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養殖環境のストレスはDNA脱メチル化を介して魚類細胞の老化を引き起こすか？
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研究成果の概要（和文）：魚類のウイルス病の診断などに広く用いられている魚類由来培養細胞株の多くは，癌
化や形質転換の形跡がないにも関わらず，分裂寿命や老化の兆候が見られない。これまでに，ゲノムDNAを脱メ
チル化させると，魚類由来培養細胞株EPCがSASPを伴う完全老化に成熟することを明らかにした。しかしなが
ら，養殖環境中の様々な外的ストレスが，DNAのメチル化異常をはじめとするエピジェネティック変化を誘導し
て細胞老化を誘発するかは不明である。本研究では，①ゲノムDNAの脱メチル化がどのようにして細胞老化を誘
導するのか，また，②養殖場で起こりうるストレスが細胞老化を引き起こすかについて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Fish cell lines originally established from a variety of tissues for the 
purpose of virus isolation, propagation and diagnostic assays in understanding fish pathology, can 
easily become immortal without any apparent sign of cancerous growth and appear to have unlimited 
proliferative capacity. We have previously shown that demethylation of chromosomal DNA with 5-Aza-dC
 induces premature senescence in the fish cell line EPC; the cells begin to express 
senescence-associated secretory phenotype (SASP) factors. However, it is unclear whether various 
external stresses in the aquaculture environment cause epigenetic changes, such as DNA methylation 
abnormalities, that induce premature senescence. In this study, we clarified (1) how demethylation 
of chromosomal DNA induces cellular senescence and (2) whether possible stresses in aquaculture can 
induce premature senescence.

研究分野： 分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトにおいて細胞老化は，ストレスなどにより障害を受けた細胞の増殖を不可逆的に停止することで発癌を抑制
する一方，老化細胞の蓄積は恒常性の破綻を引き起こす。ストレスよる細胞影響としてアポトーシスやネクロー
シスなどの細胞死があるが，これらの死細胞は食細胞により貪食されるため，影響は局所的であり，魚の直接的
な死因となることは少ないと考えられる。一方，老化細胞は貪食されることはなく，炎症性サイトカインなど
SASP因子の分泌により周辺の細胞に慢性炎症を引き起こす。本研究は，DNAのメチル化や細胞老化に着目し，魚
の死因を「細胞老化を起因とした恒常性の破綻」といった切り口から説明しようとするものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 魚類由来培養細胞は，現在までに 150 種類ほど樹立されており，水産養殖においては，ウイ
ルス病の診断を行う際の原因ウイルスの分離・同定，性状検査などに不可欠となっている。 
一般に，ヒトの正常組織由来の細胞は，培養を続けるうちに老化して分裂を停止し，最終的に

は死滅してしまう。そのため，株化したヒト由来培養細胞の多くは，癌組織由来か，もしくは化
学的手法などにより初代培養細胞を形質転換して構築されたものである。一方，魚類由来培養細
胞の多くは，癌化や形質転換の形跡がないにも関わらず容易に株化し，また分裂寿命や細胞老化
の兆候が見られないという，特異な性質を持っている。 
 
(2) ヒトにおいて細胞老化は，ストレスなどにより障害を受けた細胞の増殖を不可逆的に停止
することで発癌を抑制する一方，老化細胞の蓄積は恒常性の破綻を引き起こす。魚類ではこれま
で，ストレスよる細胞影響としてアポトーシスやネクローシスなどの細胞死に着目した研究が
多かった。これらの死細胞は食細胞により貪食されるため，影響は局所的であり，組織全体に影
響を及ぼすことは少ない。一方，老化細胞は貪食されることはなく，炎症性サイトカインなど細
胞老化随伴分泌現象（senescence-associated secretory phenotype，SASP）とよばれる液性因
子の分泌により周辺の細胞に慢性炎症を引き起こす。 
 
