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研究成果の概要（和文）：本研究では、加齢による細胞の質的変化が組織老化や疾患を促進する機構を明らかに
することにより、老化細胞の機能を標的とした呼吸器疾患に対する革新的な創薬基盤を確立することを目的とし
た。本研究では転移性肺がん、および肺気腫モデル動物を用いて解析を行った。転移性肺がんモデルでは、老化
細胞依存的に産生されるタンパク質ががん細胞の肺転移を促進することを見出した。がん患者サンプルの解析か
ら、遠隔転移を持つ患者では血中の因子濃度が高いことが示され、予後予測因子として有用である可能性が示唆
された。肺気腫モデルを用いた解析では、老化細胞が肺再生に対して抑制性の作用を示して病態を増悪化するこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish an innovative drug discovery platform
 targeting senescent cells' function in respiratory diseases, elucidating the mechanisms underlying 
age-related qualitative changes in cells that contribute to tissue aging and disease progression. 
Our analyses utilized animal models of metastatic lung cancer and emphysema.
In the metastatic lung cancer model, we discovered that a protein produced in a senescent 
cell-dependent manner promotes lung metastasis of cancer cells. Examination of cancer patient 
samples revealed elevated blood levels of this factor in patients with distant metastasis, 
suggesting its potential as a prognostic indicator. In our analysis using an emphysema model, we 
found that senescent cells exacerbate the disease by exerting inhibitory effects on lung 
regeneration.

研究分野： 健康科学

キーワード： 細胞老化　セノリシス　呼吸器疾患　転移性肺がん　COPD（肺気腫）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　呼吸器疾患は世界で常に死因の上位を占めており、我が国においてもこの傾向は増している。しかしながら、
これら呼吸器疾患に対する治療法は限られており、特に慢性閉塞性肺疾患の主要病態である肺気腫に対しては有
効な治療法は確立されていない。
　本研究では肺組織の老化細胞に着目し、転移性肺がんモデル・肺気腫モデルを用いて老化細胞とこれら疾患の
関係について解析を行った。両疾患モデルにおいて老化細胞は病態を増悪化する作用を示し、老化細胞除去もし
くは老化細胞の機能阻害により病態を抑えることが可能であることが示された。本研究成果から、老化細胞が難
治性の呼吸器疾患において有効な創薬・治療標的とな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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 本研究では、老化に伴う細胞の質的変化として細胞老化に着目する。細胞老化と組織老化・
加齢性疾患を促進する機構について明らかにし、新たな創薬基盤を確立することにより健康長
寿社会の実現への貢献を目指して研究を開始した。 
 世界保健機関（WHO）の調査（Global Health Estimate）では、慢性閉塞性肺疾患（COPD）
や肺がんなどの呼吸器疾患は、全人類の死因のそれぞれ 3 位・6 位と上位を占めることが報告
されている。これら呼吸器疾患による死亡率は先進国ではより高く、また罹患率は年齢ととも
に上昇し、未曽有の高齢化社会を迎える我が国では、これら疾患に起因する問題は今後一層肥
大化することが予測される。しかしながら、これらの呼吸器疾患は治療が困難であり、特に
COPD においては対症療法に頼るのみで有効な治療法は確立していないため、新たな治療・創
薬基盤の確立が必要とされている。 
 老化は極めて複雑な複合的生命現象であり、その分子基盤についての理解は漸く始まったば
かりである。老化現象の根底には、加齢に伴う細胞の質的・量的の変化があると考えられる。
近年、老化に伴う細胞の質的変化のひとつである細胞老化と組織老化の関係が明らかになって
きた。細胞老化は、細胞自律的ながん抑制機構として機能することが古くから知られていた。
一方、老化細胞は加齢とともに様々な組織に蓄積するが（Dimiri et al, Mol. Cell Biol. 1995）、
組織老化との因果関係については不明であった。最近、代表者らを含む複数のグループは、生
体から任意の時期に老化細胞を排除可能な遺伝子改変マウスを樹立し、組織の老化や加齢性疾
患の発症・進行を細胞老化が促進することを明らかにした（総説：杉本, 三河 実験医学 2019）。
老化細胞は SASP（senescence-associated secretory phenotype）と呼ばれる特異的な分泌表
現型を示すが、組織老化・疾患においては特に SASP を介した老化細胞の細胞非自律的機能が
重要であると考えられている。代表者は、老化細胞特異的にルシフェラーゼおよびジフテリア
毒素（DT）を発現させることにより、生体イメージングによる老化細胞の可視化と DT 投与に
よる生体内からの排除が可能なマウス（ARF-DTR マウス）を樹立した。代表者らは ARF-DTR
マウスを用い、肺組織の老化細胞が加齢に伴う組織機能の変化の一因であることを報告した
（Hashimoto et al, JCI Insight 2016）。 
 加齢は様々な疾患のリスクとなる。肺組織においても同様に、加齢により COPD や肺がんの
罹患率は上昇する。この原因のひとつとして、肺組織内の老化細胞が疾患の生じやすい環境を
形成していることが考えられる。代表者は COPD の主要病態である肺気腫モデルを用い、細胞
老化が病態を増悪化する因子であることを明らかにした（Mikawa et al, Aging Cell 2018）。当
該論文ではさらに、遺伝子改変に依存しない老化細胞除去方法として老化細胞特異的に細胞死
を誘導する senolytic 薬を用いて、同様に肺気腫病態が抑制されることを報告した。 
 老化細胞による肺気腫病態増悪化には、肺組織内の炎症促進が重要であることを論文では記
述したが、さらに最近の解析から、老化細胞による肺組織再生の阻害も関与することを示す結
果を得た（未発表）。また、別の呼吸器疾患モデルとして樹立した転移性肺がんモデルの解析か
らは、肺組織内の老化細胞が、がん細胞の転移が生じやすい環境をつくることを示す結果を得
ている（当時未発表）。一方、米国のグループからは、老化細胞除去が特発性肺線維症を抑制す
ることが報告されており（Schafer et al, Nat. Commun. 2017）、我々の研究結果と合わせ、呼
吸器の病態において老化細胞は極めて重要な役割を持つことが強く示唆される。肺組織内の老
化細胞の数は全間葉系細胞の 1%以下と少ないことから（Hashimoto et al, JCI Insight 2016）、
組織幹細胞やがんの肺転移に及ぼす影響はSASPなどの働きによる老化細胞依存的な組織環境
の変化に起因することが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、治療が困難な呼吸器疾患に対する革新的な治療・創薬基盤開発を目的とし、
COPD および転移性肺がんをモデルとして、老化細胞が病態を増悪化させる機構について培養
細胞、モデル動物およびヒト検体を使用して包括的な解析を行い、創薬標的となる老化細胞の
機能の探索を行った。 
 
