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略語一覧 

IFI27    Interferon alpha-inducible protein 27 

IFIT3    Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 3 

IFN    Interferon  

IFNR    Interferon receptor 

IL1β    Interleukin 1β 

IL6    Interleukin 6 

IRF9    Interferon regulatory factor 9 

ISG15    ISG15 ubiquitin-like modifier 

ISGF3    Interferon-stimulated gene factor 3 

ISGs    Interferon-stimulated genes 

ISRE    IFN-stimulated response element 

JAK1    Janus kinase 1 

Mx1    MX dynamin like GTPase 1 

Mx2    MX dynamin like GTPase 2 

NHDF    Normal human dermal fibroblasts 

OASL    2'-5'-Oligoadenylate synthetase-like 

8-OHdG   8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine 

RT-PCR   Reverse transcription polymerase chain reaction 
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SA-β-gal   Senescence-associated beta-galactosidase 

SASP    Senescence-associated secretory phenotype 

shRNA    Short hairpin RNA 

SIRT1    Sirtuin 1 

STAT1   Signal transducer and activator of transcription 1 

STAT2   Signal transducer and activator of transcription 2 

TYK2    Tyrosine kinase 2 
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１．要旨 

 

インターフェロン誘導遺伝子(Interferon-stimulated genes; ISGs) はウイルス感

染などを契機にインターフェロン(IFN) により誘導され、生体の防御反応を惹起す

る。ヒト皮膚線維芽細胞を用いた本研究で、老化細胞では IFN 非依存的に ISGs が

高発現しており、その機序として非リン酸化 STAT1、STAT2 および IRF9 からなる

転写因子 ISGF3 が核内に移行し、ISGs の発現を誘導していることを見出した。老

化細胞での非リン酸化 STATs による ISGs 高発現は、慢性炎症によってもたらされ

る老化関連疾患のさらなる病態生理の解明、疾病予防の標的となる可能性がある。 

  



7 

 

２．序文 

 

我が国は現在、超高齢社会に突入しており、65 歳以上の高齢者の割合(高齢

化率)は 28.1％を占めている。 少子高齢化に伴い、高齢者の割合は、今後もしばら

く増加し続け、2040 年には、高齢化率は 35％になると見込まれている。日本に限

らず、衛生状況の改善のため、今後世界中で高齢化が進むことが予想されている[1]。 

しかし平均寿命が延びても、死ぬまで健康でいられるとは限らない。人を

含め、すべての生物にとって老化は避けられない現象である。老化はがんをはじめ、

脳血管疾患、循環器疾患、2 型糖尿病、認知症など、様々な病態に関与しており、

それらは老化関連疾患と呼ばれている (図 1 )[2,3]。 

 

 

図１ 老化は様々な疾患の重大なリスクファクターである 
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日本の平均寿命は男性が 80.98 歳、女性が 87.14 歳であるが、「健康上の問

題で日常生活に影響がない」とされる健康寿命については、男性 72.14歳、女性 74.79

歳と、平均寿命と約 10 年の乖離がある。高齢化に伴い介護を受ける割合も増加し

ており、高齢社会において、医療費、介護費の増加は日本経済の観点からも重要な

問題となっている。このような状況下で、老化や老化関連疾患の生理的メカニズム

を解明し、健康長寿を見据えた新たな治療戦略を開発することは今まさに求められ

ている。 

ヒトの正常な組織から取り出した体細胞は、培養皿で培養すると、はじめ

のうちはよく増殖するが、ある一定回数細胞分裂を繰り返したのち、増殖を停止す

る。この現象は、細胞老化と呼ばれ、60 年ほど前にヘイフリックによって報告され

た[4]。老化した細胞は形態が巨大化・扁平化し、SA-β-Gal 活性の亢進が観察され

る[5]。ヒトの体細胞の多くは、染色体末端を保護するテロメア DNA を複製する酵

素（テロメラーゼ）の活性が非常に低いため、細胞分裂を繰り返すと、テロメアの

短小化が起き、その構造変化が DNA ダメージとして認識される。その結果、サイ

クリン依存性キナーゼインヒビターの p21 や p16INK4Aの発現が誘導され、細胞周期

を停止させる Rb タンパク質の恒常的活性化が引き起こされ、細胞分裂が不可逆的

に停止すると考えられている。このテロメアの短小化による細胞老化は複製老化と

呼ばれている[6]。 

複製老化に加えて、がん遺伝子の活性化や、活性酸素の蓄積による酸化ス
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トレス、抗がん剤の暴露など、DNA ダメージを発生させる様々な刺激により、不

可逆的な細胞増殖停止が起こることが報告されており、このような細胞内外のスト

レスにより生じる細胞老化は、ストレス誘導性細胞老化と呼ばれている (図 2) [7-

9]。 

 

図 2 細胞老化誘導機構  

修復不可能な DNA 損傷が生じた場合、細胞は、p53/p21 もしくは p16INK4A経路を活

性化させ Rb 経路を活性化し細胞増殖を停止する。 

 

老化細胞は、加齢とともに生体内に蓄積していくと考えられている。

Yamakoshi らの報告では、細胞老化に特異性の高いマーカーである p16INK4Aに、蛍

光蛋白であるルシフェラーゼを融合した遺伝子改変マウスで、加齢とともにマウス

の体内の様々な部位にルシフェラーゼの発現が増加することが確認されている。こ

れは加齢とともに p16INK4A陽性細胞、つまり老化細胞が蓄積していくことを示唆し

ている [10]。 

細胞老化は、正常細胞が DNA ダメージを受けた際に、細胞分裂を停止する



10 

 

ことで危険な細胞増殖を阻止するため、生来体内に備わったがん抑制機構であると

考えられている。がん細胞ではテロメラーゼ活性が亢進しているものが多く、永久

に分裂増殖可能であることや、がんの半数近くで p16INK4Aが失活しているという事

実は、細胞老化ががん抑制機構であることを裏付けている[10-12]。 

一方で、細胞老化は、アポトーシスとは異なり、ダメージを受けたのちも

体内に蓄積し、長時間存在することで、個体に悪影響を及ぼしている可能性が示唆

されている。Baker らは、マウスの p16INK4A陽性細胞を除去することで、マウスの

寿命が延長し、心臓や腎臓における加齢性変化が抑制されることを報告している

[13,14]。 

老化細胞は、単に細胞増殖を停止しているだけではなく、炎症性サイトカ

インや、ケモカイン、増殖因子などの分泌因子を高発現し、周囲の細胞に様々な影

響を及ぼしている可能性がある。これらの分泌現象は、細胞老化随伴分泌現象

（senescence-associated secretory phenotype: SASP）と呼ばれ近年注目を集めている

[3,15]。SASP 因子には、細胞増殖や、組織のリモデリングを促進する因子が多く含

まれているため、老化細胞が SASP を介して組織の修復を促進するなど、有益な機

能も報告されている[16]。その一方で、SASP 因子が炎症反応や発がんを促進し、

生体にとって好ましくない微小環境を形成していることも明らかになってきてい

る。がん細胞と老化線維芽細胞との共培養によってがん細胞の浸潤能が亢進するこ

とや、腫瘍の成長が促進されること、さらに SASP 因子を阻害すると腫瘍形成や細
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胞増殖が抑制されることなどが報告されており、SASP ががんの進展に寄与してい

