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緒 言 

 

老化に伴い様々な炎症性分泌因子を放出するようになるSenescence-associated secretory phenotype（SASP）は、

細胞老化と組織・個体老化をつなぐ分子機構として注目されつつある。血中のSASP因子の増加により、神経新生や筋

再生能の低下が誘導され、組織レベルの恒常性破綻の一因となることが示された。さらに、細胞老化マーカーとして知

られる p16Ink4a を発現する細胞がアポトーシスするマウスでは、様々な加齢性機能障害や表現型が遅延することから、

老化した細胞の蓄積による老化促進効果は、個体レベルの老化現象にも影響を与えていることが分かる。一方、組織幹

細胞の老化に伴う機能障害も恒常性破綻の重大な原因と考えられる。老化に伴う造血幹細胞（HSC）のリンパ球産生

能の低下、骨格筋幹細胞の筋再生能の低下、間葉系幹細胞（MSC）の骨芽細胞分化能の低下など、様々な幹細胞老化

が報告されている。また、近年GDF11の投与により骨格筋幹細胞の筋再生能が回復し、心肥大や脳機能低下などの加

齢性機能障害を回復できる事も分かってきた。これらは幹細胞老化制御による組織・個体老化の制御の可能性を示して

いる。 
我々は、神経幹細胞（NSC）の分化能が発生の進行に伴い変化する分子機構の研究から、miR-17/106依存的なシグ

ナル応答性の制御により、エピジェネティックな変化無しに、低下したNSCのニューロン分化能が回復することを発

見した［1，2］。このような microRNA（miRNA）による「コンピテンシーの制御」は細胞機能調節の根幹的なメカ

ニズムの一つだと考え、幹細胞老化の研究に発展させてきた。実際に、様々な組織幹細胞においてmiR-17は加齢に伴

い発現が低下しており、その発現制御により老齢マウス由来HSC のリンパ球産生能（未発表）やMSC の骨芽細胞分

化能を回復できる事が分かった［3］。また、miR-17は幹細胞のSASPや成長因子の発現にも関与していることが分か

ってきた。若齢 MSC において、miR-17 依存的に発現する Gdf6 は、老化に伴うリンパ球減少、筋再生能低下、神経

前駆細胞減少などを回復する再生誘導因子として機能することが明らかとなった。近年老化への関与が報告されている

慢性炎症の改善効果も見られ、老化に伴う miR-17 の発現低下は、幹細胞の分化能の異常による細胞供給だけでなく、

恒常性維持因子の発現異常による組織および個体スケールの恒常性にも影響している可能性がある［3］。組織幹細胞の

miRNAの発現を調べてみると、老化に伴い広範なmiRNAの発現低下が誘導され（MSCでは若齢時に発現するmiRNA
の85%以上が発現低下する）、少なくともNSC、HSC、MSCにおいて、miRNAの発現が低下するにつれて機能障害

が誘導される。これらの事から、miRNAの発現異常が生体恒常性の破綻に重要な影響を与えていると考え、幹細胞老

化のメカニズム解明・制御による生体恒常性の維持・回復法の創出を目的として本研究を計画した。現在までに、in vivo
における幹細胞老化に伴う機能障害の検証と、慢性炎症誘導への寄与について新しい知見を得ることができた。 
 

方 法 

 
1．幹細胞老化に共通するメカニズムの解明と制御 
幹細胞老化に重要なmiR-17/106 を同定し、複数の幹細胞の機能回復に成功している。このmiR-17/106により制御

される、幹細胞老化に共通するメカニズムの解明を試みた。まず、老化したMSC とHSC における網羅的遺伝子発現

解析を行った。その結果、miR-17/106 に限らず広範なmiRNA の発現が低下していた。この中から老化に伴う機能障

害に実際に関与しているものを探索・同定し、どのような機能障害の原因になっているのかを明らかにした。 
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2．腸の老化が生体恒常性の破綻に与える影響の解明と制御 
若齢時のMSCが分泌するGDF6により、組織恒常性が回復した研究結果から、炎症の改善が生体恒常性維持に重要

な可能性が示唆された。しかし、どのようにして慢性炎症が誘導されるのかは分かっていない。個体スケールの老化プ

ロセスの解明には、どの組織の機能障害が重要であるかを明らかにする必要がある。突然変異の発生頻度や老化関連遺

伝子の発現上昇が最も高い組織であることから、腸を標的に生体恒常性への影響を調べることにした。腸管上皮幹細胞

（ISC）で遺伝子操作が可能な Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 マウスを用いて、幹細胞老化のメカニズム解析から判明

した幹細胞老化に重要なmiR-17/106を欠損させ、人為的に幹細胞老化を誘導することで生体恒常性への影響を調べた。

網羅的遺伝子発現解析により、老化した ISCs では炎症性因子の発現が誘導されていることを明らかにしているが、

miR-17/106 を欠損させても炎症性因子の発現上昇が誘導され、血中濃度が上昇することを明らかにした。また、実際

に老化したマウスの ISCsにおいて、一部機能の低下が起こっている事も確認した。 
 

結果および考察 

 

1．幹細胞老化に共通するメカニズムの解明と制御 
（1）幹細胞老化に共通するメカニズムの解明 
自身の研究成果により、miR-17 ファミリーが複数の組織幹細胞の老化に大きく影響している事が明らかとなった。

そこで、若齢（3ヶ月齢）および老齢（24ヶ月齢以上）マウスからMSCsをソーティングし、miRNA microarrayに

より網羅的発現解析を行った。その結果、miR-17ファミリーだけでなく、広範なmiRNAの発現低下が誘導されてい

る事が分かった（図 1）。MSCs ほどではないが、HSCs やNSCs でも同様の現象が誘導されており、幹細胞老化に共

通するメカニズムであることが示唆された。また、DNA 損傷により発現が誘導されることが知られている DNA 損傷

応答（DDR）miRNA（DDR-miR）の発現を調べてみると、10 GyのX線照射（IR）により若いコントロールのMSCs
で多数誘導されるDDR-miRの発現誘導も見られなくなっていた（図1）。一方、miRNAだけでなく、mRNAの網羅

