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研究成果の概要（和文）：　細胞老化は細胞の増殖を不可逆的に停止する重要ながん抑制機構である一方で、加齢と伴
に体内に蓄積した老化細胞が炎症性蛋白質を分泌するSASP(Senescence associated secretory phenotype)をおこすこ
とで発がんを促す微小環境を作りだしている可能性が示唆されている。申請者は、老化細胞が分泌する発がん促進因子
に着目し解析を行い、老化細胞ではエクソソームの分泌量が亢進しており、老化細胞が分泌するエクソソームには正常
な細胞にDNA損傷応答を誘導する因子を含んでいることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cellular senescence is the state of essentially irreversible cell cycle arrest 
that can be induced by a variety of potentially oncogenic stimuli and is therefore considered to act as 
an important tumor suppression mechanism. However, the imposition of cellular senescence is also 
associated with the increasing expression and secretion of inflammatory and pro-proliferative factors. 
This phenotype, termed the senescence-associated secretory phenotype (SASP), contributes positively and 
negatively to cancer development depending on the biological context. To understand the tumour promotion 
effect of secretory factors from senescent cells, we tried to identify various secretory factors and 
found that exosome secretion is significantly increased in senescent cells. We also discovered that 
exosome from senescent cells plays as tumour promotion factors, which activates DNA damage signalling in 
normal human cells.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の正常な細胞に発がんの危険性

のある DNA 損傷ストレスが生じると、アポト

ーシスまたは細胞老化が誘導され、ストレス

を受けた細胞の増殖が阻止される。これらは、

ストレスにより遺伝子が変異した細胞がそ

のまま増殖してがん化することを防ぐ、重要

な が ん 抑 制 機 構 と 考 え ら れ て い る

（Takahashi et al., Nat. Cell Biol., 

2006）。これらのがん抑制機構のうち、アポ

トーシスをおこした細胞は死滅し後に消失

するが、細胞老化を起こした老化細胞は長期

間生存し、加齢に伴って体内に蓄積すること

が知られている（Yamakoshi & Takahashi 

et al., J. Cell Biol., 2009）。しかし一

方で、加齢と伴に体内に蓄積した老化細胞が、

様々な分泌性蛋白質を高発現する SASP

（ Senescence-associated secretory 

phenotype）という現象をおこすことが最近

報告され、老化細胞から分泌される炎症性サ

イトカインやケモカイン、細胞外マトリクス

分解酵素などの SASP 因子が、周囲の組織に

さまざまな病態を引き起こす可能性が示唆

されている。申請者はこれまで、SASP がおこ

る分子メカニズムの解析を行い、細胞老化を

誘導するようなDNA損傷シグナルがクロマチ

ンにエピジェネティックな変化をもたらし、

SASP 因子の遺伝子発現が誘導されることを

報告してきた（Takahashi et al., Mol. 

Cell, 2012）。しかし、老化細胞は既知の SASP

因子以外にも様々な物質を分泌することで

発がんを促す微小環境を作り出している可

能性が示唆されている。申請者は、老化細胞

が分泌するエクソソームが加齢に伴う慢性

炎症やがんの発症率の増加に関与する可能

性に着目して研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

本研究課題は、老化細胞が分泌するエクソソ

ームに含まれる発がん促進因子を特定し、加

齢に伴うがんの発症率増加の分子機構を解

明することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

（１）老化細胞から分泌されるエクソソーム

中の蛋白、核酸のプロファイルを明らかにす

る。 

ヒト正常線維芽細胞株（TIG-3, Hs68, 

IMR90）、ヒト正常上皮細胞株（RPE, NHEK, 

NHEM）、マウス正常線維芽細胞株（MEF）を継

代培養するか、もしくは活性化型 Ras の過剰

発現やDNA傷害誘導薬剤処理によって細胞老

化を誘導し、あらかじめエクソソームを除去

した血清を添加した培地で 48 時間培養後に

上清を回収し、超遠心法にて培地中のエクソ

ソームを回収した。その後 NanoSight を用い

てサンプルの粒子径を測定すると同時に、透

過型電子顕微鏡（TEM）を用いて CD63 抗体を

用いた免疫電子顕微鏡観察を行ってエクソ

ソームが回収されていることを検証し、老化

細胞から分泌されるエクソソームに含まれ

る分子のプロファイルを明らかにした。 

① エクソソームに含まれる蛋白を MS 解析

により同定。 

② 細胞老化の誘導前後でエクソソームに含

まれる核酸のプロファイルの変化を解析。 

 

