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研究成果の概要（和文）：我々は膜/分泌タンパク質NTMの老化・炎症における役割を解明することを目的として
研究を進めた。その結果、NTMは細胞老化/炎症を惹起すること、NTM欠損マウスは加齢に伴う老化や肥満に伴う
インスリン感受性の悪化が抑制されていることが明らかとなった。これらの知見の創薬への応用を目的として、
NTM中和活性を有するモノクローナル抗体を作製した。また、NTMによる老化誘導機構を解明するため、質量分析
器を用いたNTM結合タンパク質の網羅的同定を行った。今後は、NTM-結合タンパク質複合体を手掛かりとした老
化・炎症誘導の分子機構の解析を進める。また、モノクローナル抗体のマウス老化への効果の検証も進める。

研究成果の概要（英文）：We attempted to elucidate the role of the membrane/secretory protein NTM in 
aging and inflammation. We found that NTM possesses functions to induce cellular aging/inflammation,
 and that NTM-deficient mice exhibit amelioration of age-related aging and insulin sensitivity 
associated with obesity. To apply these findings to drug discovery, we generated monoclonal 
antibodies with neutralizing activity against NTM. Furthermore, to elucidate the molecular 
mechanisms by which NTM controls aging, we conducted comprehensive identification of NTM-binding 
proteins using a mass spectrometer. In the future, we will further analyze the molecular mechanisms 
of aging/inflammation through analysis of the NTM-binding protein complex. We will also advance 
verification of the effectiveness of monoclonal NTM antibodies in aging mice.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 老化　細胞老化　分泌タンパク質　膜タンパク質　モノクローナル抗体　中和抗体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、老化細胞を除去したマウスの寿命が延長することが示され、細胞老化が個体老化の原因の1つであること
が明らかになったが、細胞老化が個体老化を誘導する分子機構には不明な点が多い。本研究により、新たに分泌
タンパク質NTMが老化を誘導する機能を有することが明らかになった。今後、NTM作用の分子機構を解析すると同
時にNTMに対する阻害剤を創製することは、老化・炎症に対する新たな治療法の発見・開発につながり、社会的
インパクトの高い応用が期待される。

※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 

個体老化に対する細胞老化(Senescence)の関与については長年議論されてきたが、近

年老化細胞を除去したマウスの老化の表現型が改善し寿命が延長することが報告され、

細胞老化が個体老化の原因の一端であることが明らかになった。一方で、細胞老化が個

体老化を誘導する分子機構には未だ不明な点が多いが、最近になって老化細胞が分泌す

る炎症系サイトカイン、増殖因子、細胞外基質等が重要な役割を果たしている可能性が

示唆されている。これらの因子が細胞老化や炎症を惹起することにより組織の機能不全

を引き起こすことや、がん細胞の増殖を促進することが示されている。また、抗体アレ

イや質量分析器を用いた老化細胞の分泌する因子の同定が進行中ではあるが、何れの因

子が細胞老化および個体老化に対してどの程度貢献しているのか未知である。また、個

体老化を生物学的に正しくかつ簡便に定量・評価を行うためには、老化を定量・評価で

きる血液中成分の同定が求められているが、未だ実現されていない。 

 我々は、細胞老化に関わる可能性のある因子として膜タンパク質 NTMを同定し、当該

タンパク質が細胞から分泌されて他の細胞の老化・炎症の誘導に重要な役割を果たして

いることを想定して、その生理機能ならびに作用機構の解析に着手した。 

 

２．研究の目的 

 我々は分泌される膜タンパク質 NTM の老化および炎症に関わる機能を培養細胞レベ

ルならびにマウス個体レベルの両方で解明することを目指した。また、ヒト検体のデー

タベースを用いて、老化やがんに対して NTMの及ぼす影響を検討した。さらに、NTMに

対するヒトならびにマウス中和抗体を作製し、NTM阻害剤が新たな抗老化・炎症薬とな

る可能性を検討した。 

 

