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研究成果の概要（和文）：我々は、RNA結合蛋白質Mex3Bの欠損マウスが野生型と比較して寿命が優位に延長し、
さらに細胞老化も阻害されていることを見出した。近年、細胞老化(senescence)と個体の老化を結びつける現象
としてSASP（老化した細胞がサイトカイン、成長因子、細胞外基質など多種の蛋白質を細胞外に放出する現象）
が注目されている。本研究　において、我々はMex3BがSASPにおいて細胞外放出されるタンパク質群のmRNAに結
合して発現を調節していることを見出した。さらに我々は、新規の分泌タンパク質SIF-2を同定し、Mex3Bの下流
において細胞老化に重要な役割を担っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that mice deficient for the RNA-binding protein Mex3B has a 
significantly prolonged lifespan with decreased cellular senescence compared to wild-type mice. 
Recently, SASP (a phenomenon in which senescent cells release a variety of proteins such as 
cytokines, growth factors and extracellular matrix proteins) has attracted attention as a phenomenon
 that links cellular senescence and individual aging. In the present study, we found that Mex3B 
binds to mRNAs of extracellularly released proteins in SASP and regulates their expression. 
Furthermore, we identified a novel secretary protein, SIF-2, that plays an important role in 
cellular senescence downstream of Mex3B.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 老化　SASP　RNA結合タンパク質　転写後調節

  ５版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、老化細胞を除去したマウスの寿命が延長することが示され、細胞老化が個体老化の原因の一つであること
が明らかとなったが、細胞老化が個体老化を誘導する分子機構には不明な点が多い。本研究により同定された細
胞老化に重要な役割を果たす新規細胞外分泌タンパク質SIF-2の機能が明らかになることにより、細胞老化なら
びに個体老化の分子機構の解明に新たな進展が期待される。さらに、本研究で得られた知見をもとに、SIF-2や
その受容体に対する抗体や低分子化合物による老化制御、リコンビナントSIF-2によるがん細胞の老化誘導など
社会的インパクトの高い応用が可能であると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 
 
個体老化への細胞老化の関与については長年議論されてきたが、近年、老化細胞を除去したマウスの
寿命が延長することが示され、細胞老化が個体老化の原因の一つであることが明らかとなった。一方で、
細胞老化が個体老化を誘導する分子機構には不明な点が多いが、最近になって SASP (Senescence-
Associated Secretory Phenotypes) と呼ばれる「細胞老化に至った細胞がサイトカインや成長因子、細
胞外基質など多種の蛋白質を細胞外に放出する現象」が細胞老化と個体老化を結びつける現象として
注目されるようになった。SASP は、細胞老化や炎症を誘導することにより組織の機能不全を引き起こし
たり、がん細胞の増殖を促進する。SASP 因子の発現制御機構についてはオートファジーや転写因子
NF-kB が関与していることが明らかになってきているが、詳細は明らかでない。例えば、オートファジー
の阻害による SASP 因子の発現抑制は RNA 量よりタンパク量の方が顕著である。したがって、SASP 因
子の発現制御には転写後調節も関与していると考えられるが、その分子機構は明らかになっていない。 
 Mex3B は KH (K-homology) domain をもつ RNA 結合タンパク質である。本研究室で作成した Mex3B
の欠損マウスは寿命が延長し、細胞老化が抑制されている。さらに、CLIP-seq、RNA-seq を用いた
Mex3B 結合 RNA の網羅的解析によって、Mex3B 結合 RNA 群の中には既知の SASP 因子 mRNA が統
計的に優位に含まれていた。実際に、Mex3B を欠損もしくは抑制した細胞では細胞老化に伴う既知の
SASP 因子の発現誘導が抑制されていた。我々がこれまでに得てきたこれらの研究成果は、Mex3B が広
範囲に渡る SASP 因子を包括的に転写後制御し、個体老化制御全般に重要な役割を担っている可能
性を示唆している。 
 さらに、我々は CLIP-seq、RNA-seq、 Ribosomal profiling 解析により、Mex3B が直接結合して発現制
御に関与している可能性のある遺伝子を多数同定し、これらの遺伝子のコードするタンパク質の中には
多くの分泌タンパク質が含まれていることを見出した。これまで SASP 因子の同定は抗体アレイなどの限
定された手法を用いて行われており、未知の SASP 因子が多数存在することが予測される。したがって、
我々の同定した分泌タンパク質の中には新規の SASP 因子が多数含まれていると考えられる。本研究
では、CLIP-seq、RNA-seq、 Ribosomal profiling など網羅的な情報を活用すると共に siRNA ライブラリ
ーを用いて細胞老化に関与する新規 SASP 因子の同定及び機能解析を目指す。 
 
２． 研究の目的 
 
我々は、RNA 結合蛋白質 Mex3B の欠損マウスが野生型と比較して寿命が優位に延長し、さらに細胞
老化も阻害されていることを見出した。近年、細胞老化(senescence)と個体の老化を結びつける現象とし
て SASP が注目されている。我々はこれまでの研究により、Mex3B が SASP において細胞外放出される
タンパク質群の mRNA に結合していることを見出している。本研究では、(１）Mex3B の下流において細
胞老化に重要な役割を担う遺伝子を次世代シーケンサーと siRNA ライブラリーを用いた全ゲノム的な探
索により網羅的に同定し、(２）同定因子の機能解析を行うことで、個体老化と細胞老化の新たな分子制
御機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３． 研究の方法 

