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研究成果の概要（和文）：特定の成長因子の投与により幹細胞機能のみならず、組織レベルで加齢性機能障害が
改善される事が示され、幹細胞老化の制御による新しい老化制御研究領域が開拓された。しかし、加齢により生
体恒常性が破綻するメカニズムは未だほとんど解明されていない。私達はこれまでにmicroRNAが幹細胞の機能制
御に重要であることを明らかにしており、幹細胞老化にも重大な影響を及ぼしていることが推測された。本研究
では幹細胞老化のメカニズム解析を行い、その結果に基づいて幹細胞老化を誘導できる遺伝子改変マウスを作製
した。そのマウスでは老齢マウスと同様の分子動態が一部認められたことから、老化解析の有用なツールとなる
可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Functional recovery of tissue stem cells by a specific growth factor has 
opened the possibility for the therapy of geriatric diseases. However, molecular mechanisms 
underlying the disruption of organismal homeostasis remains largely unknown. Previously, we have 
demonstrated that some of microRNAs are important for the regulation of stem cell functions. These 
results provided insight into its relationship to the stem cell aging. In this study, we first 
investigated molecular mechanisms underlying the stem cell aging. Based on the results of it, we 
next generated gene-modified mice that can induce the tissue-specific stem cell aging. We confirmed 
aging-like molecular dynamics in the specific tissues; therefore, our mouse might be a useful for 
aging studies.

研究分野：幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的な高齢化の進行により老化研究が推進されつつあるが、未だ老化自体の分子メカニズムはほとんど明らか
になっていない。幹細胞老化を調べることで、細胞老化と個体老化との関連を分子レベルで理解できる可能性が
ある。本研究では様々な幹細胞老化に共通する分子機構を調べ、それに基づいて幹細胞老化を模倣する遺伝子改
変マウスを作製した。老化メカニズムの一端を解明しただけでなく、このマウス自体が次の老化研究に有用なツ
ールとなり得る。がんを含む老年性疾患の克服と健康寿命の延伸に向けた重要な一歩となる成果だと考えられ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
老化に伴い様々な炎症性分泌因子を放出するようになる Senescence-associated secretory 
phenotype (SASP)は、細胞老化と組織・個体老化をつなぐ分子機構として注目されつつある。
血中の SASP 因子の増加により、神経新生や筋再生能の低下が誘導され、組織レベルの恒常性破
綻の一因となることが示された。さらに、細胞老化マーカーとして知られる p16Ink4a を発現す
る細胞がアポトーシスするマウスでは、様々な加齢性機能障害や表現型が遅延することから、
老化した細胞の蓄積による老化促進効果は、個体レベルの老化現象にも影響を与えていること
が分かる。一方、組織幹細胞の老化に伴う機能障害も恒常性破綻の重大な原因と考えられる。
老化に伴う造血幹細胞(HSCs)のリンパ球産生能の低下、骨格筋幹細胞の筋再生能の低下、間葉
系幹細胞(MSCs)の骨芽細胞分化能の低下など、様々な幹細胞老化が報告されている。また、近
年 GDF11 の投与により骨格筋幹細胞の筋再生能が回復し、心肥大や脳機能低下などの加齢性機
能障害を回復できる事も分かってきた。これらは幹細胞老化制御による組織・個体老化の制御
の可能性を示している。 
申請者は、神経幹細胞(NSC)の分化能が発生の進行に伴い変化する分子機構の研究から、
miR-17/106 依存的なシグナル応答性の制御により、エピジェネティックな変化無しに、低下し
た NSC のニューロン分化能が回復することを発見した(Naka H, Nat Neurosci, 2008; 
Naka-Kaneda H, PNAS, 2014)。このような miRNA による「コンピテンシーの制御」は細胞機能
調節の根幹的なメカニズムの一つだと考え、幹細胞老化の研究に発展させてきた。実際に、様々
な組織幹細胞において miR-17 は加齢に伴い発現が低下しており、その発現制御により老齢マウ
ス由来 HSC のリンパ球産生能や MSC の骨芽細胞分化能を回復できる事が分かった。組織幹細胞
の miRNA の発現を調べてみると、老化に伴い広範な miRNA の発現低下が誘導され(MSC では若齢
時に発現する miRNA の 85%以上もの miRNA が発現低下する)、少なくとも NSC、HSC、MSC におい
て、miRNA の発現が低下するにつれて機能障害が誘導される。これらの事から、miRNA の発現異
常が生体恒常性の破綻に重要な影響を与えていると考え、本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
特定の成長因子の投与によって幹細胞機能のみならず、組織レベルで加齢性機能障害が改善
される事が示され、幹細胞老化の制御による新しい老化制御研究領域が開拓された。しかし、
加齢により組織恒常性が破綻するメカニズムは未だほとんど解明されていない。申請者は、老
化した複数の組織幹細胞で広範な microRNA(miRNA)の発現低下が誘導されており、特定の miRNA
の発現を回復させることで、分化能や分泌因子の発現量を回復できることを発見した。この分
泌因子には、様々な組織の加齢性機能障害を回復できるものを含んでおり、miRNA の発現異常
が生体恒常性の破綻に重要な影響を与えていると考えられた。そこで、加齢による組織恒常性
の破綻における miRNA が果たす役割の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
以下の 3つの実験を通して目的を達成する。 
(1) 幹細胞老化に共通する分子機構の解析 
若齢・老齢マウスから採取した組織幹細胞での遺伝子発現プロファイルを調べ、幹細胞老化
に共通する分子メカニズムを解析する。 
 
