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研究の総括 
ヒト 7q 領域からの細胞老化誘導遺伝子の単
離・同定とその機能解析 
細胞老化における Ras/ERα シグナル伝達路の
生物学的意義 
ヒト 7q 領域からの細胞老化誘導遺伝子の単
離・同定とその機能解析 
HDAC 阻害剤による Accelerated cell 
senescence誘導の分子機構 
細胞老化誘導能を有するp21機能ドメインの同
定 

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 
 本研究では、一定回数の細胞分裂後に老化が誘導され死滅する Replicative cell senescenceの機構および DNA障害などに反応し、細胞
老化が誘導される Accelerated cell senescence機構を解明し、癌細胞でこれらを再構築することによる癌分子標的療法の開発を目的とす
る。この目的のため、以下の 4点について研究する。 
A．ヒト細胞老化誘導遺伝子の単離：我々の従来の研究により子宮内膜癌細胞を老化誘導する遺伝子は 1q42領域に、絨毛癌細胞を老化に
導く遺伝子は 7q11領域に存在することが判明している。それぞれの領域に存在する候補遺伝子群も既に同定している。本研究では細胞老
化誘導の標的遺伝子を同定し、その機能を解析するとともに、細胞老化誘導のシグナル伝達路を解明する。さらに細胞老化誘導を目的と

した分子標的治療を開発する。 
B．細胞老化における Ras-ERαシグナル伝達路の生物学的意義：従来の NIH3T3細胞を用いた我々の研究により「ERαは K-Ras蛋白の
下流で転写因子として機能し、変異型 K-rasによる癌化シグナルは ERαを介して様々な遺伝子群に伝達され、細胞形質転換に関与する」
ことを明らかにした。ERαには AF1および AF2の 2つの活性化ドメインが存在し、AF1は Ras/MAPキナーゼを介するシグナルにより
活性化されるためである。一方 NIH3T3細胞を場として変異型 K-Ras蛋白の存在下、ERαドミナント・ネガティブ変異体を発現すると、
細胞老化が誘導される。正常細胞へ変異型 K-Ras蛋白を発現した場合にも、同様の細胞老化が誘導され、Ras-P14ARF-MDM2-p53シグ
ナル伝達路の介在が示唆されている。このため、ERαは本 p53安定化シグナルを構成し、p53による細胞老化誘導を負に制御していると
推定される。本研究では ERαの p53安定化シグナルにおける役割を解明し、細胞老化誘導の分子機構について研究する。 
C．細胞老化誘導に関与する p21 機能ドメインの同定： p21cdk インヒビターの発現誘導は細胞老化に重要な役割を果たす。p21 蛋白は
NLS 以外に CDK 結合領域及び PCNA 結合領域から構成される。このため、CDK 結合領域或いは PCNA 結合領域のみから構成される
p21欠失変異体を作成し、その解析を行った上で、どちらの領域が細胞老化に必須であるのかを明らかにする。 
D．HDAC阻害剤による細胞老化誘導(Accelerated cell senescence)の分子機構:Sodium Butyrate(NaB)は食物繊維の腸内発酵の過程で
産生され、ヒストン脱アセチル化阻害作用を有する。NaBは Rbを介するシグナルが維持されている子宮体癌・卵巣癌細胞を G0/G1期に
集積し、細胞老化を顕著に誘導する。NaBは p53非依存性に p21蛋白発現を誘導し、Rb蛋白の脱リン酸化への移行が観察された。HPV(+)
子宮頚癌細胞は NaB処理より G0/G1及び G2/M期の両方に集積し、細胞老化の誘導が観察された。NaBは HPV(+)子宮頚癌細胞でも p53
非依存性 p21蛋白発現を誘導したが、Rb蛋白の脱リン酸化フォームへの移行は全く観察されなかった。このため、p21により制御される
細胞周期停止と細胞老化の誘導は異なる分子機構により制御されていると示唆された。本研究では、p21 の下流で細胞老化誘導に関与す
るシグナル伝達路を解明し、癌細胞老化を標的とした癌分子標的療法を開発する。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 
 
