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研究成果の概要（和文）：本研究では、新たな老化細胞制御法の探索を目的に研究を進めた。ヒト線維芽細胞を
用い、①細胞老化の成因による（Senescence-Associated Secretory Phenotype：SASP）発現の違い、②老化細
胞特異的除去(Senolysis)作用を示す化合物の探索、③SASP制御に有効な(Senostatics)化合物の探索を行った。
その結果、①細胞老化の成因によりSASP発現が異なること、②③Senolysis効果を示す化合物は見つからなかっ
たものの、Senostatics効果を示す化合物としてプテロスチルベン多糖体を新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to explore a new method to control senescent cells. 
Using human fibroblasts, we investigated the differences in Senescence-Associated Secretory 
Phenotype (SASP) expression depending on the cause of cellular senescence, the search for compounds 
that exhibit senescence-associated cell-specific elimination (Senolysis), and the search for 
compounds effective for SASP control (Senostatics) compounds that are effective in regulating SASP. 
As a result, we found that SASP expression differed depending on the cause of cellular senescence, 
and newly discovered that pterostilbene polysaccharide could exert Senostatic effect.

研究分野： 栄養学および健康科学

キーワード： 細胞老化　細胞老化随伴分泌現象(SASP)　Senolysis　Senostatics　ヒト線維芽細胞　スチルベノイド
　スチルベノイド誘導体　プテロスチルベン多糖体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
老化細胞を知り、適切な制御を実現することは、加齢に伴う組織・臓器の健全性を高め、健康状態を改善し、疾
病予防や見た目の加齢性変化の緩和にもつながることが期待される。疾患の発症・進展に関わる老化細胞のSASP
制御に取り組み、学術データを蓄積することは、細胞老化が進み、老化細胞の蓄積が起こっていると推定される
中高齢者の健康を改善するための新たなエビデンスの提供につながる。また、老化細胞をターゲットとした薬剤
開発という新たな概念に基づいた疾病予防、健康寿命延伸を目的として、老化細胞の特性に応じたSASP制御効果
をもつ有効成分の発見・開発など新たな研究領域開拓や産業利用への波及効果も期待される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞は老化する。体内における老化細胞の発生は、当初、がん抑制機構の一つとして注目され
ていたが、近年、加齢に伴い老化細胞の蓄積が起こることやその死滅による細胞数減少が組織や
器官の機能に影響を与え、組織機能の低下や炎症誘導、疾病発症や進展、発がんや悪性化など人
体へ様々な悪影響をもたらすことが明らかになってきた。この老化細胞の蓄積による悪影響の
主因となるのが細胞老化随伴分泌現象（Senescence-Associated Secretory Phenotype：SASP）であ
り、炎症性サイトカイン、ケモカイン、細胞外マトリクス分解酵素や増殖因子、エクソソーム等
さまざまな生理活性物質等の関与が知られている。このような背景から、体内に蓄積した老化細
胞を人為的に死滅・除去することでがんを含む様々な加齢性疾患の発症率が低下し、健康寿命を
延伸することが期待されている。実際マウスにおいてその有効性が報告されるなど(Baker DJ et 
al., Nature 2016)、老化細胞を除去する効果がある薬剤（Senolytic drug）候補の開発が精力的に進
められており、これまでに 14 種類の化合物が見出され、臨床応用へ向けた研究が進んでいる
(Katsuumi G et al., Front Cardiovasc Med. 2018)。 

