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生体内の細胞老化の解析から個体老化の分子基盤を理解する

大森 徳貴，城村 由和，中西 真

1. はじめに

細胞はDNA損傷，テロメアの短小化，がん遺伝子の活
性化，酸化ストレスなどのさまざまなゲノムストレスを受
けると，細胞老化が誘導されることが知られている．細胞
老化によって生じる「老化細胞」の特徴として，細胞周期
停止因子p16Ink4aが発現することで不可逆的な増殖停止を示
すことや，SASP（senescence-associated secretory phenotype）
と呼ばれる炎症性サイトカインなどを分泌する性質を獲得
することが知られている．このような老化細胞に特有の性
質は in vitroの培養システムを用いて解析されてきた．近
年，マウスを用いた研究から，加齢個体から老化細胞を除
去するとさまざまな加齢性疾病が改善し健康寿命が延伸さ
れることが示され，細胞老化は加齢変化に重要な役割を
担っていることが明らかとなった．しかし，生体内の老
化細胞を同定・分離するための適切なツールがなかった
ため，生体内の老化細胞がどのような細胞種から誘導さ
れるのか，またそれらの性質は未知であった．そこで筆者
らは，老化細胞のマーカー遺伝子であるp16Ink4aに着目し，
1細胞レベルでp16陽性細胞を可視化可能なマウスモデル
を樹立し，解析を行った 1）．本稿では，これまでの生体内
の細胞老化研究に用いられてきたマウスモデルを紹介する
とともに，1細胞解析技術を用いた生体内の老化細胞につ
いての最近の知見や今後の展望について概説する．

2. p16Ink4aに着目したマウスモデル

さまざまな手法で老化細胞を可視化するマウスモデルの
樹立が試みられてきた．老化細胞のマーカー遺伝子である

p16Ink4aプロモーターを利用した代表的なマウスモデルにつ
いて以下のものがあげられる（表1）．

1） p16Ink4a発光モデルマウス
2009年に，細菌人工染色体（BAC）を用いてヒト

p16Ink4a遺伝子の3番目のエキソン中のストップコドンの直
前にLuciferase遺伝子を組み込んだhp16-Lucマウスが初め
て生体内の老化細胞を可視化するマウスモデルとして報告
された 2）．その後，2013年には内在性p16Ink4a遺伝子の1番
目のエキソンにLuciferase遺伝子を組み込んだマウスモデ
ルである，mp16-Lucマウスが樹立された 3）．翌年別のグ
ループから，BACを用いマウスp16Ink4a遺伝子の2番目のエ
キソンの代わりにLuciferase遺伝子，赤色蛍光タンパク質
mRFP遺伝子，単純ヘルペスウイルス由来チミジンキナー
ゼ遺伝子を同時に発現する3MR融合遺伝子を組み込んだ
マウスモデルである，p16-3MRマウスが樹立された 4）．こ
れらのマウスでは観察時におけるp16陽性細胞を発光シグ
ナルとして検出可能である一方，1細胞レベルでの解析が
困難なため細胞数や臓器・組織内の分布などの重要な情報
を得ることが難しく，一度p16陽性になった細胞がその後
どうなるのか，いわゆる「細胞運命動態」に関する解析に
は適していなかった．

2） p16Ink4a蛍光モデルマウス
次に，内在性p16Ink4a遺伝子の1番目のエキソン領域に赤
色蛍光タンパク質 tdTomato遺伝子を組み込んだマウスモ
デルである，p16-tomマウスが樹立された 5）．このマウス
では1細胞レベルでの検出は可能であったが，in vivoでは
p16Ink4aを高発現させた特殊な細胞でしか tdTomatoを検出
できなく感度は低かった．その後，内在性p16Ink4a遺伝子
の3番目のエキソン領域にCreリコンビナーゼ遺伝子を組
み込んだマウスモデルである，p16-Creマウスが樹立され，
このマウスとCreリコンビナーゼの活性依存的に細胞が赤
色蛍光から緑色蛍光へと標識するR26-mTmGマウスを掛
け合わせ，p16-Cre/R26-mTmGマウスが樹立された 6）．こ
のマウスでは組織でのp16陽性細胞を検出できたものの，
その割合は想定されていた細胞数よりも非常に少なく，十
分なCreリコンビナーゼの活性が得られず感度が低くなっ
ていると考えられた．また，Creリコンビナーゼは発現
すると恒常的に活性を示すため，一度p16Ink4aの活性が上
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がった細胞が蛍光標識され続け，標識された細胞がいつ生
じたかなどに関する時間的解析には適さないと考えられ
る．このように，これまでのマウスモデルでは，検出感度
の低さと時期特異性が問題であった．

