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要旨 

 ⽣物は不断の環境変動下で柔軟に適応し⽣存するために、⽣体内外からのさまざまなス
トレスに対して種々の適応的な⽣体応答を備えている。細胞⽼化は分裂細胞における⾮致
死性ストレス応答のひとつであり、⾮可逆的な細胞周期停⽌をもって定義される。細胞⽼
化はがん抑制作⽤を有する⼀⽅で、⻑期的には個体⽼化に伴う⽣理機能の低下や加齢性疾
患の原因となるという負の側⾯ももつ。⾮再⽣組織である脳にあって、⽼⼈斑などの蛋⽩
質凝集体による分裂細胞（神経膠細胞や乏突起膠芽細胞）の細胞⽼化誘導は、病的認知症
の重症化に寄与することが⽰唆されている。しかし、分裂終了細胞（終末分化細胞）であ
る神経細胞の細胞⽼化機構の研究はほとんど進んでいない。 

 本研究では、古典的細胞⽼化の概念を終末分化細胞に拡張できるかを明らかにするた
め、ラット胎児の脳海⾺に由来する初代培養神経細胞の⻑期培養系を確⽴し、⻑期培養海
⾺神経細胞が広範な細胞⽼化表現型（SA-β-gal (senescence-associated β-galactosidase), p16 上
昇, SASP (senescence-associated secretory phenotype), lamin B1 減少）を呈することを⽰した。
また、それら細胞において、細胞内外 Aβ（amyloid β）の蓄積や刺激応答性増強など、分
⼦から機能レベルにわたる⽼化脳に特徴的な加齢性変化が⾒られ、⻑期培養系が⽼化過程
における細胞性ストレス応答解析に有⽤であることが⽰唆された。海⾺神経細胞で細胞⽼
化が誘導される分⼦機構を解明するため、まず、Aβ 蛋⽩質毒性を中⼼とした蛋⽩質恒常
性破綻の影響について検討を⾏った。Aβ 凝集を解消する低分⼦化合物の処理によって、
⻑期培養海⾺神経細胞で認められた細胞⽼化表現型は消失した。また、家族性アルツハイ
マー病（Alzheimer's disease; AD）に関連した変異型アミロイド前駆蛋⽩質の過剰発現、あ
るいは凝集性の組換えヒト Aβ 蛋⽩質の培地への添加が、SA-β-gal 活性や p16 上昇を早期
に引き起こすことを明らかにした。これらの結果から、神経細胞⽼化は部分的に Aβ 蛋⽩
質毒性に起因すると結論した。mTOR 経路の遮断は、全般的な翻訳抑制およびオートファ
ジー活性亢進を介して、個体寿命延⻑に資する細胞内恒常性の向上をもたらす。mTOR 阻
害剤ラパマイシンの存在下で培養を⾏った⻑期培養海⾺神経細胞では、翻訳効率の低下と
オートファジー活性の増強に加えて、蛋⽩質毒性と細胞⽼化表現型の出現が顕著に抑制さ
れたことから、mTOR 経路の神経細胞⽼化制御への関与が明らかとなった。また、多様な
ストレスに対する感受性の⽐較によって、⽼化神経細胞はストレス抵抗性を獲得してお
り、細胞⽼化が細胞⾃律的な神経保護機構であることを⽰唆する結果を得た。これらと⼀
致して、ラット⼤脳⽪質神経細胞の解析においても、培養⽇数依存的な蛋⽩質恒常性破
綻、細胞⽼化表現型ならびにストレス抵抗性が観察されたことから、終末分化細胞におけ
る細胞⽼化機構の普遍性を⾒出した。したがって、本研究で明らかになった AD 初期病変
により誘起される細胞⽼化は、症候性病的⽼化の素過程である神経細胞死に抗する⽣理学
的な防御機構として神経細胞の⽣存に貢献し得ると考えられる。⽣理的な⽼化は海⾺神経
細胞の脱落をその特徴としないことから、本研究で得られた知⾒は、⾮再⽣組織で⼀⽣涯
維持される終末分化細胞の細胞⽣存戦略の理解にも繋がると期待される。 
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略語 

4E-BP1      eIF4E binding protein 1 

AD         Alzheimer's disease 

ADAM10     disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10 

APH1       anterior pharynx defective 1 

APP        amyloid β-precursor protein 

APPsα/β      α/β-secretase-generated APP ectodomain fragment 

ATG5/7      autophagy related 5/7 

ATM       ataxia telangiectasia mutated 

Aβ        amyloid beta 

BACE2      β-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1/2 

BCL        B-cell lymphoma protein 

BSA        bovine serum albumin 

BafA       bafilomycin A1 

CCCP       carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone 

CDK       cyclin-dependent kinase 

CXCR2      CXC chemokine receptor 2  

D-APV      D-2-amino-5- phosphonopentanoate 

DDR       DNA damage response 

DMEM      Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DSB        DNA double-strand break 

ELISA       enzyme-linked immuno sorbent assay  

EPPS       4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinepropanesulphonic acid 

EdU        5-ethynyl-2'-deoxyuridine 

FBS        fetal bovine serum  

FIP200       FAK family-interacting protein of 200 kDa 

FOXO4      forkhead box-containing protein, O sub-family 4 

FRAP       FKBP12-rapamycin associated protein 

RAFT1      rapamycin and FKBP12 targets 1 

GATA4      GATA binding protein 4 

HBSS       Hanks' balanced salt solution 

HPG       L-homopropargylglycine 

MJD2C      jumonji C domain-containing oxygenase D2C 

LSD1       Lysine-specific demethylase 1 

LTP        long-term potentiation 

MCI        mild cognitive impairment 
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MK2/MAPKAPK2  MAPK activated kinase 2 

NAC       N-acetyl-L-cysteine 

NCT       nicastrin 

NFT        neurofibrillary tangle 

NMDA      N-methyl-D-aspartate 

mTOR       mechanistic/ mammalian target of rapamycin 

mTORC1/2     mTOR complex1/2 

PBS        phosphate buffered saline 

PCNA       proliferating cell nuclear antigen 

PEN2       presenilin enhancer 2 

PFA        paraformaldehyde 

PI3K       phosphatidylinositol-3 kinase 

PLL        poly-L-lysine 

PS1        presenilin 1 

Puma       p53-upregulated modulator of apoptosis 

REST       repressor element-1 silencing transcription factor 

ROS        reactive oxygen species 

NRSF       neuron-restrictive silencer factor 

RT-PCR      reverse transcription polymerase chain reaction  
SA-β-gal      senescence-associated β-galactosidase 

SAHF       senescence-associated heterochromatic foci 

SASP       senescence-associated secretory phenotype 

SQSTM1      sequstosome 1 

TAF        telomere-associated focus 

TASCC      the TOR-autophagy spatial coupling compartment 

TERC       telomerase RNA component 

TERT       telomere reverse transcriptase 
TIF        telomere dysfunction-induced focus 

Thio-S       Thioflavin-S 

ULK1       unc-51 like autophagy activating kinase 

VDCC       voltage-dependent/gated calcium channels 

ZFP36L1      ZFP36 ring finger protein like 1  
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1-1 はじめに 

