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研究成果の概要（和文）：肥満や糖尿病、心不全といった生活習慣病は加齢とともに増加する。その病態生理の共通項
として、慢性炎症や代謝不全などが重要である。細胞老化という現象は、当初は培養細胞で観察されたが、加齢ととも
に老化細胞が臓器に蓄積することがわかってきた。p53は細胞老化を制御する最も重要な分子であるが、今回の我々の
研究によって、様々な加齢関連疾患、例えば糖尿病や血管老化、心不全の発症・進展に関与していることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：The prevalence of obesity, diabetes and heart failure increases with aging, and 
there is evidence that these age-related disorders share common pathologic features such as chronic 
low-grade inflammation and systemic metabolic dysfunction. Cellular senescence was initially discovered 
by in vitro studies, but it is now widely accepted that this process also occurs in vivo with aging. The 
p53 signaling pathway has a central role in the regulation of cellular senescence, and our study 
indicates that cellular senescence has a causative role in the progression of age-related disorders, such 
as diabetes, vascular aging, and heart failure.

研究分野：循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
 加齢に伴って、糖尿病や動脈硬化、高血圧
などの生活習慣病の罹患率が増加し、その結
果、虚血性心疾患や脳卒中の発症の基盤病態
となっている。また加齢に伴い、認知症・神
経変性疾患などの中枢性神経系疾患やがん
などもその有病率が増加し、現代の高齢化社
会の大きな課題となっている。さらに、組織
の再生能力も低下し、様々な疾患の病態を悪
化させるとともに、効果的な再生医療の障壁
となっている。しかし、加齢がどのようにし
てこれらの疾患を増加させるのかについて
は明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 加齢や過食による生活習慣病の発症には、
何らかの神経・液性因子による臓器間シグナ
ルネットワークと、それによって制御される
組織のp53依存性細胞老化シグナル活性化に
伴う組織の機能不全が重要な役割を果たし
ていることが明らかとなってきた。そこで本
研究では、細胞老化シグナルによって制御さ
れる生活習慣病の病態生理を解明し、次世代
の治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 近年、循環器疾患の発症基盤として、糖尿
病やメタボリック症候群といった代謝性疾
患が重要視されている。これらの疾患では、
肥満に伴う内臓脂肪の蓄積と、それによって
惹起されるインスリン抵抗性を惹起するの
か、また、加齢に伴ってこれらの疾患が増え
るのはなぜかといったことについては明ら
かとなっていない。一方、糖尿病患者ではテ
ロメアの短縮が亢進していることが報告さ
れており、細胞老化シグナルと糖尿病の発症
の関連性が示唆されている。そこで我々は、
テロメアの短縮しているテロメレースノッ
クアウトマウスを用いてp53依存性の細胞老
化シグナルと糖尿病の関係について調べる
ことにした。その結果、このマウスでは、脂
肪が老化するとともに慢性炎症が亢進し、悪
玉アディポカインの産生が増加することに
よって、糖尿病発症に至っていることがわか
った。２型糖尿病モデルマウスの脂肪におい
てもp53依存性の老化シグナルが活性化して
おり、慢性炎症の亢進や炎症性アディポカイ
ンの産生増加などを認めた。脂肪組織のみで
p53を欠失させることによって脂肪の老化を
阻害してみると、テロメレースノックアウト
マウスや２型糖尿病モデルマウスの脂肪組
織における慢性炎症は抑制され、インスリン
抵抗性は改善したことから、脂肪の老化シグ
ナルが慢性炎症（悪玉アディポカインの産生
増加）を介して全身のインスリン抵抗性に関
与していると考えられた。 
 これらの解析の過程において我々は、高カ
ロリー負荷による２型糖尿病モデルマウス
において、血管内皮細胞においても p53依存
性細胞老化シグナルの活性化が認められる

ことを観察した。その意義について検証する
ため、血管内皮特異的 p53欠失マウスに高カ
ロリー食負荷２型糖尿病モデルマウスを作
製することによって、糖尿病の病態生理にお
ける血管内皮細胞におけるp53依存性細胞老
化シグナル活性化の重要性について検討す
ることとした。予備実験の結果、血管内皮特
異的 p53欠失マウスにおいては、エネルギー
消費が亢進し体重の増加が抑制されている
こと、骨格筋への糖取り込みが亢進している
こと、インスリン感受性や耐糖能が改善して
いることなどを観察している。今後はこれら
の結果の再現性を確認するとともに、そのメ
カニズムについて検討を加えていく。 
 