ることが示唆されている[17,18]。 

さらに Yoshimoto らの肥満誘導性肝がんのモデルマウスを使用した報告では、高脂

肪食により肝星細胞が老化し SASP を引き起こしているが、IL1βをノックアウトし

SASP を抑制すると、発がんが抑制されることから、老化肝星細胞が引き起こす

SASP が発癌に促進的に働いていることが示唆されている[19]。 がん以外にも、動

脈硬化やインスリン抵抗性など、SASP に関連した炎症反応は老化に随伴する病態

の根底になっていると考えられている (図 3) [3,20,21]。 

 

図 3 細胞老化と細胞老化随伴性分泌現象 

老化細胞はがん抑制機構と考えられる一方で SASP を介して生体に悪影響を及ぼ

している可能性がある。 
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一般に、ウイルスなどの侵入を受けると、細胞は IFN を産生する。IFNα 及

び β に代表されるⅠ型 IFN は、細胞表面にあるⅠ型 IFN 受容体に結合し、JAK-STAT

経路を介して様々な ISGs の転写を活性化させる。ISGs は抗ウイルス作用やマクロ

ファージの活性化、抗腫瘍作用など、多岐にわたる免疫応答に関与している[22]。 

IFN が細胞膜上の受容体である IFNR1/IFNR2 二量体に結合すると、そこに

結合しているリン酸化酵素の JAK1、TYK2 がリン酸化される。活性化した JAK1、

TYK2 が IFN 受容体をリン酸化し、細胞内の signal transducer and activator of 

transcription 1 (STAT1)および STAT2 が受容体に引き寄せられリン酸化を受ける。リ

ン酸化した STAT1、STAT2 は二量体を形成し、さらに IFN regulatory factor 9 (IRF9)

と結合し ISG factor 3(ISGF3)と呼ばれる複合体を形成する。ISGF3は核内に移行し、

ISGs のプロモーター内に存在する IFN 応答配列(IFN-stimulated response element; 

ISRE)に結合し、数百に及ぶ ISGs の転写を誘導する (図 4)[23,24]。 
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図 4 典型的な JAK-STAT 経路 

IFN が IFN 受容体に結合すると、JAK1 がリン酸化され、STAT1、STAT2 をリン酸

化する。リン酸化された STAT1、STAT2 は IRF9 と結合し ISGF3 となり核内に移行

し ISGs の転写を促進する。 

 

この典型的な JAK-STAT 経路に加えて最近、非リン酸化 STATs の機能が報

告されている。Cheon らは、低用量の IFN で細胞を一定期間刺激すると、非リン酸

化 STAT1、STAT2 からなる非リン酸化 ISGF3 が増加し、ISGs を高発現させ、DNA

ダメージに対して抵抗性を示すことを報告している[25]。Wang らは、一部のマウ

スやヒトオルガノイドで、IFN 刺激を伴わない生理的条件下での ISGs の恒常的発

現が、非リン酸化 ISGF3 によって制御されており、抗ウイルス免疫に重要であるこ

とを報告している[26]。 このように、恒常的な ISGs の発現は、細胞にウイルスが

侵入した際の迅速な免疫応答に必要であると考えられる[27,28]。一方で、ISGs の異

常高発現を伴う C 型肝炎ウイルス(HCV) 感染患者が IFN による抗ウイルス治療に
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対して治療抵抗性を示すことや、ISGs 高発現を伴う担癌患者で腫瘍形成が促進さ

れ、治療抵抗性を示すことなどが報告されており、ISGs の異常高発現は負の効果

をもたらすことも示唆されている[29-32]。 

本研究において、複製老化させた老化線維芽細胞では非老化線維芽細胞に

比べ、ISGs が高発現していた。しかしながら IFN の発現は増加しておらず、老化

細胞における ISGs の高発現は非リン酸化 ISGF3 によって制御されているのではな

いかという仮説を立てて検証を行った。あわせて、早老症のひとつである Werner

症候群の線維芽細胞でも検討を行った。さらに、若年患者と老齢患者の肝組織の免

疫組織染色を比較し、老化細胞における ISGs の発現制御機構について検討した。  
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３．方法 

 

①  細胞 

正常ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）は passage 2 のものを Promocell より購

入した。donor は白色人種の 30 歳男性であった。推奨に基づき 2%胎児ウシ血清及

び線維芽細胞成長因子、インスリンを添加した Fibroblast basal medium を用いて 

37℃、5% CO2 環境下にて培養した。 

複製老化による老化細胞を作成するために、増殖が停止するまで培養を継

続した。細胞が、80%コンフルエンスに達した時点で、1:3 に薄めて継代した。継

代数が少ない内は約 3 日ごとに継代を行ったが、継代数が 20 を超えると、徐々に

継代までの間隔は長くなり、継代するまで 2-3 週間を要した。この時点では細胞は

1:2 に希釈した。細胞の剥離には TrypLE を使用した。継代数が 10 未満のものを非

老化細胞、継代数が 20 以上のものを老化細胞として比較検討した。 

Werner 症候群の患者由来のヒト皮膚線維芽細胞は Passage 8 のものを医薬

基盤研究所  JCRB 細胞バンクより購入し、 20%胎児ウシ血清を添加した 

RAMPI1640 培地を用いて 37℃、5% CO2 環境下にて培養した。 

ヒト肝細胞の Huh7 細胞は American type culture collection (ATCC) より購入

し、10%胎児ウシ血清及び penicillin、streptomycin を添加した Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (D-MEM) を用いて 37℃、5% CO2 環境下にて培養した。 
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② SA-β-gal  染色 

Cellular senescence assay kit (Chemicon international)を用い、推奨方法に従っ

て行った。染色前日に細胞を 4 well スライドチャンバー (IWAKI)に播種し、翌日

Phosphate buffered saline (PBS)で洗浄後、固定液を用いて室温で 10 分固定した。PBS

で洗浄後、SA-β-gal 染色液を浸して 37℃で 4 時間染色ののち、Olympus 

AX80microscope を用いて観察した。 

 

③ 試薬 

pIpC は Miltenyi Biotic より購入し、Huh7 に 10μg/ml の濃度で添加し 24 時

間後に回収した。ヒト組み換え IFNα は R&D systems から購入し、Huh7 に 100U/ml

の濃度で添加し、12 時間培養したのち回収した。 

 

④ Western blotting 

12well プレートに播種した細胞を PBS で洗浄し、溶解用バッファー 

(Protease inhibitor cocktail (Complete Mini, Roche)、50 mM Tris-HCl、1% Triton-X、5 

mM EDTA、1 mM Na3VO4、50 mM NaF) を添加し、セルスクレイパーで剥離し、

細胞ライセートとした。このライセートを遠心分離し、上清回収し、95℃のヒート

ボックスで 5 分間熱変性させたものをサンプルとした。10-20%ポリアクリルアミ
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ドゲルを用いて SDS-PAGE で泳動分離を行い、PVDF メンブレン (Amersham 