 
(１）Mex3B の下流において細胞老化に重要な役割を担う遺伝子の次世代シーケンサーと siRNA ライブ
ラリーを用いた網羅的探索と同定 
 我々はこれまでに、ヒト線維芽細胞 IMR90 の Ras 誘導型の senescence が Mex3B の発現抑制により
抑制されることを明らかにしている。さらに、この時発現変動している遺伝子を次世代シーケンサーを用
いた RNA-seq により網羅的に同定してきた。また、CLIP-seq により、Mex3B タンパク質と結合する RNA
の同定にも成功している。そこで、まず Mex3B タンパク質に結合し、かつ Mex3B による senescence 誘
導時に発現の変動を生じている遺伝子を網羅的に抽出した。さらに、抽出した遺伝子を、senescence を
制御するもののみに絞り込むため、siRNA ライブラリーを用いて各因子を個別にノックダウンし、
senescence の変動を senescence マーカー遺伝子の一つである p15 の発現変動により確認した。得られ
た遺伝子の中で、N 末領域に分泌タンパク質のシグナルペプチドをもつタンパク質をコードする遺伝子
SIF-2（senescence-inducing factor-2）に着目し、その生物学的機能の解析を行った。 
 
(２）同定因子 SIF-2 の機能解析 

先に行ったスクリーニングの結果を確認するため、SIF-2 の発現が senescence 及び Mex3B の発現抑
制により変動することを Real-time RT-PCR にて p15,及び IL6 の発現を検討することにより確認した。続
いて、SIF-2 自身が senescence を制御していることを確証するために SIF-2 をノックダウンして
senescence の変動を検討した。 
 さらに、SIF-2 が SASP 様に機能するか否かの検討を試みた。まず、SIF-2 が細胞外に放出されること
を確認するため、Ras の発現により senescence を誘導した IMR90 細胞の培養上清を回収し、質量分析
に供した。また、Mex3B 依存的な SIF-2 存在量の変化を、Mex3B をノックダウンした細胞を用いて同様
の実験を行うことにより確認した。続いて、分泌された SIF-2 が他の細胞に受容されて senescence を誘
導できるかどうかを、SIF-2 を強制発現した HeLa 細胞と共培養した時の IMR90 細胞の senescence の
変動を検討した。さらに、リコンビナントの SIF-2 を産生・精製し、IMR90 細胞に添加した時に生じる



senescence の変化を検討した。 
 加えて、Mex3B による SIF-2 の発現制御機構の検討を行った。これまでに、Mex3B は標的遺伝子の
3’UTR に結合して miRNA の機能を制御することによりその発現を調節することを見出している。Mex3B
も CLIP-seq の結果から SIF-2 の 3’UTR 領域に結合することが示されていることから、3’UTR を介した
発現制御機構があると考え、その解明を試みた。具体的には、SIF-2の3’UTR領域を用いたLuciferase 
assay を行った。 
 
４．研究成果 
 
RNA-seq、CLIP-seq 及び siRNA screening という 3 つの手法を用いた全ゲノム的な探索の結果、Mex3B
の下流で senescence を制御する因子の同定に成功した。本研究では、その中で N 末に分泌タンパク
質としてのシグナルペプチド配列を有する SIF-2 に着目し、更なる生物学的機能の解析を行った。 

まず、IMR90 細胞の senescence を誘導すると SIF-2 mRNA の発現が増加すること、さらにこの増加
は Mex3B のノックダウンにより緩和することが見出された。また、SIF-2 をノックダウンすると Ras 誘導型
の senescence が抑制されることが明らかとなった。これらの結果より、SIF-2 は Mex3B の下流に位置す
ること、ならびに senescence を誘導する機能を有する可能性が示された。 
 続いて、SIF-2 が SASP 様に機能するか否かの検討を試みた。まず、SIF-2 が細胞外に放出されること
を確認するため、Ras の発現により senescence を誘導した IMR90 細胞の培養上清を回収し、質量分析
に供した。その結果、細胞培養上清中に SIF-2 が存在すること、かつその存在量は senescence により
増加することが示された。さらに、この培地中の SIF-2 存在量は、Mex3B のノックダウンにより減少するこ
とも明らかになった。続いて、IMR90 細胞を SIF-2 を強制発現させた HeLa 細胞と共培養したところ、
IMR90 細胞の senescence が誘導されることが明らかとなった。さらに、IMR90 細胞にリコンビナント SIF-
2 を添加すると senescence が誘導されることを見出した。これらの結果より、SIF-2 は SASP 様の機能を
有すると考えらえた。 
 次に、SIF-2 の 3’UTR 領域を用いた Luciferase assay を行い、 Mex3B による SIF-2 の発現制御機構
の検討を行った。その結果、Mex3B をノックダウンすると SIF-2 の発現が 3’UTR を介して抑制されるこ
とが明らかとなった。Mex3B をノックダウンすると SIF-2 の発現が mRNA レベルで抑制されることから、
SIF-2 mRNA は Mex3B によって安定化される可能性があると考えられた。 
 以上の結果より、SASP 様に働く新規因子として SIF-2 を同定することに成功したと考えられる。現在、
SIF-2 欠損マウスの解析を試みている。今後 SIF-2 の生体内における機能を解析することにより、細胞
老化ならびに個体老化の分子機構解明の新たな進展が期待される。 
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