一方、細胞老化は細胞自身にも様々な変化をもたらす。これまでに申請者らは、①細胞老化に
伴い細胞の増殖速度は低下し、細胞の形態変化、テロメアの短小化、遺伝子の発現プロファイル
が大きく変化すること(Watanabe, Saitoh et al., Biomed Pharmacother. 2010, Saitoh et al., Mol Cell 
Biochem. 2018）、②SASP が周囲の非老化細胞に細胞老化を誘導すること、メラノサイトに作用
して老人性色素斑のような加齢性変化を助長すること（抗加齢医学会 2017, 2019)、③老化細胞
で細胞内酸化ストレスの増大が起こることなど、細胞内外の環境に大きな変化をもたらすこと
を明らかにしてきた(Saitoh et al., Mol Cell Biochem. 2013, 2018, 抗加齢医学会 2016, 2019)。さら
に、細胞の老化の進行度によって細胞に対する薬剤（化合物）の影響が異なる可能性も見出して
おり(Saitoh et al., Mol Cell Biochem. 2013, 斉藤 靖和ら, ビタミン 2014, Saitoh et al., Mol Cell 
Biochem. 2018)、現在、非老化細胞と老化細胞でストレス防御効果が異なる化合物を探索し、既
にいくつか発見・報告しているところである（日本酸化ストレス学会学術集会 2019，Hamada, 
Saitoh et al., Natural product communications 2018）。 

体内の老化細胞の除去や制御はヒトの加齢性疾患の低減や改善につながる可能性を秘めてお
り、新規創薬ターゲットとして注目を集めている。老化細胞を除去する Senolytic drug について
は、細胞により効果が異なること、ヒトでの有効性が確認されていないこと、一方で老化細胞は、
がん抑制、個体発生、組織修復、免疫制御など生体の恒常性維持に重要な役割も担っていること
から、老化細胞除去には予期せぬ副作用を引き起こす危険性があり、実用化には課題があること
が指摘されている(Wilson WH et al., Lancet Oncol. 2010, Schoenwaelder SM et al., Blood. 2011)。そこ
で申請者は、Senolytic drug だけでなく、老化細胞に対するより高い実現可能性を有するアプロ
ーチとして、老化細胞由来の SASP による悪影響を緩和する Senostatic drug も加齢性疾患に対す
るより安全かつ柔軟性のある手段になりうると考え、注目している。 
 
 
 
２．研究の目的 

老化細胞の SASP 制御を実現するためには、老化細胞の SASP 発現に影響を与える因子など、
老化細胞の特性を把握しておく必要があるが、老化細胞の性質に関しては未解明な部分が多く、
老化細胞の成因の違いによる SASP の違い（SASP の種類や量）についてさえもまだ良く分かっ
ていない。そこで、本研究は、老化細胞の成因に基づく SASP 発現の相違を見出すと共に、それ
ら SASP を適切に制御可能な化合物の探索とそのメカニズム解明を目指すことを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 

まず、老化細胞の誘導契機の違いにより SASP 発現は異なるのかについて検討を行い、次に、
老化細胞を除去する Senolytic 作用を示す化合物 および老化細胞由来の SASP による悪影響を緩
和する Senostatic 作用を示す化合物の探索を以下の方法により検討した。 

 
(1)細胞老化の成因による SASP 発現の違い 
複製老化細胞の取得 

ヒト胎児肺由来正常二倍体線維芽細胞（TIG-1）を用い、継代培養を繰り返すことにより複製
老化細胞を取得した。研究室での先行研究を参考に、累積分裂回数（Population Doubling Level: 
PDL）35 未満の細胞を非老化細胞、PDL55 以上の細胞を老化細胞として用いた。細胞老化につ
いては顕微鏡観察による形態異常および分裂速度、粒度分析装置による細胞サイズの変化、老化
マーカーの一つである senescence-associatedβgalactosidase(SA-β-gal)染色により確認を行った。 
 
 
 



ストレス誘導性老化細胞の取得 
・酸化ストレス刺激による細胞老化誘導 

先行研究事例および研究室内での予備検討を参考に、非老化細胞へ過酸化水素を 1 時間処理
することで酸化ストレス誘導性老化細胞の作製を試みた。過酸化水素曝露後の細胞数の変化を
追跡するとともに、SA-β-gal 染色により細胞老化が誘導されたかどうか確認した。 
 
・接触阻害による細胞老化誘導 

非老化細胞を高密度で播種し、6 日間培養することで接触阻害状態とし、ストレス誘導性老化
細胞の作製を試みた。その後、SA-β-gal 染色により細胞老化が誘導されたかどうか確認した。 
 
