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緒緒  言言  

 
正常な体細胞が発がんの危険性のあるストレスを受けると、アポトーシス（細胞死）または細胞老化（不可逆的増殖

停止）が誘導され、異常な細胞の増殖を停止する重要ながん抑制機構としてはたらくことが知られている［1］。しかし

その一方で、加齢に伴うがんの罹患率の上昇と体内に蓄積してゆく老化細胞の数には正の相関関係が認められる［2］。
これらの研究から、細胞老化にはがん抑制だけではなく、むしろがんの発症を促進する作用もある可能性が示唆されて

きた。そのメカニズムの一つとして、老化細胞が様々な炎症性蛋白質を高発現し周囲に分泌する SASP（Senescence-
associated secretory phenotype）と呼ばれる現象の関与が明らかとなっている［3，4］。研究代表者はこれまで、老化

細胞でSASPが起こる分子メカニズムの解析を行い、SASP因子のエピジェネティックな遺伝子発現制御機構［5］や、

老化細胞で染色体構造変化がおこりSASPが誘導される分子機構を明らかにしてきた［6］。また、老化細胞では炎症性

蛋白質だけでなく、細胞外分泌膜小胞の一種であるエクソソームの分泌も亢進しており、SASP因子の一つとしてがん

の進展に寄与していることや［7，8］、老化細胞では微小核や出芽核とよばれる核の異形が観察される頻度が高く、核

から細胞質へと流出したゲノムDNAの断片が細胞質核酸センサーである cGAS（cyclic GMP-AMP synthase）/STING
（stimulator of interferon genes）経路を活性化することがSASPの誘導に重要であることを報告してきた［9］。さら

に、DNA の修復経路の副産物である DNA/RNA ハイブリッドの過剰産生も、自然免疫応答の活性化と SASP を誘導

するという知見を得ていたが、なぜ老化細胞ではゲノム DNA 断片や DNA/RNA ハイブリッドのような核酸リガンド

が産生されるのか、その分子メカニズムは不明であった。そこで、SASP誘導の引き金となる核酸リガンドの産生機構

と核酸センサーの新規活性化メカニズムを明らかにすることを目的として研究を行った。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．老老化化細細胞胞でで染染色色体体のの不不安安定定性性ととRRNNAA//DDNNAAハハイイブブリリッッドドのの産産生生にに寄寄与与すするる因因子子のの探探索索  
ヒト正常線維芽細胞（TIG-3）に継代培養もしくは活性化型Ras 誘導性の細胞老化を誘導する前後の細胞からRNA

を回収しシークエンス解析を行った。その結果、染色体の不安定性と RNA/DNA ハイブリッドの産生に関わる因子と

してRNA分解酵素であるRNaseH2の触媒サブユニットのRNaseH2aの発現が、mRNAレベルとタンパク質レベル

で低下していることを見出した（図1a～c）。さらに、老化細胞ではRNaseH2酵素活性も低下していた（図1d）。 
 

22．．RRNNaasseeHH22aaのの遺遺伝伝子子発発現現ははEE22FF転転写写因因子子複複合合体体にに制制御御さされれてていいるる  
ヒトRNaseH2a 遺伝子のプロモーター領域の転写因子結合配列を調べたところ、細胞老化で転写活性化が低下する

E2F 転写因子複合体が結合する配列が複数存在することがわかった（図 2a）。増殖中の TIG-3 細胞のライセートで抗

E2F1 もしくは E2F3 抗体を用いた免疫沈降を行い、RNaseH2a 遺伝子のプロモーター領域のプライマーを用いて定

量的PCRを行ったところ、これらの転写因子がプロモーター領域に結合していることが示された（図2b）。E2F転写

因子とヘテロダイマーを形成し転写の活性化に必要なDP1のノックダウンを行ったところ、RNaseH2aの発現が抑制

され（図 2c、d）、また RNaseH2a 遺伝子のプロモーター上の E2F 結合サイトを欠失もしくは変異させた場合にルシ
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フェラーゼ活性が低下することから、E2F転写因子複合体がRNaseH2a遺伝子の発現誘導に機能していることが明ら

かとなった（図2e、f）。 

 

図1．RNaseH2活性は老化細胞で低下している 
TIG-3細胞に継代培養もしくは活性化型Rasを過剰発現して細胞老化を誘導する。 
a） 前後のRNAシークエンスデータのヒートマップ。 
b） 定量的PCRによるRNaseH2aの発現レベル。 
c） Western blotデータ。 
d） RNaseH2活性。 

 
図2．RNaseH2の遺伝子発現はE2F転写因子に制御されている 

a） ヒトRNaseH2a遺伝子のプロモーター領域の模式図。ピンク色の矢印がプライマー設計部位。 
b） 増殖中のTIG-3細胞におけるChIP解析。 
c） TIG-3細胞にDP1のノックダウンを行った際のRNAの発現レベル。 
d） Western blotデータ。 

e, f）ヒトRNaseH2a遺伝子のプロモータールシフェラーゼの構成を左側に示す。右はルシフェラーゼ解析の結果。 
 

33．．老老化化細細胞胞ににおおけけるるRRNNaasseeHH22活活性性のの低低下下ははゲゲノノムムDDNNAAのの断断片片化化をを促促進進すするる  
過去の研究から、RNaseH2a ノックアウト酵母やマウスのゲノムには、誤って取り込まれたリボヌクレオチドや