３．研究の方法 
１）転移性肺がんモデルの解析 
 本研究ではメラノーマ肺転移モデルを用いて解析した。マウスメラノーマ細胞 B16-F10 を
マウス尾静脈より導入すると、約 2 週間後に肺組織に転移結節の形成が観察される。ARF-DTR
マウスでは肺組織の老化細胞を高い再現性を持って除去可能である（Hashimoto et al, JCI 
Insight 2016）。予備実験で既に老化細胞の除去がメラノーマの肺転移を抑制する結果を得てお
り、本計画では先ずこの実験を野生型マウスも用いて行い、老化細胞除去による肺転移への影
響を確認・定量した。 
 ARF-DTR 及び野生型マウスに DT を投与し、肺胞洗浄液（BALF）を調整して肺組織液性
成分を抗体アレイにより解析し、老化細胞依存的に変動を示す因子のスクリーニングを行った。
老化細胞依存的因子についてはさらに ELISA やウェスタンブロット法により定量解析を行っ



た。 
 上記の解析により同定した因子に対する中和抗体をマウスに投与し、がん細胞の肺転移に対
する影響を観察した。 
 組換えタンパク質を準備し、B16-F10 細胞への影響を調べる。生物学的活性としてトランス
ウェルアッセイによる浸潤能評価、細胞増殖を調べた。さらに RNA 発現解析を行い、この因
子がどのような遺伝子発現変化をもたらすのかについて調べた。 
 メラノーマ患者血清を購入し、血中の因子濃度と遠隔転移との関連について調べた。 
 
２）肺気腫モデルの解析 
 老化細胞除去が、肺組織幹/前駆細胞移植による肺気腫誘導後肺機能再生に及ぼす影響につい
て調べた。先行研究において肺線維症モデルへの移植で有効性が認められた方法で採取した
（Henry et al, Stem Cells Transl. Res. 2015 ほか）。ARF-DTR マウスにエラスターゼを経鼻
投与して肺気腫を誘導後、老化細胞除去・非除去の 2 群に分け、肺組織幹/前駆細胞を尾静脈よ
り移植した。移植を行ってから数週間後に呼吸機能検査、組織形態解析よる肺組織機能再生の
定量的評価を行った。 
 肺組織由来線維芽細胞を培養し、増殖中および細胞老化時の培養上清（CM）を調製した。
これら CM 存在下で肺組織幹/前駆細胞を培養し、CM が肺組織幹/前駆細胞の増殖、肺スフェ
ロイド形成、分化誘導後の形質にどのような影響を及ぼすのか、in vitro で解析を行った。ま
たこれらの細胞を同様に移植し、in vivo で再生能に与える影響について調べた。 
 