細胞老化の成因による SASP 発現の違い 

非老化細胞と接触阻害条件で培養した非老化細胞（以下、接触阻害細胞）、老化細胞からそれ
ぞれ mRNA を抽出し、SASP 関連遺伝子、老化関連遺伝子、抗酸化関連遺伝子の発現量の変化を
リアルタイム PCR で比較した。 
 
(2)老化細胞特異的除去(Senolytic)作用を示す化合物の探索 

非老化細胞および複製老化細胞にスチルベン化合物を含む候補化合物（8 種）をそれぞれ添加
し、48 時間培養後の細胞数を WST-1 法で評価することにより、非老化細胞と老化細胞間におけ
るそれぞれの化合物に対する感受性の違いを評価、比較した。非老化細胞と比べ、老化細胞にお
いて顕著な細胞数の低下が認められた場合は、Senolytic 作用を示すことになる。 
 
(3)SASP 制御に有効な(Senostatic) 作用を示す化合物の探索 

非老化細胞と複製老化細胞に対し、スチルベン化合物とそれら誘導体計 7 種をそれぞれ添加
し、24 時間培養後、各細胞から mRNA を抽出し、リアルタイム PCR により SASP および老化関
連遺伝子の発現変化を調べた。また、顕著な SASP 関連遺伝子の発現低下を示した化合物につい
ては、SPiDER-βGal を用いて SA-βgal 活性に対する影響を評価した。 
 
(4)SASP 制御に有効な(Senostatic) 作用を示す化合物の作用メカニズムについて 

SA-βgal 活性抑制効果が見られた化合物についてはその作用メカニズムの推定を目的として、
処理 24 時間後の細胞内活性酸素(ROS)レベルへの影響を 6-Carboxy-2,7’-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (CDCFH-DA)を用いて評価した。また、リアルタイム PCR により細胞老化に伴う抗酸
化、Sirtuin、Interferon、Autophagy 関連遺伝子の発現変化について検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)細胞老化の成因による SASP 発現の違い 

生体内には長い年月を経て生じた老化細胞や一時的な強いストレスなどを契機に生じたスト
レス老化細胞が混在している。このことから、これら細胞老化の誘導契機の違いにより SASP 発
現は異なるのかについてまず検証を行った。また、老化細胞の取得には通常、長期間にわたる継
代培養の繰り返しが必要となる。このため、老化細胞を短期で大量に準備することが難しく、細
胞老化研究の一つの障害ともなっている。そこで、本研究では細胞老化の成因による SASP 発現
の違いのみならず、老化細胞の簡易的かつ大量に確保することも視野に、ストレス刺激と細胞の
接触阻害の 2 つの老化細胞誘導法に着目し、これらの方法を利用した老化様細胞モデルの作製
についても検討した。 

まず、先行研究を参考にストレス刺激として過
酸化水素を用いて検討したところ、過酸化水素曝
露により細胞増殖の低下が認められたものの、細
胞死や異常形態を示す細胞の増加や SA-β-gal 染
色中に脱落する細胞が多数現れるなど、多くの課
題が認められた。また、再現性にバラツキがあり、
安定した老化細胞の確保に至らなかったことか
ら、今回の検討において、過酸化水素を用いたス
トレス細胞老化作製に関するさらなる検討は断
念し、方法をもう一つの接触阻害による誘導法へ
切り替えた。接触阻害細胞について SA-β-gal 染
色を行ったところ、非老化細胞と比べ有意な SA-
β-gal 陽性率の増加が確認され、細胞老化が誘導
されていることが示された（図 1）。 

 
そこで、非老化細胞と接触阻害細胞、老化細胞からそれぞれ mRNA を抽出し、リアルタイム

PCR による老化関連遺伝子を含む 25 遺伝子の解析比較を行った。その結果、複製老化と接触老
化細胞間に一部類似性は認められるものの、両者で異なる変化を示す遺伝子が多数認められた



（図 2）。このことから、老化契機が異なる複製老化細胞と接触阻害細胞は、類似の表現型は示
すが、同様の性質を有する細胞とは言い難いこと、老化細胞の研究において、簡易的に大量に老
化細胞を得られる可能性はあるものの、先の理由から老化細胞の成因も踏まえた上で、使い分け
て研究に用いるべきであるという結論に至った。これらの検討結果をもとに以降の研究におい
ては、細胞の準備に手間はかかるが、細胞の表現型の変化が比較的均一で安定していた複製老化
細胞の方が研究遂行に適していると判断した。 
 

