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研究成果の概要（和文）：不可逆的な増殖停止状態としてしられる細胞老化は、癌抑制機構とし

て機能していることが知られている。しかし、老化細胞では増殖停止状態が一体どのようにし

て維持されているかについては殆ど明らかにされていなかった。本研究では、細胞老化におけ

る増殖停止状態の維持には活性酸素種(ROS)が恒常的に産生されることが重要であることを見

出し、更に ROS 産生に関わる候補分子を同定することに成功した。また、ROS によって活性化

されるユビキチンリガーゼにより一連のタンパク質の分解が起こることも明らかにした。   

 

研究成果の概要（英文）：Cellular senescence, an irreversible form of cell cycle arrest, 

is known to be acting as an important safeguard against neoplasia. However, it remains 

largely unclear how irreversibility of cell cycle arrest is established in cellular 

senescence.  Here, we discovered that continuous production of reactive oxygen species 

(ROS) is essential for irreversibility of cellular senescence and that several genes are 

involved in this mechanism.  Furthermore, we identified a series of proteins controlled 

by a proteasomal-dependent protein degradation pathway activated by ROS.  These results 

unveil a novel pathway regulating the irreversibility of cellular senescence. 
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症や紅板症（上皮内癌）が臨床的に観察さ

れるが、これらの前癌病変が悪性化し、顎

口腔領域の悪性腫瘍の約 90％を占める扁

平上皮癌へと進展してしまうケースが尐

なくない。特に口腔領域では食事による温

度や pH の変化、機械的な刺激などの様々

なストレスによって、前癌病変部の細胞が

悪性腫瘍化するような遺伝子の変異が誘

発される危険がある。しかしこのような前

癌病変や、乳頭腫のような良性腫瘍の中に

は、生体のもつ癌抑制機構によって安定的

に増殖を停止している細胞も多く存在す

る。これは、癌抑制機構の一つである細胞

老化が誘導され細胞増殖が不可逆的に停

止しているためであると考えられる。 

細胞老化は、培養中の正常細胞にテロメア

の短小化、DNA ダメージや癌遺伝子の活性

化など、発癌の危険性のあるストレス（発

癌ストレス）が生じた場合に、異常細胞の

増殖を阻止するために発動する癌抑制機

構として機能していると考えられてきた

（Cell, 130, 223-233, 2007）。しかし、

これまで細胞老化が培養細胞だけではな

く本当に生体内でも起こるのか不明であ

ったため、細胞老化は単に培養条件の不備

のためにおこるアーティファクトである

という可能性も議論されてきた。しかし最

近、細胞老化の形態的特徴がヒトやマウス

の前癌病変部や良性腫瘍部に認められ、細

胞老化が生体内で悪性腫瘍の発生を抑え

る重要な役割を果たしている可能性が示

唆されるようになってきた（Nature 436, 

636-637, 2005; Nature 445, 656-660, 

2007）。このような経緯から、現在、細胞

老化の誘導を癌治療に応用しようという

試みが盛んに検討されている。しかしアポ

トーシスの場合とは異なり細胞老化をお

こしても、細胞が死滅するわけではないの

で、増殖を停止したまま長期間生存を続け

ることが知られている。このため一旦細胞

老化を起こしても、その後さらに何らかの

異常が生じると増殖を再開してしまうの

ではないかと心配される。このため、細胞

老化における増殖停止機構の詳細を明ら

かにし、細胞老化の不可逆性の実態を解明

することが必要と考えられる。 

 

２．研究の目的 

最近の研究から細胞老化はアポトーシ

スと並ぶ重要な癌抑制機構であることが

明らかになってきている。しかし細胞老化

の作用機序並びにその生体内での役割に

関しては、未だ不明な点が多い。本研究で

は細胞老化の不可逆性に焦点を当てその

分子メカニズムを解明することを目的と

している。さらに、その成果を口腔領域の

癌の診断、予防及び治療に応用するための

礎を築くことを目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)  細胞老化の不可逆的増殖停止機構

の解明 

①増殖刺激によって如何にして ROS の産

生が誘導されるのか? 

温度感受性型 SV40 large-T 抗原 (LT)

により不死化させたヒト細胞株(SVts8)

を非許容温度(38.5 0C)で 5 日間以上培養

し、LT を失活させ p16INK4a-RB 経路を復活

させると、ROS の産生が不可逆的に促進さ

れ、もはやその後許容温度(34 0C)に戻し

ても細胞質分裂が抑制されたままになる

（Takahashi et al., Nature Cell Biol. 

