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研究成果の概要（和文）：加齢の進行とともに起こる運動機能障害は健康寿命の最大の阻害要因である。本研究
では、運動器の再生と機能維持を担う組織幹細胞の老化について、骨髄と筋組織に存在する幹細胞を題材に様々
な階層での遺伝子発現調節機構について研究を行なった。老化モデルマウス、ヒト検体を用いた解析により幹細
胞減少と異常な分化を引き起こすメカニズムを明らかにするとともに、遺伝子導入による治療の可能性を示す研
究結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Dysfunction in locomotive tissues occurs with aging is the important 
impediment to QOL. In this study, we investigated molecular mechanism of stem cell aging focusing on
 the gene regulatory mechanisms at various levels. Using bone marrow and muscular tissues from aging
 model mice and humans, we clarified the mechanisms causing stem cell depletion and abnormal 
differentiation and obtained the notion indicating the possibility of therapeutics to recover the 
stem cell function by gene transferring.

研究分野： 再生医学

キーワード： 幹細胞　幹細胞老化　再生医療　運動器　遺伝子発現　遺伝子治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞老化は、高齢者にみられる組織機能の低下や様々な加齢性疾患の原因になりうるが、その原因や危険因子
については未解明な点が多い。本研究では筋組織と骨髄組織に存在する幹細胞について、幹細胞老化を引き起こ
す原因と幹細胞劣化に至るメカニズムの一端を明らかにした。本研究成果は組織の劣化を定量的に評価する診断
法や、機能回復を目指した遺伝子治療法の開発に結びつく可能性がある。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 

超高齢化の進行にともない加齢に関連する慢性疾患が増加しており、医療経済の面からも健康

寿命の延長は極めて重要な課題になっている。特に、加齢の進行とともに起こる運動機能障害は

健康寿命の最大の阻害要因であり、骨粗鬆症、変形性関節症、筋萎縮を伴う加齢性運動器症候群

（ロコモティブシンドローム）は、罹患者数の多さと認知症やうつ病など重大な疾患を合併する

リスクが高いため、対応策の策定は喫緊の課題となっている。 

近年、組織恒常性の維持における幹細胞の役割と重要性が明らかになってきている。組織幹細

胞は分裂分化による体細胞の供給のほか、サイトカインの産生や代謝物の交換を通し体細胞や

他の組織幹細胞の制御を行うことで組織全体のメンテナンスを行う。筋、骨格系における組織幹

細胞には、筋芽細胞の前駆となる筋衛星細胞（Muscular Satellite Cell: MuSC）と骨軟骨の前

駆となる間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）が存在する。加齢に伴い筋組織内の MuSC

が減少することは申請者らを含め多くの実験で確認されており、老化 MuSC では活性化した

p38MPAK により自己複製が撹乱されること（Bernet JD., Nature Med 2014.Rozo M., Nature Med 

2016）老化 MuSC は筋細胞ではなく線維芽細胞へ分化傾倒すること（Carlson  ME., Aging Cell 

2009）、全ゲノムメチローム解析により加齢 MuSC では自己複製因子がメチル化されていること

（Bigot et al., Cell Rep 2015）など転写活性と形質発現を結びつけるメカニズムも解明が進

んでいる。また最近、scM&Tseqを用いて、加齢 MuSC のプロモーター領域におけるメチル化はヘ

テロ化しており、不均一な遺伝子発現により幹細胞性が失われることが発見されている

（Hernarando-Herraez et al., Nature Commun 2019）。加齢に伴う MuSC の細胞数減少に伴い筋

組織の退行とサイトカイン（ミオカイン）の減弱が生じることもわかっている。MSC についても

他の幹細胞と同様、細胞数の減少と多分化能の減衰といった形質変化が報告されている。 

MSC の老化と組織の機能低下の直接的な関係性は明らかになっていないが、MSC が関節滑膜、

筋組織、脂肪組織、骨髄内などに広く存在し、サイトカインやエキソソームの分泌を介した周辺

細胞の恒常性維持に寄与していることを考えると、加齢性の組織退行と MSC の老化が関連して

いる可能性は高い。一方、MuSC や MSC の老化に伴う分化能力の変化、遺伝子発現、エピゲノム

状態変化における一貫した結論はなく、運動器の加齢性変化における幹細胞老化の重要性につ

いては明確でなかった。一方、MuSC や MSC といった幹細胞の老化の原因や老化によりもたらさ

れる形質を正しく理解することは、細胞移植の分野においても極めて重要である。現在、MSC を

用いた細胞移植医療が普及しているが、年齢と細胞の品質の関係性、治療効果に対する治験は限

られている。高齢ドナーから得られる MSC や MuSC の増殖能力、継代培養に対する耐性は若齢ド

ナーに由来する幹細胞の特性とは明らかに異なっており、臨床効果を正確に予測する指標の開

発あるいは幹細胞性を回復させる技術の開発は重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、運動器の再生と機能維持を担う組織幹細胞である MuSC と MSC の老化につい