3） p16-CreERT2-tdTomatoマウスモデル
そこで筆者らは，生体内の老化細胞を時期特異的に1細

胞レベルで蛍光標識可能なシステムの構築を目指した．
時期特異性での標識を可能とするため，タモキシフェン
（TAM）により遺伝子の発現調節が可能となるCreERT2シス
テムを用いることにした．また，十分なCreリコンビナー
ゼ活性を可能にするため，組換え遺伝子の発現量を上昇
させると報告されていたネオマイシン遺伝子カセットも
同時に組み込むことにした 5）．まず，このCreERT2リコンビ
ナーゼ・ネオマイシン遺伝子カセットを内在性のp16Ink4a

遺伝子の1番目のエキソンに組み込み，p16陽性細胞で
CreERT2が発現するマウスモデルであるp16-CreERT2マウス
を作製した．このマウスとCreERT2リコンビナーゼ活性依
存的に tdTomatoを発現するRosa26-CAG-lsl-tdTomatoマウ
スを交配し，TAM依存的にp16陽性細胞を赤色蛍光で標
識可能なマウスモデル（p16-CreERT2-tdTomato）を樹立した
（図1A）．このマウスの胎仔線維芽細胞に対しDNA損傷剤
ドキソルビシンによる老化誘導刺激存在下で培地にTAM

を添加したところ，約40％の細胞が tdTomato陽性となっ
た．さらに，これらの細胞をセルソーターにより tdTomato
陽性と陰性に分取した後に定量PCRとウエスタンブロッ
トを行ったところ，両者とも正常細胞と比べてp16Ink4aの
発現が上昇しているが，陽性細胞の方が陰性細胞よりも
2倍近く発現が高くなっていた．これらの結果から，p16-
CreERT2-tdTomatoマウスでは，老化細胞の中でもp16Ink4aの
発現が高い細胞を標識可能なことが明らかとなった．

4） p16-CreERT2-tdTomatoマウスモデルを用いた生体内の
老化細胞の動態解析

p16Ink4a発光モデルマウスなどを用いた研究から，加齢に
伴いp16Ink4aの発現が上昇することがわかっており，個体
老化に伴う老化細胞の数の増加・蓄積が示唆されていた．
しかし，発光系の特性のため，検出されたp16Ink4aの発現
の上昇が，1細胞あたりの発現量の上昇を示すのか，細
胞数の増加に起因するのかは不明であった．そこでまず，
7か月齢のp16-CreERT2-tdTomatoマウスにTAMを投与して
p16陽性細胞を標識し切片を作製したところ，脳・心臓・
肺・肝臓・腎臓・小腸・大腸・皮膚といったさまざまな臓
器・組織にてp16陽性細胞が確認された．次に，2か月齢
と12か月齢のマウスから採取した肺・肝臓・腎臓・皮膚
に対してフローサイトメトリー解析を行ったところ，p16

表1 これまでに報告されていた代表的な老化細胞可視化マウスモデル

（A） hp16-Lucマウスでは，外在性のヒトのp16Ink4aの3番目のエキソンのストップコドンの直前にLuciferaseが組み込まれている．（B） 
mp16-Lucマウスでは，内在性のp16Ink4aの1番目のエキソン領域にLuciferaseが組み込まれている．（C） p16-3MRマウスでは，外在性
のマウスのp16Ink4aの2番目のエキソン領域に3MRが組み込まれている．（D） p16-tomマウスでは，内在性のp16Ink4aの1番目のエキソ
ン領域に tdTomatoが組み込まれている．（E） p16-Creマウスでは，内在性のp16Ink4aの3番目のエキソン領域にCreが組み込まれている．
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陽性細胞の数が加齢に伴い増加することがわかった．さら
に，3か月齢のマウスにTAMを投与した後に，3・6か月
後の臓器・組織内のp16陽性細胞のクラスター形成の割合
や数の変化を解析した．その結果，老化細胞の最も重要な
性質の一つである不可逆的な増殖停止機能を示唆するよう
に，少なくとも解析した時間内においてはp16陽性細胞の
クラスター形成の増加は認められなかった．また，細胞数
の変化から推測される半減期は肝臓では2.6か月，腎臓で
は2.9か月，肺では4.2か月であることが明らかとなった．

