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研究成果の概要（和文）：近年、分子遺伝学的解析から、老齢個体から人工的に老化細胞を除去すると、加齢性
疾病の発症が有意に遅れ、さらには寿命そのものも延長することがわかり、老化細胞の蓄積が個体老化の主な原
因の一つであることが示された。しかし、生体内における老化細胞の誘導・除去・蓄積のメカニズムや、老化細
胞が個体老化を引き起こす分子基盤は不明な点が多い。本研究では、一細胞レベルで老化細胞を同定・単離・ト
レース可能なマウス、および老化細胞特異的な遺伝子改変マウスを樹立・解析することで、生体内における老化
細胞の誘導・除去・蓄積の機構やその役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recently, molecular genetic analysis has shown that artificially removing 
senescent cells from old individuals significantly delays the onset of age-related diseases and even
 extends life span itself, indicating that the accumulation of senescent cells is one of the main 
causes of individual aging. However, the mechanisms of induction, removal, and accumulation of 
senescent cells in vivo and the molecular basis for senescent cell-induced individual aging remain 
unclear. In this study, we establishedand analhyzed mice in which senescent cells can be identified,
 isolated, and traced at the single-cell level, and genetically engineered mice specific for 
senescent cells, to clarify the mechanisms of induction, removal, and accumulation of senescent 
cells in vivo and their roles.

研究分野： 老化生物学

キーワード： 細胞老化　細胞周期　一細胞解析　慢性炎症　非アルコール性脂肪肝炎　個体老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
老化細胞を一細胞レベルで同定・検出できるマウスを用いた老化細胞の動態・性状解析により、生体内における
老化細胞は多様性に富んでいることを見出すとともに、がん治療でも使用されている免疫チェックポイント阻害
剤の老化病態治療への応用につながる知見を得ることができた。また、老化細胞の蓄積やそれを起点とした慢性
炎症が個体老化や加齢関連疾患の病態の基盤であることも明らかにすることができた。本研究成果は、21世紀の
先進医療において重要課題の一つである老化・老年病の予防法の開発につながるとことが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会を迎えた日本にとって、健康寿命の延長は最大の懸念事項である。健康寿命の延長
には、医療システムの改革や生活習慣病、食習慣等の改善が有効な手段であることは明白である。
しかし、抜本的な対応には老化制御機構の俯瞰的理解と、老化に伴う加齢性疾病や、臓器・組織
の機能低下を予防する技術の開発が必要不可欠である。近年、マウスモデルを用いた分子遺伝学
的解析から、個体の老化制御についてパラダイムシフトが起こった。すなわち、老体個体から人
工的に老化細胞を除去すると、動脈硬化や腎障害などの老年病の発症が有意に遅れ、さらには寿
命そのものも伸びることが示された（Nature 2011, 2016）。この原因として、培養細胞レベルで
の解析では、老化細胞の有する炎症性サイトカインや増殖因子を分泌する表現型『SASP : 
Senescence-Associated Secretory Phenotypes』によって、組織微小環境に慢性炎症場が形成さ
れるのではないかと考えられている（図 1、 Y. Johmura et al. Cancer Science 2016）。 
 研究代表者はこれまでの研究において、細胞老化誘導には、がん抑制遺伝子 p53 の活性化によ
って細胞周期の G2期から直接 G1 期に移行し、M 期をスキップすることが重要であることを明ら
かにした。（Y. Johmura et al. Molecular Cell 2014、Scientific reports 2016）。一方、老化
細胞特有の性質である SASPには、老化過程におけるメチル化 p53の分解が必要であり、これら
がユビキチンリガーゼ Fbxo22 により制
御されていることを明らかにした（Y. 
Johmura et al. Nature communications 
2016）。さらに、研究代表者の研究より得
た知見を応用して DNA 損傷非依存的に誘
導した老化細胞の安定的な培養法の確立
に成功しており、この培養系と shRNA ゲ
ノムワイドスクリーニングを組み合わせ
た解析から、SASPを中心とする老化細胞
機能を制御する鍵分子を見出しており、
培養細胞レベルでの老化誘導・SASP 発現
の分子メカニズムの理解に貢献してき
た。 
 しかし、生体内において、どのような細胞種が老化細胞になりうるのか、老化細胞がいかなる
刺激で誘導・除去・蓄積するのかについては解析が進んでいない。さらには、生体内において老
化細胞が SASP を介して周囲の細胞の遺伝子発現や細胞表現形にどのような影響を与えているか
は全くもって不明である。これらの重要課題の究明がなされてこなかった大きな要因として、生
体内における老化細胞を一細胞レベルで検出することが困難であることや、老化細胞特異的な
遺伝子改変マウスや時期・組織特異的に細胞老化誘導を可能にするようなマウスを用いた実験
系が存在しないことなどが挙げられ、新たなモデルマウスの樹立・解析が強く望まれているのが
現状であった。 
 

