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研究成果の概要（和文）：ヒト正常細胞に関して，工学的パラメータに基づいた細胞寿命評価手法の構築とその生理的
な裏付けを行った．まずヒト角化細胞は細胞寿命に近づく際に，残り分裂回数がある一定以下に到達すると，外的指標
である細胞面積の増大と内的指標である抗酸化酵素の発現量の増大が相関した形で引き起こされることを明らかにした
．次に，核内分裂が生じることで核と細胞質の巨大化が進行し，やがて細胞死に至るヒト細胞の巨核球分化を対象とし
，酸化ストレス因子である過酸化水素を添加すると寿命の短縮と巨核球分化の促進が引き起こされ，内的指標である遺
伝子発現レベルにおいて酸化ストレス応答が重要であることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We formulated parameters for defining quantitatively the vitality of human cells a
nd evaluated their life-span. First, passage cultures of human keratinocytes showed that the addition of h
ydrogen peroxide shortened the life-span of human keratinocytes. The drastic increases of average cell are
a and gene expression were observed when the remaining number of population doublings reached a specified 
value. Next, we focused on the megakaryocytic(MK) differentiation of human cells, which is the development
 of polyploidy cells via endomitosis. We revealed that the progression of committed MK cells to the endomi
totic phase of differentiation depended on the reactive oxygen species (ROS) level. These results provide 
an evidence showing the importance of oxidative stress to MK differentiation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒト正常細胞の in vitro 培養では，培養

経過とともに細胞分裂能力が減少し，やがて
細胞分裂が停止して寿命に達する．寿命は培
養条件に左右され，酸化ストレスの負荷や増
殖因子の添加など様々な要因により短縮す
る一方，低酸素濃度下や抗酸化物質の存在下
では寿命は延長する．このように，哺乳類細
胞の寿命に影響を与える要因の解明は，再生
医療をはじめとしたヒト細胞培養における
培養指針となるだけでなく，好気的代謝を行
う生物の寿命について重要な知見を与える，
先駆的かつ創造的な内容であると考えられ，
創薬や化学物質の毒性評価といった様々な
分野に寄与しうるものと期待される． 
 
２．研究の目的 
本研究の主目的は，工学的パラメータに基
づいた細胞寿命評価手法の構築とその生理
学的裏づけである．現状では，細胞寿命は細
胞内の酸化状態や細胞の遊走速度に関与す
ることが予備的に検証されている．したがっ
て本研究は，寿命は細胞が保持する細胞余命
ポテンシャルに依存し，その減衰により寿命
に到達するという考えに基づき，細胞余命ポ
テンシャルの評価指標の確立を目的とする．
同時に，遺伝子発現解析や免疫染色を用いた
細胞骨格細胞解析，細胞内 ROS 含量の測定な
どにより生理学的評価を行い，寿命の短縮・
延長に関するメカニズムの裏づけを行う．ヒ
ト細胞の寿命に影響を与える要因の解明を
行うことで，in vitro 培養における細胞分化
誘導などの培養プロセスに指針を与ること
を目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト角化細胞の細胞寿命の進行に伴う細
胞状態の評価 
 
使用細胞として，新生児包皮組織から単離

したヒト角化細胞を用いた．継代培養を行い，
通常条件と 60 μM H2O2 添加条件における累
積分裂回数 PD の経時変化に対し，修正
Gompertz 式を適用して最大分裂回数 PDmを決
定した．さらに，継代数 NP= 3 より継代毎に
全細胞および増殖性細胞の核数を評価した．
全細胞の核および増殖性細胞を，それぞれ
DAPI（4’,6-diamidino-2-phenylindole），
抗 Ki67 抗体で二重染色した後，蛍光顕微鏡
を用いて観察した．増殖性細胞比率 Rp は，
DAPI 陽性核数に対する Ki67 陽性細胞数の比
率として定義した．同時に mRNA を抽出し，
リアルタイム PCR を行い，cat，sod2，sod3
の 3つの遺伝子発現量を解析した． 
 