A．ヒト細胞老化誘導遺伝子の単離・同定と機能解析 
1） ヒト 1q42領域に存在する細胞老化誘導遺伝子 
子宮体癌細胞へ、正常細胞由来 1 番染色体を単一移入すると老化が誘導される。従来の研究により 1q42 を含む領域に子宮体癌細胞での
老化プログラム再構築に関与する遺伝子が存在することが明らかとなった。このため、60例の子宮体癌組織 DNAから STSマーカーを用
いた LOH解析を行ったところ、1q42領域に約半数の症例で欠失を証明した。このため、1q42領域をカバーする BACコンティグを作成
し、子宮体癌細胞への BAC DNA移入実験を行ったところ、正常 1番染色体単一移入時と全く同様に、子宮体癌細胞の老化が誘導された。
本 BAC クローン内には ORF12、HUBCEP70、ENST27746 が含まれる。このため、それぞれの cDNA を作成し、発現ベクターに組み
込み、子宮体癌細胞へ遺伝子導入したところ、ORF12cDNA遺伝子導入により、子宮体癌細胞の老化が誘導された。これに伴い、ORF12
導入子宮体癌細胞では p21CDKインヒビター発現が亢進した。ORF12のアミノ酸構造を解析した結果、proline hydroxylase活性を有す
ることが判明したため、HIF-1及び VHL蛋白との相互作用を解析した結果、ORF12は HIF-1/VHLシグナル伝達を制御することにより、
子宮体癌細胞での老化プログラム再構築に関与していることが判明した。子宮体癌細胞株及び組織 DNA における塩基配列を決定したと
ころ、30%を越える症例及び細胞株で変異が検出された。 
 
2） ヒト 7q11領域に存在する細胞老化誘導遺伝子 
 従来の我々の研究により、ヒト 7q11.21 領域には絨毛癌抑制に機能する遺伝子とマウス F9 細胞へ老化プログラムを再構築する遺伝子
とが存在する。両遺伝子が同一のものであるか否かは不明である。このため、本領域を含む BACクローンを単離し、絨毛癌細胞株へ遺伝
子導入した。造腫瘍性抑制を示した 2BACクローンをもとに cDNAライブラリーから 10数個の完全長 cDNAを単離した。これらのうち、
ヒトゲノムドラフトシークエンスから同領域に局在が推定されたクローン 6-8は、HTF（human teratoma Factor）12遺伝子であった。
HTF12遺伝子を絨毛癌細胞株へ導入したところ、細胞増殖の抑制、細胞形態変化及び造腫瘍性の抑制効果を認めた。このため、絨毛癌化
の抑制を司る有力な候補遺伝子であることが示唆された。HTF12遺伝子の完全長 cDNAを作成し、塩基配列を決定した。3種類の選択的
スプライシングを起こすことが判明した。さらに本 cDNAは Znフィンガーモティーフと KRAVドメインにより構成されるが、それぞれ
のドメイン数の異なる複数種の類似遺伝子が存在することが判明した。 
 
3） 絨毛癌細胞に分化プログラムを再構築する NECC1/HOP遺伝子の単離 
 私たちは、正常絨毛で高発現し、絨毛癌細胞で発現抑制される NECC1/HOP 遺伝子を cDNA サブトラクションにより単離した。
NECC1/HOPは多臓器で発現しており、4q11-12領域に存在する。NECC1/HOP蛋白は、ホメオドメイン構造のみを有し、蛋白間相互作
用を行う領域を欠くユニークな構造を有する 73 アミノ酸からなる蛋白である。NECC1/HOP 遺伝子を発現ベクターに組み込み、同発現
を欠く絨毛癌細部株から強制発現系を樹立した。NECC1/HOP 遺伝子発現に伴い、絨毛癌細胞株の造腫瘍性は抑制されていた。多くの
NECC1/HOP強制発現細胞では、顕著な細胞形態変化が誘導された。細胞の平坦化、巨細胞化、多核化という形態変化を示し、絨毛癌細
胞は老化により死滅した。これらの形態変化はラングハンス型絨毛細胞から合胞体型絨毛細胞の分化過程に類似していたため、後者の特
異的分化マーカーである hPL(Human Placental Lactogen)の発現を解析した。その結果 NECC1/HOP強制発現により形態変化した絨毛
癌細胞で、その高発現が観察された。以上から NECC1/HOP発現に伴い、絨毛癌細胞に分化及び老化プログラムが再構築されることが示
唆された。一方 NECC1/HOPノックアウト実験により心筋の発生・増殖が、阻害されることが外国の研究者により発表された。NKX2.5
により NECC1/HOP発現が導かれ、NKX2.5/SRF/GATA4 転写因子複合体活性を負に制御することも明らかとされた。このため、我々も
NECC1/HOPノックアウトマウスを作成し、胎盤発生への関与を検討した。9.5-11.5dpcマウス胎盤において、ノックアウトにより全例、
海綿状栄養膜芽細胞層の発生障害と巨細胞層の過剰発生を認めたため、NECC1/HOPはマウス胎盤発生において重要な機能を有すること
が判明した。NECC1/HOPはヒト絨毛でも合胞体絨毛細胞にのみ、その発現を認めた。 
 