(2) DNA 損傷応答能に必須な miRNA の探索 
DNA 損傷の蓄積は老化において共通して確認される表現型である。DNA 修復、アポトーシスの
誘導など、DNA 損傷応答に必須な miRNA を探索する。 
 
(3) 腸管上皮幹細胞における幹細胞老化の in vivo での検証 
 老齢マウスの腸管上皮幹細胞において、実際に老化による機能障害が生じているか確認する。 
 
(4) 腸管上皮幹細胞の老化誘導がが生体恒常性の破綻に与える影響の検証 
Lgr5-CreER-IRES-EGFP マウスを用いて腸管上皮幹細胞(ISCs)で老化を誘導できるコンディ
ショナルノックアウトマウスを作製し、生体恒常性の破綻に与える影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 幹細胞老化に共通する分子機構の解析 
申請者はこれまで、異なる組織幹細胞の老化に共通する分子機構について探索と解析を進め
てきた。多くの組織では恒常性の維持に細胞のターンオーバーが重要な役割を果たしており、
必要な細胞を供給する組織幹細胞の機能障害は、組織恒常性の破綻に重大な影響を及ぼしてい
ると考えられる。現在、個別の組織幹細胞の老化現象についての研究が進められているが、一
方でこれらに共通する分子機構については全く分かっていない。このような分子機構が存在す
れば、それを制御することで組織特異的に老化を誘導することが期待できる。そこでまず、若
齢（2-3 月齢）および老齢（24 月齢以上）マウスから間葉系幹細胞（MSCs）と造血幹細胞（HSCs）
をセルソーターで分取し（ともに progenitor を含む）、それらの網羅的遺伝子発現データの比
較解析を行い、共通する変化を調べた。その結果、Wnt シグナルの異常を介して広範な microRNA



の発現低下が誘導されていることが明らかとなった。Dicer、Drosha、Ago2、p68/p72、Dgcr8
などの microRNA 生合成に関連する主なタンパク質の発現量に変化はなく、未知のメカニズムに
よるものだと思われる。MSCs を使って解析を続けた結果、若齢 MSCs に老齢 MSCs で発現が低下
していた特定の遺伝子をノックダウン/ノックアウトすると、老化時と同様に広範な miRNA の発
現低下が生じ、DNA 損傷応答（DDR）で誘導される DDR-miR の発現応答も喪失していることが分
かった。DDR のエフェクタータンパク質であるリン酸化 ATM や Chk1 も同様に誘導されず、DNA
損傷の蓄積とみられるγH2AX の増強がみられたことから、単に老化の結果として転写レベルが
全体的に低下したのではなく、この遺伝子を介した DDR の制御機構が障害されていると推測さ
れた。DDR 関連遺伝子の異常は WRN や BRCA1 のように早老症やがんの原因としても知られてお
り、この現象は幹細胞老化の根幹的なメカニズムとして重要なものだと考えられる。 
 
(2) DNA 損傷応答能に必須な miRNA の探索 
申請者は、網羅的遺伝子発現解析結果を基に機能的スクリーニングを行い、標的としている
生命現象に重要な制御因子を同定する実験手法を強みとして分子機構の解明を行ってきた。同
様の手法を応用して、DDR に必須な DDR-miR の探索に着手している。マイクロアレイ解析デー
タを基にパターン解析等により 25の候補に絞り込み、全ての候補についての CRISPR/Cas9 ベク
ターを作製して loss-of function による機能的スクリーニングを行った。図 1にはポジティブ
コントロール(+CT)として同定した幹細胞老化に共通して変化が見られた遺伝子と、効果の高か
った miRNA のノックアウト（KO）による DDR foci の喪失を示した。また、Western blot によ
りリン酸化 ATM の発現も確認し、DDR に必須な複数の miRNA を同定した（未発表）。DDR はがん
の薬剤感受性・耐性にも重要なため、関連するものが同定されると予想していたが、実際にが
んの薬剤や放射線への感受性・耐性に関わるとの報告があるものが同定されており、スクリー
ニング系は正しく機能したと思われる。 

