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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、細胞老化における小胞体局在転写因子OASISの役割を明らかにする
ことを目的として研究を遂行した。マスウ初代培養アストロサイトにDNA損傷を与えて解析した結果、DNA損傷シ
グナルの下流でOASISの発現が誘導され、活性化した。次に、OASIS欠損細胞にDNA損傷を与えると、野生型と比
較して細胞周期の停止や細胞老化への移行が抑制された。また、細胞周期だけでなく細胞老化関連分泌形質に関
わる一連の遺伝子群の増加が抑制されていた。以上より、OASISはDNA損傷依存的に発現・活性化が誘導され、細
胞周期抑制因子やSASP関連遺伝子の転写を誘導し、細胞老化を促進する事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed a role of ER-resident transcription factor OASIS in
 cellular senescence. The expression and activation of OASIS are induced by DNA damage in murine 
primary astrocyte. Investigation of OASIS KO astrocyte revealed that cell cycle arrest and the 
transition to cellular senescence after DNA damage are repressed compared to WT. Additionally, the 
expression of a series of senescence-associated secretory phenotype (SASP) related genes is 
decreased in KO. Collectively, DNA damage induces OASIS expression and activation, and OASIS 
promotes cellular senescence thorough transcription of cell cycle and SASP related genes.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化とは、DNA損傷などによってゲノム不安定性を持った細胞が増殖するのを防ぐための癌抑制機構であ
る。本研究課題により、OASISが細胞老化を促進する役割がある事が明らかとなった。過去の解析から、複数種
の癌細胞においてOASISの発現が低下していることが明らかとなっている。今後、細胞老化におけるOASISの機能
をさらに詳細に解析するともに、癌化との関連性を明らかにしていく事で、新たな視点からの癌治療法開発へと
繋がる可能性が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞が不可逆的に増殖を停止することを細胞老化という。これは、DNA 損傷などによってゲ
ノム不安定性を持った細胞が増殖するのを防ぐための癌抑制機構である。細胞老化に至る分子
メカニズムについては、核タンパク質による DNA 修復と細胞周期制御の観点からの研究が精力
的に行われており、DNA 損傷時に発信される DNA 損傷応答（DNA damage response; DDR)シグ
ナルが持続的に発信され続けると細胞老化に至ることが明らかにされている。しかし近年の研
究により、老化細胞は炎症性サイトカインや細胞外基質分解酵素の発現・分泌が亢進しており
積極的に周辺環境に悪影響を及ぼしていることがわかってきた。この現象は 
Senescence-Associated Secretary Phenotype; SASP と定義され、加齢に伴う組織機能の低下
や、アルツハイマー病をはじめとした加齢に伴って発症リスクが増加する加齢性疾患発症の一
因となることが指摘されている。このように細胞老化は単に増殖を停止するだけでなく、老化
細胞特異的な表現型を示す。 
タンパク質分泌の中心的役割を担っているのが小胞体である。細胞内小器官の一つである小

胞体は、タンパク質の折りたたみと修飾を行う場として機能している。また、小胞体局在分子
を起点に発信されるシグナルが分泌機構関連因子の発現と深く関わっている。このような知見
を踏まえると、細胞老化における細胞の性質変化と小胞体機能や小胞体から発信されるシグナ
ルが関連する可能性が考えられる。しかしながら、小胞体の視点からの細胞老化研究は非常に
少なく、細胞老化における小胞体の重要性についても不明であった。 
小胞体ストレスセンサーの一つである OASISは老化したアストロサイトに高発現する遺伝子

としてクローニングされた。これまでの解析から、OASIS は小胞体ストレスなどの細胞内外か
らの刺激に応答して膜内切断を受け、切断された N末端断片が核内へ移行して転写因子として
働く事が明らかとなっている。しかし、細胞老化における OASISの役割は未だ明らかになって
いない事から、OASIS の解析を通して細胞老化における小胞体機能や小胞体から発信されるシ
グナルの役割を明らかにするという本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は細胞老化における OASISの役割を明らかにすることを目的とする。具体的に、

以下のサブテーマを設けた。  
（１）DNA 損傷による OASIS の発現・活性化誘導機構の解明 
（２）細胞老化における OASIS の機能解析  

 

３．研究の方法 

・中枢神経系アストロサイトの単離・培養 
新生仔マウスの大脳を摘出し、PBS 中でくも膜を除去した。大脳組織をピペッティング操作

によってホモジナイズした後、Papain および Dispase を含む消化酵素液を加え、37℃で 30 分
間インキュベーションした。DMEM (10% FBS)を加えて中和した後、スピンダウンして集めた細
胞を播種し、DMEM中で増殖させた。 
 
４．研究成果 
（１）DNA 損傷による OASIS の発現・活性化誘導機構の解明 
➊ OASISは DNA 損傷依存的に転写誘導され活性化する 
マウス初代培養アストロサイトに DNA損傷誘発剤である 5-フルオロウラシル（5FU, 300mM）