Bioscience) に転写した。一次抗体は Immunoshot reagent1 (コスモバイオ)で希釈し

メンブレンを 4℃で一晩反応させた。翌日、Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗 IgG 

二次抗体と室温で 1 時間反応させ、イムノスター®LD (Wako) で発色を行い、

LuminoGraphⅠ (Atto 社) でシグナルを観察した。 

一次抗体は、抗 STAT1 抗体、抗 STAT2 抗体、抗リン酸化 STAT1(Tyr701)抗

体、抗リン酸化 STAT2(Tyr690)抗体、抗 IRF9 抗体、抗 Mx1 抗体、抗 STAT3 抗体、

抗 p21 抗体、抗 SIRT1 抗体、抗 HSP70 抗体、抗ヒストン H3 抗体、抗 JAK1 抗体、

抗HRP-conjugrated β-actin抗体を、Cell Signaling Technologyより購入した。抗GAPDH

抗体は Abnova より購入した。抗 p16INK4A抗体は Proteintech より購入した。 

二次抗体は ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab (from donkey) 、ECL Mouse 

IgG, HRP-linked whole Ab (from sheep) を GE Healthcare Life Science より購入した。 

抗 GAPDH 抗体と抗 HRP-conjugrated β-actin 抗体を除く 1 次抗体は、1：1000 に希

釈して使用した。抗 GAPDH 抗体、抗 HRP-conjugrated β-actin 抗体と 2 次抗体は、

1:10000 に希釈して使用した。 

 

⑤ RNA 抽出 cDNA マイクロアレイ RT-PCR 定量 

RNA は Isogen Ⅱ (ニッポンジーン)を使用し、推奨プロトコールに従って抽

出を行った。 
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cDNA マイクロアレイは cDNA oligo chip (Toray Industries) を用いて施行し

た。(GEO accession number: #GSE107483) 

RT-PCR は、抽出した RNA より SuperScript III First-Strand Synthesis System 

(Invitrogen) を用いて cDNA を作成し、FastStart Universal SYBR Green Master Mix 

with rox (Roche Applied Science) を用いて、StepOnePlus ™リアルタイム PCR シス

テム (Applied Biosystems) で増幅した。内部コントロールとして β-actinを使用し、

⊿⊿CT 法で相対的な mRNA 発現量を算出した。 

 

⑥ 免疫細胞染色 

染色前日にコラーゲンコートされた 4 well スライドチャンバー (IWAKI)

に細胞を播種した。細胞は 4 % パラホルムアルデヒド (Wako)で室温 15分固定後、

0.1 % Triton-X in PBS 室温 20 分で透過処理を行った。PBS で洗浄後、一次抗体を

Can Get Signal Immunostaining Solution A (東洋紡)で 1:100 に希釈し、チャンバーに

加え、4℃で一晩反応させた。翌日 PBS で洗浄し、二次抗体を Can Get Signal 

Immunostaining Solution A (東洋紡)に 1:500 で希釈し、室温で 1 時間反応を行った。

PBS で洗浄後、DAPI (Vector)で核染色し、観察した。 

一次抗体は、抗 STAT1 抗体、抗 STAT2 抗体 、抗 IRF9 抗体を Cell Signaling

より購入した。抗 8-OHdG 抗体は JaICA より購入した。2 次抗体 Alexa Fluor 488 コ

ンジュゲートは Molecular Probes より購入した。 
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⑦ 細胞分画タンパク抽出 

細胞質および核の分画別のタンパク抽出は、ProteoExtract Subcellular 

Proteome Extraction Kit (Merck)を使用し、推奨プロトコールに従って行った。 

 

⑧ Phos-tag SDS-PAGE によるリン酸化タンパク質の解析 

泳動に Mn2+-Phos-tag SDS-PAGE gel (WAKO)を使用し、その他の方法は

Western blotting 法と同様の手順で行った。各バンド強度は ImageJ を用いて定量解

析した。 

 

⑨ レンチウイルストランスダクション 

JAK1-shRNA、STAT1-shRNA、STAT2-shRNA Lentiviral Particles を Santa Cruz

より購入した。ウイルス液を 0.1%ポリブレン (Millipore) と共にメディウムに添

加し NHDF に感染させた。翌日にメディウムを交換し、翌々日より puromycin 3.0 

µg/ml を添加し、感染細胞のセレクションを行った。 

 

⑩ プラスミドトランスフェクションとルシフェラーゼアッセイ 

 細胞を 12well プレートに撒き 24 時間培養した後、ISRE によってルシフェ

ラーゼが誘導される pISRE-luc plasmid (Clontech)と、トランスフェクション効率を
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補正するための seapansyルシフェラーゼを発現する pGL4-TK plasmid （プロメガ） 

をともにトランスフェクションした。48 時間後に Luciferase lysis buffer （ピッカジ

ーン） で細胞を溶解し、ルミノメーターでルシフェラーゼ活性値を測定した。得

られた数値を Seapansy ルシフェラーゼ活性値にて補正し、相対強度で表示した。 

トランスフェクションは FugeneHD Transfection Reagent (プロメガ）を使用

し、推奨方法に従って行った。 

 

⑪ 免疫組織染色 

ヒト肝組織アレイは、Biomax 社より購入した。ヒストクリア (NDS) を用

いて脱パラフィン化の後、3%過酸化水素で内因性ペルオキシダーゼ抑制処理を行

った。その後、10mM クエン酸バッファー (pH6.0) を用いて 89℃30 分加熱し、抗

原賦活化を行った。5％ヤギ血清 (Wako)でブロッキングを行ったのち、4℃で一晩

一次抗体反応を行った。翌日 HRP conjugated の二次抗体と室温で 30 分で反応さ

せ、3,3'-Diaminobenzidine で発色した。最後にヘマトキシリンで核染色を行い、脱

水処理ののち Mount-Quick (大道産業)で封入し、観察を行った。 

 

⑫ 免疫沈降 

細胞ライセートに抗 IRF9 抗体と immunoprecipitation buffer (50mM Tris-

HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% NP-40, 1mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 
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pH 8.0, 0.25% gelatin, and 0.02% sodium azide)で前洗浄した Protein A magnetic FG 

beads (多摩川精機)を添加し、ローテーターを用いて 4℃で一晩インキュベートし

た。翌日、磁気分離ラックを使用してビーズを分離し 2× SDS に再懸濁し、95℃

に熱したヒートボックスで 3 分間加熱し、サンプルとした。得られたサンプルで

Western blotting を行った。二次抗体は Trueblot anti-rabbit IgG HRP (Rockland)を使

用し 1:1000 に希釈して使用した。 

 