 あらゆる⽣物にとって、その究極要因は⼦孫を残すことである。そのためには、⽇々変動
する環境下において、まず個体が維持されなければならない。⽣物は、進化の過程で、環境
の好悪に応じて⼦孫の再⽣産または⾃⼰保存に有利となるような応答(すなわち、適応(的)
応答)を獲得してきた。また、⽣殖年齢以降にある⽣物では、⽣体システムの綻びが刻々に
顕現し、やがてその個体は死を迎える。この過程が⽣物学・医学的に定義される⽼化(特に
個体⽼化)であり、⽣活史の後半である⽼化は、その前半に重要な適応応答の拮抗的多⾯性
に依拠する。 

 
1-2 脳と老化 

 ヒトを含む⾼等⽣物を構成する全⽣体組織のうち、脳組織は殆どの⽣命活動を⽀配する、
いわば⽣体組織内の制御基盤である。よって、⽣涯を通じたその機能維持が個体⽣存に極め
て重要であることは明⽩である。脳は、細胞分裂を⾏わない分化成熟(終末分化)した「神経
細胞」ならびに適切な条件下で細胞分裂を⾏うことができる「神経膠細胞(グリア細胞, 神
経細胞の機能を⽀持する役⽬をもつ)」を主たる構成要素とし、近年では、ヒトではそれぞ
れの細胞がおよそ 1000 億個、同程度の⽐率で存在すると考えられている(von Bartheld CS et 

al., 2016)。神経細胞は、シナプスと呼ばれる接合部位(出⼒側の神経細胞から伸びる軸索と
⼊⼒側の神経細胞の樹状突起との間隙)を介して、特定の神経細胞と連続した機能的な神経
回路を形成している。外界からの情報・刺激は、それら神経回路上で電気的興奮として軸索
上を伝播し、シナプスで化学信号、すなわち神経伝達物質に変換されることで伝達される。
この機能的回路の精密性および複雑性が、多様かつ繁雑な脳機能に帰結する。 
 ⼀般に、年齢の増加に伴って、つまり⽼化の過程で個体を構成する⽣体組織の機能は徐々
に低下し、それはしばし加齢性疾患を引き起こす(たとえば、加齢性の⾻格筋量低下は⾝体
機能を著しく低下させる(サルコペニア)）。個体の⽼化は、⽣物が⾃然に歳を重ねて⽣じた
加齢性変化によりもたらされる⽣理的⽼化と、病的要因によってそれが加速される病的⽼
化に⼤別される。多くの組織において、後者は⽣命の存続を脅かす危険度が総じて⾼い。⽣
理的に⽼化した健常⾼齢者の場合、認知機能(物事の理解⼒・判断⼒ならびに記憶⼒などの
知的機能を指す)は、60 歳以降から次第に衰え始めるが(Fjell AM et al., 2014)、アルツハイマ
ー型認知症(Alzheimer’s disease; AD)のような病的⽼化で認める認知機能障害と⽐較して、そ
の程度は極めて軽度である。⼀⽅で、AD は、記憶障害と妄想を主徴とする進⾏性認知症で
あり、その神経病理学的特徴として、⑴ ⽼⼈斑(senile plaque)と⑵ 神経原線維変化の出現
（neurofibrillary tangle; NFT）(アミロイド β/ amyloid β; Aβ とリン酸化タウ蛋⽩質が、それぞ
れ神経細胞外または細胞内に凝集・沈着したもの)、⑶ 神経細胞の脱落を三⼤所⾒とする。
また、AD 発症前段階のひとつに、⽇常⽣活に⽀障のない程度の認知機能低下をその診断基
準とする軽度認知症(mild cognitive impairment; MCI)があり、MCI は軽度の AD 病理所⾒を
呈することが知られている。MCI 罹患患者の脳組織、特に記憶・学習に必須である海⾺お
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よび嗅内野において、神経細胞死が⽣じており、また、AD 脳におけるそれは、MCI 脳と⽐
べてさらに発⽣頻度が⾼い(Price JL et al., 2001)。 

 ⽣理的⽼化から病的⽼化への臨界的状態遷移を先導する分⼦基盤について、「アミロイド
仮説」が現在最も⽀持を集めている(Hardy JA & Higgins GA, 1992)。仮説によれば、Aβ 産
⽣に端を発して⽼⼈斑形成および炎症が惹起され、次いで神経原線維変化が加速される。さ
らに、それらの相乗作⽤によって神経伝達異常をきたし、最終的に神経細胞死を引き起こす
とされる(Long JM & Holtzman DM, 2019)(図 1-1)。Aβ はおよそ 40 アミノ酸残基からなるペ
プチドで、21 番染⾊体上の APP 遺伝⼦にコードされる膜貫通型蛋⽩質であるアミロイド前
駆体蛋⽩質(amyloid β-precursor protein; APP)が、β セクレターゼと γ セクレターゼによる連
続切断を受けて⽣成される(図 1-2a)。そのアミノ末端側 28 残基（APP の細胞外領域に相当）
は親⽔性である⼀⽅で、カルボキシ末端側の 29 ~ 40 残基（APP の膜貫通領域に相当）は疎
⽔性に富む(図 1-2b)。このような両親媒性の性質は、細胞膜表⾯での Aβ の安定化および凝
集に寄与していると考えられている(Itoh SG et al., 2019)。APP 遺伝⼦において、Aβ 産⽣総
量の増加を招く Swedish 変異(KM670/671NL)や、特に⾼い凝集性を⽰す Aβ42 の産⽣⽐率を
亢進させる Indiana 変異(V717F)が、優勢遺伝形質を⽰す家族性 AD の遺伝学解析により同
定されており(Murrell J et al., 1991; Mullan M et al., 1992)、アミロイド仮説を裏付ける科学的
根拠となっている(図 1-2)。実際に、それら変異型ヒト APP を有するトランスジェニックマ
ウスは AD 様の認知機能障害を早期に呈するようになり、また、それら病学的および⾏動学
的な症状は、Aβ42 ワクチン療法により改善されることが報告されている(Schenk D et al., 

1999; Janus C et al., 2000; Chen G et al., 2000)。しかし、興味深いことに、加齢依存的な⽼⼈斑
蓄積および神経原繊維変化は、健常⾼齢者の脳組織においても観察される(Bennett DA et al., 

2006)。⼀⾒、このような加齢脳は⽣理的な⽼化を経た状態と区別されない。しかし、今⽇
の概念的分類に従えば、それは AD 初期病理陽性の無症候期、すなわち前臨床段階(Preclinical 

stage)に位置づけられ、病的⽼化のごく初期段階にあると理解される(Sperling R et al., 2014; 

Petersen RC, 2018)。したがって、脳⽼化は、同じ時間軸上で⽣理的な⽼化から病的⽼化の状
態へと遷移する加齢性変化の連続スペクトラムとして捉えると、その全容を理解しやすい
(図 1-1)。 