４．研究成果 
１）転移性肺がんモデルの解析 
 2 ヶ月齢及び 1 年齢の ARF-DTR マウス
にメラノーマ細胞を移植し、2 週間後の肺
組織における転移を観察したところ、2 ヶ
月齢と比べ 1年齢マウスでは顕著に転移結
節数の増加が認められた。しかしながら
DT を投与して老化細胞を除去した ARF- 
DTR マウスでは転移結節の形成は抑制さ
れた。一方、野生型マウスでは DT 投与は、
メラノーマの肺転移に影響しなかったた
め、転移結節数の変動は老化細胞依存的に
生じる現象であることが示唆された。 
 ARF-DTR マウスおよび野性型マウスか
ら調子した BALF を抗体アレイで解析し、
老化細胞依存的に変動する液性因子のス
クリーニングを行った。144 種類のタンパ
ク質を解析し、遊離Eカドヘリン（seCad）
が老化細胞依存的に産生されることを示
す結果を得た。ウェスタンブロットおよび
ELISA 法においても同様の結果が得られ
た（図２）また血中の seCad 量も老化細胞
依存的に変動することが、ELISA 法により
示された（Kawaguchi et al. iScience 
2021）。 
 次に seCad がメラノーマ細胞の肺転移
においてどのような役割を持つのかにつ
いて解析した。野生型マウスに seCad 中和
抗体を投与し、B16-F10 細胞を移植した。
その結果コントロール抗体を投与したマ
ウスに比べて、seCad 中和抗体を投与した
マウスでは、顕著に肺組織にける転移結節
数の低下が認められた。これらの結果から、
メラノーマの肺転移には、老化細胞依存的
に産生される seCad が重要な役割を持つ
ことが強く示唆された。 
 次に seCad が B16-F10 細胞に直接作用
して浸潤能を上昇させるのかについて、in 
vitro 浸潤アッセイにより評価した。マト
リゲルコートしたトランスウェルを用い
て、seCad 組換えタンパク質存在下で培養
した時の浸潤能の変化について解析した。
その結果、seCad 存在下で培養した B16-F10 細胞では顕著に浸潤能が上昇することが示唆さ



れた（図４）。 
 seCad のシグナル経路については不
明である。B16-F10 細胞は E カドヘリ
ンの発現が見られないことから、古典的
なカドヘリン結合によるシグナルを介
していることは考えにくい。そこでメラ
ノーマ細胞で seCad がどのようなシグ
ナルを活性化するのか解析を行い、少な
くとも PI3 キナーゼ経路が活性化され
ることを示す結果を得た。このシグナル
経路の肺転移における役割について調
べるために、B16-F10 細胞を seCad と
PI3 キナーゼ阻害剤で処理し、移植を行
った。seCad で処理することにより、
B16-F10 細胞の肺転移は促進されたが、
PI3 キナーゼ阻害剤で処理することによ

り、この作用は打ち消された。これらの
結果から、seCad は PI3 キナーゼ経路を
活性化することにより肺転移を促進す
ることが示唆された（Kawaguchi et al. 
iScience 2021）。 
 これらモデル動物の結果から、seCad
がヒトメラノーマ患者においても重要
な役割を持つ可能性が示唆された。ヒト
においてメラノーマの肺転移は、加齢と
ともに増加することが知られている
（ Gassenmaier et al. J Am Acad 
Dermatol. 2019）。seCad がメラノーマ
の予後に及ぼす可能性について検証す
るために、まず seCad による B16-F10
細胞の遺伝子発現変化をマイクロアレ
イで調べ、上昇する遺伝子群、低下する
遺伝子群を抽出した。すべての遺伝子に
ついてメラノーマ予後との相関につい
て PrognoScan データベース（http:// dna00.bio.kyutech.ac.jp/PrognoScan/）で調べた結果、
seCadで発現上昇する遺伝子群では、予後不良患者で発現上昇する遺伝子が濃縮されていた（図
５）。 
 さらに健常人、遠隔転移がないメラノーマ患者、肺転移が認められているメラノーマ患者血
清を購入し、血中の seCad 濃度を ELISA 法で測定したところ、健常人と遠隔転移のないメラ
ノーマ患者の間では seCad 濃度に差は見られなかったが、肺を含む組織に遠隔転移が認められ
た患者では血中 seCad 濃度に有意な上昇が見られた。これらの結果から、老化細胞依存的に産
生される seCad はヒトメラノーマにおいても遠隔転移を促進することが示唆され、また血中
seCad 濃度がメラノーマの予後予測因子として有用であることが期待された。 