3. 加齢に伴う網羅的遺伝子発現解析と老化細胞の1細
胞解析

加齢変化に伴うさまざまな臓器・組織における遺伝子発
現の変化をとらえることを目的として，大規模なマウスア
トラスの作製が試みられてきた．特に，さまざまな月齢の
マウスに対してのバルクRNA-seq解析 7）とシングルセル
RNA-seq解析 8）が行われた．

1） バルクRNA-seq解析
バルクRNA-seqは17種類の組織に対して行われた．そ

の結果，加齢に伴い遺伝子発現パターンが変化しない組
織（骨，骨髄，膵臓）があることが明らかとなった．その
他の組織では遺伝子発現パターンの変動がみられ，特に脾

臓，小腸，胃において大きく変動していることがわかっ
た．また，加齢に伴い変化する遺伝子群は，組織間で類
似した発現を示しており，変動開始時期とその振れ幅が異
なるだけであった．これらのことから，組織における加齢
変化は同じようなメカニズムで起きることが推察されてい
る．

2） シングルセルRNA-seq解析
シングルセルRNA-seq解析は23種類の組織に対して
行われた．加齢に伴う変化を解析したところ，p16Ink4aを
コードする遺伝子であるCdkn2aが陽性である細胞数が増
加しCdkn2aの発現レベルも上昇することが明らかとなっ
た．この結果はこれまで行われてきたp16陽性細胞可視化
マウスモデルからの知見を支持するものである．興味深
いことに，Cdkn2a陽性細胞数やCdkn2aの発現レベルは3
か月から18か月までは上昇しているものの，18か月齢以
降はほぼ同じであった．しかしこの解析では，Cdkn2aが
コードしているp16Ink4aとp19Arfを区別できていない．ま
た，Cdkn2a陽性細胞が少ないためさまざまな組織のデー
タを混ぜて解析しており，どの臓器・組織内のどの細胞種
でCdkn2a陽性細胞が増加しているのかなど，その性質を
明らかにはできていない．

図1 筆者らが樹立した一細胞レベルで老化細胞を解析可能なマウスモデル
（A） p16-CreERT2-tdTomatoマウスでは，p16陽性細胞内で発現したCreERT2がタモキシフェン（TAM）投与により核内
に移行する．その結果，Rosa26にある lox配列に挟まれたSTOP配列はCreERT2による組換えで除かれ tdTomatoが発
現し，p16陽性細胞は赤色蛍光でラベルされる．（B） p16-CreERT2-DTR-tdTomatoマウスでも（A）と同様のシステムで
p16陽性細胞は tdTomatoでラベルされる．ラベルされた細胞は，ジフテリア毒素（DT）を投与されると tdTomatoと
ともに発現している受容体（DTR）と結合し，細胞死が誘導される．Neo：ネオマイシン耐性遺伝子，CAG：CAG
プロモーター，WPRE：ウッドチャック肝炎ウイルス転写後調節エレメント，SA：スプライスアクセプター部位，
IRES：内部リボソーム導入部位，pA：ポリAシグナル．
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3） p16陽性細胞におけるシングルセルRNA-seq解析
筆者らはp16-CreERT2-tdTomatoマウスを用い，肝臓と腎

臓からp16陽性細胞を単離し，シングルセルRNA-seq解析
を行った．その結果，ほぼすべての細胞種においてp16陽
性細胞が検出された．肝臓においては，特に肝類洞内皮
細胞（LSECs）において多く認められた．一方，クッパー
細胞ではp16陽性細胞が多く存在する細胞集団はクッパー
細胞とLSECsの両者の性質を持っていることが明らかに
なった．これは，p16陽性になることにより細胞のアイデ
ンティティが変化していることが推察される．また，コリ
ン欠乏高脂肪食を用いた長期間飼育により非アルコール性
脂肪肝炎（NASH）を誘導した肝臓において，p16陽性細
胞と陰性細胞の遺伝子発現変化の違いを解析したところ，
免疫細胞であるクッパー細胞やマクロファージにおいて，
ストレス性転写制御因子AP-1や炎症性サイトカイン制御
因子であるNF-kappaB経路の遺伝子の発現上昇が認められ
た．腎臓においてp16陽性細胞は近位尿細管上皮細胞と遠
位尿細管細胞に多く認められた．特に，近位尿細管上皮
細胞においては，p16陽性細胞において個体老化との関連
も指摘されているmTOR経路の遺伝子群やERストレス関
連遺伝子の発現上昇が認められることが明らかになった．
一方，p16陽性の遠位尿細管上皮細胞においては，SASP
や腎障害に関わる遺伝子の発現変化が大きく変化してい
た．これらの結果から，生体内の老化細胞は多様な細胞か
ら誘導され，細胞種ごとにさまざまな機能変化・性質が認
められることが示唆された．