 これまでに、Aβ 病変やタウ病変などを標的としたさまざまな分⼦標的薬について、MCI

患者と AD 患者を対象とした臨床試験がなされてきたが、有効な AD 治療薬の開発には未
だ⾄っていない(Mangialasche F et al., 2010)。そのような背景から、AD 治療法の確⽴に向
けて、無症候段階のような早期段階での治療的介⼊の必要性、さらには、その時点におけ
る分⼦病態の理解の深化の重要性が唱えられている(Long JM & Holtzman DM, 2019)。近
年、健常⾼齢者の海⾺神経細胞において、転写共役因⼦である repressor element-1 silencing 

transcription factor(REST)(または neuron-restrictive silencer factor; NRSF)がそれら細胞の核内
に蓄積していることが報告された。この核内 REST は、アポトーシス関連因⼦および AD
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関連因⼦の転写を抑制することで、⽣理的⽼化から病的⽼化への状態遷移の防壁として、
海⾺神経細胞の保護に寄与するとされる(Lu T et al., Nature 2014)。 
 

 

図 1-1 AD 病理所見の経年変化と病的脳老化 

a) 生理的に老化した脳組織では、AD 病理三大所見(老人斑沈着、神経原線維変化と神経細胞死)を認めず、

嗅内野および海馬領域における神経細胞数は保持される。 

b) Sasaguri H et al., 2017 を参考に作成した。前臨床段階は AD 病理所見のうち、Aβ/タウ病変を呈するが、

神経細胞脱落を伴っておらず、患者は無症候性を示す。 

神経変性による脳萎縮部位は、Aβ病変とは一致せず、一方で、リン酸化タウ沈着領域と強く相関があると

される。 
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図 1-2 古典的アミロイド前駆蛋白質(APP)代謝経路と APP 変異 

a) 非アミロイド経路とアミロイド経路。図は Müller UC et al., Nat Rev Neurosci. 2017;18(5):281-298 を

参考に作成した。非アミロイド経路では、APP は αセクレターゼによる切断を受けた後、その C 末端側 

(C-terminal fragment α; CTFα)は細胞膜中に残存し、さらに γセクレターゼによる切断を受ける。その結

果、p3 と APP 細胞内ドメイン(APP intracellular domain; AICD)が産生される。αセクレターゼによる

APP 切断部位は、Aβ領域内(オレンジ)に存在しているため、同経路では Aβは産生されない。一方で、

アミロイド経路の場合、APP は βセクレターゼおよび γセクレターゼによる切断を受け、AICD と凝集能

の高い Aβ生じる。γセクレターゼ切断箇所に応じて、長さの異なる Aβ断片が産生される(Aβ37, Aβ38, 

Aβ40, Aβ42 または Aβ43)。 

APPsα/β : α/β-secretase-generated APP ectodomain fragment 

b) 家族性 AD に関連する APP 上の点突然変異。青色は総 Aβ量が増加する点変異、緑色は Aβ質的量的変

化をきたす点変異の位置を示す。灰色は膜貫通ドメイン。図は Benilova I et al., Nat Neurosci Rev 2012 よ

り引用。古典的 APP 代謝に寄与する主要なプロテアーゼは以下の通り。 

αセクレターゼ: ADAM10 (disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10);  

βセクレターゼ: BACE1 および BACE2 (β-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1/2); 

γ セクレターゼ複合体: PS1/2 (presenilin 1/2), NCT (nicastrin), PEN2 (presenilin enhancer 2) および

 APH1/2 (anterior pharynx defective 1/2) 

Aβ凝集体
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N末端

C末端
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γ

アミロイド産生経路非アミロイド産生経路

γ

AICDAICD

p3

APPsα APPsβ

CTFβCTFα

a

b



 11 

1-3 古典的細胞老化 

 1960 年代に、L. Hayflick 博⼠らは、健常⼈の⽪膚から採取した正常線維芽細胞を試験管
内で繰り返し継代培養すると、はじめは活発に細胞分裂を⾏う対数増殖期にあって、その細
胞数を指数関数的に増加させるが、やがて細胞増殖を停⽌して、分裂限界に達することを⾒
出した(Hayflick L & Moorhead PS, 1961)。このように正常再⽣組織の体細胞が有限回数分裂
した後に、分裂寿命を迎えることを「細胞⽼化」と呼ぶ (特に複製⽼化という) (図 1-3)。細
胞⽼化は、⼗分な栄養や増殖因⼦の存在する順境であっても、決して細胞増殖を再開するこ
とができない⾮可逆的な現象である。ヒト線維芽細胞において、がん抑制因⼦である p53 お
よび Rb を同時に阻害すると、細胞⽼化は回避されることから、両経路が細胞⽼化誘導に必
要であることがわかっている(Shay JW et al., 1991; Beauséjour CM et al., 2003)。細胞⽼化状態
にある細胞、すなわち⽼化細胞は、活発に代謝を⾏って⽣存しながら、種々の特徴的な性質
を⽰す(図 1-3)。例えば、SA-β-gal(senescence-associated β-galactosidase)、扁平肥⼤化した細
胞形態ならびにサイクリン依存性キナーゼ(cyclin-dependent kinase; CDK)阻害因⼦である
p16Ink4a (以下、p16) の発現上昇は、⽼化細胞を評価する際に最も汎⽤される指標である 

(Kuilman T et al., 2010; Salama R et al., 2014)。これら細胞⽼化表現型を呈する細胞は、加齢
依存的にさまざまな⽣体組織で蓄積することが報告されており(Dimri et al., 1995; Childs BG 

et al., 2015; Xu M et al., 2018; Ogrodnik M et al., 2017; Kirkland JL & Tchkonia T, 2017)、細胞⽼
化は⽣体内で実際に起こる現象であると考えられている。また近年、細胞⽼化が個体⽼化の
⼀因であることが遺伝⼦改変マウスを⽤いた実験により直接的に証明された(Baker DJ et al., 

2016; van Deursen JM, 2014)。D. Baker 博⼠らは、p16 陽性細胞でアポトーシス誘導蛋⽩質が
発現するような遺伝⼦改変マウス(INK-ATTAC マウス)(Baker DJ et al., 2011)を⽤いて、⽼齢
個体の各組織から⽼化細胞を細胞死誘導により除去した場合に、動脈硬化、⽩内障および筋
⼒低下(またはサルコペニア)などの加齢性疾病の症状が改善することを⽰した(Baker DJ et 

al., 2016)。⽼化細胞は、固有のトランスクリプトーム変化によって、数多の炎症性サイトカ
インや細胞増殖因⼦、または細胞外基質分解酵素を産⽣・分泌するようになる。この性質は、
senescence-associated secretory phenotype(SASP)とよばれ(Coppe et al., 2008; Acosta JC et al., 

2008)、⾼齢者において慢性的な炎症状態をきたす⼀因となり、ひいては全⾝の加齢性変化
に貢献すると考えられている(Rodier F & Campisi J, 2011; van Deursen JM, 2014)(図 1-4)。 
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図 1-3 古典的細胞老化 