(2)ヒト造血幹細胞ならびにその細胞株の巨
核球分化の評価 
 
造血幹細胞の in vitro 培養における血小

板産生は，トロンボポイエチン（TPO）と呼

ばれるサイトカインを添加することで，細胞
質分裂を伴わず細胞内核分裂のみが進行す
る巨核球分化が誘導され，約 1週間程度で細
胞寿命に達し細胞質が崩壊することで行わ
れる．この巨核球分化には，培養として汎用
性の高い細胞株が存在し，ヒト由来の K562
株などが巨核球分化機構解明のために研究
されている．K562 は，多能性幹細胞的性質を
有 し て お り ， phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA)により巨核球系細胞へと分
化する．造血系幹細胞の巨核球分化に関して
は，酸化ストレスが重要なシグナルとして働
くことが報告されているため，PMA により分
化誘導させた K562 細胞に非致死的な濃度の
過酸化水素を添加することで，巨核球系分化
に与える影響を確認した． 
細胞株 K562 は，PMA(10 ng/ml)を添加する

ことで巨核球系分化を誘導し，H2O2 (60 M) 
添加の有無の条件下で3日おきに培地交換を
行い，11 日間培養した．また，培養 1日後か
ら 2 日おきに，細胞生存率，アポトーシス，
倍数性をフローサイトメトリーにより測定
した．加えて，培養 1日後の細胞内活性酸素
(ROS)量と，BrdU の取込みを同じくフローサ
イトメトリーにより求めた．一方，造血幹細
胞に関しては，PMA のかわりに TPO(100 
ng/ml)を添加し，同様の解析を行った． 
 
４．研究成果 
(1)ヒト角化細胞の細胞寿命の進行に伴う細
胞状態の評価 
 
(1)-1 継代回数ならびに過酸化水素の添加
が及ぼす細胞寿命と細胞面積への影響 
過酸化水素添加の有無の条件下で，ヒト角

化細胞の一連の継代培養を実施した．典型的
な培養における累積分裂回数 PD および平均
細胞面積 CA の経時変化を図 1に示す．過酸化
水素無添加条件において継代培養した角化
細胞は，累積培養時間が約 600 時間前後で増
殖が停止していることが確認された．一方，
NP = 3 より過酸化水素を添加した条件におい
ては，約 450 時間付近で増殖が緩慢となるこ
とが分かり，過酸化水素の添加により角化細
胞の寿命が短縮することが示された．また CA
に関しては，両培養条件において培養約 300
時間までは CA ≅ 1×10-9 m2を維持していたが，
通常条件では約400時間から平均細胞面積の
顕著な増加が確認され，培養終了時には CA ≅ 
4×10-9 m2 となった．一方，過酸化水素添加
条件では 300 時間後から増加し始め，培養終
了時で CA ≅ 5×10-9 m2となり，通常条件と同
様に角化細胞が寿命に近づくにつれ面積が
増加することが確認された．  
次に，上記の培養条件においてそれぞれ 3

回実施した継代培養のデータに対して，最大
分裂回数 PDm を決定した．通常条件では，最
大分裂回数は PDm ＝ 15.6±0.5，過酸化水素
添加条件では，PDm ＝ 12.8±0.7 となり，後
者の条件下では PDm 値の低下が確認された．



ここで，得られたパラメータ値から各培養時
間における微分係数 rPD を求めた．通常条件
では時間経過につれて比較的ゆるやかに rPD

値が減少するのに対し，過酸化水素を添加し
た場合，添加を開始した直後から培養 300 時
間までの rPD 値の減少が大きいことがわかっ
た．本研究では，両培養条件で rPD= 2.0×10-2 
h-1 を与える時間，すなわち，通常条件で t = 
371 h , 過酸化水素添加条件で t = 304 h に
おいて，平均細胞面積の増加が認められたこ
とから（図 1），この微分係数の値を細胞挙動
に影響を与える境界点とみなした． 