DNA/RNA ハイブリッドが残存しゲノム DNA が脆弱化することが報告されている。老化細胞では RNaseH2 活性が

有意に低かったので、細胞老化誘導前後の細胞のゲノムDNAをアルカリ条件下でアガロース電気泳動を行うと、老化

細胞由来のゲノムDNAは移動度が増していた（図3a、b）。そこで、ゲノムDNAの断片サイズの分布と細胞あたりに

取り込まれた rNMPs（ribonucleotide monophosphates） の数を試算したところ、老化細胞ではDNA断片の長さが
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有意に低下しており、多くのリボヌクレオチドがゲノム DNA 中に残存していることが示された（図 3c）。

 
図3．老化細胞のゲノムDNAには rNMPsが多く残り断片化しやすい 

a） 継代培養初期および後期のTIG-3細胞ゲノムDNAのアルカリ電気泳動像（上段）およ

び泳動画像の定量化データ（下段）。 
b） 活性化型Rasの過剰発現による老化負荷有無のTIG-3細胞ゲノムDNAのアルカリ電気

泳動像（上段）および泳動画像の定量化データ（下段）。 
c） 泳動画像から算出されたDNA断片の長さとrNMPsが含まれる数。 

 
44．．RRNNaasseeHH22aaののノノッッククダダウウンンはは細細胞胞老老化化をを誘誘導導すするる  
細胞老化におけるRNaseH2A の重要性を探る目的で、TIG-3 細胞にRNaseH2A のノックダウンを行ったところ、

SA-β-Gal活性と細胞質ゲノムDNA断片の増加、各種老化マーカーの陽性（LMNB1の発現低下とCDKインヒビタ

ーとSASP遺伝子の発現上昇）を観察した（図4a～d）。 

図4．RNaseH2のノックダウンは細胞質核酸センサーを介してSASPを誘導する 
a） TIG-3細胞にRNaseH2aノックダウンを行ったWestern blotデータ。 
b） a の細胞の SA-β-Gal 染色像（スケールバー：200μm）と陽性細胞のグラフ。統計処理は

One-way ANOVA coupled with Dunnett’s multiple comparisons testで行った。 
c） 細胞質に存在するゲノムDNAの定量的PCRのグラフ。 
d） aの細胞の遺伝子発現の定量的PCR。 
e） TIG-3細胞にRNaseH2aと cGASもしくはSTINGのノックダウンを行ったWestern blot

データ。 
f） eの細胞の遺伝子発現の定量的PCR。 

3



 

加えて、細胞質核酸センサーである cGAS もしくは STING のノックダウンにより SASP 因子の発現が抑制された

ことから、RNaseH2A の発現低下によって核酸リガンドが産生されることが、細胞質核酸センサーの活性化を介して

SASP遺伝子の発現を誘導することが示された。 
 

55．．ががんん患患者者組組織織ににおおけけるるRRNNaasseeHH22aaのの発発現現解解析析  
最後に、The Cancer Genome Atlas（TCGA）データベースを用いて、大腸がん・子宮頸がん・卵巣がんの患者組織

においてRNaseH2a とE2F1 の発現には強い相関があること、またRNaseH2A の低発現が患者の予後不良に関わる

ことを見出した（図5a、b）。 

 
図5．RNaseH2とE2F1の発現は相関している 

a） TCGA データベースから、大腸がん・子宮頚がん・卵巣がんの患者組織における

RNaseH2aとE2F1の発現のPearsonの相関係数解析。 
b） RNaseH2A低発現（青）と高発現（赤）の患者の全生存期間のログランク検定。

統計解析はKaplan MeierはLog-rank testで行った。 
 

考考  察察  

 
近年、細胞老化を起こした細胞を選択的に体内から除去しSASPを阻害することで、白内障、骨粗鬆症、腎臓・心臓

の機能不全などの個体老化の表現型が遅延するだけではなく、がんの発症が抑制されマウスの寿命が延長することが報

告されている。最近では、転写やDNA修復の副産物として産生されるR-Loop構造（DNA/RNAハイブリッド）が腫

瘍細胞の悪性化や発がんに関わることが報告され注目を集めているが、DNA/RNAハイブリッドやゲノムDNA断片が

産生される詳細な分子機構や生体機能、細胞老化との関りは未だ解明されていなかった。本研究によって、老化細胞に

おけるRNaseH2 活性の低下が、ゲノムの不安定化を促しDNA/RNA ハイブリッドとゲノムDNA 断片の産生に寄与

するという新規核酸センサーの活性化メカニズムが明らかとなった［10］。RNaseH2a の遺伝子発現が E2F 転写因子

に制御されていること、またRNaseH2活性の低下が炎症性遺伝子の発現とがんの予後不良に関わることから、将来的

に本経路を標的とした新たな治療方法の開発が期待できる。 
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