的発現解析も行い、老化に伴い発現が低下する老化関連遺伝子 X も同定した。興味深いことに、この X を shRNA に

よりノックダウンすると（shX）、若齢マウス由来のMSCsでも老齢マウス由来のものと同様にDDR-miRの発現低下

が誘導された（図1）。 

 
図1．間葉系幹細胞における老化および老化関連遺伝子XのノックダウンによるDDR-miRの発現低下 

若齢および老齢マウスからMSCsをソーティング後に培養して増やし、miRNA microarrayにより網羅的解析を行った。

Oldおよび老化関連遺伝子XをノックダウンしたYoung MSCsで広範なmiRNAの発現低下が誘導された。また、10 Gy
のX線照射（IR）により誘導されるDNA損傷応答miRNA（DDR-miR）の発現誘導も見られなくなった。 
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DDR-miRの機能については未解明な部分が多いが、DNA修復などのDDRに重要だと考えられる。実際にWestern 
blotによりDNA修復時に発現が見られるリン酸化Chk1（p-Chk1）やDNA損傷のマーカーであるγH2AXを調べて

みると、oldや shX MSCsでは、p-Chk1の発現が低下し、その代わりにγH2AXが増加していた。つまり、DDR-miR
の発現低下により DDR 能が低下し、その結果 DNA 損傷の蓄積が誘導されたと考えられる。DNA 損傷の蓄積は細胞

レベルの老化の指標としてだけでなく、その原因としても考えられている。また、組織幹細胞でもDDR能の喪失が機

能障害を誘導することが報告されている［4］。これらのことから、老化に伴い遺伝子 X の発現が低下し、それにより

広範なmiRNAおよびDDR-miRの発現誘導が失われ、DDR能が低下することが幹細胞老化に共通する根幹的なメカ

ニズムではないかと考えられる。 
 
（2）DDR能に必須なmiRNAの探索 

DDR-miR の発現低下による DDR 能の喪失が幹細胞老化の重要なメカニズムであることが分かったが、DDR-miR
は数が多く、どのmiRNA がDDR 能に重要なのかは不明であった。そこで、microarray データから old や shX によ

り発現が誘導されなくなるDDR-miRを抽出し、機能的二次スクリーニングを行った。DDR能は基本的な細胞機能で

あるので、MSC ではなく、実験操作が簡便でヒト由来でもある 293T 細胞を用いた。その結果、複数のmiRNA が正

常なDDR能に必要で、特にmiR-AはCRISPR/Cas9システムによるノックアウトによりDDRに伴う53BP1の発現

誘導の喪失が強く見られた（図2）。これらのmiRNAは正常なDDR能の維持に必須であり、老化だけでなく、発癌や

癌の悪性化にも関与していると考えられる。実際に薬剤耐性に関与している報告があるものもあった。今後、過剰発現

によるレスキュー実験を行い、恒常性の回復ができるか確認すると同時に、ガン細胞における機能についても確認して

いく。 
 

 

 
図2．DNA損傷応答に必須なmiRNAの同定 

MSCs の microarray データを基に絞り込みを行い、得られた候補 miRNA を CRISPR/Cas9
システムによりノックアウトしてスクリーニングを行った。293T細胞に10 GyのX線を照射

すると53BP1の発現が誘導されるが、ポジティブコントロールの老化関連遺伝子XやmiR-A
をノックアウトすると、発現誘導が喪失した。Scale bar: 50 µm。 

 
 
2．腸の老化が生体恒常性の破綻に与える影響の解明と制御 
細胞レベルの幹細胞老化のメカニズムが明らかになってきたことで、人為的に幹細胞老化を誘導することで組織恒常

性への影響を調べることができるようになった。方法で述べたように、個体老化プロセスの解析では腸管上皮幹細胞

（ISC）を標的にした。まず、実際に老化したマウス生体内で、ISCsのDDR能が低下しているかどうか調べた。10 Gy
のX線を照射して、DNA 損傷に応答して発現が誘導される IL-6 を調べたところ、若齢時でのみ確認できた（図3）。
また、通常の培養条件下におけるオルガノイド形成能も著しく低下していた。 
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図3．腸管上皮幹細胞（ISCs）の老化にともなうDDR能の低下 
若齢および老齢マウスに10 Gy のX 線を照射し、DNA 損傷に応答した IL-6 の発現誘導を確認

した。老化したマウスの回腸では、若齢時にはLgr5陽性の ISCsで IL-6の発現が誘導されたが、

老化したマウスでは見られなかった。Scale bar: 100 µm。 
 
次に、miR-17 ファミリーをノックアウトした ISCs からオルガノイドを形成したところ、老齢時と同様にオルガノ

イド形成能が著しく低下していた（図4）。 
また、ノックアウトしてから 3 ヶ月ほどすると、血中の IL-6 を始めとしていくつかの炎症性因子の濃度が上昇し、

慢性炎症が誘導されてくることも分かってきた。以上の事から、miRNA によるDDR 能の制御は幹細胞および組織・

個体スケールの恒常性に重要な役割を担っており、その破綻が老化に寄与していると考えられる。 
 
 

 
図4．miR-17ファミリーのノックアウトによる ISCsのオルガノイド形成能の低下 

miR-17 ファミリーをノックアウトしたマウスからオルガノイドを形成すると、老齢時と同様に

オルガノイド形成能の著しい低下が認められた。 
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