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緒 言 

 

真核細胞は変異原ストレス等を受けると、DNA損傷応答シグナルを活性化する。DNA損傷応答シグナルは、多細胞

生物体においてはDNA修復、細胞周期停止、アポトーシス、あるいは早期細胞老化等を誘導して、異常染色体DNA構

造を持った細胞の蓄積を防いでいる。この中でも、細胞老化は不可逆的に細胞増殖を停止することから、もっとも重要

な抗腫瘍化機構の一つであると考えられてきた。しかし、近年の研究により、老化細胞はSASP と呼ばれる炎症性サイ

トカインを中心とした生理活性因子の発現・分泌により、発がん防御機構して働くだけではなく、個体老化を促進する

負の側面を併せもつことが明らかになりつつある［1，2］。 
我々および他の研究者により、細胞老化誘導機構の一端については解明できたものの、恒久的な増殖の停止が維持さ

れるメカニズムや SASP といった老化形質制御メカニズムについては、未だ不明な点が多い。そこで、筆者らは RNA-
seq法により老化細胞で発現が変動する遺伝子の網羅的解析を行った結果、オートファジー・リソソームの機能を転写レ

ベルで制御する鍵分子TFE3、およびそのファミリー遺伝子TFEBは、その発現が老化に伴い増加し、活性化すること

を見出した。 
本研究では、老化細胞におけるTFE3とTFEBの発現上昇のメカニズムを解明することを試みた。その結果、Fbxo22

ユビキチンリガーゼが転写抑制因子NcoR と複合体を形成したKDM4B を分解することで、Myc 依存的にTFEB の転

写を制御することを明らかにした。さらに、老化細胞におけるTFEBの機能解析を行ったところ、老化細胞の重要な形

質の一つであるSASP の主要な構成因子の発現が抑制されることを見出した。これらの結果は、これまで不明な点が多

かったSASP の発現制御機構の解明につながるものであり、細胞老化の発がん・個体老化における役割を明らかにする

ものである。 
 

方法および結果 

 
1．Fbxo22ユビキチンリガーゼの発現抑制は、オートファジー関連遺伝子群の発現を抑制する 
これまでの筆者らの研究により、Fbxo22ユビキチンリガーゼが老化細胞において、SASPの主要構成因子の発現を正

に制御することを明らかにしている［3］。この詳細なメカニズムを解析するために、老化細胞におけるRNA-seqによる

網羅的遺伝子発現解析を行った。その結果、まず、コントロールの正常線維芽細胞では、老化誘導に伴い、TFE3やTFEB
の発現上昇とともに、オートファジー関連遺伝子の発現が上昇することを見出した。一方、Fbxo22 発現抑制細胞では、

有意にオートファジー関連遺伝子群の発現上昇が阻害されることが分かった（図1）。 
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図1．Fbxo22の発現抑制は、細胞老化におけるオートファジー関連遺伝子群の発現上昇を阻害する 
老化誘導前後のコントロール細胞とFbxo22抑制細胞のRNAを用いて、RNA-seq解析を行った。 

 

2．Fbxo22ユビキチンリガーゼの発現抑制は、TFEBの発現を抑制する 
上記の 1 の結果より、老化細胞において、Fbxo22 がTFE3、およびTFEB の発現制御を介して、オートファジー関

連遺伝子群の発現上昇を制御している可能性が考えられた。そこで、老化誘導前後のコントロール正常線維芽細胞と

Fbxo22発現抑制細胞の細胞抽出液を用いて、ウエスタンブロット法による解析を行った。その結果、Fbxo22の発現抑

制により、オートファジーの活性化が阻害されるとともに、TFE3 ではなく、TFEB の発現が抑制されることが分かっ

た（図2）。 

 
図2．Fbxo22の発現抑制は、老化細胞におけるオートファジーの活性化、およびTFEBの発現を抑制する 

老化誘導前後のコントロール正常線維芽細胞と Fbxo22 発現抑制細胞の細胞抽出液を用いて、ウエスタンブロット法

により解析した。オートファジーの活性化の指標として、LC3の発現を解析した。 
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3．Fbxo22は転写抑制因子NcoRと複合体を形成するKDM4Bを分解する 
上記の 2 の結果を受けて、Fbxo22 によるTFEB 発現制御のメカニズムの解明を試みた。我々のこれまでの研究によ