（２）老化細胞でエクソソームの分泌が亢進

しているメカニズムを明らかにする。 

細胞老化の誘導前後でエクソソームの生

合成や分泌に関わる因子のスクリーニング

を行い、老化細胞でエクソソームの分泌量が

亢進するメカニズムを明らかにすることを

目指して解析を行った。また、個体老化の過

程や、発癌ストレスによってマウスの体液や

分泌液中に老化細胞由来のエクソソームが

増加する可能性を検討した。 

 

（３）老化細胞が分泌するエクソソームに含

まれる発がん促進因子を特定する。 



細胞老化の誘導前後で培養液中に分泌さ

れたエクソソームを回収し、正常細胞やがん

細胞に加えることで細胞におこる変化を観

察した。そして、正常な細胞に DNA 損傷応答

を誘導する因子やがん細胞の増殖能や運動

能を変化させる因子のスクリーニングを行

った。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト正常線維芽細胞株（TIG-3, Hs68, 

IMR90）、ヒト正常上皮細胞株（RPE, NHEK, 

NHEM）、マウス正常線維芽細胞株（MEF）を継

代培養し細胞老化を誘導した細胞から超遠

心法を用いて回収した分泌膜小胞の粒子径

を NanoSight で測定したところ、これまでの

報告と同様に平均直径が100nm前後の粒子が

主に回収されていた。さらにこの分泌膜小胞

の免疫電子顕微鏡観察を行ったところ、CD63

抗体に反応するエクソソームが回収されて

いることが確かめられた。この時、細胞老化

をおこした細胞では1細胞あたりのエクソソ

ームの分泌量が大幅に亢進していることが

明らかとなった。 

 次に上記の方法で回収したエクソソーム

サンプルの MS 解析を行い、細胞老化の誘導

前後でエクソソームに含まれる蛋白成分が

大きく変化することを明らかにした。 さら

に、mirVana miRNA Isolation kit（Applied 

Biosystems）を用いてエクソソーム RNA を調

整し、qRT-PCR 法にて細胞老化特異的に分泌

量が変化しているエクソソームRNAを明らか

にした。 

 

（２）老化細胞でエクソソームの分泌が亢進

しているメカニズムを明らかにするために、

細胞老化の誘導前後の細胞を用いてエクソ

ソームの生合成や分泌に関わる因子のスク

リーニングを行った。その結果、エクソソー

ムの生合成に重要なセラミド合成経路に関

わる因子の遺伝子発現が細胞老化で変化す

ることを見出した。 

そこで、セラミド合成経路の阻害剤をマウ

スに投与したところ、血中のエクソソーム量

が減少する傾向にあることを見出した。一方

で、マウスに DNA 傷害誘導薬剤を投与したと

ころ、血中のエクソソーム量が増加すること

を見出した。 

 

（３）細胞老化の誘導前後で回収したエクソ

ソームを正常細胞の培養液中に添加すると、

エクソソームの濃度依存性に細胞にDNA損傷

応答がおこることが明らかになった。エクソ

ソームに含まれる成分の中で細胞にDNA損傷

を引き起こす物質を探索し、その分子メカニ

ズムを明らかにするために解析を行い、エク

ソソームに含まれて細胞外へ分泌される新

規の炎症誘導因子を見出した。そしてその結

果をまとめて論文を執筆し、現在国際誌に投

稿中である。本研究成果から、加齢に伴い体

内に蓄積した老化細胞から分泌されたエク

ソソーム中の炎症促進因子が周囲の組織に

取り込まれることで、加齢による慢性炎症そ

して発がん率の増加に関与する可能性が示

唆された。 
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