て、加齢により生じる特性の変化を明らかにすること、幹細胞の加齢性変化をもたらす因子を明

らかにすることである。細胞移植の分野においては「培養後の老化形質」を理解する必要がある。

ドナーの年齢により、MSC や MuSC の増殖能力、継代培養に対する耐性は明らかに異なる。一方、

サイトカイン産生能力や脂肪、筋分化におけるドナー年齢による能力差については一貫した結

論は出ていない。ドナー年齢により差が出やすいとされる骨分化能力についても、培養条件によ

って解決されるといった報告もある。このことから、幹細胞の老化形質にはドナー年齢に影響を

受けにくいか、あるいは培養下で大きく変化し、in vivoでの特性を把握できていないものが存

在する可能性がある。本研究では、フローサイトメトリーにより組織から直接幹細胞および前駆

細胞の分画を採取し、RNA シークエンス（RNAseq）、NET-CAGE、マイクロアレイ等の OMICS によ

り解析を行う。さらに本研究では、老化により著しく減少する転写因子を遺伝子治療用ステルス

型センダイウイルス（SRV）で補充し幹細胞の若返りを試みる。SRVは MSC や MuSC といった通常

遺伝子導入が困難な初代細胞に対してもほぼ 100%の感染成績を示し、数ヶ月に渡り高い遺伝子



 

 

発現を維持する。さらに、細胞の自然免疫を回避しインターフェロンの誘導を起こさず、siRNA

による除去も可能である。SRVによりクロマチン構造の変化や転写活性に関わる遺伝子を導入し、

移植細胞の品質を改善できるかどうかを検討した。 

 

３．研究の方法 

幹細胞老化の原因や形質が未だ未解明であり、また、組織機能の低下との関連性が不明確であ

る原因として、組織を構成する全細胞に占める幹細胞の割合が非常に低率であることが大きな

理由である。また、MuSC、MSC を組織から取り出し長期間培養を行うと、急速に老化（Senescence）

する、あるいは形質が変化してしまい、体内の状態を正しくモデルできないという問題もある。

そこで本研究では、若齢（３週齢）、加齢（1.5 年齢）マウス、老化モデルマウス SAMP8 マウス

を用い、骨髄、筋組織を材料とし、大腿骨、大腿筋をクリーニング後にコラゲナーゼ処理し、CD45-

/Ter119-/PDGFRa+/Sca1+ (PaS)として MSC を、CD11b-/CD31-/CD45-/Inta7+/CD29+として MuSC を含

む筋幹・前駆細胞（MPC）を、さらに MPC から CD34+/CXCR4+を発現する細胞を筋衛星細胞 MuSC と

して分離した。MSC、MPC を取り出したのちに 1 週間程度の初代培養で最小限の拡大培養を行い、

トランスクリプトーム解析、NET-CAGE 解析を行なった。 

MSC、MuSC において、加齢により大きく影響を受ける遺伝子を抽出後、強制発現および siRNA

による抑制実験を行い、未分化性、分化能力、増殖の変化を観察した。 

また、研究を進める中で、特に筋組織において MPC の幹細胞性を喪失させる因子として、筋-

脂肪連関に着目した。幹細胞に加齢性変化を誘導する分子として脂肪細胞より発現する Exosome

を超遠心により採取、精製し、miRNAアレイおよび RNA シークエンスにより内包される miRNA を

解析した。また、老化脂肪細胞由来 Exosome において特に高い発現を示す miRNA について、MuSC

での強制発現あるいは抑制を行い、細胞の増殖、筋分化への作用について解析を行なった。 

さらに、本研究では、遺伝子治療技術を用い幹細胞老化治療の可能性を探ることを最終的な目

的としていた。遺伝子治療用ステルス型センダイウイルス（SRV）は MSC や MuSC といった通常遺

伝子導入が困難な初代細胞に対してもほぼ 100%の感染成績を示し、数ヶ月に渡り高い遺伝子発

現を維持する。さらに、細胞の自然免疫を回避しインターフェロンの誘導を起こさず、siRNA に

よる除去も可能である。加齢により発現が低下している、あるいは過去の文献で細胞老化の影響

により減弱することが報告されている転写因子を中心に、これらを発現する SRVを作製し、MSC

への導入と幹細胞性の変化を観察した。また、特に変化の大きい転写因子については NET-CAGE

を用い、より詳細な解析を行なった。 

なお、本研究で実施した動物実験は近畿大学医学部実験動物委員会の承認のもとに実施した。

また、ヒト組織については、近畿大学医学部倫理委員会の承認のもとで手術の際に廃棄される組

織あるいは露出する組織、血液の一部を非侵襲的に採取した。全て提供者の同意の上で検体の採

取と研究への使用を行った。 

 

４．研究成果 

 まず、幹細胞の加齢変化を抽出するため、若齢および加齢マウス骨髄より初代培養細胞を作製

し、NET-CAGEおよび RNAseqによる網羅的な解析を行なった。また、若齢マウス、加齢マウスの

大腿部より FACSを用いてMPCを採取し、微量 RNAを対象とするマイクロアレイ解析を実施した。 

骨髄 MSC においては、in vivoで見られる加齢性組織変性を反映するような幹細胞性維持の破綻

に直結するような遺伝子発現の変化は認められなかった。 



 

 

