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研究成果の概要（和文）：ヒト血管の加齢や老化を試験管内で検証するため、様々な年齢のヒト由来iPS細胞について
分化誘導を行い、主な血管構成細胞である血管内皮細胞を樹立した。分化効率には由来年齢や糖鎖発現が関連している
ことが示唆された。樹立されたヒトiPS細胞由来の血管内皮細胞について加齢や老化現象を検討するため、ヒト初代培
養血管内皮細胞を用いて、自然細胞老化やストレス性老化の評価系を検討した。自然細胞老化およびストレス性老化を
再現良く検出できた。

研究成果の概要（英文）：To evaluate aging and senescence of human blood vessel in vitro, I have establishe
d human vascular endothelial cells, main component of blood vessel, from human induced pluripotent stem ce
lls (iPS cells), which are various in age. The efficiency of endothelial differentiation is various and it
 has been suggested that various efficiency may be related to derivation age of iPS cells and expression p
attern of glycoconjugates. Next, to evaluate aging and senescence of vascular endothelial cells derived fr
om iPS cells, I tested assay of aging, replicative senescence and stress-induced senescence using primary 
human vascular endothelial cells. In primary human vascular endothelial cells, aging, replicative senescen
ce and stress-induced senescence have been observed reproducibly. 
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１．研究開始当初の背景 
①加齢に伴う疾患は恒常性維持機構の変容、
破綻によって起こると考えられ、超高齢社会
にある日本において健康長寿の達成のため
に小児期からの疾患対策と予防は、急務の課
題である。そのためには、加齢や老化に関わ
る疾患発症の分子メカニズムの解明が必要
である。しかし、ヒトにおいては個体での長
期間の解析の難しさや環境要因の問題によ
り、加齢に伴った臓器機能の低下の分子メカ
ニズムについてはほとんど明らかにされて
いなかった。 
②人工多能性幹細胞(iPS 細胞)は、細胞医療
への応用だけでなく、疾患モデルとしての期
待も高い。実際に疾患患者由来の iPS細胞を
用いた研究の例があり、患者由来の細胞が疾
患を反映し、個体レベルでの研究が難しい疾
患の分子メカニズムの解明に役立つと考え
られている。一方、ヒト iPS細胞を用いた加
齢や老化現象に関する研究成果は報告され
ていなかった。 
③細胞表面には、膜蛋白質や脂質に修飾され
た形で糖鎖が発現しており、多彩な機能を担
っている。これまでに申請者らは、多能性幹
細胞であるマウス ES細胞やヒト iPS細胞に
ついて、未分化および分化状態で細胞表面の
糖鎖の発現様式が変化し、それぞれの発現様
式が各分化状態に関わるシグナル応答性の
制御に重要であることを明らかにした
（Sasaki et al. JBC, 283, 3594-3606, 2008; 
Sasaki et al. Plos One,4, e8262, 2009; 
Sasaki et al. BBRC, 401,480-486, 2010; 
Sasaki et al. Stem Cells, 29, 641-650, 
2011）。加齢による長期の時間経過において
も糖鎖の発現様式に変化が認められるとい
う報告が少数あり、加齢に伴った機能変化に
糖鎖が関係していると想定されていた。 
 
２．研究の目的 
上述の背景に基づき、本研究では、ヒト iPS
細胞由来の血管細胞がヒト血管の加齢、老化
モデルとして有用であるか、さらに血管細胞
の機能変化に関わる糖鎖を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)由来年齢の異なるヒト iPS 細胞からの血
管細胞の誘導 
 
由来年齢の異なるヒト iPS 細胞から、血管細
胞として血管内皮細胞の誘導を行う。方法と
しては、①胚様体を介する方法(Gokoh et 
al.Cellular Reprograming, 13, 361-370, 
2011)と②胚様体を介さない方法(Tatsumi et 
al. Cell Transplantation, 20, 1423-1430, 
2011)について検討を行う。血管内皮細胞の
確認は、LDL の取り込みアッセイ及び各種血
管内皮細胞マーカーの発現を FACS 解析で行
う。 
 