B．細胞老化誘導に関与する Ras/ERα（エストロゲンリセプターα）シグナル伝達 
 変異型 K-Ras 蛋白により伝達されるシグナルは、正常細胞に老化を誘導する。しかし p14ARF 発現を欠く NIH3T3 細胞では形質転換
を誘導する。変異型 K-Rasにより形質転換した NIH3T3細胞(K12V)にドミナント・ネガティブ ERα変異体を発現(K12VDNER)すると、
細胞増殖・造腫瘍能の抑制とともに、顕著な細胞老化が誘導された。DNER発現に伴いMDM2蛋白の発現及び p53免疫沈降中のMDM2
蛋白は顕著に減少し、p53蛋白の転写因子としての機能は亢進した。その結果、p53下流の p21CDKインヒビター発現が誘導され、K12V
細胞に老化プログラムが再構築された。以上の結果から K-Ras変異体は ERα機能を活性化し、p14ARF発現欠如下においては、MDM2
蛋白発現の亢進/p53 蛋白の機能抑制/p21CDK インヒビター発現抑制を介して NIH3T3 細胞をトランスフォームすることが明らかとなっ
た。一方、K12V細胞において DNERを発現すると、MDM2発現抑制/p53活性化/p21発現誘導を生ずる。ヒト癌の多くで p14ARFは発
現を消失しているため、この p53安定化シグナルをヒト癌に再構築し、がん細胞に老化を誘導する分子標的療法の有効性が示唆された。
ERα活性化シグナルは、Ras/MAPKを介する AF1及びリガンドと結合する AF2からなる。このため、MEK阻害剤及び抗エストロゲン
剤併用による癌細胞老化誘導の有無を解析した。ERα発現(+)卵巣癌・子宮体癌細胞株を用いた。両剤の併用は、それぞれ単独使用群と比
較し、これらの癌細胞に低濃度でかつ顕著な細胞老化を誘導することが明らかとなった。MDM2 発現抑制/p53 活性化/p21 発現亢進とい
うシグナル伝達の再構築を基盤としていることも判明した。一方、MDM2 siRNAをがん細胞に投与し、MDM2蛋白発現を阻害すること
によっても、同様にがん細胞に老化プログラムを再構築することが判明した。今後、新規分子標的療法の開発に着手する予定である。 
 
C．細胞老化誘導に関与する p21機能ドメインの同定 
 本研究で解明された、変異型 K-Ras 存在下における DNER 変異体の発現及び、HDAC 阻害剤による癌細胞老化の誘導は、いずれも
p21CDKインヒビター発現亢進を伴う。p16CDKインヒビター発現を必要としない。p21蛋白は、サイクリン/CDKに結合しキナーゼ活
性の抑制に関与する領域と PCNA 蛋白と結合し、DNA 合成を阻害する領域から構成される。このため、本研究では野生型 p21、サイク
リン/CDKと結合する領域のみを有する delc'p21、pCNA結合領域のみを有する delN'p21変異体を作成し、発現ベクターに組み込んだ。
Rbシグナルを維持する癌細胞及び不活化している癌細胞株から、3種類の p21蛋白強制発現系を樹立した。Rbシグナル伝達の有無に関
わらず、野生型 p21、delc'p21蛋白は、がん細胞に老化を誘導した。以上の結果から、Rbシグナル伝達以外の分子機構が p21下流で機能
することにより、細胞老化が誘導されることが判明した。さらに p21 蛋白中サイクリン/CDK 結合領域のみで細胞老化誘導シグナルは活
性化することも明らかになった。 
 