 
(1)-2 残り分裂回数と細胞面積および増殖
性細胞比率の関係 
 各培養条件下における平均細胞面積 CA と
増殖性細胞比率 Rpを，最大分裂回数から培養
時間 tにおける累積分裂回数を引いた残り分
裂回数 PDm - PDに対して整理した．それぞれ
の条件についての培養データをまとめたも
のを図 2に示す．平均細胞面積 CA は，残り分
裂回数が少なくなるにつれ指数関数的に増
加し，過酸化水素添加の有無に関わらずデー
タ点は良く重なることが分かった．一方，増
殖性細胞比率 Rp に関しても平均細胞面積と
同様に両培養条件の傾向が一致し，残り分裂
回数の減少とともに低下していることから，
細胞が寿命に近づいていることの裏付けと
なった．ここで図中の斜線部は，すべての培
養において rPD = 2.0×10-2 h-1 をとる時間で
の累積分裂回数 PD*より算出した残り分裂回
数であり，角化細胞の固有値 PDm - PD* = 2.7
±0.3 となった．また，培養条件の違いから
生じる最大分裂回数の変化によらず，平均細
胞面積，増殖性細胞比率ともに PDm - PD*値を
境に変化していることから，この PDm - PD*

は細胞寿命に関する共通パラメータとして
有効であると考えられる．また以上の結果か
ら，平均細胞面積 CA は最大分裂回数で整理さ
れるヒト培養細胞の寿命と相関性をもつ外
的指標となると考えられる． 
 
(1)-3 細胞寿命と酸化ストレス応答遺伝子
の相関 
 ヒト培養細胞において，カタラーゼの発
現量が過酸化水素の添加濃度に依存して増
大することが報告されている．さらに，本研
究においても，過酸化水素の添加により寿命
が短縮したことをから，細胞の寿命と細胞内
指標としての酸化ストレス応答の相関性を
検討した．ここでは，カタラーゼをコードす
る遺伝子 catおよび代表的な抗酸化酵素であ
るスーパーオキサイドジスムターゼ(SOD)を
コードする遺伝子 sod3 に着目した． 
 残り分裂回数に対して各遺伝子の発現

 

図 2 過酸化水素の有無の条件において，ヒト角
化細胞を継代した際の平均細胞面積と増殖
性細胞を残り分裂回数で整理したプロッ
ト．図中の実線は，細胞挙動に影響を与え
る境界点． 

 

図 3 過酸化水素の有無の条件において，残り分
裂回数に対するヒト角化細胞の遺伝子発
現量のプロット．図中の実線は，細胞挙
動に影響を与える境界点． 

 

図 1 過酸化水素の有無の条件において，ヒト角
化細胞を継代した際の平均細胞面積と累
積分裂回数の経時変化．図中の矢印は，過
酸化水素を加えた時点． 



量を整理した結果を図 3 に示す．cat 遺伝子
は，過酸化水素の添加の有無に関わらず，残
り分裂回数の減少に伴い徐々に発現量が増
加し，特に残り分裂回数が閾値（PDm - PD* = 
2.7±0.3）以下になってからその傾向が強く
なることが確認された．カタラーゼ活性に関
しては，阻害剤により活性を低下させること
でヒト培養細胞の老化が進行すると報告さ
れており，細胞の老化における重要な役割を
もっていると考えられる．次に，sod3遺伝子
に関しても，両培養条件において残り分裂回
数が閾値を超えてから急激な発現量の増加
が確認された．以上の結果より，catや sod3
遺伝子の発現量が，最大分裂回数で整理され
るヒト培養細胞の寿命と相関性をもつ内的
評価指標となることが示唆された． 
得られた結果は新規性の高い内容として