２．研究の目的 

(1) 遺伝子工学的アプローチによる細胞系譜解析により老化細胞を蛍光標識することで、世界
で初めて老化細胞を個体で同定・単離・トレースを可能にするマウス樹立・解析することで、加
齢や肥満・糖尿病・発がんなどの病態に伴う個体内での老化細胞の局在やダイナミクスを解析し、
老化研究でもっとも重要な課題の一つである、『生体内における老化細胞の誘導・除去・蓄積の
メカニズムやその役割』を明らかにすることを目的とした。さらに、各臓器・組織より老化細胞
を FACS でソーティングし、包括的 1 細胞遺伝子発現解析により老化細胞の遺伝子発現の共通性・
特異性（シグネチャー）を決定することで、生体における老化細胞の誘導原因や機能を明らかに
することも目指した。 
 
(2) p16-CreERT2 マウスによる老化細胞特異的な遺伝子改変を利用して、老化細胞選択的な除
去マウスや SASP 抑制マウスを構築・解析することで、老化細胞の蓄積や老化細胞から生じる炎
症応答が個体老化や加齢関連疾患の病態に与える影響を解析することを目的とした。 
 
(3) 老化細胞誘導の主要制御因子である p53 を細胞周期特異的に発現するシステムを利用した
全身性・組織特異的な細胞老化誘導マウスを樹立・解析することで、老化細胞の蓄積が組織およ
び周辺細胞群に与える影響を組織切片解析、および生理・病理解析により明らかにすることを目
的とした。  

 

３．研究の方法 

(1) 16INK4A プロモーターの下流に CreERT2 リコンビナーゼ遺伝子を組み込んだ老化細胞特異
的ノックアウトや遺伝子発現を可能とする『p16-CreERT2 マウス』を樹立した。さらに p16-



CreERT2マウスと ROSA26-CAG-lsl-tdTomatoマウスを交配することにより、タモキシフェン(TAM)
投与依存的に老化細胞を蛍光標識することで、世界で初めて老化細胞を個体で同定・単離・トレ
ースを可能にする『p16-tdTomato マウス』を樹立した。p16-tdTomato マウスを用いて、様々な
週齢・病態における組織・臓器（脳、心臓、肺、腎臓、肝臓、皮膚）を、共焦点顕微鏡を用いた
組織切片解析やイメージング解析を行い、老化細胞の割合の変化や老化細胞になる細胞種を同
定するとともに、透明化技術を用いた解析により、組織内の三次元動態を解析した。さらに、明
らかになった局在情報をもとに、老化細胞とその周辺細胞を含む組織片を用いて、老化細胞が生
じる前後で包括的 1 細胞遺伝子発現解析を行った。 
 
(2) 老化細胞選択的な除去マウスを樹立するために、p16-CreERT2 マウスと ROSA26-lsl-DTR-
IRES2-tdTomato マウスを交配することにより、タモキシフェン投与依存的に老化細胞選択的に
除去できる『p16-DTR-tdTomatoマウス』を樹立した。一方、SASP の主要制御因子である NF-kappaB
の抑制因子 IkappaBのドミナントネガティブ体である IkappaB-S32AS36A を Cre 活性依存的に発
現させることができる『ROSA26-CAG-lsl-IkappaB-S32AS36Aマウス』を構築した。さらに、この
マウスを p16CreERT2 マウスと交配するころで、SASP抑制モデルである『p16- IkappaB-S32AS36A
マウス』を樹立した。上記のマウスを用いて、加齢関連疾患である非アルコール性脂肪肝炎や腎
不全の病態に対する影響を解析した。 
 