３．研究の方法 

(1)培養細胞レベルでの老化・炎症における NTMの機能解析 

 Ras タンパク質を強制発現することにより細胞老化を誘導したヒト正常線維芽細胞

IMR90 に、NTM を強制発現もしくはノックダウンした時に、細胞老化誘導遺伝子 p15、

p16ならびに炎症系サイトカイン IL6の発現がどのように変動するかを検討した。続い

て、野生型および NTM ノックアウトマウス胎児より調製した MEF を継代することによ

り細胞老化を誘導し、p15、p16および IL6の発現変動を比較検討した。さらに、NTMを

ノックダウンした IMR90細胞および NTM KO マウス由来の MEFに HDAC阻害剤 NaBuを作

用させて細胞老化を誘導し、同様な比較検討を行った。 

 また、NTM が培養上清に放出されていることを確認するために、IMR90 細胞の培養上

清中のタンパク質を質量分析器により解析し、培地中に NTM が存在することを確認し

た。NTMが細胞外に分泌されて、他の細胞の細胞老化・炎症を誘導する効果があること

を確認するために、NTMを強制発現させた HeLa細胞を IMR90細胞と共培養し、IMR90細

胞における p15、p16 および IL6 の発現変動を比較検討した。加えて、リコンビナント

の NTM 蛋白質を大腸菌および HEK293 細胞から調製し、IMR90 細胞に作用させ同様の件

等を行った。 

 

(2)動物個体レベルでの老化・炎症における NTMの機能解析 

ヒトがん検体データベースを用いて、正常組織とがん組織における NTMの発現量と予

後の比較を行った。また、正常組織において、NTMとサイトカインや増殖因子との発現

相関を検討した。さらに、正常組織における、加齢に伴う NTMの発現量の変化を検討し

た。 

 続いて、慢性炎症状態を示す肥満状態モデルマウス db/dbや、逆にカロリー制限を行

ったマウスの脂肪組織を中心に NTMの発現変動を検討した。また、NTM欠損マウスに高

脂肪食負荷を行うことで細胞老化を誘導し、その時の肥満・インスリン感受性・炎症の



変化を検討した。さらに、自然老化させた NTM欠損マウスにおける老化の表現型の解析

を行った。 

 

(3)NTM中和抗体の作製 

マウスまたはヒト NTM を強制発現した細胞を野生型マウスおよびヒト化マウスに免

疫し、マウスおよびヒトモノクローナル抗体を産生させた。産生されたモノクローナル

抗体の中で抗老化・炎症活性を有するマウスおよびヒト NTM中和抗体を、Rasを発現誘

導した IMR90細胞の系もしくは Etoposide処理を行った MEFの系を用いて選別した。選

択したマウス NTM モノクローナル抗体を、拡大培養・大量精製した後に、高脂肪食負荷

による肥満マウスならびに自然老化マウスに投与した。 

 

(4)NTM結合タンパク質の同定 

 HEK293 細胞から精製した NTM を IMR90 細胞の細胞膜画分と混合・攪拌してから NTM

を免疫沈降し、共沈したタンパク質を質量分析器を用いて網羅的に同定した。同定され

た候補タンパク質はリコンビナント蛋白質を用いた Pull-down 実験および強制発現細

胞を用いた免疫沈降実験により結合を検証した後に、同定タンパク質の有無による NTM

の発現や局在の変化を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)培養細胞レベルの細胞老化・炎症における NTMの機能 