細胞老化は、テロメア DNA 短小化に依存的な複製老化と非依存的なストレス誘導性早期老化に分類され

る(上段)。複製老化は、繰り返し細胞分裂を経て、ある閾値以下の長さに達したテロメア DNA が損傷 DNA

として認識されることで誘導される。一方で、ストレス誘導性早期老化は、細胞がさまざまな非致死的な

ストレスを受けることで、そのテロメア長とは無関係に速やかに誘導される。いずれの場合も、ストレス

に曝された正常分裂細胞は、がん抑制因子 p53 と Rb、またはそれらどちらかを活性化をして、細胞老化に

至る。p53 により転写誘導される CDK 阻害因子 p21 は、Cyclin E/CDK2 複合体を阻害することで、また、

p16 は Cyclin D/CDK 4,6 を阻害することで、Rb の低リン酸化を引き起こす。その結果、転写因子 E2F の

活性が抑制され、細胞は細胞周期を G1 期で停止する(中央)。また、老化細胞は、非可逆的な細胞周期停止

に加えて、老化関連 SA-β-gal 活性、分泌蛋白質パターンの変化(Senescence-associated secretory 

phenotypes; SASP)、ならびにアポトーシス抵抗性などの細胞性質の変化によって特徴づけられる。それ

ら種々の細胞老化関連表現型ならびに老化細胞の不可逆性は、局所的なクロマチン凝縮(Senescence-

associated heterochromatic foci, SAHF) を伴うダイナミックなクロマチンの構造変動に基づくトランスク

リプトーム変化によってもたらされる(下段)。 
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図 1-4 古典的細胞老化の生体内における役割 

正常細胞において、点突然変異による Ras や BRAF などのがん遺伝子の異常活性化や、細胞内外で生じる

さまざまなストレスによる細胞傷害は、p53-p21 経路および p16-Rb 経路の活性化を介して、細胞増殖を安

定に停止させる。このとき、非可逆的な細胞周期停止は自身のがん化を未然に防ぐ。がん抑制遺伝子 p53

または Rb の機能を喪失した細胞では、細胞老化は起こらず、細胞はがん化する。また、老化細胞は、損傷

組織の修復や発生過程の組織形成時に、SASP を介して組織の再構築やその構造維持に必須の役割を果た

す。若い個体では、これら老化細胞は、NK 細胞などの免疫細胞のはたらきによって組織中から排除される 

(免疫監視機構)(左下)。しかし、加齢に伴い免疫監視機構による老化細胞の除去効率が低下すると、老化

細胞が組織内で蓄積する(Ovadya Y et al., 2018)。長期的な SASP は慢性炎症を惹起し、さまざまな加齢

性変化や疾患をもたらす原因となる。また、成長因子や血管新生因子といった SASP 因子は、がん悪性化

を助長する。 
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1-4 DNA 損傷応答の活性化と細胞老化 

1-4-1 テロメア短小化と細胞老化 
 正常体細胞の⽣涯にわたるのべ細胞分裂回数は、繰り返し DNA 配列(哺乳類では 5’-

TTAGGG-3’)とそれらに結合する種々の蛋⽩質から成る染⾊体末端部分のテロメアの⻑さ
によって規定される。細胞分裂の際、DNA 合成酵素はテロメア最末端領域を完全に複製す
ることができないため(末端複製問題)、テロメア伸⻑酵素(テロメレース)を発現していない
ほとんどの体細胞では、テロメア⻑が細胞分裂のたびに徐々に短⼩化する。ある⼀定の⻑さ
に達して脱保護状態にあるテロメアは、DNA ⼆重鎖切断(DNA double-strand break; DSB)と
して認識されるために、染⾊体末端融合や DNA 組換え、または不適切な酵素反応による
DNA 消化の危険に曝される(Karlseder J et al., 2002)。実際、脱保護状態のテロメアでは、
γH2AX(139 番⽬セリンがリン酸化されたヒストン H2AX)や 53BP1 などの DNA 損傷チェッ
クポイント因⼦、またそれら上流キナーゼである ATM(ataxia telangiectasia mutated)や
CHK1/2(checkpoint kinase 1/2)の集積が認められ、DNA 損傷応答(DNA damage response; DDR) 

が恒久的に活性化されている(d’Adda di Fagagna F et al., 2003; Herbig U et al., 2004)。このよ
うな持続的な DDR は、p53 を介して CDK 阻害因⼦ p21Waf1/Cip1(以下、p21)の誘導を促す
ことで、閾値以下まで短くなったテロメアを有する細胞の細胞増殖停⽌、遂には細胞⽼化を
引き起こす(Herbig U et al., 2004）(図 1-3)。テロメレース触媒ユニットをコードする TERT

遺伝⼦を過剰発現させたヒト正常線維芽細胞は、テロメアの⻑さを維持するだけでなく、ほ
ぼ無限に細胞増殖可能である(Bodnar AG et al., 1998)。また、テロメア結合蛋⽩質複合体シ
ェルタリンの構成因⼦ TRF2(telomeric repeat binding factor 2)の過剰発現は、テロメアの短⼩
化をさらに早めるが、テロメア末端を保護することで複製⽼化を回避する(Karlseder J et al., 

2002)。したがって、テロメア短⼩化による染⾊体末端脱保護は、分裂細胞において細胞⽼
化を誘導する原因であると⾔える。 

 
1-4-2 修復困難 DNA 損傷と細胞老化 
 さまざまな⾮致死的ストレスは、テロメア⻑とは無関係に、⽐較的短時間で複製⽼化と
類似した現象を誘導することが知られており、ストレス誘導性早期⽼化と呼ばれる
(Kuilman T et al., 2010)(図 1-3)。⼀般に、細胞⽼化という⾔葉は、複製⽼化とストレス誘導
性早期⽼化を合わせて指す。ヒト正常線維芽細胞を⾮致死量の過酸化⽔素⽔や電離放射線
で処理すると、⽼化表現型が誘導される(Chen Q & Ames BN, 1994; Di Leonardo A et al., 

1994)。しかし、それは TERT 遺伝⼦の過剰発現によるテロメレース活性誘導によっては回
避されない(Gorbunova V et al., 2002)。通常、過酸化⽔素⽔処理や電離放射線照射によって
⽣じる DSB は⼀過性であるが(DNA 修復機構により 24 時間以内に修復される)、それらの
ストレスで誘導した⽼化細胞では、⼀部の修復困難な DSB がテロメア領域または⾮テロメ
ア領域に⻑期間残存して、持続的に DDR の発動を誘起する(Rodier F et al., 2009, 2011; 

Fumagalli M et al., 2012; Hewitt G. et al., 2012)。このとき、ATM または H2AX のノックダウ
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ンによって、細胞増殖停⽌や SASP などの⽼化関連表現型が抑制されることがわかってい
る(Rodier F et al., 2009, 2011)。 

 ストレス誘導性早期⽼化のうち、がん遺伝⼦誘導性⽼化を特に Oncogene-induced 

senescence(OIS)という。正常線維芽細胞において、発がん性変異(G12V)をもつ H-Ras 遺伝
⼦(H-RasG12V)を異所的に過剰発現すると、はじめは S 期における複製起点の異常発⽕と
細胞増殖の亢進を⽰す(Serrano M et al., 1997; Di Micco et al., 2006)。このとき、複製フォー
クの進⾏がテロメア領域で阻害されるため、H-RasG12V 過剰発現細胞で修復困難なテロメ
ア DNA 損傷が蓄積する(Suram A et al., 2012)。その結果、それらの細胞の多くは、DDR に
依存して G1 期で細胞増殖を⾮可逆的に停⽌する(Serrano M et al., 1997; Di Micco et al., 

