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研究成果の概要（和文）：細胞およびマウスをもちいた抗老化物質探索系の構築と実験系の評価、および抗老化状態と
関連する細胞内シグナル伝達系の解析を行った。細胞、およびマウスをもちいた両方の実験系において、複数の既存物
質を添加、または投与することによって、抗老化と関連した代謝状態を模倣できる可能性が示唆された。これらの結果
から、構築した実験系が有効に機能することが示唆され、さらに抗老化状態と関連する細胞内シグナル伝達系の一部を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to identify the intracellular signaling pathways and devel
op a system to screen anti-aging chemicals both in vitro and in vivo. We found that one of the synthesized
 sequences of identified motifs bound to hepatocyte nuclear factor-4 (HNF-4). When the reporter construct,
 containing an element upstream of a secreted alkaline phosphatase (SEAP) gene, was co-transfected with HN
F-4 and its regulator peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 (PGC-1), activity of 
SEAP was increased dose-dependently in comparison to untransfected controls. Moreover, transgenic mice est
ablished using this construct showed increased SEAP activity both calorie restriction (CR) and candidate c
hemical-fed mice in comparison to ad libitum fed mice. Interestingly, oxidative stress resistance was corr
elated with SEAP activity of these transgenic mice. These data suggest that our bioassay would be useful t
o screen for CR mimetic photochemical both in vitro and in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 ガンや生活習慣病、神経変性疾患などの発
症リスクに「老化」が含まれている。したが
って、老化を制御することが可能となれば、
これらの疾患の発症を遅延、または抑制する
ことが可能となる。酵母や線虫などの下等生
物では、インスリンシグナル系の分子機能を
改変することで老化の制御が可能となって
いる。 
 哺乳類を含む多くの生物種において、食餌
カロリーを制限することは、寿命を延長させ
るとともに、老化関連疾患の発症を遅延させ
る確実な方法として知られている。カロリー
制限による抗老化作用にも、インスリンシグ
ナル系の関与が示唆されていることから、こ
のシグナルを標的とした高等生物における
老化制御機構の解明が、現在世界中で盛んに
行われている。それらの研究の多くは不老不
死を目指した夢物語ではなく、老化疾患改善
薬の開発を目指したものである。 
 米国の一部のベンチャー企業はすでに開
発した薬剤を、ガンや糖尿病の治療薬として
臨床試験を実施している。このような薬剤は
純国産で開発できなければ、莫大な特許使用
料等を他国に支払う必要性が生じ、我が国の
医療費のさらなる増大を招く恐れがある。急
激な速度で高齢化が進む我が国において、イ
ンスリンシグナル系による老化制御機構を
明らかにし、その応用により、健康で活動的
な人生の期間を延長させる方法を開発する、
長寿科学の推進は、科学的のみならず社会学
的にも重要な喫緊の研究課題である。 
 
２．研究の目的 
 老化関連疾患を抑制する方法として、食餌
カロリー制限とインスリンシグナルの抑制
が知られている。しかし、その本態は不明で
ある。申請者は、その本態に重要であると示
唆される特異的DNA配列(cis-エレメント)を
同定した。この配列に結合する転写因子は、
抗老化に関わる遺伝子発現を調節する、情報
統括の役割を果たしていると考えられる。本
研究では、この配列の活性化の様子を分泌型
レポーターアッセイシステムと組み合わせ
ることで in vitroおよび in vivoにおいて、
リアルタイムでモニタリングできるシステ
ムを構築する。さらに、これまでに同定され
ている機能性分子の老化疾患改善剤として
の再評価、および化合物ライブラリーのスク
リーニングによる新規物質(リード化合物)の
単離を目指す。また、作用メカニズムの解明
を通じて本実験系の科学的基盤を築くとと
もに、成果として得られたリソースは広く研
究者に提供し、当該および関連研究領域の発
展を期す。これらの研究を通してカロリー制
限による抗老化作用に重要な細胞内シグナ
ル伝達系の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
 我々が同定した、老化疾患の予防に関連す

る遺伝子の発現を一括して制御すると示唆
される、転写因子が結合配列をもちいてレポ
ーターアッセイ系を構築した。レポーターは、
酵素反応によって検出が容易な分泌型アル
カリフォスファターゼ遺伝子 (SEAP: 
secreted alkaline phosphatase)をもちいた。  
 In vitro 系においては 2種類のマウス肝臓
由来培養細胞(SV40 細胞および TLR2 細胞)を
もちいて複数の構成的発現細胞株を樹立し
た。これらの細胞から定常状態でのレポータ
ーの発現を指標としてそれぞれ１系統の細
胞株を選択し、研究を行った。 
 in vivo 系においてはハイドロダイナミッ
ク法をもちいた一過性トランスジェニック
マウスを作製し、レポーターの活性化を解析
した。さらに、レポーターを構成的に発現す
るトランスジェニックマウスについても開
発を行った。 
 トランスジェニックマウスをもちいた実
験においては、酸化ストレスを発生させ、マ
ウスに対して心筋症を発症させる薬剤であ
るドキソルビシンに対する耐性亢進と投与
した候補物質、およびカロリー制限との関連
を解析した。 
 
４．研究成果 
 老化に伴って発症頻度が亢進する疾患に
対する予防・治療効果をもつ物質を探索する
レポーターアッセイ系の構築とそのシステ
ムをもちいた候補物質のスクリーニング、お
よび作用機序に関する解析を行った。培養細
胞をもちいた in vitro 系においては、高脂
血症に対する治療薬、およびその標的分子で
ある核内受容体の活性化物質等をもちいて
レポーターの発現を解析したところ、樹立し
た細胞がこれらの薬剤に応答してレポータ
ー活性が上昇する可能性が示唆された。 
 一過性トランスジェニックマウスをもち
いた in vivo 実験系により、カロリー制限を
行った動物ではこのレポーターが活性化さ
れることが確認された。このように、レポー
ターの有効性が示されたことから、構成的な
遺伝子組換えマウスをもちいた in vivo 系を
開発した。このマウスをもちいて自由摂食お
よびカロリー制限下でのレポーターの発現
を解析したところ、カロリー制限を行ったマ
ウスでは、導入されたレポーター遺伝子の発
現活性が、自由摂食群のそれと比較して有意
に上昇することが明らかとなった。次に高脂
血症等の治療薬、および既存の機能性食品成
分を餌に混ぜて投与した遺伝子組換えマウ
スにおけるレポーター活性を確認したとこ
ろ、一部の成分においてレポーターの活性化
が確認された。このレポーターの活性化と、
酸化ストレスに対する抵抗性に正の相関が
見られ、確立した実験系が in vitro および
in vivo において老化疾患を改善する物質の
探索に利用可能であることが示唆された。 
 細胞内シグナル伝達系の解析により、スト
レス誘導後の心筋細胞の機能維持に重要な



分子の発現が、機能性成分の投与、およびカ
ロリー制限を実施することによって維持さ
れており、このことがストレス耐性と関連し
ていることが示唆された。これらの成果を踏
まえ、抗老化物質に対する応答性をさらに高
めたレポーターコンストラクトを構築し、in 
vitro におけるスクリーニング系の開発を行
うとともに、２つの異なるレポーター系を導
入した細胞およびマウスの開発に着手した。 
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