り、Fbxo22は核内レセプターERalphaと複合体を形成した脱メチル化酵素KDM4Bを分解することを明らかにしてい

る（投稿中）。以前の報告で、KDM4 ファミリーは転写抑制因子 NcoR と相互作用して、転写抑制複合体を形成するこ

とが示されている。そこで、Fbxo22 が KDM4B-NcoR 複合体と相互作用するかどうか、プロテアソーム阻害剤の存在下

で免疫沈降法により検討したところ、Fbxo22はKDM4B、およびNcoRと三者複合体を形成することが分かった（図3）。 
さらに、Fbxo22によるユビキチン化アッセイを行ったところ、Fbxo22はNcoRの発現量依存的にKDM4Bを分解

することが分かった。これらの結果より、Fbxo22はNcoRと複合体を形成するKDM4Bを選択的に分解することが示

唆された。 

 

図3．Fbxo22は、KDM4B-NcoR複合体と相互作用する 
プロテアソーム阻害剤を処理したコントロール細胞と FLAG 融合 Fbxo22 発現細胞の細胞抽出

液を用いて、抗FLAG 抗体により免疫沈降した。免疫沈降物をFLAG ペプチドで溶出後、さら

に抗KDM4B抗体により免疫沈降した。そのサンプルをウエスタンブロット法により解析した。 
 
4．Fbxo22はNcoRと複合体を形成するKDM4Bの分解を介して、Myc依存的にTFEBの発現を制御する 
 上記の検討に加えて、TFEBのプロモーター解析を行ったところ、Fbxo22の発現抑制によるTFEBの発現阻害には、

転写因子Myc の結合サイトを含む領域が重要であることが分かった。以前の報告で、KDM4B はMyc と相互作用する

ことが知られている。そこで、Fbxo22とMycの発現抑制がTFEBのプロモーター活性に与える影響をリポーターアッ

セイで解析した。その結果、Fbxo22 とMyc の二重発現抑制によって、Fbxo22 の単独発現抑制によるTFEB のプロモ

ーター活性の阻害が認められなくなったことから、Fbxo22のよるTFEBの発現制御には、NcoR-KDM4B-Myc軸が深

く関与することが示唆された（図4）。 

 

図4．Fbxo22はMyc依存的にTFEBの発現を制御する 
TFEBの転写開始点上流2,000bpのプロモーター領域を用いて、リポーターアッセイを行った。 
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5．TFEBの発現抑制は、老化細胞におけるオートファジーの活性化、、およびSASPを阻害する 
 最後に、RNAi 法により、老化細胞おけるTFEB の役割を解析した。コントールの正常線維芽細胞の老化誘導後に生

じるオートファジーの活性化は、Fbxo22の発現抑制の時と同様、TFEBの発現抑制により、阻害されることが分かった

（図 5）。さらに、qPCR 法により SASP の主要構成因子である IL-6、および IL-8 の発現を解析した結果、どちらも

Fbxo22の時と同様、阻害されることが明らかになった。 

 
図5．TFEBの発現抑制は、老化細胞におけるオートファジーの活性化を抑制する 

老化誘導前後のコントロール正常線維芽細胞とTFEB 発現抑制細胞の細胞抽出液を用いて、ウエスタンブロット法

により解析した。オートファジーの活性化の指標として、LC3の発現を解析した。 
 

考 察 

 
 本研究により、老化細胞におけるオートファジーの活性化、および SASP の発現制御には、Fbxo22 による NcoR-
KDM4B の分解を介した TFEB の発現制御が重要な役割を果たすことを示唆する結果が得られた。当初の研究計画で

は、予備検討の中で、老化細胞で発現上昇・活性化が認められた TFE3 に着目していたが、予想に反して、TFE3 のフ

ァミリー遺伝子であるTFEBの発現制御メカニズムとその老化細胞における役割の解明に至った。今後、さらに詳細に

解析することで、老化細胞におけるTFE3とTFEBの協調作用などが明らかになる可能性が考えられる。 
 本研究の課題として、TFEBによるオートファジーの活性化とSASPの発現制御がカップリングしているか否かを明

らかにすることが挙げられる。以前に、オートファジーの活性化がSASP の制御に関与することが報告されているが、

はっきりとしたメカニズムは不明なままである［4］。今後、Fbxo22-TFEB軸を中心に解析することで、老化細胞におけ

るオートファジー活性化とSASP 制御の詳細な機能連関が明らかになり、細胞老化形質の制御メカニズムや個体老化・

発がんにおける役割の解明につながることが期待される。 
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