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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 
細胞老化は、テロメア短小化、DNA 損傷、が

ん遺伝子(発がん性 Ras 等)の過剰発現や、がん

化学療法などによる様々な細胞ストレスによ

って引き起こされる非常に安定した細胞周期

停止状態として定義される。この細胞老化現象

は、細胞の異常な増殖を防ぐことを通じて、極

めて重要ながん抑制メカニズムとして機能し

ている。従って、細胞老化に主要な役割を担う

p53 や Rb などをコードする遺伝子の多くは、が

ん抑制遺伝子として認識されている。いったん

細胞老化が誘導されると、p53 標的遺伝子や老

化 関 連 分 泌 表 現 型 (Senescence-Associated 
Secretory Phenotype; SASP)因子をコードする遺

伝子(SASP 遺伝子)などのゲノム上に分布する

多くの遺伝子の転写が活性化される。これらの

細胞老化に関与する遺伝子を、ここでは総称し

て老化遺伝子と呼ぶ。老化細胞では、ゲノムに

広く分布する老化遺伝子の活性化に加えて、ゲ

ノム上に散在するヘテロクマチン領域の凝集

やセントロメア近傍のサテライト DNA 領域の

膨張など、ゲノムの 3 次元構造(3D ゲノム構造)
の再編成が起こることが知られている。しかし

現時点では、老化細胞に形成される 3D ゲノム

構造の詳細やその形成機構、および老化細胞に

特異的なゲノム構造と老化遺伝子活性化の関

連性は、殆ど解明されていない。

 本研究では、独自に開発してきたクロマチン

プロテオミクスで、細胞老化に伴い核内で特異

的に変化するタンパク質を明らかにした。これ

らのタンパク質は、核内のゲノム構造を老化細

胞特異的過剰発現に適した状態へと再編させ

るのに必要な候補タンパク質である。したがっ

て、実際に細胞老化に伴う SASP 遺伝子の過剰

発現のメカニズムを担うタンパク質をこの中

から特定し、そのメカニズムを解明することが

可能となり、解明した細胞老化に伴うクロマチ

ンの変化のメカニズムから加齢性疾患の発症

機序の一端を明らかにすることが期待される。 
[1-2]研究の方法・経過

これまでに、複製老化(Replicative Senescence, 
RS)に進行した胎児肺由来細胞 (IMR-90)から、

細胞核を精製し、核内に含まれるタンパク質を

網羅的に定量した。その際、安定同位体を用い

る Stable Isotope Labeling using Amino acids in 
Cell culture (SILAC) 技術を用いた核内タンパ

ク質変化の定量的解析法と、断片化ペプチドを

強陽イオン交換固相 (SCX) と HPLC を組み合

わせて分離し、質量分析を行うことで網羅的に

細胞老化に伴うクロマチン変化を解析できる

手法を確立した。さらに、同調した癌遺伝子誘

発性細胞老化 (Oncogene Induced Senescence, 
OIS)を誘導可能な細胞を作成し、この細胞を用

い、OIS 誘導前後の細胞核を精製し、同様の手

法を用いて、RS とは異なる老化細胞核のタン

パク質変化を定量的に決定し、RS と OIS にお

けるゲノム構造への影響の共通点と相違点を

検証した。加えて、RS と OIS の細胞から RNA
を抽出し、次世代シーケンサーを用いた

3’-mRNA-seq 解析により、遺伝子発現の網羅的

な定量解析を行なった。これにより、遺伝子転

写量と核内のタンパク質量の相関について検

証することが可能となった。

さらに、本年度はチタニアを利用したリン酸

化ペプチド濃縮(HAMMOC 法)を組み合わせる

ことで、細胞老化に伴う核内タンパク質のリン

酸化修飾の変化を定量的に解析した。

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

SILAC 技術を用いて、若齢細胞と RS 細胞、

あるいは若齢細胞と OIS 細胞の核内タンパク

質組成変化を定量的に測定した。さらに、これ

らの細胞から全 RNA を単離し、3’-mRNA-seq



を実施することで、細胞老化に伴う全遺伝子の

発現変化を網羅的に解析した。 
その結果、多くの遺伝子では、細胞老化に伴

う核内タンパク質量の変化が遺伝子発現量の

変化と相関していた。一方で、一部の遺伝子に

おいては、発現量に変化がないにもかかわらず、

対応するタンパク質の核内蓄積量が増加する

群が存在することが明らかとなった(図)。この

タンパク質群は、細胞老化に伴い特異的に核内

へ輸送・保持されている可能性が高い。さらに、

この群には、細胞老化に伴うゲノム構造の再編

に関与することが知られているタンパク質が

含まれており、それらの核内蓄積がゲノムの再

編成や遺伝子発現変化に寄与している可能性

が示唆された。 
また、上記のタンパク質群は、細胞老化に伴

い選択的に核内へ輸送・蓄積される可能性があ

り、その過程には翻訳後修飾が関与していると

考えられる。そこで、上記の定量的プロテオミ

クス法にリン酸化ペプチド濃縮法 (HAMMOC) 

を組み合わせ、細胞老化に伴う核内タンパク質

のリン酸化修飾の変化を定量的に解析した。本

年度の解析では、上記のタンパク質群に特異的

なリン酸化修飾は同定されなかったものの、そ

れとは異なるタンパク質群において、細胞老化

に伴い顕著にリン酸化されることが明らかと

なった。 

図 プロテオミクスと RNA-seq 解析から、細胞老化に伴い
特異的に核内蓄積量が増加するタンパク質群を見出した。 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

本研究は、プロテオミクスとゲノミクスとい

う二つの学術分野の融合を実現しており、国内

外でも類を見ない独創的な取り組みである。ま

た、3D ゲノムは生物学における比較的新しい

研究領域であり、本分野の国内研究は国際的な

展開と比較して発展の余地を残している。今後

は、3D ゲノム研究とプロテオミクスを融合さ

せた新たな研究領域を確立し、この次世代分野

において先駆的な役割を果たすことで、我が国

の科学技術の発展に貢献することを目指す。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

本年決定した細胞老化に伴い能動的に核内

へ蓄積されるタンパク質や、付加されるタンパ

ク質のリン酸化修飾が、それぞれ細胞老化で担

う機能について検証を進めていく必要がある。 
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