(3) 研究代表者らは近年，DNA 脱メチル化剤 5-Aza-dC によるゲノム DNA の脱メチル化が，魚類
由来培養細胞においてテロメア非依存性細胞老化を誘発し，さらに SASP を引き起こすことを見
出した（引用文献①）。一方で，環境中の様々な外的ストレスは，DNA のメチル化異常をはじめ
とするエピジェネティック変化を誘導することが知られているが，養殖場で見られるような低
酸素や感染症などの外的ストレスが，ゲノム DNA の脱メチル化を介して細胞老化を誘発するか
といったことは明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では，細胞老化が見られないとされている魚類由来培養細胞が，試験管内でどのよう
な老化耐性機構を持っているのか，そのメカニズムを解明するとともに，養殖魚で起こりうる細
胞老化のリスクについて明らかにすることを目的とした。そのために，①癌遺伝子誘導性細胞老
化（oncogene-induced senescence，OIS）の中心的な役割を担うとされる Ras 癌遺伝子が，魚類
由来培養細胞の老化制御においてどのような役割を担っているか，②環境ストレスや感染症は
ゲノム DNA の脱メチル化および細胞老化を引き起こすか，について研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) ファットヘッドミノーPimephales promelas 上皮由来の培養細胞株である EPC（引用文献②）
を使用した。細胞は，2 mM L-グルタミンおよび 5％ウシ胎児血清を添加した HEPES 含有イーグ
ル MEM（Sigma-Aldrich）により 25℃で培養した。 
 
(2) ファットヘッドミノーH-Ras，ヒト p16INK4a，および p16INK4aの代替リーディングフレームで
あるマウス ARF のコード領域を mCherry 蛍光タンパク質融合ベクターpmCherry-N1（Clontech）
にサブクローニングし，発現コンストラクトを作製した。また，QuikChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis Kits（Agilent Technologies）を用いた site-directed mutagenesis により，H-
Rasの活性化型変異体であるH-RasV12-mCherry融合タンパク質を発現するコンストラクトも作製
した。H-RasV12の活性は，EPC 細胞を用いたツーハイブリッドアッセイにより，Raf1b タンパク質
の Ras 結合ドメインとの相互作用で確認した。さらに，GenBank から得た NF-κB 応答エレメン
トの DNA 配列（JQ513377）を，pGL3-Promoter Vector（Promega）にサブクローニングし，ルシ
フェラーゼレポーターコンストラクトを作製した。 
作製したコンストラクトを TransIT-LT1（Takara）を用いてファットヘッドミノー上皮由来不

死化細胞株 EPC にトランスフェクションし，G-418 含有 MEM-HEPES で 2–3 週間培養した。細胞の
形態を蛍光顕微鏡 IX73（オリンパス）により観察し，顕微鏡用デジタルカメラ DP72 で撮影した
のち，ImageJ を用いて画像解析を行った。 
ルシフェラーゼ活性は，Dual-Luciferase Reporter Assay System（Promega）およびルミノメ

ーターGene Light 55（Microtech）を用いたレポータージーンアッセイにより測定した。 
 
(3) 細胞増殖の測定は，コロニーフォーメションアッセイおよび MTT アッセイにより行った。ま
た，細胞老化マーカーである SA-β-gal の染色（引用文献③）により老化細胞を検出し，ImageJ
を用いて SA-β-gal 陽性領域を定量化した。 
 



(4) qRT-PCR による細胞老化随伴分泌現象（初期
老化の指標である TGF-β SASP および完全老化
の指標である proinflammatory SASP）因子の発現
定量，およびレポータージーンアッセイによる
NF-κB活性の測定を行った。 
 
(5) 統計処理にあたっては，R用のグラフィカル
ユーザインターフェースである EZR を用いた（引
用文献④）。 
 
４．研究成果 
(1) EPC 細胞を 5-Aza-dC で処理したところ，3 種
の ras（hras，kras，nras）遺伝子の発現が有意
に上昇した。そこで，mCherry 融合 H-Ras および
その活性化型変異体 H-RasV12 を過剰発現させた
EPC 細胞においてコロニーフォーメションアッセ
イを行ったところ，癌抑制遺伝子 p53 依存性の細
胞老化様増殖停止が見られた（図 1A）。これらの
細胞は，細胞老化に特徴的な大型で平坦な形態

（図 1B）かつ SA-β-gal 活性を示した（図 1C）。
一方，proinflammatory SASP 因子の発現は見られ
なかった。これらことから，魚類由来培養細胞株
では，Ras は細胞老化の一部の表現型を示す初期
老化を誘導するのみで，成熟した完全老化への移
行には関与しない可能性が示唆された。すなわ
ち，Ras の限定的な老化誘導機構が，魚類由来培
養細胞株の老化耐性の一翼を担っていると考え
られた。 
 