⑬ ChIP アッセイ 

Simple ChIP Enzymatic Chromatin IP キットを用いて推奨方法に従って行っ

た。1%ホルムアルデヒドで NHDF のクロスリンクを行い、超音波処理でクロマ

チンを断片化させたのち、抗 IRF9 抗体でクロマチン免疫沈降を行った。ポジティ

ブコントロールとして抗ヒストン H3 抗体、ネガティブコントトールとして、ウ

サギ IgG を使用した。 

リアルタイム PCR は、IFI27と Mx1の、プロモーター内の ISRE をまたが

るプライマーで増幅した。増幅された DNA の量は、2%インプットクロマチン

DNA と比較した免疫沈降サンプル中の DNA の割合 (%)を示した。 

 

⑭ 統計解析 
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得られた数値は各群の平均値±標準誤差として示した。2 群間の比較検定

には分散が等しい場合は Student の t 検定を、分散が等しくない場合は Welch の t

検定を用いた。得られた p 値は 0.05 未満を統計学的に有意であるとした。 

 

⑮ プライマー 

RT-PCR 用プライマー 

IL6 Fw 5′-ACCCCTGACCCAACCACAAAT-3′ 

 

Rv 5′-AGCTGCGCAGAATGAGATGAGTT-3′ 

IFNA1 Fw 5′-GACTCCATCTTGGCTGTGA-3′ 

 

Rv 5′-TGATTTCTGCTCTGACAACCT-3′ 

IFNB1 Fw 5′- GTCACTGTGCCTGGACCATAG-3′ 

 

Rv 5′-GTTTCGGAGGTAACCTGTAAGTC-3′ 

IFIT3 Fw 5′-AGAAAAGGTGACCTAGACAAAGC-3′ 

 

Rv 5′- CCTTGTAGCAGCACCCAATCT-3′ 

OASL Fw 5′- CCATTGTGCCTGCCTACAGAG-3′ 

 

Rv 5′-CTTCAGCTTAGTTGGCCGATG -3′ 

ISG15 Fw 5′-CTCTGAGCATCCTGGTGAGGAA -3′ 

 

Rv 5′- AAGGTCAGCCAGAACAGGTCGT-3′ 
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Mx2 Fw 5′- CAGAGGCAGCAGACGATCAAC -3′ 

 

Rv 5′-TTGGTCAGGATACCGATGGTC-3′ 

IFI27 Fw 5′- TGCTCTCACCTCATCAGCAGT-3′ 

 

Rv 5′- CACAACTCCTCCAATCACAACT-3′ 

ACTB Fw 5′- CTGTGCTACGTCGCCCTGG-3′ 

 

Rv 5′- GCCACAGGACTCCATGCCC-3′ 

 

ChIP 用プライマー 

 

 

 

 

 

  

IFI27 Fw 5'-CTTCTGGACTGCGCATGAGG-3' 

 

Rv 5'-CCACCCCGACTGAAGCACTG-3' 

Mx1 Fw 5'-GGGACAGGCATCAACAAAGCC-3' 

 

Rv 5'-GCCCTCTCTTCTTCCAGGCAAC-3' 
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４．結果 

 

① 複製老化させた NHDF における老化マーカー発現 

はじめに、複製を繰り返した NHDF が、細胞老化の特徴を有しているか

どうか検証するために、passage 3 と passage 21 の NHDF に対して、SA-β-gal 染色

を行った。老化マーカーとして重要な p16INK4Aの発現は Western blotting 法で観察

した。また DNA ダメージマーカーとして知られる 8-ヒドロキシデオキシグアノ

シン (8-OHdG)を免疫細胞染色で観察した[33]。 

SA-β-gal 染色で、passage 21 の細胞は passage 3 の細胞と比較し、SA-β-gal

活性が明らかに上昇し、さらに形態が巨大化していた (図 5a)。Western blotting で

は、p16INK4Aの発現が増加していた (図 5b)。老化とともに低下するといわれてい

る SIRT1 の発現は passage 21 の細胞で減少しており、既報と合致する結果であっ

た (図 5b)[34]。8-OHdG の免疫細胞染色では passage 21 の NHDF は passage 3 に比

べて明らかに濃染しており、継代の進んだ線維芽細胞で DNA ダメージが蓄積し

ていることが示唆された (図 5c)。 
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図 5 継代の進んだ NHDF は老化マーカーを発現している 

a) passage 3 と passage 21 の NHDF に対して SA-β-gal 染色を行った。passage 21

の NHDF は passage 3 に比べ SA-β-gal 活性が上昇していた。また細胞形態が

巨大化していた。バーの長さは 10 µm。一視野ごとに 20 個の細胞をカウント

し 5 視野における陽性率を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 

b) passage 5 と passage 23 の NHDF からタンパク質を抽出し Western blotting を行

った。passage 23 の細胞で代表的な老化マーカーである p16INK4Aの発現が増加

し、また老化とともに低下する SIRT1 の発現は低下していた。 

c) passage 3 と passage 21 の 8-OHdG の免疫染色では、passage 21 で 8-OHdG の発

現が増加していた。バーの長さは 10 µm を示す。 

一視野ごとに 20 個の細胞をカウントし 5 視野における陽性率を算出した。エ

ラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。各実験は 3 回の独立した検討により

再現性を確認した。 

 

老化細胞はひとつで代表できるマーカーが存在しないため、複数の老化マ

ーカーを組み合わせる必要があるが、今回使用した NHDF は継代が進むに連れ、

形態が変化し、SA-β-gal 活性や p16INK4Aの発現が増加しており、老化細胞として

既報と比較しても矛盾しないことが確認された。 
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② 老化細胞と非老化細胞の遺伝子発現比較 

次に老化細胞と非老化細胞の mRNA の網羅的発現を比較するため、

passage 5 と passage 23 の NHDF の RNA を抽出し、cDNA アレイに提出した。ア

レイの結果、老化細胞では非老化細胞に比べ IL6の発現が 76 倍に増加しており、

SASP を引き起こしているという既報に合致する結果であった。また ISG15、

Mx1、OASL、IFITs などの ISGs が老化細胞で発現が著明に増加していた。しかし

ながら、驚くべきことに IFNA1、IFNB1の発現は増加していなかった (表 1)。 
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表 1 NHDF passage 5 と passage 23 の cDNA アレイによる遺伝子発現の比較 

cDNA アレイの結果の抜粋を示す。比率は passage 5 と比較した NHDF passage 23

の遺伝子発現量の倍率を表している。SASP 因子は老化細胞で 5 倍以上に増加し

ていたもの、ISGs は老化細胞で 10 倍以上に増加していたものを記載した。 

SASP 因子と ISGs は老化細胞で発現が著増していた。STAT1、STAT2も発現が 2

倍以上に増加していた。一方、IFN ファミリーは老化細胞で明らかな発現増加は

なかった。 

遺伝子名 正式名称     比率 

（passage23/passage5） 

IL6  interleukin 6     75.85 

CCL2  C-C motif chemokine ligand 2    52.35 

EFEMP1  EGF containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 65.51 

CCL8  C-C motif chemokine ligand 8    31.88 

IGFBP4  insulin like growth factor binding protein 4  6.10 

IL32  interleukin 32     5.23 

CXCL2  C-X-C motif chemokine ligand 2   5.08 

IFI44L  interferon induced protein 44 like   48.63 

ITM1  interferon induced transmembrane protein 1  41.54 

OASL  2'-5'-oligoadenylate synthetase-like   29.62 

MX2  MX dynamin like GTPase 2    22.86 

OAS1  2'-5'-oligoadenylate synthetase 1   22.44 

ITIH5  inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain family member 5 21.19 

