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研究成果の概要（和文）：(1)平成23年度には、蛍光色素NanoOrangeを用いてsingle cellレベルで蛍光顕微鏡観察によ
り「老化したヒト線維芽細胞では核タンパク質の総量が増えていること」を報告した。そこで平成25年度までに、培養
細胞系とマウスの系においてプロテオーム解析を行ったが、明らかな老化関連因子を同定できなかった。
(2)平成26年度では、血清の解析を行い、糖質コルチコイドが高齢マウスで高いこと、鉱質コルチコイドが低いことを
見出した。さらに、ヒト副腎皮質腫瘍細胞株（H295R細胞）を用いて細胞老化を惹起させると、糖質コルチコイド産生
が亢進し、鉱質コルチコイド産生が低下することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：(1)We reported that protein content and density in nuclei of senescent human and 
mouse fibroblasts in vitro, and in liver nuclei of aged mice in vivo by using NanoOrange staining and 
high resolution fluorescence microscopy. Thus we have identified some proteins increasing in cultured 
human diploid fibroblast as they approach replicative senescence using 2D-DIGE and MALDI-TOFMS. Some 
proteins including Aldolase A in those expressed higher in the lung and liver of old mice (25-31 months) 
than of young mice (3-5 months). However there was no relationship between those proteins and aging.
(2)We found that the amount of glucocorticoid in serum is higher in old mice, and that serum mineral 
corticoid is lower. Further, in human adrenocortical tumor cell line, H295R cells, which were induced to 
replicative or drug-induced senescence, glucocorticoid production and most of steroidogenic factors gene 
expression were increased.
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１． 研究開始当初の背景 
 

老化の研究は臨床研究・特定の長寿遺
伝子を標的としたマウスの研究、培養細胞
系を用いた分子生物学的研究など、近年、
多岐にわたって進められており、医学研究
において最も注目を集めている分野の一つ
である。老化して増殖能を失った細胞と若
い細胞の間には、600 種以上の遺伝子に発
現の大きな違いがみられ、これらの遺伝子
や蛋白発現の変化によって老化細胞に特異
的な phenotypeが現れてくると考えられる。
そして、この遺伝子発現の変化は、老化に
伴うクロマチン構造の変化によって起こる
ことが判明してきた。 
 
２．研究の目的 
 
 種を超えて、臓器組織の種類を超えて、老
化制御因子を探索することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 ヒト線維芽細胞から核タンパク質を抽出
し、プロテオーム解析により、老化に伴う
ヒストンやヒストンバリアントの発現・修
飾の変化、非ヒストンタンパク質のプロフ
ァイリングを行い、老化に伴うクロマチン
構造の変化の解析、同時に新しい老化バイ
オマーカーの探索を行う。 
 (2)で同定した因子について、種を超えて、
組織特異性を超えて老化特異的に変化を来
すか解析を行う。そしてこれらが培養細胞
や組織における老化の成因になるか、もし
くは老化の phenotype との関連性がどの程
度あるかについて解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 平成 23 年度には、蛍光色素 NanoOrange

を用いて single cell レベルで蛍光顕微
鏡観察により「老化したヒト線維芽細胞
では核タンパク質の総量が増えているこ
と」を報告した。 

(2) 平成 25 年度までに、2種類のヒト胎児肺
線維芽細胞（MRC5 細胞、 LF1 細胞）を用
いてreplicative senescenceを誘導した
細胞と、継代数の少ない細胞（若い細胞）
からそれぞれ蛋白抽出液、細胞質分画、
核分画、クロマチン分画を抽出し、
2D-DIGE法でタンパク質を分離した。MRC5
細胞、LF1 細胞の両方で、老化細胞に強
く発現しているタンパク質のスポットを
切り抜き、MALDI-TOF MASS にて解析し、
タンパク質の同定を行った。アルドラー
ゼ A など多くのタンパク質が同定された。
抗体を用いて、Western blot および蛍光
免疫染色法を用いて、明らかに老化細胞
に多く発現し、肝臓や肺等の複数の臓器
で、高齢マウスの方が、若いマウスより

強く発現しているタンパク質を探索し、
解析を行った。しかし、明らかな老化と
の関連性は認められなかったため、各臓
器について、本手法で解析することにつ
いて困難であると判断した。 

(3) マウスの並行結合手術（parabiosis）に
よって、高齢マウスと若いマウスの血流
を共有させると、高齢マウスの老化現象
が抑制され、若返ることが報告され、注
目されている。血液中に老化を制御する
物質が存在することが考えられる。平成
26 年度では、血清の解析を行い、高齢マ
ウスと若いマウスで明らかに違いがある
因子を探索したところ、糖質コルチコイ
ドが高齢マウスで高いこと、鉱質コルチ
コイド（アルドステロン）が低いことを
見出した。さらに、ヒト副腎皮質腫瘍細
胞株（H295R 細胞）を用い、replicative 
senescence、薬剤誘導性細胞老化におい
て、糖質コルチコイド産生が亢進し、ア
ルドステロン産生が低下することが明ら
かになった。 

(4) ヒト副腎皮質腫瘍細胞株H295R細胞に、
グルコース依存性インスリン分泌刺激
ポリペプチド受容体 (GIPR)を発現さ
せ、GIP 刺激により活性化すると、糖質
コルチコイドの分泌が促進されるが、
そのメカニズムに H295R 細胞由来の内
因性 ACTH が関与することを報告した。 
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