2006)。したがって、細胞⽼化は、分裂寿命到達(テロメア DNA 短⼩化)のほか、テロメア
DNA ⻑に依存しない DNA 傷害(テロメア領域、または⾮テロメア領域における修復困難
DNA 損傷の蓄積)とそれに付随して起こる DDR の恒久的な活性化によっても誘導されると
考えられている(Nakamura AJ et al., 2008; Rossiello F. et al., 2014; Victorelli S & Passos J, 

2017)(図 1-3)。 
 
1-5 細胞老化と組織恒常性 
 OIS は、がん遺伝⼦変異による過剰な細胞増殖刺激が DDR を恒常的に活性化すること
で、急速に誘導される。内在性の活性化がん遺伝⼦ K-Ras(G12V)を持つマウスでは、肺や
膵臓において、まず前がん状態である腺腫が⾼頻度に形成されて、やがてそれらが悪性化
すると腺がんを⽣じる(Guerra C et al., 2003)。M. Collado 博⼠らは、その発がんモデルマウ
スの腺腫内において、SA-β-gal や p16 といった複数の細胞⽼化マーカーを⽰す細胞の存在
を報告した(Collado M et al., 2005)。重要なことに、⽼化細胞は前がん状態でのみ認めら
れ、悪性となった腺がんでは観察されない。このような発がん過程における時期特異的な
⽼化細胞の蓄積は、さまざまなヒトがんで報告がなされている(Collado M & Serrano M, 

2010)。また、ほくろは、⽪膚の基底層にある⾊素産⽣細胞のメラノサイトが、Ras がん遺
伝⼦の下流にある B-Raf がん遺伝⼦の発がん性変異(V600E)により、過度に細胞増殖する
ことで⽣じる良性腫瘍である。ほとんどの場合で、ほくろが悪性腫瘍とならないのは、B-

Raf がん遺伝⼦の活性化による⼀過的な細胞増殖能の亢進とともに⼤量に産⽣される活性
酸素種 (reactive oxygen species; ROS)が、細胞⽼化を引き起こすためである(Michaloglou C 

et al., 2005; De Keizer PL et al., 2010)。これらの知⾒から、OIS は⽣体内で細胞⾃律的なが
ん抑制機構として機能すると考えられている(Schmitt CA, 2003; Collado M & Serrano M, 

2010)。⼀⽅で、周囲の細胞に対して、細胞⽼化は SASP を介して細胞⾮⾃律的にがん抑制
と悪性進展の双⽅に貢献する(Di Mitri D & Alimonti A, 2016; Faget DV et al., 2019)(図 1-4)。 

 また、外傷を受けた⽪膚などの再⽣組織や(Krizhanovsky V et al., 2008 ; Jun JI & Lau LF, 

2010; Demaria M et al., 2014)、発⽣過程にある組織において(Muñoz-Espín D et al., 2013; 

Storer M et al., 2013)、細胞⽼化は各局所で⼀過性に誘導され、それら組織の修復・(再)構



 16 

築に寄与している(図 1-4)。これらには SASP が重要であり、SASP は、損傷部位での線維
化の終息・解消、細胞分化誘導ならびに免疫細胞の動員を時間的空間的に⽀配する。通
常、⽣じた⽼化細胞は、SASP を介して局所に誘引された natural killer(NK)細胞による細胞
死誘導やマクロファージによる貪⾷作⽤によって積極的に組織から排除される(Xue W et 

al., 2007; Krizhanovsky V et al., 2008; Sagiv A et al., 2013; Prata LGPL et al., 2019)。このように
して免疫監視機構の制御下で短期的に誘導される細胞⽼化は、組織恒常性の維持に必須の
適応的応答として機能する(図 1-4)。 
 
1-6 老化細胞の生存およびその維持機構 
 ⽼化したヒト正常線維芽細胞や表⽪⾓化細胞(ケラチノサイト)はアポトーシスによる細
胞死を起こしにくいことが知られている(Chaturvedi V et al., 1999； Wang E, 1995)。たとえ
ば、複製⽼化した正常ヒト線維芽細胞は、⾎清飢餓、過酸化⽔素⽔、タプシガルギン(⼩胞
体ストレス誘導剤)により誘導されるアポトーシスに対して抵抗性を⽰す(Wang E et al., 

1995; Ryu SJ et al., 2007; Sanders YY et al., 2013)。この分⼦機構の⼀つに、⽼化細胞では、ス
トレス条件下であっても抗アポトーシス蛋⽩質 B-cell lymphoma (BCL) 2 が分解されないま
ま維持されることが挙げられる(Wang E 1995; Ryu SJ et al., 2007)。また、BCL-2 をはじめ、
BCL-xL や BCL-W を含む Bcl-2 ファミリーに属する抗アポトーシス蛋⽩質は、複製⽼化、
DNA 損傷誘導性⽼化ならびに OIS でその発現が亢進しており、⽼化細胞にアポトーシス抵
抗性を賦与すると考えられている(Yosef R et al., 2016)。⼀⽅で、⾎管内⽪細胞は、⽼化する
と、BCL-2 蛋⽩質量の減少を認め、アポトーシスを引き起こしやすい状態にあることがわか
っている(Hoffmann J et al., 2001; Zhang J et al., 2002)。近年、⽼化細胞選択的にアポトーシス
を引き起こす⽼化細胞死誘導薬(Senolytic drug と呼ばれる)として、Bcl-2 ファミリー蛋⽩質
阻害剤である Navitoclax/ ABT-263(BCL-2 および BCL-xL に対する特異的阻害剤)や ABT-

737(BCL-2、BCL-xL and BCL-W に対する特異的阻害剤)が同定された(Zhu Y et al., 2016; Yosef 

R et al., 2016; Chang J et al., 2016; Wang L et al., 2017)。⽼化細胞の⽣存・維持の分⼦機構つい
ては未だほとんど明らかになっていないが、これらの報告は、Bcl-2 ファミリー蛋⽩質の量
的増加が、⽼化細胞のストレス抵抗性獲得に寄与しているほか、その⽣存・維持にも重要で
あることを⽰唆する。 

 また、アポトーシス促進因⼦について、複製⽼化細胞では、アポトーシス進⾏に必須の
システインプロテアーゼであるカスパーゼ 3 の発現量が低下していることや (Marcotte R et 

al., 2004)、シスプラチン処理や紫外線照射で⽣じる DNA 傷害による p53 の安定化が起こ
らないということが分かっている (Seluanov A et al., 2001)。⼀⽅で、前述の知⾒とは対照
的に、電離放射線照射により誘導したヒト正常線維芽細胞は、BCL-2 の発現低下ならびに
カスパーゼ 3 の発現亢進を⽰すという報告もある(Baar MP et al., 2017)。このとき、恒常的
な DNA 損傷応答によって、p53 は ATM 依存的なリン酸化を受けており、活性型として存
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在する。しかし、forkhead box-containing protein, O sub-family 4(FOXO4)が p53 との直接相
互作⽤を介してその転写活性を抑制するため、アポトーシスの誘導は起こらない。 

