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研究成果の概要（和文）：Rad18 遺伝子を欠損するマウスは、加齢に伴い精巣の生殖細胞が枯渇

し、生殖能力が減少した。細胞周期制御遺伝子である Chk2 と Rad18 を欠損するマウスから得ら

れた初代培養細胞は、増殖速度が遅く細胞老化がみられることがわかった。この細胞では、細

胞周期の進行のブレーキとなる p16, p21 および p53 タンパクが高く発現していた。また 1本鎖

DNA に結合することが知られている RPA タンパクが核内に多くみられたことから、ATR 経路を介

して細胞周期の進行が抑制され、細胞老化がおこると推論した。 

 
研究成果の概要（英文）：Rad18 is required for long-term maintenance of spermatogenesis 
in mouse testes. We prepared fibroblasts from Chk2-Rad18 double knockout mice. The cells 
grew very slowly and exhibited cellular senescence. The Cdk inhibitors such as p16, p21 
and p53 proteins were highly expressed in the cells. Many RPA protein foci were observed 
in the nuclei of the cells, thus we inferred that loss of Chk2 and Rad18 resulted in 
activation of ATR pathway and expression of Cdk inhibitors leading to low cellular growth 
and senescence. 
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１． 研究開始当初の背景 Rad18 遺伝
子を欠損するマウスは、加齢に伴い精巣
の生殖細胞が枯渇し、生殖能力が減少し
た。このため、Rad18 による損傷乗越え
複製の制御は、幹細胞を長期的に維持す
るのに必要であり、Rad18 を欠損する幹
細胞では細胞老化がおこる可能性がある
ことが示唆された。 
 

２．研究の目的 生殖幹細胞の細胞老化を検
出することは、技術的に困難であるため、複
製フォークの安定性維持に関与することが
知られているChk2遺伝子およびRad18遺伝
子を同時に欠損させて、その細胞の特徴を調
べる。細胞老化がみられた場合には、その誘
導機構の分子的基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 Chk2 欠損マウスと Rad18
欠損マウスをかけ合わせて、Chk2・Rad18 
2 重欠損マウスを作成する。そのマウスから
繊維芽細胞を調製する。野生型細胞(WT)、
Rad18 欠損細胞(Rad18-/-)、Chk2 欠損細胞
(Chk2-/-) 、 Chk2 ・ Rad18 欠 損 細 胞
(Chk2-/-Rad18-/-)の性質の解析は、以下のよ
うにして行った。 
(1)  細胞増殖速度の測定: 通常の酸素分圧

である 20%または低酸素インキュベー
ターを用いて 3%酸素分圧で培養を行う。
細胞を複数の培養皿に播種し、培養を開
始する。24 時間ごとに培養皿から細胞
を剥離させた後に、細胞数を血球計算盤
を用いて測定した。 

(2) 細 胞 老 化 の 測 定 は 、
Senescence-associated B-galactsidase
染色により行った。 

(3)  複製フォークの進行速度の解析は、細胞
を IdU で最初に蛍光標識した後に、
CldU を用いて標識する。ゲノム DNA
をカバーグラスの上に塗布した後に、蛍
光顕微鏡を用いて写真をとり、蛍光標識
された DNA の長さを測定する。 

(4)  細胞核内 RPA 量の定量は、細胞を抗
RPA 抗体を用いて染色した後に、蛍光顕
微鏡を用いて定量した。 

(5)  ウエスタン解析は、定法により行った。 
 
４．研究成果 Rad18 Chk2 二重欠損マウスを
作製した。このマウスは、ほぼ正常に誕生し
発育した。この二重欠損マウスから胚性繊維
芽細胞を樹立した。この細胞の増殖速度がき
わめて遅く(図 1)、細胞老化をおこすことが
わかった(図 2)。 
 
 

図 1.  Chk2-/-Rad18-/-細胞では、増殖速度
がきわめて遅い。 

図 2.  各種のマウス細胞を培養後に
Senescence-associated B-galactosidase 染
色を行い、細胞老化を評価した。 
 
複製ストレスとは、DNA 複製が突然停止する
現象であり、細胞老化を引き起こす原因であ
ると提唱されている。DNA の 1 分子解析(DNA 
coming, DNA fiber analysis)により、複製
フォークの進行速度を測定した(図 3)。この
結果、Rad18 欠損マウス初代細胞では野生型
細胞に比べて複製フォークの進行速度が約
24%遅くなっていた(図 4)。これに対して
Rad18 Chk2 二重欠損細胞では、複製フォーク
の進行速度が野生型細胞と同程度まで回復
していた。また Chk2-/-Rad18-/-細胞では、
１本鎖 DNA領域に結合することが知られてい
る RPA タンパクが核内で強く集積していた
(図 5)。 
 

図 3. 1 分子解析により、複製フォークの進
行を蛍光分子により可視化した。 
 

図 4. 1 分子解析により、各種の細胞での複
製フォーク速度を定量した。 
 

 

 

 

 



図 5. 各種の細胞での RPA タンパク量を定量
し、グラフとして表した。 
 
また、この細胞では、p53 および p21 および
老化マーカーである p16タンパクが強く発現
していた(図 6)。Chk2-/-Rad18-/-細胞では、
複製ストレスが増加し、RPA タンパクで覆わ
れた 1本鎖 DNA 領域が露出したため、細胞老
化に必要なシグナル誘導がおこったと結論
した。複数の遺伝子を欠損することにより細
胞老化が誘導される現象を発見したので、こ
れを「合成老化」(synthetic senescence)と
名付けた。このため、Rad18 の機能を阻害す
ることにより、Chk2 などのがん抑制遺伝子の
異常による細胞増殖の亢進および発癌を抑
制できることが示唆された(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6. Chk2-/-Rad18-/-細胞では、p53 および

p21 および老化マーカーである p16 タンパク
が強く発現していた。 
 

図 7. Chk2 および Rad18 遺伝子の欠損による
細胞老化の誘導モデル 
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