4. 老化細胞の除去

老化細胞は糖尿病や動脈硬化症などのさまざまな加齢関
連疾病に関与していることが明らかになりつつあり，その
ため老化細胞の除去技術の開発に注目が集まっている．し
かし，老化細胞との関与が疑われているものの，実際に老
化細胞を除去したときの効果がわかっていない疾患も多く
存在する．

1） NASHにおける除去効果
筆者らは，p16-CreERT2マウスとCreERT2リコンビナーゼ

活性依存的にジフテリア毒素受容体（DTR）を発現する
Rosa26-SA-lsl-DTR-IRES-tdTomatoマウスを交配し，ジフテ
リア毒素（DT）依存的に tdTomatoで標識されたp16陽性細
胞を除去可能なマウスモデル（p16-CreERT2-DTR-tdTomato）
を樹立した（図1B）．このマウスに対し，コリン欠乏・低
メチオニン高脂肪食飼料（CDA-HFD）を与えることで
NASH病態を誘導し，老化細胞の除去による影響の検証を
試みた．6週間CDA-HFDを与え，後半の3週間でp16陽性
細胞を除去したところ，肝臓の脂肪化や炎症が改善するこ

とが明らかとなった．この結果から，p16陽性細胞を除去
することでNASHの進行を抑制できるのではないかと考え
られる．

2） 老化細胞の除去法
老化細胞の除去薬の開発は現在行われつつある．最初に
老化細胞除去薬として報告されたダサチニブ＋ケルセチン
の投与は複数の疾患に対して治験段階まで進んでおり，現
在フェーズ2段階である．しかし現状ではその他の低分子
化合物の除去薬の開発はうまくいっていなく，アメリカの
Unity社が開発した薬剤UBX01019）はフェーズ2で失敗し
た．この会社は新たな薬剤としてUBX1967を開発し，網
膜症への治療薬としてその効果を検証している 10）．低分
子化合物以外の手法も数多く取り組まれており，2017年
に開発されたFOXO4-DRIペプチドもその一例である 11）．
さらに，がん治療として注目を集めているCAR-T細胞を
用いた除去法を応用した手法も開発されている 12）．最近
になって，筆者らの研究グループは，老化細胞ではリソ
ソーム膜の損傷に伴う細胞内アシドーシスが誘導されてお
り，それを緩衝するためにグルタミン代謝が亢進している
ことを見いだした．さらに，グルタミン代謝の主要な酵素
GLS1の阻害剤BPTESの投与は in vitroで老化細胞を選択的
に死滅させられることや，老齢マウスや高脂肪食負荷した
ApoEノックアウトマウスへBPTESを投与すると，加齢に
伴うさまざまな機能低下や動脈硬化症の症状が改善される
ことを見いだしている 13）．

5. おわりに

p16-CreERT2-tdTomatoマウスモデルが樹立され，これまで
に未知であった生体内の老化細胞の性質などが明らかにな
りつつあり，研究は今後加速していくであろう．これまで
は老化細胞のマーカーとしてp16Ink4aが用いられてきたが，
筆者らのマウスモデルを用いることで，老化細胞固有の膜
表面マーカーなどといった新しいマーカーが見つかること
が期待される．前節でもふれたが，さまざまな手法により
老化細胞の除去は試みられてきているが，特異性に問題が
あり，正常な細胞にも影響を与えてしまうオフターゲット
問題が生じた．新しいマーカーが発見されれば，老化細胞
の除去をより効率的に，安全に行うことが可能になり，間
違いなくブレイクスルーとなるだろう．老化細胞が駆逐さ
れる世界はもうすぐそこなのかもしれない．
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