(2) 哺乳類では，Ras は p53-p21 経路と p16-Rb 
経路の両方を活性化することで細胞老化を誘導
する。特に p16INK4aは，細胞老化誘導の中心的な役
割を担っている。哺乳類の p16INK4aは，脊椎動物の
進化の後期に起こった局所的な遺伝子重複の産
物であり，魚類は p16INK4aを欠如している。このこ
とは，魚類細胞においては，Ras 単独の活性化のみでは完全老化には成熟しないことを意味する。
そこで哺乳類 p16INK4a 遺伝子を EPC 細胞に導入し
た安定発現株を作製し，コロニーフォーメション
アッセイおよび MTT アッセイ，細胞老化マーカー
である SA-β-gal 活性の測定，および qRT-PCR に
よる SASP 因子の発現定量を行った。その結果，
p16INK4a導入 EPC 細胞は，p53-p21 経路非依存的な
細胞老化様増殖停止と SA-β-gal 活性を示し（図
2A および 2B），細胞老化に特徴的な大型で扁平な
形態を呈した（図 2C）。さらに，初期老化の指標
である TGF-β SASP の mRNA レベルの上昇が見ら
れなかった一方，完全老化の指標である
proinflammatory SASP 因子の mRNA レベルと，そ
れを調節する転写因子 NF-κB の活性の上昇が認
められた（図 3）。同様に，proinflammatory SASP
因子の発現を誘導する別の転写因子 C/EBPβの
mRNA レベルも有意に上昇した。 
一方，ARF の一過性過剰発現では，DNA 切断や

核の断片化を伴わない細胞死が引き起こされ，ま
た，p16INK4aと p15 の共通祖先であるファットヘッ
ドミノーCdkn2ab の導入では細胞老化は誘導され
なかった（図 2C）。これらのことから，p16INK4aの
みが細胞老化に関与しており，魚類のゲノムに
p16INK4aが存在しないことが，魚類の細胞株が完全
老化に対して耐性をもつことの重要な決定要因
の一つであると考えられた。 
 

図 1．H-Ras または H-RasV12を過剰発現し
た EPC 細胞における細胞老化。（A）コロ
ニーフォーメションアッセイ。（B）H-Ras 
を過剰発現した EPC 細胞の形態的変化。

（C）SA-β-gal 染色。 

図 2．ヒト p16INK4a，マウス ARF，またはフ
ァットヘッドミノーCdkn2ab（p16INK4a と
p15 の共通祖先）を過剰発現した EPC 細胞
における細胞老化様増殖停止と形態変
化。（A）MTT アッセイ。（B）mCherry 陽性
領域の定量化。（C）p16INK4a，ARF，または
Cdkn2ab を過剰発現した EPC 細胞の形態
変化。 



(3) 養殖場で起こりうる環境ストレスを想定し，
酸化ストレスとして過酸化水素，低酸素ストレス
のミミックとして塩化コバルトをそれぞれ培地
に添加し，これらが細胞老化を誘導するかどうか
を調べた。その結果，過酸化水素を添加した細胞
でのみ SA-β-gal 活性が有意に上昇し，細胞増殖
停止が確認されたものの，proinflammatory SASP
因子の有意な発現上昇は認められなかった。ま
た，メチル化感受性制限酵素 HpyCH4IV 切断によ
るグローバルなDNAメチル化変化も確認できなか
った。これらのことから，魚類の細胞では，酸化
ストレス下においてはDNA損傷などによって初期
老化のみが誘導されると考えられた。 
初期老化は可逆的な細胞増殖停止を意味して

おり，完全老化に成熟しにくいことは，魚類組織
が高い再生能力や創傷治癒能力を持っているこ
とと関連しているかもしれない。一方で，qRT-PCR
に供したサンプルのn数の少なさが原因であった
可能性も否定できず（n = 3），今後は n 数を増や
した追試と，レポータージーンアッセイによる NF-κB の活性の測定が必要となる。 
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図 3．ヒト p16INK4aを過剰発現した EPC 細
胞におけるSASP因子および関連遺伝子の
発現プロファイルの階層的クラスタリン
グ。 
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