４．研究成果 
 高血糖や脂質代謝異常などの糖尿病の病
態が、血管内皮細胞において DNA ダメージ
の一因になることを以前我々は報告した。今
回さらなる解析を行った結果、ヒト血管内皮
細胞を高グルコースならびにパルミチン添
加環境で培養するとp53蛋白の発現が上昇す
ることが分かった。また p53の主要な標的分
子である p21も転写レベル・蛋白レベルとも
に発現が亢進していた。同様に高脂肪高蔗糖
食を投与したマウスの大動脈において、
p53・p21 の発現が亢進していることも判明
した。さらにこの p53活性化が微小血管にお
いても認められるかを確認するために、肺・
骨格筋から血管内皮細胞を抽出した。表面抗
原を用いてCD31陽性CD45陰性の細胞群を
選択的に単離して解析したところ、高カロリ
ー食を負荷したマウスの血管内皮細胞では
通常食マウスと比較して有意にp53の発現が
上昇していることが分かった。 
 糖代謝における血管内皮細胞p53の役割を
評価するため、我々は血管内皮細胞特異的
p53 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (EC-p53KO: 
Endothelial cell specific p53 knock out; 
Tie2-Cre; Trp53loxP/loxP)を作成した。このマウ
スは通常食飼育下ではコントロールマウス
と同等の体重・糖代謝機能であったが、高カ
ロリー食を負荷すると食餌摂取量には変化
がないにもかかわらず有意に体重増加・脂肪
蓄積が抑えられた。またインスリン感受性・
耐糖能異常・高インスリン血症もコントロー
ルマウスより改善しており、肝臓・骨格筋・
内蔵脂肪において組織インスリン感受性の
指標であるAktのリン酸化を評価したところ
EC-p53KO マウスの方が良好な結果であっ
た。さらにインスリン抵抗性と関連する脂肪
組織での炎症性サイトカイン発現も、コント
ロールマウスに比べ EC-p53KO マウスにお
いて抑えられていることも分かった。次に
我々はエネルギー消費に着目し代謝ケージ
での評価を行ったところ、深部体温・活動量
には変化がない一方で EC-p53KO マウスの
酸素消費量が亢進していることが明らかと
なった。これに加え、エネルギー消費器官で
ある骨格筋・褐色脂肪組織への糖取り込みも



EC-p53KOマウスで亢進していた。以上の結
果から、高カロリー負荷時に活性化する血管
内皮 p53を抑制することにより、エネルギー
消費が亢進し肥満・脂肪蓄積が抑えられるこ
とで糖代謝異常が改善すると考えられた。 
 一方で、この実験に用いた Tie2-Cre マウ
スは血管内皮細胞以外にも血球系などへの
影響が報告されていることから、我々は異な
る血管内皮細胞特異的プロモーターである
Pdgfb を用いたノックアウトマウス
Pdgfb-Cre-ER; Trp53loxP/loxP を作成した。
Pdgfbは発生の段階により骨格筋や Pericyte
においても発現が認められるが、タモキシフ
ェンを用いた誘導システムによって
Pdgfb-Cre-ER は血管内皮特異的に作動する
とされ、我々の実験系でも血管内皮細胞にお
いて強く p53 ノックアウトが確認できた。
Pdgfb-Cre-ER; Trp53loxP/loxPにも同様に高カ
ロリー負荷を与え代謝機能を評価したとこ
ろ、Tie2-Cre; Trp53loxP/loxP と同じく体重減
少・インスリン抵抗性/耐糖能改善が認められ
た。 
 我々は次に血管内皮細胞でのp53の抑制が
酸素消費量を増加させるメカニズムについ
て解析を行った。マウスにおけるエネルギー
消費器官として、褐色脂肪細胞と骨格筋に着
目した。褐色脂肪細胞は電子伝達系で蓄積し
たプロトンを脱共益させ熱に変換する器官
であるが、EC-p53KOマウスでは重量や脂肪
組織形態、熱産生遺伝子である Ucp1の発現
等に有意な差を認めなかった。骨格筋は安静
時・活動時ともにエネルギー消費に大きく関
与している。これまでの報告で、骨格筋での
ミトコンドリア生合成を増加させることで
エネルギー消費量が増え食餌性肥満を抑え
ることが知られている。我々は EC-p53KO
マウスで認められる骨格筋の特徴について
詳細に検討した。 
 p53活性化が関連する様々な機能異常の中
に、一酸化窒素(NO)の合成低下がある。NO
は血管拡張や血管新生の機能のほか、ミトコ
ンドリア生合成を司ることが報告されてい
る。そこで我々は、p53による eNOS機能抑
制が骨格筋での酸素消費に影響していると
仮説を立てた。まず eNOSリン酸化レベルを
マウス大動脈で調べたところ、高カロリー食
で低下しており EC-p53KO マウスではこの
変化が改善していた。NO は Pgc−1α の発現
を介してミトコンドリア生合成を導くとさ
れているため、これに関連する因子すなわち
Pgc-1αとその転写ターゲットである Nrf-1・
Tfam を評価した。p53 を過剰発現した血管
内皮細胞を骨格筋細胞と共培養を行ったと
ころ、血管内皮細胞で eNOSのリン酸化が低
下するとともに骨格筋細胞での Pgc−1α・
Nrf-1・Tfamの発現が低下していた。In vivo
においても、高カロリー食を負荷したマウス
の骨格筋で Pgc−1αの発現が低下しておりミ
トコンドリアの量的指標である DNA 量も低
下していることが分かった。EC-p53KOマウ

