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研究成果の概要（和文）：マウス線維芽細胞において、DNAマイクロアレイ解析で細胞老化に関係するIGF1結合
蛋白（IGFBP）が老化によって変動する分子として同定されたため、細胞老化への関与を調べた。老化により
IGFBPファミリーの中でIGFBP5が最も変化し、老化に伴い減少すること、ERK2の活性化を介して細胞老化を誘導
すること、細胞外に分泌されたIGFBP5に細胞老化抑制作用がある可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, since we have identified Insulin-like growth factor (IGF)
-binding proteins (IGFBPs) as molecule involved in cellular senescence in mouse fibroblast (MEFs) by
 DNA microarray analysis, we investigated the role of IGFBPs in replicative senescence in MEFs. We 
found that IGFBP5 is the largest change and decreased among the IGFBP family by cellular senescence,
 that it induces cellular senescence via activation of ERK2, and that extracellularly secreted 
IGFBP5 may inhibit cellular senescenec.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 細胞老化　IGFBP5　MEF　ERK
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、細胞老化にたいする分泌ホルモン分子IGFBP5の役割の一端を明らかにでき、IGFBP5の分子機能の解明
につながるだけでなく、本研究が細胞老化研究の発展につながることが期待される。また、IGFBP5の発現変化が
細胞老化を調節することが示されたことから、IGFBP5の補充による加齢疾患治療・予防薬の開発、ひいては個体
老化の予防につながることが期待される。

※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 
タンパク質脱アセチル化酵素である SIRT1 は酵母寿命を延ばすことから長寿遺伝子と呼ばれ

る。しかし、高等動物での SIRT1 と寿命・老化との関連は明らかになっていない。マウス胎仔
由来線維芽細胞（MEF）において継代培養により細胞老化を誘導すると、SIRT1 蛋白の発現が
低下した。そこで SIRT1 ノックダウンにより発現が増加して、かつ老化細胞で増加する遺伝子
を DNA microarray 法により網羅的に探索し、SIRT1 によって発現調節を受ける細胞老化誘導
因子の候補として Prl2c3 を同定した。Prl2c3 はプロラクチンに弱いホモロジーを示し、その発
現量は老齢マウスの皮膚で著増し、マウスでは皮膚の基底細胞と毛母細胞、腺細胞に限局した発
現が見られた。興味深いことに Prl2c3 抗体によるヒト皮膚の免疫組織染色でもマウスと同じ部
位の染色が確認され、若年者と比較して高齢者の方が Prl2c3 の発現が有意に高いことが判明し
た。また Prl2c3 は線維芽細胞に細胞老化を引き起こし、皮膚特異的に Prl2c3 を発現するトラン
スジェニックマウスでは皮膚の菲薄化と皮下脂肪組織の増加が観察された。ヒトではマウス
Prl2c3 に一致する遺伝子は存在しないが、ヒトでも Prl2c3 に相当する分子が存在する可能性が
ある。このためヒトの Prl2c3 に相当する分子を同定し、その分子の老化への作用と作用機序を
調べることとした。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では申請者らが見出した Prl2c3 を手がかりとし、Prl2c3 と相同性の高いヒトのホモ
ログタンパク質を同定し、そのタンパク質が細胞老化に与える影響を明らかとしてヒト皮膚の
老化を分子レベルで解明することを目的とする。 
(2) 他の細胞老化関連遺伝子の候補として IGF1 結合蛋白（IGFBP）に着目し、細胞老化に対す
る役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Prl2c3 と相同性の高いヒトのホモログタンパク質を同定する 

Prl2c3 はプロラクチンスーパーファミリーの 1 つであるため、プロラクチンが産生される臓
器の一つである子宮のヒト由来培養細胞株（Hela 細胞）を使用して、Prl2c3 抗体が認識するタ
ンパク質を免疫沈降法で分離回収し、Q ExactivePlus 四重極 Orbitrap/ハイブリット質量分析装
置で解析を行った（IP-MS）。 
(2) DNA microarray 法で細胞老化に関連する分子として同定された IGFBP の細胞老化への影
響を評価する 
 下記で示すようにヒトにおける細胞老化誘導因子の同定には至らなかったため、DNA 
microarray で細胞老化抑制因子の候補として同定されていた IGFBP に関する検討を行った。 