 ヒト正常線維芽細胞 IMR90の NTM遺伝子を siRNAを用いてノックダウンし、Rasタン

パク質強制発現により細胞老化を誘導した。その結果、Ras誘導に伴う細胞老化遺伝子

p15や p16ならびに炎症系サイトカイン IL6の発現誘導が低下することを見出した。逆

に、NTM を強制発現すると p15 や IL6 の発現は増大した。野生型および NTM KO マウス

胎児より調製した MEFを継代することにより細胞老化を誘導し、p15、p16、IL6の発現

変動を野生型マウス由来の MEFと比較検討した。その結果、NTM の欠損により継代数増

加に伴う p16や IL6 の発現誘導が減少しており、継代数増加に伴う細胞老化が抑制され

ていることが示唆された。この NTM 欠損による細胞老化誘導の抑制効果は、HDAC 阻害

剤 NaBu や DNA 障害誘導剤 Etoposide により誘導される細胞老化においても、IMR90 細

胞、MEFと同様の結果が得られた。 

 IMR90 細胞の培養上清を質量分析器により解析した結果、NTM のペプチド配列が同定

された。この結果より、NTMは細胞外へ分泌されるタンパク質であることが確認された。

続いて、細胞外に分泌された NTMが他の細胞に細胞老化・炎症を誘導する効果があるか

どうかを検証するために、NTMを強制発現した HeLa細胞を IMR90細胞と共培養し、IMR90

細胞の老化・炎症の変化を検討した。その結果、NTMを強制発現した HeLa細胞を共培養

することにより、IMR90細胞の老化が誘導されることが示された。さらに、大腸菌およ

び HEK293 細胞を用いてリコンビナント NTM 蛋白質を作製して IMR90 細胞に作用させる

ことにより老化・炎症に変化が生じるかどうかを検討した。その結果、リコンビナント

NTMタンパク質は、IMR90細胞に細胞老化を誘導することが明らかとなった。 

 

(2)動物個体の老化・炎症における NTMの機能 

ヒトがん検体データベースを用いて、正常組織とがん組織における NTMの発現比較を

行ったところ、複数のがん種において NTMの発現増大が確認された。また、複数のがん

種において NTMの発現が高い患者は予後が悪いことが認められた。さらに、正常組織に

おいて、NTM と各種サイトカインとの発現相関を検討したところ、NTM は IL6 の発現と

正の相関関係を示していた。さらに、正常組織において、加齢による NTMの発現量の変

化を検討した。その結果、脂肪組織などの一部の組織では加齢により NTMの発現が誘導

されることが示された。 

 肥満モデルマウス db/dbの脂肪組織を解析することにより、p16、p19、IL6の発現誘

導が確認されたが、この時 NTMの発現も誘導されていた。一方でカロリー制限を行った



マウスにおいては、全身で p16、p19、IL6の発現抑制が確認され、NTMの発現抑制も認

められた。 

次に、NTM欠損マウスに高脂肪食負荷を行うことにより細胞老化を誘導し、その時の

肥満・インスリン感受性・炎症の変化を検討した。その結果、NTM欠損マウスは高脂肪

食負荷に伴うインスリン感受性の低下ならびに炎症誘導が緩和していることが明らか

となった。さらに、自然老化した NTM欠損マウスにおける老化の表現型の解析を行った。

その結果、NTM欠損マウスは加齢に伴う筋力の減少および Frailty scoreの低下が抑制

されていることが示された。以上の結果より、NTMはマウス個体においても炎症・老化

を誘導する機能があると考えられた。 

 

(3)NTM中和抗体の作製 

NTM の老化・炎症における役割をさらに明らかにするために、NTM の機能を中和でき

る抗体の作製を行った。NTMを強制発現した細胞を野生型マウスおよびヒト化マウスに

免疫することにより産生されたモノクローナル抗体の中で抗老化・炎症活性を有するも

のを、Ras誘導を行った IMR90細胞の系もしくは Etoposide処理を行った MEFの系を用

いて選別した。その結果、抗細胞老化・炎症活性を有する、ヒトおよびマウス NTMに対

するヒトおよびマウス中和抗体の作製に成功した。選択したマウス NTMモノクローナル

抗体を、拡大培養・大量精製して、高脂肪食負荷による肥満マウスならびに自然老化マ

ウスに投与し、炎症や老化にいかなる変化があるかを現在検証中である。 

 

(4)NTMが老化・炎症を誘導する分子機構の解明 

IMR90細胞の細胞膜画分に含まれるタンパク質の中で NTMと結合するものを、質量分

析器を用いて網羅的に同定した。その結果、多数のタンパク質の同定に成功したが、そ

の中でも膜タンパク質 NTMBP-1に着目して更なる解析を行った。 

 NTMと NTMBP-1 との結合は、リコンビナント蛋白質を用いた Pull-down実験および免

疫沈降実験にて確認した。さらに、NTMBP-1を強制発現すると NTMの局在が膜から細胞

外へと変化すること、さらには修飾が変化することが見出された。 

 今後、NTMと NTMBP-1との結合が NTMの抗老化・炎症活性に果たす役割を解析する

予定である。 
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