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研究成果の概要（和文）：本研究は、加齢性疾患の発症に関わる老化細胞から分泌される
senescence-associated secretory phenotype (SASP)因子を削除する戦略の構築とその分子機序の解明を目指
す。
マウス線維芽細胞株NIH3T3細胞を用いて継代数を重ねることで細胞老化を誘導してリン酸の細胞老化への影響を
検討した結果、培養培地へのリン酸添加による細胞内のSASP因子の遺伝子発現変化に対する影響は、P9よりも
P40の方が小さかった。以上から、細胞老化が進んでいない細胞に対する細胞外リン濃度の上昇は細胞老化を進
行させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to establish a strategy to delete senescence-associated 
secretory phenotype (SASP) factors secreted by senescent cells involved in the pathogenesis of 
age-related diseases and to elucidate their molecular mechanisms. We investigated the effect of 
phosphate on cellular senescence by inducing cellular senescence in NIH3T3 cells, a mouse fibroblast
 cell line, through a series of passages, and found that the effect of P40 on changes in gene 
expression of SASP factors in cells by the addition of phosphate to the culture medium was smaller 
than that of P9. These results suggest that an increase in extracellular phosphorus concentration in
 cells that have not yet undergone cellular senescence may promote cellular senescence.

研究分野： リン研究

キーワード： 老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢と共に増える老化細胞から分泌されるSASP因子は、個体の老化を更に加速させて様々な加齢性疾患を発症さ
せる。また、脂質の多様性が様々な生理機能や病因の中心的な役割を担うことが明らかになり、脂質の量ではな
く質 (lipoquality) が注目されている。加齢性疾患の慢性腎臓病で上昇する血中のリンはlipoqualityを変化さ
せることでオートファジー不全や小胞体ストレスを誘発する結果、血管石灰化を引き起こすことが分かってい
る。本研究の成果は、血中リン濃度の上昇を抑えることでオートファジー不全や小胞体ストレスだけでなく細胞
老化の進行も抑制できる可能性を示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

（１） 我々は、加齢性疾患の 1 つの慢性腎臓病で上昇する血中リンが慢性腎臓病で起きる様々

な弊害 (血管内皮機能の低下、脂肪蓄積減少などの低栄養、炎症性腸疾患の悪化、異所性石灰

化) を惹起することを明らかにしてきた (Nishi T, Masuda M. J Med Invest 62, 2015、Abuduli 

M, Masuda M. Am J Physiol Endocrinol Metab 310, 2016、Sugihara K, Masuda M. J Clin 

Biochem Nutr 61, 2017、Fukuda-Tatano S, Masuda M. Calcific Tissue 104, 2019) 。このよ

うな加齢性疾患の治療の標的として注目されているのが加齢と共に増える老化細胞から分泌さ

れる SASP 因子で、この因子が加齢性疾患を発症させる。興味深いことに、小胞体ストレスは SASP

因子だけでなく、老化細胞で増加するストレス顆粒の形成にも関わっている。 

 

（２） 近年、脂質の多様性が様々な生理機能や病因の中心的な役割を担うことが明らかにな

り、lipoqualityが注目されている。慢性腎臓病で上昇する血中リンや逆に低下する抗老化遺伝

子-klothoによって抑制される脂肪酸不飽和化酵素SCDは、リン脂質のC18:1/C18:0比の減少に

より誘発される小胞体ストレスを介して血管石灰化を誘発するが、C18:1を補充するとそれを抑

制することを我々は証明した (Masuda M. J Clin Invest 125, 2015) 。さらに、小胞体とミト

コンドリア接触部 (MAM) のリン脂質のC18:1/C18:0比の減少はオートファゴソーム形成に重要

なオメガソームの異常によりオートファジー不全を引き起こすことを明らかにしている 

(Shiozaki Y. Masuda M. iScience 23, 2020) 。 

 
 
２．研究の目的 

本研究は、老化細胞から分泌される SASP 因子を脂肪酸の質の違い(Lipoquality)を生じさせる

リン により削除する戦略の構築とその分子機序の解明を目指す。 

 
 
３．研究の方法 

（１）マウス繊維芽細胞株NIH3T3細胞を用いて、継代数を重ねることで老化細胞を作製する。

細胞老化の程度は、SA--galは測定キットを用いて、SASP因子（IL-6、IL-8、TNF）、その誘

導因子（C/EBP）、老化マーカ（p21）の遺伝子発現量はreal-time PCR法で評価する。細胞老

化による細胞内リン濃度への影響は測定キットを用いて、そしてリン酸インポーター

（PiT1/2）とリン酸エクスポーター（Xpr1）の遺伝子発現量はreal-time PCR法で評価する。 

 