MEF を 3T3 法で継代して複製老化を誘導し、細胞老化関連因子と IGFBP ファミリーの発現
を定量的 PCR、ウエスタンブロット法で評価した。また細胞老化の指標として細胞サイズ及び
老化関連酸性βガラクトシダーゼ（SA-β-Gal; senescence associated ß-galactosidase）染色陽
性細胞数を評価した。最も発現が変化した IGFBP5 の細胞老化への影響を、IGFBP5 をノック
ダウン及び過剰発現させた MEF を作製して評価した。 
(3) IGFBP5 による細胞老化制御に関与する細胞内シグナル伝達経路を調べる。 
 IGFBP5 の結合パートナーである IGF1 の受容体下流シグナルとして、AKT のリン酸化、
ERK1/2 のリン酸化をウエスタンブロット法で評価し、これらシグナルの役割を明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
(1) Prl2c3 と相同性の高いヒトのホモログタンパク質の同定と細胞老化への作用 
 IP-MS で抗 Prl2c3 抗体が認識しうるヒト候補タンパク質を 173 個同定した。これら候補タン
パクを Prl2c3 と同じ分泌型タンパク質であること、皮膚での局在が一致していること、機能が
類似していること（老化で発現が増加すること）を基準にデータベースで照合した結果、4 つが
Prl2c3 と機能が類似するヒトタンパク質の候補として残った。このうち 1 つのタンパク質を
MEF に処置したが、老化の指標である細胞分裂抑制作用、SA-β-Gal 染色陽性細胞数の増加、
細胞の肥大化は見られなかった。以上の検討からは、ヒトにおける細胞老化誘導タンパクの同定
には至らなかった。 
 
(2)-① 細胞老化抑制因子の候補として同定された IGFBP の MEF での発現 
若い P2 MEF (継代数 2) と老化した P8 MEF (継代数 8) で、IGFBP ファミリーの遺伝子発

現を定量 PCR 法で調べた。IGFBP5 の遺伝子発現量は P2 MEF と比較して P8 MEF で 77%減
少しており、IGFBP ファミリーの中で老化により最も大きく変化していた（図 1）。 



 
 
(2)-② IGFBP5 ノックダウンの細胞老化への影響 
 P2 MEF で IGFBP5 をノックダウンした（図 2A 及び B）。コントロール群に比べ IGFBP5 ノ
ックダウン細胞で、SA-β-GAL 染色陽性細胞数の増加（図 2C 及び D）、細胞サイズの増加（図
2E）、細胞老化関連因子 (p16, p19, p21) 及び SASP 遺伝子（IL-6, PAI-1）の発現量増加（図
2F）が確認された。細胞増殖も IGFBP5 ノックダウンにより有意に抑制された（図 2G）。 

IGFBP5 は分泌タンパク質のため、細胞内と細胞外どちらで老化に関与しているか調べた。6-
FAM で蛍光標識した siRNA を P2 MEF に遺伝子導入し、IGFBP5 がノックダウンされた細胞
が老化するか調べた。FAM 陰性細胞と陽性細胞の間で SA-β-GAL 染色陽性細胞の割合に有意
差はなかった（図 2H）。従って、IGFBP5 は細胞内では老化制御に関与しないことが示唆され
た。 
 

 
 
(2)-③ IGFBP5 の培地への補充または過剰発現による MEF の老化への影響 

IGFBP5 を培地に添加し MEF を培養及び継代していくと細胞老化への到達が遅れ（図 3A）、
継代数 2 から 5 まで IGFBP5 を処置した細胞では SA-β-GAL 染色陽性細胞数が減少した（図
3B 及び C）。P4 MEF に IGFBP5 を過剰発現すると SA-β-GAL 染色陽性細胞数が減少した（図
3D 及び F）。P2 MEF では IGFBP5 の過剰発現により細胞老化関連因子 (p16, p19, p21) の遺
伝子発現量が減少した（図 3E）。 



 

 
 
(3)-① IGFBP5 の細胞老化制御に関与するシグナル伝達経路の評価 
 P8 MEF では AKT 及び GSK3βのリン酸化レベルが増加していたが、IGFBP5 をノ
ックダウンした MEF ではそれらシグナルは変化していなかった（図 4A-D）。一方、P8 
MEF 及び IGFBP5 をノックダウンした MEF で ERK1/2 のリン酸化レベルが増加し
た（図 4E-H）。ERK1/2 をリン酸化する MEK1 のリン酸化レベルも IGFBP5 ノックダ
ウンにより増加した (図 4I-J)。 
 

 



(3)-② IGFBP5 ノックダウンで生じる細胞老化における ERK1 及び ERK2 の関与 
 IGFBP5 単独または IGFBP5 と ERK1（Mapk3）または ERK2（Mapk1）をダブル
ノックダウンした MEF を作製した（図 5A-C）。IGFBP5 を単独でノックダウンした
MEF に比べ、IGFBP5 と ERK2 をダブルノックダウンした MEF で SA-β-GAL 染色
陽性細胞数及び細胞サイズの増加が抑制された（図 5D-F）。一方、IGFBP5 と ERK1
をダブルノックダウンした MEF ではこれら指標には影響はなかった（図 5D-F）。
IGFBP5 の単独ノックダウンによる一定面積当たりの細胞数の減少や老化関連因子 
(p16, p21) の発現量増加は、ERK2 とのダブルノックダウンにより消失した（図 5G-
H）。 
 

 
 
 
 本研究の結果から、MEF において、細胞老化に伴い IGFBP ファミリーの中で IGFBP5 の発
現量が最も大きく変化し老化に伴い減少すること、IGFBP5 の発現低下は ERK2 の活性化を介
して細胞老化を誘導すること、そして細胞外に分泌された IGFBP5 に細胞老化抑制作用がある
可能性が示された。 
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