 
1-7 mTOR 経路と老化 
1-7-1 mTOR 経路 
 ラパマイシンは、1970 年代に同定・単離された放線菌 Streptomyces Hygroscopicus が産⽣
するマクロライド化合物(12 以上の原⼦から構成される⼤環状ラクトンを有する有機化合
物の総称) のひとつで、古くから免疫抑制作⽤および抗腫瘍効果を⽰すことが知られてい
る (Johnson SC et al., 2013)。ラパマイシンの標的分⼦である mTOR(mechanistic/ mammalian 

target of rapamycin)は真核⽣物において⾼度に保存された蛋⽩質であり(分裂酵⺟および出
芽酵⺟におけるホモログは TOR)、ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ
(phosphatidylinositol-3 kinase; PI3K)ファミリーに属するセリン・スレオニンキナーゼであ
る。まず、出芽酵⺟を⽤いた遺伝学的解析によって、ラパマイシンと分⼦量 12kDa の
FK506 結合蛋⽩質(FKBP12)との相互作⽤がもたらす細胞毒性(細胞周期の G1 期で細胞増
殖を停⽌させる)に対する薬剤耐性変異株の原因遺伝⼦として、TOR1/2 が同定・クローニ
ングされた(Cafferkey R et al., 1993; Kunz J et al., 1993)。その後まもなく、⽣化学的解析に
よって、哺乳類細胞における mTOR(FRAP (FKBP12-rapamycin associated protein) または
RAFT1 (rapamycin and FKBP12 targets 1))が、分⼦量およそ 250kDa のラパマイシン-FKBP12

複合体結合因⼦として単離・精製された(Brown EJ et al., 1994; Sabatini DM et al., 1994; 

Sabers CJ et al., 1995)。 
 mTOR は、構成因⼦の種類に応じて、mTOR 複合体 1/mTORC1(mTOR、Deptor、
PRAS40、Raptor、mLST8 および TTI1/TEL2 から成る)ならびに複合 2/mTORC2(mTOR、
Deptor、Protor、mLST8、mSIN1、Rictor および TTI1/TEL2 から成る)として存在する(図 1-

5)。それら⼆つの mTOR 複合体のうち、mTORC1 はラパマイシンによる阻害を受ける⼀⽅
で、mTORC2 はラパマイシン⾮感受性であるとされる(Laplante M & Sabatini DM, 2012; 

Johnson SC et al., 2013; Gaubitz C et al., 2015)。ただし、持続的な mTORC1 阻害は mTORC2

形成に影響しうることがわかっている(Phung TL et al., 2006; Sarbassov DD et al., 2006; 

Lamming DW et al., 2012)。mTORC1 は、アミノ酸などの栄養要因、成⻑因⼦、エネルギー
代謝や酸化還元ストレスなど、細胞内外の環境変化を感知および統合して、異化・同化作
⽤を制御しており、細胞成⻑・増殖に要する資源を供給する。たとえば、好適環境では、
インスリンや他の成⻑因⼦による PI3K/AKT シグナル経路の活性化が mTORC1 を活性化す
る(Laplante M & Sabatini DM, 2012)。活性化した mTORC1 は、さらに S6 キナーゼ 1 や 4E-

BP1(eIF4E binding protein 1)のリン酸化を介して、リボソーム⽣合成ならびに mRNA の翻
訳を促すことで、蛋⽩質合成に対して正にはたらく(図 1-5)。その際、mTORC1 は、オー
トファジー誘導に必須である Atg13-ULK1-FIP200 複合体のうち、Atg13 および ULK1 を直
接リン酸化することで、オートファジーを負に制御する(Hosokawa N et al., 2009)(図 1-5)。
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⼀⽅で、栄養が枯渇した場合には、mTORC1 活性が低下するため、それら標的蛋⽩質のリ
ン酸化レベルが減少して、その結果、翻訳の抑制とオートファジー活性の亢進が起こる(図
1-5)。また、mTORC2 は、主に成⻑因⼦に応答して、細胞の⽣存・増殖ならびに細胞⾻格
の制御に寄与していることが知られている(Laplante M & Sabatini DM, 2012)。 

 

 
図 1-5 mTOR 複合体 

図は Laplante M & Sabatini DM, Cell 2012 を参考に作成した。 

mTOR は mTOR 複合体 1(mTORC1)または複合体 2(mTORC2)の機能的に異なる二種類の蛋白質複合体

として存在する。mTORC1 は raptor と pras40 を構成因子に含み、一方で mTORC2 は rictor、mSin1 なら

びに protor をその特異的構成因子とする。mTORC1 は、蛋白質合成(リボソームの供給と翻訳開始頻度の

調節による)とオートファジーをそれぞれ正と負に制御する。mTORC2 は細胞骨格制御と細胞の生存に寄

与するが、mTORC1 と比べて、その他の機能は不明な点が多い。詳細は本文参照。 
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1-7-2 老化制御シグナル経路としての mTOR 経路 

 これまでに、酵⺟(Kaeberlein P et al., 2005; Powers RW et al., 2006; Medvedik O et al, 

2007)、線⾍(Vellai T et al., 2003; Robida-Stubbs S et al., 2012)、ショウジョウバエ(Kapahi P et 

al., 2004; Bjedov I et al., 2010)、マウス(Harrison DE et al., 2009; Miller RA et al., 2011; 

Anisimov VN et al., 2011)といったさまざまなモデル⽣物において、mTOR 遺伝⼦の突然変
異およびノックダウン、またはラパマイシン投与による mTOR 経路抑制が寿命の延⻑(出
芽酵⺟では、静⽌期に到達した細胞の⽣存可能期間、すなわち暦寿命/ chronological lifespan

の延⻑)をもたらすことが⽰されている(Johnson SC et al., 2013)。mTORC1 の抑制は、⾷餌
カロリーの制限下での寿命延⻑にも寄与すると考えられている(Kapahi P et al., 2004; 

Kaeberlein P et al., 2005; Hansen M et al., 2007; Zid BM et al., 2009)。脳⽼化については、ラパ
マイシン処理は加齢性の認知機能低下を予防しうること、また、それは Aβ 沈着とそれに
伴う病的認知機能障害、すなわち AD 病様症状を緩和することが、それぞれ野⽣型および
AD 病モデルマウスを⽤いた実験によって⽰唆されている(Caccamo A et al, 2010; Spilman P 

et al., 2010; Majumder S et al., 2012)。 
 mTORC1 活性は、細胞⽼化の誘導においても重要である。正常ヒト網膜上⽪細胞および
ヒト線維芽細胞において、さまざまなストレスよって引き起こされる細胞⽼化は、ラパマイ
シン処理により抑制または遅延されることが知られている(Demidenko ZN et al., 2009; 

Leontieva OV et al., 2012; Kolesnichenko M et al., 2012; Astle MV et al., 2012; Wang R et al., 2017)。
近年の報告によると、mTORC1 はとりわけ SASP 応答を正に制御をすると考えられている
(Young AR et al., 2009; Narita M et al., 2011; Herranz N et al., 2015; Laberge RM et al., 2015)。そ
の分⼦機構として、1)mTORC1 とオートファジーが空間的に集積(the TOR-autophagy spatial 

coupling compartment; TASCC)することによる異化作⽤の亢進(Narita M et al., 2011)、2)炎症
性サイトカイン誘導に重要な転写因⼦である NFκB を介した SASP 因⼦の転写亢進(Laberge 