（２）細胞外リン濃度の変化による細胞老化への影響を検討するために、継代数が異なるP9と

P40のNIH3T3細胞の培地のリン濃度を変えた条件（1, 2, 5, 10 mM）で培養し、SASP因子（IL-

6、IL-8、TNF）、その誘導因子（C/EBP）、老化マーカ（p21）の遺伝子発現量はreal-time 

PCR法で評価する。細胞老化による細胞内リン濃度への影響は測定キットを用いて、そしてリン

酸インポーター（PiT1/2）とリン酸エクスポーター（Xpr1）の遺伝子発現量はreal-time PCR法

で評価する。 

 

（３）若齢マウス（9週齢）と高齢マウス（76週齢）に低リン食（0.1%）またはコントロールリ

ン食（1.2%）を15週間与えて、摂食量、血中リン濃度、体重、腎臓重量、腎臓内リン量、腎臓

のリン酸トランスポーター（Npt2a/2c）と繊維化関連因子（TGF-1、-SMA、Col1a1）の遺伝

子発現量をreal-time PCR法で評価する。 



４．研究成果 

（１）NIH3T3細胞を用いて、継代数を重ねることで老化細胞を作製できるかを検討した。継代

数の異なるP4とP21のNIH3T3細胞の細胞老化の程度をSA--galで評価した結果、有意にSA--

galの値がP4に比してP21の方が高かった。また、老化マーカーのp21のmRNA発現量には変化はみ

られなかったが、SASP因子（IL-6、IL-8、TNF）、その誘導因子（C/EBP）のmRNA発現量はP9

よりもP40のNIH3T3細胞の方が有意に増加していた。次に、P9とP40のNIH3T3細胞の細胞内リン

濃度を評価した結果、P9とP40のNIH3T3細胞の細胞内リン濃度に変化は見られなかった。また、

リン酸インポーター（PiT1/2）とリン酸エクスポーター（Xpr1）のmRNA発現量はP9とP40の

NIH3T3細胞で差はみられなかった。 

 

（２）実験（１）で継代数を重ねることで細胞の老化度が進んでいることを確認した細胞を用

いて、細胞外リン濃度の違いによる細胞老化への影響を検討した。P9とP40のNIH3T3細胞の評価

した結果、SASP因子（IL-6、IL-8、TNF）、その誘導因子（C/EBP）、老化マーカ（p21）の

mRNA発現量はP4もP21も細胞外リン濃度の上昇に伴い増加した。さらに、細胞外リン濃度の上昇

に対するIL-6、IL-8、TNF、p21のmRNA発現量増加のsensitivityはP9よりもP40の方が高かっ

た。次に、細胞内リン濃度への影響を検討した結果、P9とP40ともに細胞外リン濃度の上昇によ

り細胞内リン濃度も上昇するが、その増加率はP40よりもP9の方が高かった。次に、リン酸イン

ポーター（PiT1/2）とリン酸エクスポーター（Xpr1）の遺伝子発現量はP9とP40ともに細胞外リ

ン濃度の上昇によりこれらのmRNA発現量も上昇し、細胞外リン濃度の上昇に対するPiT1/2や

Xpr1 mRNA発現量増加のsensitivityはP9よりもP40の方が高かった。 

 

（３）若齢および高齢マウスに低リン食またはコントロール食を15週間与えた結果、摂食量に

差は見られなかった。高齢マウスの血中リン濃度は、コントロール食に比して低リン食摂取で

有意に低下したが、若齢と高齢で差は認められなかった。高齢マウスの体重はコントロール食

に比して低リン食摂取により有意に増加した。しかしながら、高齢マウスの腎臓重量はコント

ロール食に比して低リン食摂取により有意に減少した。腎臓重量あたりの腎臓内リン量は加齢

により減少するが、低リン食摂取により増加傾向を示した。次に、腎臓のリン酸トランスポー

ター（Npt2a/2c）のmRNA発現量は高齢マウスへの低リン食で増加するが、加齢による変化は認

められなかった。また、腎臓の線維化関連因子の遺伝子発変化を検討した結果、若齢マウスと

比して高齢マウスで増加したTGF-1、-SMA、Col1a1 mRNA発現量は、低リン食によりその増加

は抑制された。 

 

以上の結果から、継代数を重ねることでNIH3T3細胞の老化度が進むことを確認した。また、細

胞老化による細胞内リン濃度やリン酸トランスポーターの遺伝子発現に影響はないが、細胞外

リン濃度の上昇によるSASP因子の遺伝子発現量増加のsensitivityは老化細胞の方が高いことが

示唆された。さらに、加齢による腎臓の線維化は低リン食投与により軽減する可能性が示され

た。 
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