8, 1291-1297, 2006）。しかし、SVts8 細

胞を非許容温度で培養する際に、低血清

(0.2% FBS)培地で培養すると、不可逆的

な ROS の産生は起こらず、許容温度に戻



し通常の血清濃度で培養すると増殖を再

開する。このことは p16INK4a-RB 経路と増

殖因子が協調的に作用し、不可逆的な ROS

の産生を引き起こしていることを示して

いる。そこで、ここでは 2 種類の方法か

らROS産生のメカニズムの解明を試みる。

まず、SVts8 細胞を非許容温度で培養する

際に 10%の血清培地と 0.2%の血清培地で

培養した場合の両方の細胞から、それぞ

れ蛋白質抽出液を調整する。調整した蛋

白質抽出液を用いて抗体アレイまたは蛋

白質の 2 次元電気泳動と質量分析計によ

る解析を併用することにより蛋白質の発

現プロファイルを調べる。このアプロー

チを通して不可逆的な ROS の産生に関連

する蛋白質の同定を試みる。また、低血

清(0.2% FBS)培地で培養するときに活性

化型 ras 遺伝子を発現しておくと不可逆

的な細胞老化が誘導されることから（未

発表データ）、血清刺激の下流で ras シグ

ナルが ROS の産生に寄与している可能性

が示唆された。そこで ras の下流で活性

化される様々なシグナル分子に着目し解

析を行ったところ、PI3 キナーゼを阻害す

ることによって ROS の産生が完全に阻害

され、細胞質分裂の停止も起こらなくな

った（未発表データ）。そこで、RNA 干渉

法（RNAi）を利用することにより PI3 キ

ナーゼの下流で働くどの分子が不可逆的

な ROS の産生を引き起こしているのかを

特定することにより、細胞老化の不可逆

性を規定する細胞内シグナル伝達経路の

解明を試みる。 

②E2F/DP 転写因子複合体がどのように ROS

の産生を抑制するのか？ 

DP1 の発現を RNAi により抑制すると

ROS の産生が促進されることから、

p16INK4a-RB 経路の下流でE2F/DP転写因子

複合体が ROS の生成を抑制していること

が示唆された（Takahashi et al., Nature 

Cell Biol. 8, 1291-1297, 2006）。そこ

でレトロウイルスベクターを用いた RNAi

ライブラリーを利用して ROS の産生に関

与するE2F/DP転写因子複合体の標的遺伝

子の同定を試みる。さらに、同定した遺

伝子を過剰発現させた SVts8 細胞株やヒ

ト正常線維芽細胞株を作製し、細胞老化

を誘導する様々な発癌ストレス（H2O2を用

いた酸化的ストレス、活性化型 ras の過

剰発現、DNA 損傷誘発剤など）を加えた場

合に、ROS の産生が抑制され不可逆的な増

殖停止が起こらないかどうかを検証する。 

③PKCδにより細胞質分裂が抑制される分子

メカニズムを明らかにする 

 細胞老化を起こし細胞内の ROS のレベル

が恒常的に高くなると PKC の活性化と細

胞質分裂の阻害がおこる。その際に活性化

した PKCδの標的の１つとして細胞質分裂

の進行に必要なリン酸化酵素である

Warts/Lats1 が分解されることを明らかに

した（Takahashi et al., Nature Cell Biol. 

8, 1291-1297, 2006）。しかし、その分子機

構は全く明らかになっていない。そこで先

ず、PKCδにより Warts がリン酸化されるか

どうかを様々な Warts の変異体を用いるこ

とにより検討し、そのリン酸化によって蛋

白分解が促進されるかどうかについても調

べる。次に薬剤（テトラサイクリン）投与

により活性化型の PKCδの発現を誘導出来

る細胞株を樹立し、PKCδの活性化により

Warts リン酸化及び分解を確認すると同時

に老化細胞で見られるような細胞質分裂停

止を起こすかどうか調べる。更にこの細胞

株に非分解型の Warts を過剰発現させるこ

とにより、PKCδの活性化により誘導される

細胞老化様の細胞質分裂阻害が回避される



かどうかについて調べ、細胞老化における

Warts の分解のメカニズムを明らかにする。

また、同時にこの PKCδの発現誘導細胞を

用いて①で同定した ROS 産生に重要な分子

もまた PKCδにより調節されているかどう

かについても調べる。もし、PKCδ発現誘導

細胞株の樹立が困難な場合には上記の実験

は活性化型の PKCδを発現するレンチウイ

ルスもしくはアデノウイルスを用いて行う。

更に、線維芽細胞を用いて①～③で明らか

にしたことを、上皮由来の細胞で検証する。 

 

４．研究成果 

本研究の成果は主に以下の２つにまとめ

ることが出来る。 

① 増殖刺激によって如何にして ROS の産生

が誘導され細胞老化の不可逆的増殖停止状

態を維持されるのかを明らかにするために、

温度感受性型 SV40 large-T 抗原 (LT)によ

り不死化させたヒト細胞株(SVts8)を用いて

RB と p53 を活性化することで細胞老化を誘

導した細胞と、その後 RB と p53 を失活させ

て細胞質分裂が阻害されている細胞から

total RNA を抽出しマイクロアレイによる遺

伝子発現解析を行った。さらにヒト正常線維

芽細胞を用いて活性化型 Ras もしくは分裂

寿命による細胞老化を誘導する前後、また分

裂寿命によって不可逆的に増殖を停止した

細胞を無血清条件下で一定期間培養した後

に細胞の mRNA を回収し同様にマイクロアレ

イ解析を行った。以上の DNA マイクロアレイ

のデータを統合し、さらに E2F/DP 転写因子

複合体によって発現が制御されうる遺伝子

に着目して解析を行った結果、増殖刺激によ

る活性酸素（ROS）の産生シグナルと E2F/DP

転写因子によって誘導される ROS の蓄積を

抑制するシグナルのバランスによって細胞

老化の不可逆的増殖停止が規定されている

可能性を見出した。 

 

② WARTS/LATS1 のように細胞老化で特異的

に分解される蛋白質群に着目し、それらの結

合蛋白を解析することによって細胞老化で

活性化するユビキチンリガーゼ（E3）の探索

を行った。その結果、ROS の蓄積に起因する

DNA損傷シグナルによって活性化されるE3の

同定に成功した。更にその E3 が細胞老化で

発現レベルが低下することが知られている

標的蛋白質をユビキチン化によって分解す

ることで、細胞老化の重要な表現形の一つで

あ る Senescence-associated secretory 

phenotype (SASP)の発現を制御していること

を明らかにした。 また、細胞老化が起こっ

ていることが知られている DMBA+TPA 処理に

より形成されたマウスのパピローマ組織や、

老化したマウスの肺や小腸などの組織を用

いて解析を行った結果、本研究で明らかにし

た細胞老化特異的な蛋白分解機構が生体組

織においても SASP 因子の発現制御に関与し

ていることが示された。 
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