一方、MPC は MSC にくらべ組織含有量が多く、

加齢マウスにおいても FACSでの採取と解析が十

分に可能であった。MPC、MuSC とも加齢マウスで

の著しい現象が認められた（図１）。 

組織より直接抽出した MPC についてトランスク

リプトーム解析を行なったところ、染色体の分

離・分配に関わる遺伝子である Nek2の遺伝子発

現が加齢により低下することを発見した。Nek2

は MPC の増殖に必須であり、抑制した細胞では

アポトーシスの発生と細胞数の減少が認められ

た。Nek2を抑制した MPC では幹細胞性に関する

遺伝子が低下しており、一方で Mrf4、Myf5といった分化関連遺伝子の上昇が認められた。さら

に、ヒト初代 MPC において Nek2の抑制を行なったところ、自己複製の低下と分化の促進が認め

られ、NeK2の機能はマウスとヒトで保存されていることが明らかになった（図２）。本研究によ

り、筋組織の幹細胞では老化により Nek2の

発現が低下しており、自己複製の低下と分

化の促進が生じることで、幹細胞の減少を

招いていることが明らかになった。 

 筋組織における幹細胞の加齢性変化につ

いての検討を進める中で、加齢筋組織では

異所性の脂肪蓄積が進行しており、加齢に

よる脂肪組織の蓄積と筋幹細胞の量には逆

の相関がある可能性が示唆された。そこで

我々は、加齢マウスの脂肪組織を若齢マウ

スへ移植し、筋幹細胞の変化を観察した。加齢マウスの脂肪を移植した若齢マウスでは MPC の存

在率が一時的に減少していた（図３）。我々は、脂肪組織から産生される Exosome が MPC の増殖

を抑制、あるいは分化を促進していると考え、若齢および加齢マウス脂肪組織より Exosome を抽

出し、in vitro で MPC への添加を行なった。その結果、加齢マウスに由来する Exosome（Ag-

exosome）は MPC の増殖を抑制した。Exosome 内の miRNA を解析したところ、Ag-exosome の中に

は Let-7d-3p が存在していることが明らかになった。さらに、外科手術の際の廃棄脂肪組織を用

いて Let-7d-3pの発現を観察したとこ

ろ、高齢者の脂肪組織では Let-7d-3p

の発現が上昇していることがわかっ

た（図４）。Let-7d-3pは転写因子HMGA2

を標的としており、MPC での HMGA2の

低下は細胞の増殖と未分化性の低下

を誘導すること、同経路はマウスとヒ

トで保存されていることを確認した。

本研究により、加齢組織での幹細胞性

は、脂肪組織の増大など組織組成の変

化とexosomeを介したmiRNAによる抑

制的制御により抑制的に制御されて

いることが明らかになった。 

  本研究の目的は、筋や骨髄で加齢により生じる幹細胞性の低下メカニズムを明らかにするこ

とと、加齢により低下した転写因子を、SRVを用いた遺伝子導入により補うことで、幹細胞性を

上昇させる技術を開発することであった。我々はトランスクリプトームおよび PCR 解析の結果

と過去の報告から、NANOG、SALL4、HMGA1、PCGF6、TWIST1を SRVに組み込み、MSC で発現させた。

図１.若齢、加齢マウス筋組織における MPC および MuSC の割合 

図 2.NEK2 の発現抑制で誘導される幹細胞性の低下 

図 3. 加齢マウスの脂肪移植により筋組織の幹細胞は減少する 



 

 

その中で、TWIST1 の発現による変化は顕著であり、若齢ドナーから取得される MSC に特徴的な

高い増殖、遊走性、細胞サイズの低下が誘導さ

れた。TWIST1 発現 MSC では ID 遺伝子や Notch1

をはじめとする幹細胞性維持因子の発現が上

昇しており（図５）、細胞老化による TWIST1の

発現低下が幹細胞老化における幹細胞性喪失

の大きな原因となっていることが明らかにな

った。SRV-TWIST1 導入 MSC は高い増殖性を維

持していたが、脂肪分化、骨分化への抵抗性を

示し、遺伝子導入による幹細胞性の向上、細胞

老化からの回復に応用するためには、SRVの制

御技術の開発が必要であると考えられた。 

 本研究では、組織幹細胞の不均一性により

当初予定していた NET-CAGE、ATAC-seqによる

ゲノム構造および活性の解析について明瞭な

データを得ることはできなかった。 

 

 

 

しかしながら、微量 RNA を対象としたマイクロアレイ

解析や RNAseqを駆使することで、筋組織の幹細胞にお

ける加齢性変化とその原因の一端が明らかになった。

また、SRV 技術を応用することで、当初の目的であっ

た、転写因子の発現による幹細胞性の回復について重

要な知見が得られた。本研究で得られたデータセット

や知見をもとにさらに研究を進めることで、幹細胞老

化と組織機能の低下についての本質的な理解が進むと

考えられる。 

 

図 4.脂肪由来 Exosome に含有される Let-7d-3p は筋幹細胞の増殖、

未分化性を抑制する。  

図 5. TWIST1 の強制発現は MSC の未分化性と増殖性を促進する。  
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