D．HDAC阻害剤によるがん細胞老化プログラムの再構築 
 HDAC阻害剤 Sodium Butyrate(NaB)は、野生型或いは変異型 p53遺伝子に関わらず、子宮体癌・卵巣癌子宮頸癌細胞に細胞老化を顕
著に誘導した。NaBは p53非依存性に p21CDKインヒビター発現を亢進した。NaBは HPV(+)子宮頸癌細胞でも、p53非依存性 p21蛋
白発現を導いたが、これに伴う Rb 蛋白の脱リン酸化型への移行は全く観察されなかった。このため、マイクロアレイ法を用い、NaB 処
理により発現変化する遺伝子群を解析した。Nab処理により P21過剰発現系と全く同様に細胞周期関連遺伝子群は発現抑制され、細胞外
マトリックス及びその受容体遺伝子発現は亢進することが判明した。以上から NaB の癌治療への応用が期待されたが、NaB は血中です
みやかに分解され、効果を消失する欠点を有する。最近、Kramer et al(2003)により抗てんかん薬 VPA（バルプロ酸ナトリウム）にも HDAC
阻害作用があることが報告された。このため、VPAによる細胞老化誘導及びその分子機構を解析し、NaBと比較した。その結果、VPA(0.5
－1.5mM)により NaBと全く同様に時間依存性、p53非依存性に p21蛋白発現が誘導されることが判明した。p21蛋白発現に伴い、卵巣
癌細胞は G0/G1期に集積し、Rb蛋白の脱リン酸化を導いた。さらに VPAは NaBと同様に高濃度では癌細胞にアポトーシスを誘導した。
以上の結果を基に、卵巣癌・腹膜癌及び卵管癌症例に対し、既存の標準化学療法に加えて、VPA1 日 1200mg 経口投与を行い、その臨床
的効果を判定する臨床試験を実施すべく、実施計画書を作成し、九州大学大学院医学研究院倫理委員会に審議を依頼した。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク
ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

1) 絨毛癌細胞に分化プログラムを再構築する NECC1/HOP遺伝子の単離 
 本研究において、私たちは絨毛癌抑制遺伝子として NECC1/HOP遺伝子を単離した。その遺伝子機能を明らかにするた
め、NECC1/HOP発現を消失している絨毛癌細胞株（CC1及び Bewo）に NECC1/HOPを遺伝子導入し、再構築細胞を樹
立した。NECC1/HOP 強制発現に伴い、絨毛癌細胞の造腫瘍能は顕著に抑制された。造腫瘍能の抑制は、絨毛癌細胞が形
態変化し、多核化及び巨細胞化し、やがて細胞死するためと示唆された。正常絨毛細胞においてラングハンス型トロホブ

ラストは細胞融合を介して、多核化、巨細胞化し、合胞体絨毛細胞に分化し、胎児栄養を司る。NECC1/HOP発現に伴い、
絨毛癌細胞に出現する形態変化は、正常絨毛細胞の分化過程に類似していたため、合胞体絨毛細胞の分化マーカーである

hPL発現を解析したところ、形態変化した細胞でのみ hPL発現を認めた。以上から NECC1/HOP遺伝子は、絨毛癌細胞
に分化プログラムを再構築することが示唆された。NECC1/HOP は合胞体絨毛細胞にのみ発現し、ラングハンス型絨毛細
胞では発現を認めないため、NECC1/HOPは正常絨毛細胞の分化に機能すると推測される。NECC1/HOPの胎盤の組織構
築への関与を明らかにするため、NECC1/HOP -/- ノックアウトマウスを作成し、胎盤発生への関与を解析した。マウス胎
盤はヒトのそれとは異なり、胎盤迷路層、海綿状栄養膜層及び巨細胞層より構成される。巨細胞層は、ヒト絨毛外トロホ

ブラストと機能的類似性を有することが指摘されている。NECC1/HOP ノックアウトマウス胎盤では海綿状栄養膜層の発
育抑制及び巨細胞層の過剰発育を全例に認めた。このため、海綿状栄養膜幹細胞から巨細胞への分化を負に制御する機能

が示唆される。ヒト絨毛外トロホブラストの発生異常は妊娠中毒症などの生殖に関わる難病の原因となる。このため、今

後 NECC1/HOP発現と妊娠中毒症などの病態との関連を研究することが必要で生殖医学への貢献が期待される。 
 胎盤絨毛の発生・分化・増殖の分子機構は全く解明されていない。この様な現状において、絨毛癌抑制遺伝子として単

離した NECC1/HOPが絨毛トロホブラストの分化過程で機能するという発見は重大である。胎盤絨毛、特に合胞体絨毛細
胞は胎児栄養を司っているため、その異常は胎児発育障害の原因となる。多くの胎児発育障害は、胎盤機能の低下を原因