 
(3) 腸管上皮幹細胞における幹細胞老化の in 
vivo での検証 
セルソーターで分取でき、接着細胞として増殖
させられることから、主に MSCs を使って幹細胞老
化の分子メカニズムの解析を行ってきた。しかし、
実際に in vivo の老化した幹細胞で DDR 能の低下
が生じているのかは不明であった。また、個体老
化プロセスの解析にあたっては、どの組織の機能
障害が重大な影響を及ぼしているのかが重要な課
題である。突然変異の発生頻度と増加加速度が最
も高く（Ono T, Genes and Environment, 2006)、
ライブイメージングにより細胞老化マーカーの
p16Ink4a のレポーター活性が大きく上昇するこ
とが報告されていることなどから(Yamakoshi K, J 
Cell Biol, 2009)、申請者は腸を最初の標的とす
ることとした。腸陰窩の Lgr5 陽性の腸管上皮幹細
胞 （ ISCs ） を GFP で 検 出 で き る
Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2マウスを実際に約2年飼
育して老化させ、放射線照射による DNA 損傷の誘
導を行って解析したところ、in vivo の ISCs でも
DDR 能の低下が生じている事が確認できた（図 2）。 
 
(4) 腸管上皮幹細胞の老化誘導がが生体恒常性の破綻に与える影響の検証 
これまでの解析で幹細胞老化に共通して重要だと分かってきた遺伝子を ISCs で欠損させる
マウスの作製を行った。ISCs 特異的な遺伝子操作には、Lgr5 プロモーター下でタモキシフェン
依存的に Cre/LoxP システムを駆動する Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2（以下 Lgr5-Cre と表記）マウ

 
図 1 DDR に必須な miRNA の探索 
DDRで誘導される53BP1のfoci がpositive control（+CT）や同定したmiRNAをCRISPR/Cas9
ベクターにより KO（miRNA KO）すると喪失した 

 

図 2 腸管上皮幹細胞（Lgr5-GFP+）の老化
による DDR 能の低下 
矢印: DDR foci +, 矢頭: DDR foci - 



スが広く用いられている。ISCs 特異的に幹細胞老化に共通する遺伝子や DDR に必須な miRNA を
KO するコンディショナル KO（cKO）マウスを作製した。ISCs でこの遺伝子の KOを誘導すると、
コントロールで観察されるリン酸化 ATR（pATR）の凝集による DDR フォーカスの形成（図 3）が
見られなくなったことから、ISCs でも MSCs と同様にこの遺伝子が幹細胞老化と DDR 能の低下
に関与しており、幹細胞老化に共通する重要な遺伝子であることが確認された。 

また、ISCs で幹細胞老化に共通して重要な遺伝子の欠損を 1ヶ月間誘導したマウスの視床下
部では、老齢時と同様に代表的な炎症性サイトカインである IL-6 の発現が誘導されていた（図
4）。視床下部に限局して炎症が誘導されており、視床下部－下垂体－副腎（HPA）系に何らかの
影響を及ぼしていると推測される結果が得られた。 

以上のことから、幹細胞老化に共通して重要な遺伝子を欠損させて組織特異的に幹細胞老化
を誘導することで、機能障害が他の組織に影響を及ぼしていることが確認できた。これは個体
老化プロセスを解析する上で重要な知見であり、個体老化プロセスの組織間ヒエラルキーの解
析手法となる可能性を示唆している。 
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図 4 老化による視床下部領域の炎症誘導 
若齢時（Control）では見られない視床下部領域での IL-6 の発現が、ISCs における幹細胞老
化に重要な遺伝子の欠損（cKO）および老齢（Old）マウスの脳では誘導されていた 

 
図 3 ISC 老化誘導による DDR 能の低下 
若齢マウスの陰窩（Control）では放射線照射により pATR の凝集による DDR foci が形成さ
れるが（矢頭）、ISCs で幹細胞老化に共通して重要な遺伝子を欠損した陰窩（cKO）および
老齢の陰窩（Old）ではフォーカス形成は見られなかった。CAG-CAT-EGFP レポーターを保持
しており、Cre がはたらいた ISCs から生まれた細胞では分化後も GFP の発現が維持される。
Old では GFP+は ISCs。  
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