 



２）肺気腫モデルの解析（本項目の研究成果については論文作成中であるためデータは報告書

では省略する） 
 代表者の過去の研究成果から、肺組織の老化細胞を除去すると、エラスターゼ誘導性肺気腫
モデルや喫煙モデルにおいて肺組織病態を緩和することが明らかになっている（Mikawa et al. 
Aging Cell 2018; Mikawa et al. Biomolecules 2020）。これらの結果から、老化細胞が肺気腫
治療の標的として有効であることが示唆された。しかしながら、エラスターゼを投与し、肺気
腫を発症させたマウスでは、老化細胞を除去しても呼吸機能の変化を含め治療的効果が認めら
れなかった。しかしながら EdU 取り込み実験を行ったところ、老化細胞を除去した気腫肺で
は、細胞増殖の亢進が認められ、Spc 陽性細胞では特にこの傾向が顕著であった。Spc は肺胞
表面を構成する 1 型上皮細胞（AT1）の前駆細胞である 2 型肺胞上皮細胞（AT2）およびその
前駆細胞である bronchoalveolar stem cell（BASC）で発現していることから、肺組織の再生
が老化細胞除去により亢進することが示唆された。 
 先行研究により、肺組織前駆細胞を肺線維症モデル動物に移植すると再生が促進されて病態
が緩和することが報告されている（Henry et al. Stem Cells Transl Med. 2015）。エラスター
ゼ誘導性肺気腫モデルにこの前駆細胞を移植したところ、単独では変化が見られなかったが、
老化細胞除去を行った肺気腫マウスでは呼吸機能の有意な改善が認められた。このマウス肺組
織では BASC の活性が亢進しており、肺組織の再生がこの条件下では亢進していることが示唆
された。 
 以上の結果から、老化細胞は肺再生に対して抑制性の作用を示すことにより病態を増悪化す
ることが考えられた。肺組織の老化細胞はエラスターゼモデルにおいては主に間葉系の細胞に
見られることから、老化細胞は SASP を介して非細胞自律的に肺前駆細胞に作用することが示
唆された。この可能性について検証するために、増殖中もしくは細胞老化を起こしたヒト肺由
来線維芽細胞培養上清（groCM および senCM）を調製し、肺前駆細胞に対する影響を調べた。
これら CM は細胞増殖に影響を与えなかったが、上皮系への分化誘導を行った際に、特定の分
化マーカーの発現に顕著な変化が認められた。これらの結果から SASP 因子は肺組織前駆細胞
の活性を変化させる作用を持つことが示唆された。さらにこれらの細胞を、老化細胞を除去し
た肺気腫マウスに移植したところ、呼吸機能の回復が groCM で処理した細胞よりも小さいこ
とが示され、老化細胞が肺組織前駆細胞の活性を抑制することにより病態を増悪化することが
示唆された。 
 肺組織前駆細胞を用いた先行研究において、前駆細胞から分泌される液性因子を投与するだ
けで肺再生が促進されることが示されている（Dinh et al. Nature Commun. 2020）。同様に前
駆細胞由来の液性因子を調製し、セノリティック薬 ABT-263 とともに肺気腫マウスに投与し
たところ、有意な呼吸機能の回復が認められた。これらの結果から、肺組織前駆細胞由来因子
の中には気腫肺の再生を促進する因子が含まれ、老化細胞除去と併用することにより治療的効
果を示すことが強く示唆された。また、groCM と senCM で処理した肺組織前駆細胞における
液性因子（Dinh et al. Nature Commun. 2020）の発現を調べたところ、複数の因子の発現に
低下が認められた。興味深いことにそれらの中で最も発現低下が認められた因子の２つは、同
じ核内受容体の標的遺伝子であることが報告されている。そこでこの核内受容体の活性につい
て、ルシフェラーゼレポーターアッセイで調べたところ、senCM 存在下では顕著に核内受容体
の転写活性化能が低下することが示唆された。一方、核内受容体の合成リガンドで肺組織前駆
細胞を刺激すると、分化マーカーの発言様式に変化が見られることから、この経路が肺組織再
生に関与する可能性が考えられた。この核内受容体の発現は senCM で処理することにより低
下し、さらにヒト COPD 患者肺においても発現低下が見られることから、COPD 病態の増悪
化に関与する可能性が
示唆された。 
 以上の結果から、老化
細胞除去と細胞移植を
併用することにより気
腫肺の機能的再建が可
能であることが強く示
唆された（図７）。老化
細胞がこの核内受容体
の発現を制御するメカ
ニズム、および核内受容
体の活性化が肺気腫病
態にどの様な影響を及
ぼすのかについては今
後の検討課題としたい。 
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