MX1  MX dynamin like GTPase 1    19.30 

ISG15  ISG15 ubiquitin-like modifier    17.88 

IFI6  interferon, alpha-inducible protein 6   16.11 

IFIT3  interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 3 15.57 

ITIH5  inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain family member 5 14.26 

IFIT1  interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1 14.05 

OAS3  2'-5'-oligoadenylate synthetase 3   14.00 

IFI27  interferon alpha-inducible protein 27   11.94 

STAT1  signal transducer and activator of transcription 1  5.83 

STAT2  signal transducer and activator of transcription 2  2.90 

STAT3  signal transducer and activator of transcription 3  1.13 

IFNA1  interferon alpha 1     1.12 

IFNB1  interferon beta 1     1.22 

IFNG  interferon gamma     0.78 
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アレイの結果を確認するために、定量 PCR を行った。定量 PCR でも、老

化細胞では IL6や ISGs の発現が著明に増加していた。一方で、IFNA1、IFNB1の

明らかな発現増加はなく、アレイの結果と合致していた (図 6a、b)。 IFNA1、

IFNB1のプライマーが有効であることを確認するため、pIpC で刺激した Huh7 で

RT-PCR を施行し、IFNA1、IFNB1の発現が著増することを確認した (図 7)。 

 

図 6 老化細胞では IFN の発現増加がないにも関わらず ISGs が高発現している 

a) NHDF passage 5 と passage 23 の定量 PCR を行い、mRNA の発現量を比較し

た。passage 23 では passage 5 に比し、IL6と ISGs が著増していた。エラーバ

ーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 

b) 一方、IFNA1、IFNB1は passage 23 で明らかな発現増加を認めなかった。エ

ラーバーは標準誤差を示す。各実験は 3 回の独立した検討により再現性を確

認した。 

図 7 IFNA1、IFNB1のプライマーの有効性の確認  

pIpC で刺激した Huh7 で RT-PCR を施行すると、IFNA1、IFNB1の発現が著増し

ており、プライマーが有効であることが示された。エラーバーは標準誤差を示す。

*p < 0.05。 
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ISGs の発現は一般的に、IFN が IFN 受容体に結合し、STAT1、STAT2 がリ

ン酸化され IRF9 と結合し ISGF3 を形成し、核内に移行することで誘導されると考

えられている。したがって、老化細胞での ISGs 増加が ISGF3 により引き起こされ

ているか検証するため、STAT1、STAT2、IRF9 の細胞内局在を免疫細胞染色で検討

した。STAT1、STAT2、IRF9 はいずれも細胞質と核の両方に存在していたが、passage 

23 の線維芽細胞では、passage 5 のものに比べ、核内に顕著に移行していた (図 8)。 

 

図 8 老化細胞では STAT1、STAT2、IRF9 が核内に移行している 

STAT1、STAT2、IRF9 の細胞内局在を検討するため、NHDF passage 5 と passage 23

で免疫細胞染色を行った。passage 23 の NHDF では passage 5 に比べ、ISGF3 の構

成成分である STAT1、STAT2、IRF9 が核内に移行していた。 

バーの長さは 10 µm。一視野ごとに 20 個の細胞をカウントし 5 視野における ISGF3

の核内移行率を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。各実験は 3 回

の独立した検討により再現性を確認した。 
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③  老化細胞における ISGF3 のリン酸化の有無の検討 

続いて、老化細胞での STAT1、STAT2 のリン酸化の有無を検討するため、

Western blotting 法で観察を行った。アレイの結果とも合致するように、タンパク質

レベルでも STAT1、STAT2 は老化細胞で発現が増加していた。しかしながら、代表

的なチロシン残基である STAT1 (Tyr701)と STAT2 (Tyr690)のリン酸化体抗体では老

化細胞における明らかな発現増加は観察されなかった。一方ポジティブコントロー

ル として使用した IFN 処置後の Huh7 ではリン酸化 STAT1、STAT2 が増加してい

た (図 9)。代表的な ISGs の 1 つである Mx1 は老化細胞と IFN 処置後の Huh7 の両

方で発現が増加していた。IL6 経路にかかわるとされる、STAT3 については、老化

細胞と非老化細胞でタンパク発現に有意差は認めなかった (図 9)。 
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図 9 老化細胞では非リン酸化 STAT1、STAT2 が増加している 

Western blotting で STAT1、STAT2 のリン酸化の有無を検討した。NHDF passage 23

では passage 5 と比較し、STAT1、STAT2 の発現が増加していたが、代表的なチロ

シン残基である STAT1 (Tyr701)と STAT2 (Tyr690)のリン酸化体はいずれも増加して

いなかった。ISGs の一つである Mx1 は老化細胞で発現が増加していた。STAT3 は

有意差なく、SIRT1 は老化細胞で発現が減弱していた。 

Huh7 に IFN を 12 時間添加したのち回収したものを positive control、無処置のもの

を negative control とした。ns は非特異的バンドを示している。 
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免疫細胞染色で、老化細胞では STAT1、STAT2 が核内に移行していたため、

NHDF passage 5 と passage 23 の核と細胞質の蛋白を分離し、分画ごとに STATs の

リン酸化について Western blotting 法で検討した。すると、老化細胞の核内で STAT1、

STAT2 の発現が増加していた。一方で、リン酸化 STAT1、STAT2 は検出されなかっ

た (図 10)。 

 

図 10 老化細胞の核内で STATs が増加しているが、リン酸化体は検出されない 

NHDF passage 5 と passage 23 を核(N)と細胞質(C)に分離し、Western blotting を行っ

た。passage 23 の核で STAT1、STAT2 の発現が増加していたが、リン酸化 STAT1、

STAT2 は検出されなかった。 

HSP70 は細胞質、HistonH3 は核のマーカーとして使用した。 

Huh7 に IFN を 12 時間添加したのち回収したものを positive control、無処置のもの

を negative control とした。 
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次に老化細胞で発現が増加している非リン酸化 STAT1、STAT2 が ISGF3 を