RM et al., 2015)、3) MK2(または MAPKAPK2)による RNA 結合蛋⽩質 ZFP36 ring finger protein 

like 1(ZFP36L1)のリン酸化に依存した SASP 因⼦ mRNA の安定化(Herranz N et al., 2015)な
どが知られている。 
 
1-8 終末分化細胞における細胞老化 

 細胞⽼化は、細胞の⾮可逆的な細胞増殖停⽌をもって定義されるため、⻑年の間、分裂細
胞でのみ起こる現象として考えられてきた。リポフスチンは、リソソーム内に沈着する不溶
性⾊素であり、酸化された蛋⽩質および不飽和脂肪酸の消化残余物質からなるとされる。近
年、リポフスチンの蓄積が、ストレスや細胞の種類によらず、⽣体内または試験管内で⽼化
細胞を検出する際の有⽤な指標となることが⽰唆された(Evangelou K et al., 2017)。加齢によ
るリポフスチンの沈着は、分化して⽣理的に細胞分裂を停⽌した終末分化細胞(⼼筋細胞や
神経細胞など)においても、1970 年以前に既に観察されていた(Strehler BL. et al., 1959; Reichel 

W. et al., 1968a, 1968b)。それからおよそ半世紀して、ラットまたはマウスの海⾺領域で、加
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齢依存的な SA-β-gal 活性の上昇が報告された(Geng YQ et al., 2010; Piechota M et al., 2016)。
さらに、ラット新⽣仔海⾺や胎児⼤脳⽪質に由来する初代培養神経細胞においても、培養⽇
数の経過(培養 6 ⽇から 20 ⽇)に伴って SA-β-gal 活性陽性細胞が現れることが分かっている
(Geng YQ et al., 2010; Piechota M et al., 2016)。D. Jurk 博⼠らは、32 か⽉齢の⽼齢マウスの⼤
脳⽪質および⼩脳領域の神経細胞において、SA-β-gal 活性のほか、リン酸化 p38(活性化
p38)(Iwasa H et al., 2003)、SASP、⽼化細胞特有のヘテロクロマチン構造(senescence-associated 

heterochromatic foci; SAHF (Narita M et al., 2003))の構築に寄与するヒストンバリアントであ
る macroH2A の発現亢進のような古典的細胞⽼化表現型ならびに DSB の蓄積を報告した
(Jurk D et al., 2012)。また、テロメレース鋳型 RNA をコードする遺伝⼦(TERC)の遺伝⼦⽋
損によりテロメア⻑が極端に短くなった TERC-/-第四世代マウスの脳内では、12 か⽉齢の時
点で、DNA 損傷ならびに⽼化細胞様の所⾒を⽰す神経細胞数が顕著に増加する。それらは、
p21 をコードする CDKN1A 遺伝⼦を TERC 遺伝⼦と同時に⽋損させることで回避されるこ
とから、DDR 活性化とそれに付随した p21 蛋⽩質の発現誘導が、神経細胞の細胞⽼化を誘
導しうることを⽰唆する。 

 近年、ヒトおよびマウス加齢⼼筋において、ミトコンドリア機能不全によって過剰に産
⽣される ROS がテロメア領域での修復困難 DNA 損傷を⽣み、その結果、テロメア DNA

⻑とは無関係に、⼼筋細胞が p16 および p21 の発現亢進を伴う細胞⽼化様の状態に⾄るこ
とを⽰唆する堅牢な実験的根拠が報告された(Anderson R et al., 2019)。INK-ATTAC マウス
を⽤いて、または Bcl-2 ファミリータンパク質阻害剤 Navitoclax/ ABT-263 の投与により、
⽼齢マウスより⽼化⼼筋細胞を含む p16 陽性細胞の細胞死を惹起することで、⼼肥⼤や繊
維化のような⼼筋能低下を来す加齢性変化の改善が認められる(Anderson R et al., EMBO J. 

2019)。また、テロメア領域の修復困難 DNA 損傷の蓄積が、⽼齢マウスの⾻格筋細胞や海
⾺神経細胞(Anderson R et al., EMBO J. 2019)、さらには⾻細胞においても観察されることか
ら(Farr JN et al., 2016)、それは終末分化細胞で細胞⽼化様の現象をもたらす共通の分⼦基
盤である可能性が考えられる。ただし、よく研究されてきた古典的細胞⽼化に⽐べ、⾮分
裂細胞の細胞⽼化様現象について、その特徴や詳細な分⼦機構、ひいては⽣理学的意義は
ほとんど明らかにされていない。 

 
1-9 本研究の目的 
 本研究では、終末分化細胞におけるストレス応答をさらに解析するため、古典的細胞⽼化
の概念を援⽤して、分⼦⽣物学的解析を⽤いたその分⼦機構の探索と機能の解明を試みる
ことにした。特に、哺乳動物であるラットの初代培養胎児神経細胞の⻑期培養系において、
ヒト⽼化脳で確認される分⼦・機能レベルでの加齢性変化が露呈することに着⽬し、これら
の系を利⽤して神経細胞における細胞⽼化機構を明らかにすることを⽬指した。 
 AD 病変により⽼化した神経膠細胞が、症候性病的⽼化への遷移を牽引することが近年明
らかにされ、細胞⽼化がもたらす脳⽼化過程への影響は強い関⼼を集めている(Bussian TJ et 
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al., 2018; Zhang P et al., 2019)。同時に、神経細胞において細胞⽼化の分⼦機構を解明するこ
とは、⽼化過程における脳組織恒常性の維持・変容機構に関する分⼦基盤を理解する上で重
要である。 

 
 
図 1-6 終末分化非分裂細胞における細胞老化 

脳、心臓および骨は、いずれも終末分化により細胞周期を脱して静止期にある非分裂細胞を構成因子とす

る(それぞれ神経細胞、心筋細胞ならびに骨細胞)。自然に老化したヒトまたはマウスの各組織において、

これら終末分化細胞は、非可逆的細胞周期の停止以外の種々の古典的細胞老化表現型を示す(Jurk D et al., 

2012; Farr JN et al., 2016; Anderson R et al., 2019)。終末分化細胞における細胞老化様の現象を誘導する

共通の分子機構として、修復困難なテロメア DNA 損傷を端に発動する恒久的な DDR により、p53-p21 経

路が活性化することが重要であると考えられている。古典的細胞老化で理解されているような、細胞老化

が個体にとって有益な適応応答であることを支持する実験的証拠はこれまで報告されていない。 
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2-1 試薬 
 本研究では、特に記さない限り、試薬はナカライテスク社、酵素はタカラバイオ社の製
品を⽤いた。 
 
2-2 初代培養ラット胎児神経細胞の長期培養 

 初代培養神経細胞の培養には poly-L-lysine(PLL)(SIGMA, P2636)コート(0.1µg/mL)を施し
た丸カバーガラス(12 丸 No.1 C012001)敷いた 4-well(Nunc)または 24-well 培養⽫(IWAKI, 