やドキソルビシン（DOXO, 1ug/ml）、エトポシド（Etop, 100mM）処理や X線照射を行い、12時
間後に OASISや小胞体ストレスマーカーである BiPの mRNA量および XBP1mRNAのスプライシン
グを RT-PCR、 OASIS タンパク質の全長型および N 末断片の量をウエスタンブロットにより解析
した。薬剤処理および X線照射のいずれの方法で DNA損傷を与えた場合でも小胞体ストレスマ
ーカーが上昇していないにもかかわらず OASIS の mRNA 量およびタンパク質量が増加しており、
また OASISタンパク質は切断を受けて活性化していた。 
 
❷ OASISは ATM 経路下流で誘導される 

DNA 損傷時の OASIS の誘導経路を明
らかにするため、DDR シグナルに着目
して解析した。DNA 損傷が発生すると
キナーゼである ATM、ATRが活性化し、
各下流分子(CHK1,CHK2)のリン酸化を
通して DDRシグナルが誘導され、最終
的には細胞周期が停止する。アストロ
サイトに各種阻害剤 VE821 (ATR 
inhibitor) 1uM, KU55933 (ATM 
inhibitor) 10uM, CHIR124 (CHK1 
inhibitor) 10pM, CHK2 inhibitor 20 
pM を 1 時間処理した後に DOXO または
Etop を各種阻害剤と同時に処理して 12 図 1. 各種阻害剤処理による OASIS タンパク質量の変化 



時間後の OASIS mRNA 量およびタンパク質量を調べた。その結果、ATM阻害剤である KU55933を
処理により OASIS の発現誘導・活性化がキャンセルされ、OASIS は ATM 経路下流で誘導される
ことが明らかとなった(図１)。 
  
❸ OASISは p53 を介さずに p21を転写誘導する 
 これまでの研究から細胞周期抑制因子 p21 が OASIS の
標的遺伝子の一つである事が報告されている（Denard B 
et al., Cell Host Microbe. 2011）。また、ATM 下流で
は細胞周期やアポトーシス関連遺伝子の転写において中
心的な役割を担う転写因子 p53 のタンパク質が安定化・
活性化する。そこで、DNA 損傷による OASIS の活性化と
p53 の関係を調べた。（２）と同様に KU5593 および DOXO
をアストサイトに処理すると、本来 DNA 損傷によって増

加する p21 タンパク質量が未処理群と比較して減少し
た。次に OASIS KOマウスから単離したアストロサイト
に DOXO を処理すると、WT では時間依存的に p21 のタ
ンパク質量が増加するのに対し、KO では変化がなかっ
た。興味深いことに、この時 p53 のタンパク質量は減少しておらず、OASIS による p21 の発現
誘導は p53とは独立していることが明らかとなった(図 2)。 
 
（２）細胞老化における OASIS の機能解析 
➊ OASIS を欠損すると細胞老化が抑制される 
 OASIS に DNA 損傷によって OASIS の発現・活性化が誘導されることから、次に OASIS と細胞
老化の関連性を調べた。アストロサイトに DOXO処理後、BrdU染色を行うと BrdU 陽性細胞が著
しく減少する。これに対し、KO 細胞ではこのよ
うな現象が見られず DNA損傷による細胞周期の
停止が抑制されていた。また、細胞老化マーカ
ーとして使用される細胞周期抑制因子 p16の発
現量が DOXO 処理後に増加するが、KO 細胞では
発現増加が抑制されていた。次に、アストロサ
イトに DOXOを 1時間処理した 3日後に老化細胞
を検出する SA-β-gal 染色を行った。WT では多

くの細胞が陽性を示したのに対し、KO細胞では
陽性細胞がほとんど見られなかった（図 3）。以
上より、OASIS を欠損すると DNA 損傷による細
胞周期の停止及び、これに伴う細胞老化が抑制
される事が明らかとなった。 
 
❷ OASISは SASP関連遺伝子の転写誘導に重要である 
 細胞老化における OASIS の機能を明らかにするため、
WT 及び OASIS KOアストロサイトに DOXO処理した細胞
から RNAを回収し、RNA-sequenceを行った。その結果、
WT細胞で DOXO処理により発現が増加かつ KO細胞でそ
の増加が軽減された遺伝子には細胞周期抑制因子、小
胞体―ゴルジ体間輸送、SASP に関連する遺伝子が多く
含まれていた。これらの結果から、OASIS は細胞増殖
の抑制だけでなく SASPにも関わる事が示唆された。 
 
（３）今後の展望 
本研究課題により、OASISが DNA損傷依存的に発現・

活性化が誘導され、細胞周期抑制因子や SASP 関連遺伝

子の転写を誘導し、細胞老化を促進する事が明らか
となった。過去の解析から、複数種の癌細胞におい
て OASIS のプロモーター領域がメチル化を受けてお
り、その発現が低下していることが明らかとなって
いる。今後、細胞老化における OASISの機能をさらに詳細に解析するともに、癌化との関連性
を明らかにしていく事で、新たな視点からの癌治療法開発へと繋がる可能性が期待される。 
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図 2. OASIS KO アストロサイトにおける

p21 及び p53 のタンパク質量 

図 3. WT および OASIS KO アストロサイトにおけ

る SA-β-gal 染色 

図 4. WT 細胞で DOXO 処理により発現が増加か

つ KO 細胞でその増加が軽減された遺伝子 
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