(3) 時期・組織特異的に細胞老化を促進可能なマウスを樹立するために、細胞周期 G2 期におい
てのみ活性化 p53を発現できる p53TSD-geminin 融合遺伝子を構築した。さらに、この融合遺伝
子を Cre活性依存的に発現させることができる『ROSA26-CAG-lsl-p53TSD-geminin マウス』を構
築した。さらに、このマウスを CAG-CreERT2 マウスと交配するころで、たもきしふぇん投与依存
的に全身性に細胞老化を誘導できる『CAG-p53TSD-geminin マウス』を樹立した。上記のマウス
を用いて、若齢期にタモキシフェンを投与することで、全身性に細胞老化を誘導した際の表現型
の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) p16INK4Aプロモーターの下流に CreERT2リコンビナーゼ遺伝子を組み込んだ老化細胞特異
的ノックアウトや遺伝子発現を可能とする『p16-CreERT2 マウス』を樹立することに成功した。
さらに p16-CreERT2 マウスと ROSA26-lsl-tdTomato マウスを交配することにより、タモキシフ
ェン投与依存的に老化細胞を蛍光標識することで、世界で初めて生体内の老化細胞を一細胞レ
ベルで同定・単離・トレースを可能にした。実際に、この『p16-tdTomatoマウス』を用いて、正
常・非アルコール性脂肪肝炎を誘導した肝臓における一細胞 RNA-seq 解析を行った結果、正常肝
臓でもっとも老化細胞の割合が多かった肝類洞壁内皮細胞では、細胞老化に伴いタンパク質の
品質管理に関わる機能が低下することが示唆された。また、次に老化細胞の割合が多かったクッ
パ―細胞では、細胞老化に伴い免疫機能の低下とともに、肝類洞壁内皮細胞様に遺伝子発現パタ
ーンを示すことが明らかになり、細胞の同一性の喪失が生じていることが示唆された。一方、非
アルコール性脂肪肝炎を誘導した肝臓においては、正常肝臓で認められた肝類洞壁内皮細胞や
クッパ―細胞の変化に加えて、多くの免疫細胞で老化細胞が認められることが分かった。特にマ
クロファージ細胞では、培養細胞を用いた解析で報告されているように、炎症機能の増強が認め
られることが分かった。これらの結果は、病態に応じて様々な細胞種が老化細胞になることや細
胞種ごとに異なる特徴的な遺伝子発現プ
ロファイルを示すことを示している（図
2、Cell Metabolism 2020）。一方、自然
加齢した『p16-tdTomato マウス』を用い
て、様々な臓器・組織における老化細胞の
一細胞 RNA-seq 解析を行った。皮膚に関し
ては、様々な細胞種において老化細胞が存
在することが認められたが、特に線維芽細
胞において多く認められた。また、老化線
維芽細胞における遺伝子発現変化を解析
したところ、線維化の促進に関わる遺伝子
の発現が高いことが明らかになった。ま
た、腎臓に関しても様々な老化細胞種が同
定されたが、その大部分は近位尿細管細胞であることが分かった。また、その特徴として、水分
子輸送に関わるアクアポリン関連遺伝子群の発現が高いことも分かった。肝臓に関して、非アル
コール性肝炎病態モデルで老化細胞が多く認められた血管内皮細胞やクッパー細胞などの非実
質細胞に加えて、肝実質細胞において多くの老化細胞が認められた。その遺伝子発現の特徴とし
て、その他の非実質細胞種のマーカーを発現する、いわゆる『細胞系譜の不安定』が認められた。
このように、自然加齢においても多様な細胞種が老化細胞になることや細胞種ごとに異なる特
徴的な遺伝子発現プロファイルを示すことが明らかになった。これらの結果より、これまで考え
られていた以上に生体内における老化細胞は多様性に富んでいるという新しい概念を構築する
ことができた。 



一方、研究開始当初は予期していなかったが、一細胞遺伝子発現解析から、老化細胞の一部は
免疫チェックポイント関連遺伝子 PD-L1 の発現が高いことも見出した。実際にフローサイトメ
トリーを用いた解析や組織免疫染色の解析により、タンパクレベルでの発現も確認できた。また、
細胞追跡実験により、PD-L1 陽性細胞は加齢に伴い体内に蓄積しやすいことも見出した。加えて、
免疫チェックポイント阻害剤である抗 PD-L1 抗体の投与により、老化細胞の除去が可能である
ことや様々な加齢性変化を改善できることを見出した（Nature 2022）。この結果は、不明な点
が多かった老化細胞の蓄積機構の基礎的な理解が進むことに加え，現在，がん治療でも使用され
ている免疫チェックポイント阻害剤の老化病態治療への応用といった新たな展開がもたらされ
ることを示唆している。 
 
(2)  ジフテリア毒素（DT）依存的に tdTomatoで標識された p16陽性細胞を除去可能なマウス
モデル(p16-DTR-tdTomato マウス)を樹立
に成功した。このマウスに対し、コリン欠
乏・低メチオニン高脂肪食飼料(CDA-HFD)
を与えることで NASH を誘導し、老化細胞
の除去による影響の検証を試みた。6 週間 
CDA-HFD を与え、後半の 3 週間で p16 陽性
細胞を除去したところ、肝臓の脂肪化や炎
症が改善することが明らかとなった（図
3）。この結果から、p16 陽性細胞を除去す
ることで NASH の進行を抑制できるのでは
ないかということが考えられる。 
一方、横紋筋融解症急性腎障害において老化細胞の動態や除去による影響の解析を行った。そ

の結果、この急性腎不全モデルにおいて老化細胞は腎臓皮質中の近位尿細管上皮細胞に多く認

められること、それを遺伝学的に除去すると腎機能が改善することが分かった。 

さらに、老化細胞の特徴的な機能の一つである SASP と呼ばれる炎症亢進機能を抑制できるマウ

スモデルの樹立に成功した。このマウスモデルにアデニン食餌性慢性腎不全を誘導したところ、

野生型マウスでは腎臓皮質に認められる老化細胞の蓄積がほとんど起こらず、さらには慢性腎

不全の代表的な特徴の一つである線維化も抑制されることが明らかになった。この結果は、少な

くとも慢性腎不全においては、老化細胞による SASP がパラクリン的に働くことで周囲に細胞老

化を引き起こすこと、それによって慢性腎不全が引き起こすことが強く示唆された。 
 
(3)  若齢期の CAG-p53TSD-gemininマウスはタモキシフェン投与後、約 3カ月で白内障、脱毛、
背骨の湾曲、体重・体脂肪量の低下な
ど様々な加齢性変化が確認できた。
さらに、このマウスの組織切片解析
を行った結果、肝臓・膵臓の脂肪化や
心筋・骨格筋の萎縮、肺の線維化が認
められた（図 4）。この結果は、老化
細胞の蓄積のみで個体老化を促進で
きることを示す非常に重要な知見で
ある。 
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