スではこれらの変化が有意に改善しており
血管内皮細胞p53に依存した変化であること
が証明された。 
 さらに血管内皮細胞p53とeNOSの関連を
調べるため、血管内皮細胞 p53と eNOSのダ
ブルノックアウトマウスを作成した。このマ
ウスに高カロリー食負荷を与えると、
EC-p53KOで見られた Pgc-1α発現ならびに
ミトコンドリア DNA 量の増加はキャンセル
され、糖代謝機能の改善も消失した。以上の
ことから、血管内皮細胞 p53によるエネルギ
ー消費量の変化は eNOS 活性を負に制御す
ることで生じたミトコンドリア生合成の阻
害であることが明らかとなった。 
 これまでに eNOS のプロモーター領域に
p53結合エレメントがあることが知られてお
り、p53により抑制的に転写調節されると報
告されていた。しかし今回の我々のマウスモ
デルでは、p53の活性化によって総蛋白量に
は変化を認めずリン酸化レベルに有意な差
がみられた。したがって、転写調節とは異な
るメカニズムが存在すると考え検証を行っ
た。eNOSリン酸化に関わる上流因子を評価
したところ、ヒト血管内皮細胞において p53
はAktのリン酸化を抑制していることが分か
った。過去の報告をもとに p53の転写標的因
子の中から Akt リン酸化を負に制御する
PTENと PHLDA3について評価を引き続き
行った。これらの因子はガン細胞において
p53との関連が報告されていたが、いずれも
血管内皮細胞においてもp53により転写が亢
進することが我々の実験から明らかになっ
た。さらに p53による Akt-eNOSリン酸化制
御に関わっているか評価するために siRNA
を用いた実験を行ったところ、PTENのノッ
クダウンによってのみp53依存性のリン酸化
抑制がキャンセルされた。したがって、血管
内皮細胞 p53 は PTEN の転写調節を介して
Akt-eNOS経路のリン酸化を抑制しているこ
とが明らかとなった。 
 これまでの報告で Pgc-1α は骨格筋におい
て糖輸送分子Glut4の発現を上昇させること
が知られている。高カロリー食負荷での
EC-p53KO マウスではコントロールマウス
で悪化していた糖取り込みが改善していた
ため、我々は Glut4の関連を考え評価を行っ
た。しかしながら骨格筋における Glut4の転
写には有意な差を認めなかった。そこで血流
から血管内皮細胞を介して骨格筋へ糖を輸
送するメカニズムを考えた。Glut1は血管内
皮細胞に発現する糖輸送分子の１つであり、
ガン細胞においてp53によって発現が抑えら
れていることが知られている。今回培養血管
内皮細胞で評価を行ったところ、p53によっ
てGlut1の転写が抑制されていることが分か
った。そこで２層式の培養皿をもちいて糖分
子の輸送実験を行うことにした。２層を隔て
た面に物質が移動できる多数の穴があいた
器具を使用しここに血管内皮細胞を敷き詰
め、上層にのみアイソトープ標識を施したグ



ルコース分子を添加してその移動を観察し
た。その結果、高血糖状態で培養した血管内
皮細胞ではグルコースの移動が低下してお
り、これがp53依存性であることが分かった。
さらにGlut1をノックダウンした血管内皮細
胞では糖輸送が著しく低下しp53依存性の糖
輸送変化が消失したことから、血管内皮細胞
p53はGlut1の抑制を介して糖分子の輸送を
制御していることが示唆された。 
 この機能をマウス生体内で評価するため
に、Glut1をノックアウトする実験を行った。
EC-p53KO マウスとコントロールマウスに
Glut1 をノックアウトする siRNA 試薬を静
注して骨格筋への糖取り込みを評価したと
ころ、高カロリー負荷時に見られていた糖取
り込み改善が見られなくなった。よって生体
内においても血管内皮細胞p53はGlut1を介
して糖取り込みを制御していることが明ら
かとなった。 
 DNA ダメージを認識し活性化される p53
は、常時転写されるとともにストレス非存在
下では速やかに分解される機構のもとで制
御されている。これを司る分子が Mdm2 と
Mdm4である。我々はこのメカニズムを用い
て p53 過剰発現マウスを作成した。前述の
Pdgfb-Cre-ER マウスと交配して血管内皮細
胞特異的 Mdm4 ノックアウトマウス
(EC-Mdm4 KO; Pdgfb-Cre-ER; 
Mdm4loxP/loxP)を作成、高カロリー負荷を行っ
て評価を行ったところ、このマウスでは血管
内皮細胞においてp53が過剰発現されており
コントロールマウスと比較して eNOS リン
酸化低下・Pgc-1α転写抑制・Glut1発現低下
が確認された。このマウスの代謝機能を評価
した結果、EC-p53KOとは反対にインスリン
感受性・耐糖能異常の悪化がみられ、脂肪蓄
積の増加ならびに肥満が悪化することが分
かった。以上の結果より、血管内皮細胞での
p53活性化は骨格筋への糖取り込み・ミトコ
ンドリア生合成の障害を促進し脂肪蓄積や
炎症惹起を起こすことで肥満とそれに関わ
る代謝異常を増悪させることが我々の研究
から明らかとなった。 
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