、また、microRNA 機能が減弱す
ることから、これが加齢関連病態に関わっていることが推定される。そこで、その病態をリバ
ースするために、減弱した microRNA 機能を回復するような小分子化合物の探索を行った。その
結果、ROCK inhibitor が microRNA の機能を増強することをみいだした。1,200 種ほどのスク
リーニングから ROCK 阻害剤が Dicer による microRNA の maturation 以降のステップで、
microRNA 機能を増強することを見出した。そこでその機序を追及したところ、Ago2-complex に
取り込まれる miRNA 量が ROCK 阻害剤の添加で変化することが判明した。すなわち、RISC の免
疫沈降体で microRNA 量を測定すると、ROCK 阻害剤は microRNA の RISC への取り込みをふやし
ていることが判明した。したがって、加齢に伴う慢性炎症性刺激がもたらす microRNA 機能の減
弱は、ROCK 阻害剤でリバースできる可能性が示唆された。実際、炎症性発癌のモデルマウスで
ROCK 阻害剤を投与すると、腫瘍の形成が抑制できることが示された。このことから今後、加齢
マウスでの自然発症腫瘍モデルに対して ROCK 阻害剤を投与すれば、腫瘍形成が減らせる可能性
があることが示唆された。 
 
（４）その他の分子機構の解明： 
さらに興味深いことに、IFN シグナル応答遺伝子のひとつでもある RNA 編集酵素 ADAR の発現が
老化細胞では増えていることが判明した。もともと ADAR は IFN 応答遺伝子として IFN 投与時に
増える蛋白ではあるが、これが加齢性変化の際に増えていることが示された。ADAR 蛋白の異常
発現増加が RNA 編集の増加をもたらし、遺伝子変異に依らない RNA 変異に依る加齢関連発癌の
発症に関与していることが示唆された。 
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