形成しているかどうかを調べるため、免疫沈降を行った。老化細胞と、非老化細胞、

IFN 処理した非老化細胞で、抗 IRF9 抗体を用いて免疫沈降を行い、IRF9 と結合し

ているタンパク質を抽出し、Western blotting を行った。すると、老化細胞では非老

化細胞に比し、より多くの STAT1、STAT2 が検出された。さらに、IFN 処理した非

老化細胞では、リン酸化 STATs が検出されるのに対し、老化細胞ではリン酸化

STATs は検出されなかった (図 11a)。 

つぎに老化細胞の ISGF3 が実際に ISGs 発現を誘導しているかを検証する

ために、抗 IRF9 抗体を用いたクロマチン免疫沈降で、ISGF3 に結合している DNA

を精製し、定量 PCR を行った。ISGs のうち、IFI27、Mx1の ISRE 領域を測定した

結果、老化細胞ではいずれも発現が増加していた (図 11b)。抗ヒストン H3 抗体を

positive control、ウサギ IgG を negative control として使用した。 

これらの結果から、老化細胞では、STAT1、STAT2、IRF9 が ISGF3 を形成

し、ISGs のプロモーター領域に結合していることが示唆された。 
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図 11 老化細胞では非リン酸化 STATs が ISGF3 を形成し、ISRE に結合している 

a) 抗 IRF9 抗体を用いて免疫沈降を行い、老化細胞で増加している STAT1、STAT2

が ISGF3 を形成しているか検証した。抗 IRF9 抗体で落としたタンパク質で

Western blotting を行うと passage 23 の老化細胞では STAT1、STAT2 が検出され

た。リン酸化 STATs は検出されなかった。IFN 処理した passage 8 の NHDF を

positive control とした。 

b) 抗 IRF9 抗体を用いてクロマチン免疫沈降で落とした DNA の定量 PCR を行っ

た。老化細胞において IFI27 と Mx1 の ISRE 領域が増幅された。エラーバーは

標準誤差を示す。*p < 0.05。 

 

次に STAT1の Tyr701と STAT2の Tyr690以外のリン酸化について検証する

ため、Phos-tag アッセイを行った。Phos-tag はチロシン残基に加えセリン、スレオ

ニン残基などのリン酸化体を捕捉できる機能分子であり、Phos-tag が添加されたゲ

ルで泳動を行うと、リン酸化タンパク質は、ゲルに固定された Phos-tag と可逆的な

結合を繰り返しながら泳動するため、非リン酸化タンパク質よりも移動が遅れ、リ

ン酸化タンパク質はシフトアップしたバンドとして検出することができる[35]。 
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Phos-tag が添加されたゲルで、Western blotting を行うと、NHDF passage 5

と passage 23 の両方で、抗 STAT1 (Tyr701)抗体と抗 STAT2 (Tyr690)抗体では認識で

きない STAT1、STAT2 のリン酸化体が検出された。しかしこれらは NHDF passage 

5 と passage 23 で発現量は同等であった。一方で非リン酸化体は、passage 5 に比べ

passage 23 で発現が増加していた (図 12)。 

 

図 12 Phos-tagアッセイにおいても老化細胞特異的なリン酸化 STATsの増加は認め

ない 

Phos-tag アッセイで NHDF passage 5 と passage 23 の STATs のリン酸化を検討した。

passage 5 と passage 23 の両方で、抗 STAT1 (Tyr701)抗体と抗 STAT2 (Tyr690)抗体で

は認識できない STAT1、STAT2 のリン酸化体が検出された。しかしこれらは passage 

5 と passage 23 で発現量は同等であった。一方で非リン酸化 STATs は、passage 5 に

比べ passage 23 で増加していた。 

Huh7 に IFN を 12 時間添加したのち回収したものを positive control、無処置のもの

を negative control とした。 

バンドの下の数値は ImageJ で定量した比率を示す。(上段がリン酸化、下段が非リ

ン酸化の値。) 
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これらの結果から老化細胞における ISGs 発現は、JAK-STAT 経路とは独立

して、非リン酸化 STATs が増加し、非リン酸化 ISGF3 を形成し核内に移行するこ

とで引き起こされていることが示唆された。 

 

④ Werner 症候群での検討 

上記の複製老化させた NHDF での結果の再現性を検証するために、早老症

の一つである Werner 症候群から抽出した線維芽細胞で同様の実験をおこなうこと

とした。 

Werner 症候群は 8 番染色体にある WRN 遺伝子の変異で生じる常染色体劣

性遺伝の早老症の１つで、思春期までは正常に発達するが、白髪、嗄声、皮膚硬化

が 20 歳頃から出現し、その後、白内障、動脈硬化性疾患、骨粗鬆症、糖尿病、悪

性腫瘍などを発症し、多くは 50 代で死に至る疾患である。原因遺伝子の WRN 遺

伝子は RecQ 型 DNA ヘリカーゼで、DNA の修復、複製、組み換えなど、細胞機能

の維持に重要な働きを持ち、テロメアの維持にも関与していることが報告されてい

る。そのため Werner 症候群の患者由来の線維芽細胞では、テロメアの短縮が起き、

複製老化を早期にきたしやすいと考えられている[36-38]。 

Werner 症候群由来の passage 8 の線維芽細胞と、健常者の passage 13 のいず

れも増殖段階の線維芽細胞を比較すると、SA-β-gal 活性が Werner 症候群で上昇し

ており (図 13a)、Western blotting では p16INK4A、p21 などの老化マーカーが高発現
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していた (図 13b)。 

 

 

図 13  Werner 症候群由来の線維芽細胞は細胞老化をきたしている 

a) Werner 症候群由来の passage 8 の線維芽細胞と passage 13 の NHDF の SA-β-gal

染色を比較した。Werner 症候群の線維芽細胞で SA-β-gal 活性が上昇していた。 

上段の図のバーの長さは 50µm、下段のバーは 10µm。一視野ごとに 20 個の細

胞をカウントし 5 視野における陽性率を算出した。エラーバーは標準誤差を示

す。*p < 0.05。 

b) Werner 症候群由来の passage 8 の線維芽細胞と passage 13 の NHDF で Western 

blotting を行い老化マーカーの発現を比較した。Werner 症候群では、p16INK4Aや

p21 の発現が増加していた。 

 

定量 PCR で mRNA の発現量を比較すると、老化線維芽細胞と同様に、

Werner 症候群由来の線維芽細胞では、NHDF に比べ、IFNA1、IFNB1の明らかな

発現増加がないにもかかわらず、ISGs が高発現していた (図 14)。 
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図 14 Werner 症候群の線維芽細胞においても IFN と独立して ISGs が高発現して

いる 

Werner 症候群由来の passage 8 の皮膚線維芽細胞と NHDF passage 13 の mRNA 発現

を定量 PCR で比較した。Werner 症候群では、IFN の発現増加を認めないにもかか

わらず、ISGs が高発現していた。エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 

 

さらに Western blotting で STATs のリン酸化の有無を検討した。すると、複

製老化させた NHDF での検討と同様に、Werner 症候群の線維芽細胞でも、STAT1、

STAT2 の発現が増加していたが、STATs のリン酸化体については明らかな増加はな

かった (図 15a)。 

免疫細胞染色で STAT1、STAT2、IRF9 の細胞内局在を比較すると、Werner

症候群由来の線維芽細胞は NHDF に比し、いずれも有意に核内に移行していた (図

15b)。 これらのことは Werner 症候群においても複製老化させた NHDF と同様に、

IFN とは独立して非リン酸化 ISGF3 が ISGs の発現を誘導している可能性を示唆し

ている。 
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図 15 Werner 症候群においても非リン酸化 STATs が増加し核内に移行している 

a) Werner症候群由来の線維芽細胞 passage 10 と NHDF passage 13 のタンパク発現

を Western blotting で比較した。Werner 症候群由来の線維芽細胞では NHDF に比

べ、STAT1、STAT2 の発現が増加していた。しかし明らかなリン酸化 STATs の

増加はなかった。Huh7に IFNαを 12時間添加し回収したものを positive control、

無処置のものを negative control とした。 

b) STAT1、STAT2、IRF9 の細胞免疫染色では、passage 8 の Werner 症候群の線維芽

細胞では passage 13 の NHDF に比べ、STAT1、STAT2、IRF9 は明らかに核内に

移行していた。 

バーの長さは 10µm。一視野ごとに 20 個の細胞をカウントし 5 視野における核

内移行性率を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 
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⑤ JAK ノックダウンでの検討 