とする。心筋細胞における NECC1/HOPを介するシグナル伝達に関する研究から、NKX/SRF/GATA転写因子複合体を負
に制御することが明らかにされている。絨毛細胞に分化を誘導する NECC1/HOPシグナルが、心筋細胞と全く同一の NKX
及び GATA ファミリーメンバーにより構成されている転写因子複合体を調節するとは考え難い。このため、現在
NECC1/HOPを介する分化シグナルの詳細について研究している。 
 これらの研究によりシグナル伝達の全体が解明されれば、胎盤の早期老化を原因とする妊娠の異常に関する分子機構を

明らかにすると共に、生殖医学に関する様々な難病に対する分子標的治療の開発を可能にする。 
 
2) 細胞老化誘導に関する Ras/ERαシグナル伝達 
 ヒト癌において高頻度に出現する活性型 K-Ras変異体は下流で ERαを活性化することにより NIH3T3細胞をトランス
フォームする。このため、ドミナント・ネガティブ ERα変異体(DNER)を K-Ras変異体とともに、共発現すると、細胞増
殖・造腫瘍能の抑制とともに、細胞老化が誘導される。p14ARF発現消失下において、DNER は MDM2 発現の抑制、p53
蛋白の活性化、p21CDKインヒビター発現亢進を導くためである。p14ARF発現は多くのヒト癌で発現を消失している。こ

のため、MDM2/p53/p21シグナルをヒトホルモン依存性腫瘍（ERα発現腫瘍）において再構築し、がん細胞に老化を誘導
する分子標的治療を開発することが可能である。①ERα活性化阻害剤として、MEK阻害剤及び抗エストロゲン剤を同時に
投与することにより、ERαの機能的不活化、及び②MDM2 siRNAによるMDM2発現制御、の 2手段が p53安定化シグ
ナルの再構築の手段として想定される。本研究では、2分子標的治療の有効性について検証した。MEK阻害剤及び抗エス
トロゲン剤を同時投与することにより、がん細胞では p53 安定化シグナルが再構築され、がん細胞老化が誘導された。本
効果は、極めて低濃度の MEK阻害剤によっても発揮された。MEK阻害剤は Ras/MAPK経路を遮断するため、正常細胞
へ大きなダメージを与える。低濃度MEK阻害剤による不完全な Ras/MAPK経路の遮断でも抗エストロゲン剤との併用に
より、ERα機能は阻害することが可能で、本分子標的療法の安全性並びに有効性が示唆される。 
 また、siRNAは将来の核酸医薬品としての有効性が期待されている。本研究ではMDM2を標的とした siRNAを投与す
ることにより、がん細胞での MDM2 蛋白発現を顕著に抑制できることを示した。MDM2 発現抑制により①と同様に p53
安定化シグナルをがん細胞に再構築できた。本研究は ERα 及びその下流シグナルを操作することにより、ERα 発現(+)ヒ
トホルモン依存性腫瘍に p53 安定化シグナルを再構築し、がん消滅のための分子標的療法を開発するもので、その社会的
貢献は大である。 
 
3) HDAC阻害剤によるがん細胞老化プログラムの再構築 
 HDAC阻害剤である NaBは、p53非依存性に p21CDKインヒビター発現を誘導し、がん細胞へ老化を誘導する。NaB
によるがん細胞老化誘導は全てのがん細胞で認められるが、Rbを介するシグナルが正常に維持されているがん細胞では、
特に高率に老化が導かれる。しかし、NaB は血中で速やかに分解され、効果を消失するという欠点があり、臨床応用でき
ずにいた。長年抗てんかん薬、躁状態・躁病治療薬として使用されてきたバルプロ酸(VPA)に HDAC 阻害活性のあること
が 2003年に発表された。このため、本研究では VPA及び NaBのHDAC阻害活性、p21CDKインヒビター発現誘導能及
びがん細胞老化誘導能を比較検討した。その結果、VPAは低濃度で NaBと全く同様の効果を有することが判明した。また、
1.5mM 濃度以上の VPA はがん細胞へ老化を誘導するばかりでなく、アポトーシスも誘導することが明らかとなった。こ
のため、九州大学大学院医学研究院倫理委員会に「進行卵巣・卵管・腹膜癌に対するヒストン脱アセチル化阻害剤・バル

プロ酸の効果判定臨床試験」の実施計画書を提出した。臨床試験により、その安全性及び臨床的効果を明らかにすること

ができれば、極めて予後不良であるこれらの悪性疾患の予後改善のために大きな貢献を果たすことが可能である。 
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