(2)血管細胞における加齢、老化現象の評価

系の検討 
 
①自然細胞老化の検討 
ヒト血管細胞として、ヒト大動脈血管内皮細
胞を用い、継代数により細胞老化が誘導され
るか老化マーカーである p16 や SA--Gal 活
性の発現を検討する。さらに、細胞レベルで
個体年齢を反映した結果が得られるか由来
年齢の異なる細胞で比較を行う。 
 
②ストレス誘導性老化の検討 
ヒト大動脈血管内皮細胞において、酸化スト
レスとして過酸化水素で短時間処理した後、
数日後に細胞老化が誘導されるか検討する。 
 
４．研究成果 
(1)由来年齢の異なるヒト iPS 細胞からの血
管細胞の誘導 
 
まず、胚様体を介する方法により血管内皮細
胞の誘導を試みた。由来年齢の異なる iPS 細
胞の種類に寄らず、胚様体は形成された。し
かし、胚様体形成後、方法に従い接着培養を
行ったが、血管内皮細胞マーカーの発現はほ
とんど誘導されず、この方法での血管内皮細
胞の誘導は難しいと考えられた。 

 
次に、胚様体を介さない方法（図１）を検討
した。GSK3阻害剤である BIO の処理により
Wnt シグナルを活性化させることで中胚葉マ
ーカーの発現と共に中胚葉分化が誘導され、
さらに７日目から SFM+VEGF で培養すること
で、由来年齢により効率は異なるが、血管内
皮細胞のマーカーであるVE-cadherin陽性細
胞が誘導されることがわかった（図 2）。 

 
 
誘導９日目のVE-cadherin陽性細胞について
ソーティングで分離し、SFM+VEGF にて培養を
行った。２回目の継代後に各種血管内皮細胞
マーカーで確認した結果、LDL の取り込み及
び血管内皮細胞マーカーの発現が確認され、
血管内皮細胞を樹立できたことがわかった
（図 3）。 
 
 



 
図２の結果のように、由来年齢によって血管
内皮細胞の分化効率に違いが見出された。そ
の違いが何に起因しているかを検討するた
め、手始めに各 iPS 細胞の血管内皮細胞の誘
導過程における糖鎖発現の検討を行った。
Q-PCR 法により糖鎖関連遺伝子の発現につい
て解析を行った結果、誘導効率の違いを反映
するように明らかに発現パターンに違いの
ある遺伝子が見出された（図 4）。 
 

 
 
(2)血管細胞における加齢、老化現象の評価
系の検討 
 
①自然細胞老化の検討 
ヒト大動脈血管内皮細胞について継代を繰
り返し、継代ごとに老化マーカーである
SA--Gal活性の検出及びp16遺伝子の発現に
ついて Q-PCR 法で検討した。その結果、培養
期間の増加と共に SA--Gal 活性陽性細胞率
の増加と p16 遺伝子の発現増加が認められ、
自然細胞老化を検出することができた。 

 
さらに、由来の個体年齢を反映した老化が検
出されるか、３種類の年齢の異なるヒト大動
脈血管内皮細胞について、少ない継代数で合
わせた状態で SA--Gal 活性及び p16 遺伝子
の発現について比較を行った。２つの老化マ
ーカーに関して、由来年齢に比例して高いこ
とがわかった（図 6）。 

 

②ストレス誘導性老化の検討 
まずは、酸化ストレスとして過酸化水素で２
時間処理を行い、アポトーシスが誘導されな
い過酸化水素の濃度を検討した。ヒト大動脈
血管内皮細胞について、各過酸化水素濃度で
２時間処理を行い、３日間培養後にアポトー
シスの有無について検討した。250M〜300M
まではアポトーシスは誘導されなかった（図
7）。 

 
250M または 300M の過酸化水素で２時間処
理後、３日目に細胞老化の検討を行った結果、
老化マーカーである SA--Gal 活性及び p16
蛋白の発現が確認され(図 8)、この条件にお
いてストレス誘導性老化が誘導されること
がわかった。 

 

 
 
さらに、３種類の年齢の異なるヒト大動脈血
管内皮細胞について、ストレス誘導性老化の
比較を行った結果、由来の年齢に関わらず、
酸化ストレス後48時間前後からSA--Gal活
性陽性細胞が増加することがわかった（図 9）。 
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