これまでの検討で、老化細胞における ISGs 発現は、STAT1、STAT2 のリン

酸化には依存しないことが示唆された。したがって、STAT1、STAT2 伝達経路の上

流の主要キナーゼである、JAK1の関与について検討することとした。ISGF3の ISRE

への結合能を定量化するため、複数の ISRE により luciferase 発現が誘導されるプ

ラスミド (ISRE-luc) を用いてレポーターアッセイを行った (図 16)。 

 

 

図 16 ISRE-luc のシェーマ 

このプラスミドは ISRE 配列を５コピー、その後にホタルルシフェラーゼ遺伝子が

挿入されており、ISRE の活性化によりルシフェラーゼ遺伝子の転写が誘導される。 

 

passage 23 の老化線維芽細胞と、passage 6 の非老化細胞に ISRE-luc を発現

させ、ルシフェラーゼ活性を比較すると、老化細胞でルシフェラーゼ活性が増加し

ていた (図 17a)。これは老化細胞では ISRE が活性化していることを示唆している。 

次に、遺伝子特異的ショートヘアピン RNA（shRNA）レンチウイルスベク

ターを用いて NHDF passage 24 の JAK1、STAT1、STAT2をそれぞれノックダウンし

たのち、ISRE-luc をトランスフェクションし、ルシフェラーゼ活性を測定した。す

ると、JAK1 をノックダウンした老化細胞では、明らかなルシフェラーゼ活性の低

下を示さないのに対し、STAT1、STAT2 をノックダウンした群では、ルシフェラー
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ゼ活性が顕著に低下した。 (図 17b)。 

 

 

図 17 老化細胞において JAK1 は ISRE 活性に関与しない 

a) NHDF passage 6 と passage 23 に ISRE-luc レポーターコンストラクトをそれぞ

れトランスフェクションし、ルシフェラーゼ発現量を測定した。NHDF passage 

23 では passage 6 に比しルシフェラーゼ活性が増加していた。 

b)  shRNA レンチウイルスベクターで NHDF passage 24 の JAK1、STAT1、STAT2を

それぞれノックダウンしたのち(shJAK1, shSTAT1, shSTAT2)、ISRE-luc をトラン

スフェクションしレポーターアッセイを行った。STAT1、STAT2のノックダウン

ではルシフェラーゼ活性が低下するのに対し JAK1 のノックダウンではルシフ

ェラーゼ活性が低下しなかった。各実験は 3 回の独立した計測により再現性を

確認した。エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 

 

実際の ISGs の発現変化を検証するため、JAK1、STAT1、STAT2をノックダ

ウンした passage 24 の老化細胞で、Western blotting を行った。すると予想通り、

shJAK1 では Mx1 の発現に変化はみられないが、STAT1、STAT2 をノックダウンす

ると Mx1 の発現が抑制された (図 18a、b、c)。その他の ISGs については定量 PCR

を行った。すると STAT1、STAT2のノックダウン群では IFIT3、OASL、ISG15、IFI27

の発現が低下していた。一方で、JAK1をノックダウンした群では、明らかな ISGs

の発現低下はなかった (図 18d)。 
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図 18 JAK1 は老化細胞における ISGs の発現に関与しない 

a) b) c) NHDF passage 24 で JAK1、STAT1、STAT2をそれぞれノックダウンし Western 

blottingを行った。JAK1のノックダウンでは Mx1の発現が低下しないのに対し、

STAT1、STAT2をノックダウンした老化細胞では Mx1 の発現が低下した。Huh7

に IFN を 12 時間添加したのち回収したものを positive control、無処置のものを

negative control とした。 

d) 上記の JAK1、STAT1、STAT2 をノックダウンした NHDF passage 24 で ISGs の

mRNA を定量 PCR で測定したところ、STAT1、STAT2のノックダウン群でのみ

ISGsの発現が低下した。各実験は 3回の独立した計測により再現性を確認した。

エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 

 

以上の結果から、老化細胞での ISGs の発現は、STAT1、STAT2 は関与して

いるが、JAK1 とは独立しており、IFN の刺激に依存しないことが示唆された。 
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⑥ 肝組織アレイでの検討 

ここまで in vitro で得られた知見が、in vivo でも起きているか検証するた

め、肝組織アレイで免疫組織染色を行い、STAT1、STAT2 の発現が年齢に応じて変

化するか検討した。すると、STAT1 は肝実質細胞では明らかな違いを認めなかった

が、肝星細胞では 50 歳以上の高齢患者において、30 歳代までの若年患者と比し、

細胞質と核のいずれにおいても発現が増加していた。STAT2 は、肝実質細胞と肝星

細胞の両方で、高齢患者で濃染を認めた (図 19a、b)。 

これらの結果は、生体内でもヒトの特定の細胞内において、加齢とともに STAT1、

STAT2 の発現が増加していることを示唆しており、本研究で示した ISGs の発現に

関与しているかもしれない。 
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図 19 高齢患者の肝星細胞では STAT1、STAT2 の発現が増加している 

a)  肝組織アレイを用いて STAT1 の免疫組織染色を行った。すると 50 歳以上の高

齢患者で肝星細胞の細胞質と核の両方で STAT1 の発現が増加していた。矢印は肝

星細胞を示す。バーの長さは上段 1mm、中段 100µm、下段 10µm。 

b) STAT2 の免疫組織染色では、肝実質細胞と肝星細胞の両方で高齢患者での発現

が増加していた。矢印は肝星細胞を示す。バーの長さは上段 1mm、中段 100µm、

下段 10µm。一視野ごとに 20 個の肝星細胞をカウントし 5 視野における陽性率を

算出した。エラーバーは標準誤差を示す。*p < 0.05。 
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４．考察 

 