 
 
 
(2)老化細胞特異的除去(Senolytic)作用を示す化合物の探索 

老化細胞の解析及び慢性炎症の緩和を目的とした最近の研究において、Senolysis や Senostatics
といった概念が提唱され、Senolytic 及び Senostatic 作用を持つ化合物の探索が行われつつある。
そこで、Senolytic/Senostatic 作用を有する化合物の探索を目的として検討を行った。非老化細胞
および複製老化細胞を用い、まずは Senolytic 作用について検討を行った。過去の研究結果から
注目していたスチルベン化合物などについて Senolytic 作用の検討を行ったところ、非老化細胞
と比べ老化細胞の細胞生存率を顕著に抑制するような作用は認められず、期待していた効果は
得られなかった。図 3 に検討した 8 種のうちスチルベン化合物 5 種の結果を示す（右図赤矢印
の方へ大きくシフトしていれば Senolytic 作用ありと判断される）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(3)SASP 制御に有効な Senostatic 作用を示す化合物の探索 
候補としていた化合物に Senolysis 作用が認められなかったことから、次に Senostatic 作用に

ついて検討を行った。まず、非老化細胞と複製老化細胞を比較した結果、MCP-1、IL-1β、IL-6、
P21 遺伝子の有意な発現上昇がみられたことから、これら細胞老化に伴って変動する遺伝子に着
目し、スチルベン化合物 7 種の Senostatic 作
用について検討を行った。その結果、レス
ベラトロール多糖体（RSVgly）、プテロスチ
ルベン多糖体（PTEgly）、オキシレスベラト
ロール（OXY）において SASP 関連遺伝子
の発現低下が認められ、特に PTEgly、OXY
において SASP 関連遺伝子の発現が顕著に
抑制された。また、RSVgly、PTEgly におい
ては p21 の発現低下がみられるなど、
Senostatic 効果が期待される化合物を見出
すことができた。さらに、PTEgly が老化マ
ーカーである SA-βgal 活性を顕著に抑制
することも明らかとなった（図 4）。 
 
 
 
(4)SASP 制御に有効な Senostatic 作用を示す化合物の作用メカニズムについて 

複製細胞老化に伴い細胞内の ROS レベルが上昇することから、Senostatic 作用を示した化合物
（RSVgly、PTEgly、OXY）による細胞内 ROS レベルへの影響を CDCFH-DA を用いて測定した。
その結果、非老化細胞と比較して老化細胞で有意な細胞内 ROS の増加が認められ、RSVgly、
PTEgly により老化細胞における細胞内 ROS レベルの減少傾向がみられた。しかしながら、細胞
内 ROS 低下は顕著であるとはいえず、Senostatic 作用とのはっきりとした関連性は認められなか
った（図 5）。 

 

 
 
そこで最も Senostatic 作用の強かった PTEgly のメカニズムを推定するため、リアルタイム PCR

により細胞老化に伴う抗酸化、Sirtuin、Interferon、Autophagy 関連遺伝子の発現変化と PTEgly に
よる影響を検討した。その結果、PTEgly は細胞老化に伴い減少した抗酸化、Sirtuin、Autophagy
関連遺伝子の発現を増加させ、抗酸化能の促進や選択的オートファジーを介した損傷ミトコン
ドリアやリソソーム除去の促進、Interferon や SASP 産生に関与する cGAS-STING 経路、NF-κB
経路を抑制することで Senostatic 効果を発揮している可能性を見出した。 

 
 
以上の結果から、老化細胞の誘導契機の違いにより SASP 発現は異なる可能性があること、今

回検討した候補化合物のうち、OXY、RSVgly、PTEgly が SASP 関連因子の発現を抑制する
Senostatic 効果を有すること、その中でも PTEgly が優れていることが明らかとなった。今後、さ
らにメカニズム解析を進めることで PTEgly が Senostatic drug としての応用されることを期待し
たい。 
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