国内学会および雑誌論文において発表した．  
 
(2)ヒト造血幹細胞ならびに細胞株の細胞寿
命と巨核球分化の評価 
 
(2)-1 細胞株 K562 を用いた評価 
図 4に，PMA により分化させた K562 細胞の

細胞生存率，アポトーシス割合，高倍数性
(≥8N)割合を示す．細胞生存率に関しては，
H2O2添加の有無に関わらず，培養 1 日後では
90%以上を保っているが，培養 3日後に約 60%
前後まで大きく低下した．その後，H2O2 を添
加していない条件では緩やかに回復するが，
H2O2 を添加した条件では，ほぼ横ばいとなっ
ていた．この結果から，H2O2 の添加は，PMA
分化に付随する生存細胞率の低下を促進さ

せることがわかった．一方，細胞死誘導を示
すアポトーシスの割合は，H2O2 添加の有無に
よらず培養期間中 10%から 20%の間の値をと
ることがわかり，H2O2 添加による細胞生存率
の低下はアポトーシスの誘導によるもので
はないことがわかった．また巨核球系細胞へ
の分化の指標となる細胞の倍数性に関して
は，培養 3日後までは H2O2添加による影響は
確認されなかったが，培養 5日後から H2O2添
加条件において，倍数性が 8N 以上の高倍数
性の細胞割合が増加し始め，培養 9日後では
H2O2添加条件で 34.8±2.3%，H2O2非添加条件
で 21.5±0.8%となり，H2O2の添加により倍数
性の増加が大幅に促進されることがわかっ
た．H2O2 の添加が倍数性を増加させた原因と
して，PMA を添加することで，K562 細胞の細
胞内 ROS 含量が約 4倍増加し，さらに H2O2を
添加することで約7倍に増加することが確認
された（データ省略）．この結果から，K562
細胞の PMA分化においても活性酸素が重要な
役割を果たしていることが示唆された．さら
に，H2O2を添加した場合，培養 1日後の 2N の
割合が約半分に低下していることがわかり，
BrdU の取込みにより細胞分裂を確認したと
ころ，表 1 に示すように H2O2を添加すると，
BrdU 陽性の 4N 細胞が約 10%増加し，BrdU 陽
性の 2N 細胞がほとんど存在しないことが判
明した．よって，H2O2 の添加は，細胞内 ROS
を増加させ細胞分裂を抑制することで，高倍
数性化を促進していると結論付けられた． 

 
(2)-2 造血幹細胞を用いた評価 
これまで，K562 細胞の巨核球分化に酸化ス

トレスが重要な役割を果たしていることを
明らかにし，外因性の過酸化水素を添加する
ことで分化が促進されることを報告した． 
そこで，得られた知見を基にヒト初代造血

幹細胞を用いて，巨核球分化における酸化ス
トレスの影響を確認した．ヒト初代造血幹細
胞に酸化ストレスとして過酸化水素を，また
一方で抗酸化剤として N-acetylcysteine 
(NAC)を添加すると，特に未成熟な巨核球細
胞においてNACによる分化の抑制が見られた．
さらにこの時の細胞の遺伝子発現量を解析
したところ，抗酸化酵素であるカタラーゼの
発現が巨核球分化の誘引により抑制される
ことを発見し，内在的 ROS を増加させる要因

表 1 培養 12 時間後において，BrdU を取
込んだ (陽性)もしくは取込んでいな
い(陰性)細胞の割合[%] 

BrdU H2O2  
無添加 

H2O2  
60 M 添加 

陽性 4N 58.7 ± 2.1 68.8 ± 0.4 

陰性 4N 8.4 ± 0.2 8.3 ± 1.0 

陽性 2N 10.4 ± 0.6 0.8 ± 0.1 

陰性 2N 22.5 ± 1.5 22.1 ± 0.6 

 
図 4 K562 細胞の細胞生存率，アポトーシス

割合，高倍数性(≥8N)割合 



であると推測された．以上の結果から，ヒト
初代造血幹細胞の巨核球分化では，特に誘導
初期において酸化ストレスが重要であるこ
とが明らかになった．  
得られた結果は新規性の高い内容として

国内外学会および雑誌論文において発表し
た． 
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