老化は、がんをはじめとする様々な疾患の重大なリスクファクターである

[2]。しかし老化に伴い疾患が増える分子メカニズムについてはいまだ不明な点が

多く残されている。 

老化細胞は、DNA ダメージを生じさせる様々な刺激により増殖を停止した

細胞で、加齢にともない体内に蓄積していくことが報告されている[10]。細胞老化

は強力ながん抑制機構と考えられている一方、静止状態の細胞や最終分化した細胞

とは違い、SASP を引き起こし炎症や腫瘍形成に促進的に働くことが報告されてい

る[7,8,12,13,19,39-41]。 

加齢に伴い体内では、持続的な低レベルの炎症が起きており、老化関連疾

患の根底になっていると考えられている。感染や外傷などによらない老化に伴う無

菌性の慢性炎症は、 inflammaging とよばれ、老化細胞がもたらす SASP は

inflammaging を引き起こす原因の 1 つとして考えられている[3,21,42-44]。 

ISGs の発現は、典型的には IFN の刺激によりリン酸化された STAT1 と

STAT2 が、IRF9 と 3 量体 (ISGF3) を形成し、核内に移行することで誘導される。

一方で、IFN とは独立して、非リン酸化 STAT1、STAT2 による非リン酸化 ISGF3 が、

恒常的な ISGs の発現を引き起こしていることが一部の細胞で報告されている。生

理的条件下の恒常的な ISGs の発現はウイルス感染時の迅速な免疫応答において重
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要な役割を担っていると考えられている[26-28]。しかし、ISGs の恒常的異常高発

現は、一部のウイルスに対する治療抵抗性に関与していることや、腫瘍形成を促進

することなどが報告されている[29-32]。 

本研究では複製老化させた NHDF において、ISGs の高発現が起きており、

それが、通常の IFN による JAK-STAT 経路とは異なり、非リン酸化 STAT1、STAT2

を伴う非リン酸化 ISGF3 による経路で誘導されることを示した。 

ISGs は免疫応答に重要な役割を担っているが、ISGs の老化細胞特異的な作

用についてはこれまで報告がなく、ISGs が SASP や老化に伴う慢性炎症にどの程

度寄与しているかについては、現時点では不明である。しかし、ISGs が高発現して

いる細胞では IFN への反応性が低下していることや、腫瘍の場合には治療抵抗性

を示すことなどから、老化細胞における ISGs の高発現は、老化関連疾患の病態に

関与している可能性がある。 

また、今回は主に STATs のリン酸化について検討したが、例えばメチル化

やアセチル化などのタンパク質の変化がリン酸化 STAT 非依存性の ISGs 発現に関

与している可能性も否定はできない[45,46]。このような STAT1、STAT2 の翻訳後修

飾や、非リン酸化 STAT が増加するメカニズム、またそれらがどのようにして核へ

移行するかについても、今後検証が必要である。 

非リン酸化 STAT の増加が、一部の細胞や組織で DNA ダメージに抵抗性を

示すことが報告されており[25,30,47]、もしかすると、非リン酸化 STAT の増加は、
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今回の老化細胞での検討のように、細胞に DNA ダメージが加わった結果を反映し

ているのかもしれない。いずれにせよ、老化細胞では、どのような経路で非リン酸

化 ISGF3 が増えるのかというメカニズムは今後の解明すべき課題といえる。 

さらに最近、老化細胞が慢性炎症を引き起こす機序として、老化細胞内に

蓄積する断片化した核や DNA 断片が、DNA センサーの 1 つである cGAS-STING

経路のリガンドとして作用していることが報告されている[48]。cGAS-STING 経路

は細胞質に侵入したウイルスや細菌関連の DNAを認識する自然免疫レセプターで、

環状ヌクレオチドの合成を触媒し、小胞体にある STING というタンパク質を活性

化し、Ⅰ型インターフェロンの発現を誘導する。また、核から生じた DNA 断片だけ

でなく、老化細胞ではレトロトランスポゾンの 1 つである LINE1 (L1)由来の cDNA

も同様の経路で IFNの発現を誘導し炎症を惹起していることが報告されている[49]。 

レトロトランスポゾンはゲノム上を自由に動き回れる活性を持つ 1kb 程度の繰り

返し DNA 配列で、転移因子と呼ばれている。レトロトランスポゾンが重要な遺伝

子上に挿入されると重大な遺伝子変異が生じる可能性があるため、通常は、小分子

RNA などにより抑制機構が働いている。しかし、老化細胞では抑制機構が破綻し、

レトロトランスポゾンが再活性化する結果、L1 由来の cDNA が細胞質で増加し、

cGAS-STING 経路で IFN 発現が誘導されると考えられている。これらの報告では、

IFN の発現が増えている点で、本研究結果とは異なる。しかし近年、老化細胞は細

胞増殖を停止してから静止状態にあるわけではなく、多段階のステップで多様化し
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ていくことが明らかになってきており、本研究は IFN の産生をきたす前の初期の

細胞老化の変化を見ている可能性もある[50]。  

さらに、本研究の中では、老化細胞として複製老化させた正常ヒト皮膚線

維芽細胞と、Werner 症候群の皮膚線維芽細胞を使用したが、細胞老化の特徴は細胞

や臓器、また DNA ダメージの種類によって違ってくる可能性がある。実際に、肝

組織アレイで、STAT1 の発現は肝星細胞と、肝実質細胞で違っていた。したがって

今後、組織や細胞ごとに、様々な状況下で非リン酸化 STAT がどのように変化する

かを検証することが必要であると考える。 

個体における老化細胞の蓄積ががんをはじめとする様々な加齢性疾患の発

症にかかわっていることが、数多く報告され、さらにそれらの老化細胞を除去する

ことで動脈硬化やアルツハイマー病などの加齢性疾患の発症が顕著に抑制される

ことも報告されるようになった [13,51]。その結果、老化細胞を除去する薬 

(senolytic 薬)や、老化細胞の機能を抑制する薬物の開発が進められている[41,52-55]。

しかしながら、老化細胞には創傷治癒の促進や発がんの抑制など、有益な機能もあ

ること、そして何より老化細胞の詳細な生理機能はいまだ完全に理解されていない

ことから、抗加齢薬としてのヒトへの応用は困難な状況であると言わざるを得ない。

今後、老化細胞の生理機能がより深く解明されれば、副作用が少なく、老化細胞の

有害な機能のみを除外する抗加齢薬の開発が可能となるかもしれない。 

個体の老化は、今回検討した細胞老化以外にも幹細胞老化や エピジェネテ
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ィックな変化など、非常に複雑な分子機構により引き起こされており[56]、いまだ

未解明の機序も多数残されていると考えられる。本研究の中で、我々が見出した、

老化線維芽細胞における非リン酸化 STATs による ISGs の発現も老化細胞が慢性炎

症を引き起こしている新規の炎症惹起機構の可能性がある[57]。非リン酸化 STATs

のさらなる機能解明が、老化や老化関連疾患を予防する新たな治療法の発展の一助

となることを期待したい。 
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６．結語 

 

老化細胞では、IFN 非依存的に ISGs の発現が誘導されており、その機序と

して、非リン酸化 ISGF3 が核内に移行し、ISGs の発現を誘導していることを見出

した。これは、老化細胞における新規の ISGs 発現制御機構の可能性がある。さら

なる STAT1、STAT2 の機能の解明は、老化や老化関連疾患を予防する新たな治療法

の発展を可能にするかもしれない。 

 

図 20 老化細胞における ISGs 発現誘導のイメージ図 

老化細胞では IFN 非依存的に ISGs が高発現している。 

その機序として、老化細胞では非リン酸化 STATs が増加し、非リン酸化 ISGF3 を

形成することで、ISGs の発現を誘導している。 
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