Greiner)、あるいは 60 mm または 100 mm 培養⽫を⽤いた(Corning, FPI)。PLL 溶液は細胞
播種の前の少なくとも 2 時間前に培養⽫に加えて、37°C CO2 インキュベーター内に静置し
た。その後、PLL 溶液除き、培養⽫を滅菌⽔で 2 回洗浄した。初代培養神経細胞は、⽇本
SLC(株)より搬⼊された妊娠ラット(胎齢 18 ⽇⽬)を 48 時間内に解剖して、⽤時調製し
た。調製に⽤いた。妊娠ラットをイソフルラン(WAKO)の吸引により安楽死させた後、速
やかに⼦宮を摘出し、氷冷 Hanks' Balanced Salt Solution(HBSS)に浸した。その後、ラット
胎児から取り出した脳組織を氷上に置いた培養⽫に回収して、実体顕微鏡下で海⾺および
⼤脳⽪質を単離した。それら組織を氷冷 DMEM 培養液、氷冷 HBSS 溶液で洗浄後、終濃
度 40 U/Kuniz の DNase I(SIGMA, DN25)を含む 0.025%トリプシン溶液で 37°C 20 分間、適
宜攪拌しながら処理した。5% fetal bovine serum(FBS)(Gibco)を含む Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium(DMEM, ニッスイ)を細胞に加えて、トリプシンを中和した後、ピペッティ
ング操作を慎重に⾏い(10 回)、細胞を分散させた。その後、細胞懸濁液を 40 µm セルスト
レイナー(Falcon, 352340)で濾過した。遠⼼操作の後、上清を除き、新たに 5 mL の DMEM

を加えて、ピペッティング操作を慎重に 5 回⾏って細胞を再懸濁した。⾎球計算版を⽤い
て細胞数の計測を⾏い、海⾺由来神経細胞は 1 x 105 細胞/mL、⼤脳⽪質由来神経細胞は 2 x 

105 細胞/mL で予め洗浄しておいた PLL コート培養⽫に播種した。5 時間後、DMEM 培養
液を除き、Neurobasal B27 培地(Neurobasal 培地(Thermo Fisher Scientific, 21103049)に B27 サ
プリメント(Thermo Fisher Scientific, 17504044)、0.12 x GlutaMax(Thermo Fisher Scientific, 

35050061)および 96 U/ml Penicillin G(SIGMA)、72 U/ml Streptomycin(SIGMA)を添加した培
地)で洗浄後、新鮮な Neurobasal B27 培地を加えた。神経膠細胞の細胞分裂・増殖を阻害す
る⽬的で、⼤脳⽪質由来神経細胞を終濃度 2.5 µM の AraC(WAKO, 030-11951)で培養 2 ⽇
⽬から 36 時間、海⾺由来神経細胞を 5.0 µM で培養 3 ⽇⽬から 24 時間処理した。その後、
培地を新鮮な Neurobasal B27 培地に交換し、5% CO2 存在下、37°C で培養した。培地は⼀
週間に２回、半量ずつ交換を⾏った。阻害剤などの化合物を持続的に処理する際には、特
に記述のない限り、培地交換ごとに新たに試薬を添加した。 

 
2-3 レンチウイルス感染による遺伝子導入 

 293T 細胞は DMEM、0.16% NaHCO3、10% FBS(Gibco)、2 mM L-glutamine(SIGMA)、96 

U/ml Penicillin G(SIGMA)、72 U/ml Streptomycin(SIGMA)を⽤いて 5% CO2 存在下、37°C で
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培養した。プラスミド DNA は Gene Elute Plasmid Midiprep Kit(SIGMA)を⽤いて精製し、-

20°C で保存した。1.0 x 106 ~ 1.5 x 106 細胞/ 60 mm、または 4.0 x 106 細胞/ 100 mm ディッシ
ュで細胞を播種し、24 ~ 36 時間培養した後、293T 細胞の密度が 90%程度になったことを確
認し、Lipofectamin 2000(Invitrogen)または Polyethylenimine Max(Polysciences, Inc.) を⽤いて、
レンチウイルスベクターを導⼊した。導⼊後 12 時間後に新鮮な培養液に交換してさらに 24

時間培養を⾏った。レンチウイルス培養上清を回収後、0.45 µm フィルターで濾過した後、
Amicon Ultra-15 100K 遠⼼管を⽤いて遠⼼分離によりウイルスの濃縮を⾏った(4000 rpm, 20

分間, 4°C)。濃縮ウイルス溶液は使⽤まで-80°C で保存した。標的となる初代培養海⾺細胞
は 2 x 105/mL の密度で PLL コート(0.1 µg/mL)を予め施した 4-well プレートまたは 60 mm 培
養⽫に播種した。培養 2 ⽇⽬に、濃縮ウイルス溶液を Neurobasal B27 培地に再懸濁して、2 

x ウイルス溶液を作成した。培養液を半分除き、等量の 2 x ウイルス溶液を加えて、ウイル
ス感染を 24 時間⾏った。その後、ウイルスを含む培養液を除き、AraC(ノックダウン実験
では 5 µM, 過剰発現実験では 2.5 µM の濃度)を含む培地で細胞をさらに 24 時間培養した。
培養 7 ⽇⽬までに、EGFP 発現により 70-90%の神経細胞で⽬的遺伝⼦導⼊を確認した。 

 293T 細胞、レンチウイルスベクター(pCS2-shLucifease-IRES-EGFP)およびレンチウイルス
パッケージングベクター(pCMV-VSV-G-RSV-Rev 及び pCAG-HIVgp)は⽶原伸教授(京都⼤
学)より分与された。shRNA の標的配列は以下の通りである。 

pCS2-shLucifease-IRES-EGFP: 5’-TAAGGCTATGAAGAGATAC-3’ (firefly luciferase); pCS2-

shPuma-IRES-EGFP: 1726-TAGATATACTGGAATGAATTTT-1748 (rat Puma/Bbc3) 

hAPP 過剰発現には、pLenti-EF1-EGFP-P2A-STOP、pLenti-EF1-EGFP-P2A-hAPP695 および
pLenti-EF1-EGFP-P2A-hAPP695 Swe/Ind を⽤いた。野⽣型または変異型 hAPP695 配列は、
Addgene より購⼊した pCAF APP695 ベクター(plasmids #30137 and #30145, Young-Pearse TL, 

et al., 2007)から PCR サブクローニングして、pLenti-EF1-EGFP-P2A-STOP に挿⼊した後、
hAPP-P2A-EGFP 塩基配列を DNA シークエンス解析により確認した。 
 
2-4 抗体 
 本研究で⽤いた抗体は以下の通りである。抗mouse IgG抗体(HRP-conjugated, GE 

healthcare, NA931)、抗rabbit IgG抗体(HRP-conjugated, GE healthcare, NA934)、抗mouse IgG

抗体(Cy3-conjugated, Jackson, 115-165-146)、抗rabbit IgG抗体(Alexa488-conjugated, Molecular 

Probes, A11034)、抗mouse IgG抗体(Cy5-conjugated, Jackson, 115-175-146)、抗rabbit IgG抗体
(Cy5-conjugated, Amersham, PA45004)、抗actin抗体(Millipore, MAB1501R)、抗p16抗体
(Santa Cruz, sc468; Abcam, ab54210)、抗lamin B1抗体(Abcam, ab16048)、抗リン酸化p38抗体 

(Promega, V1211)、抗H3K9me3抗体(Abcam, 8898)、抗histone H3抗体(Abcam, ab1791)、抗
Cxcl1抗体(R&D systems, MAB515)、抗GATA4抗体(Santa Cruz, sc9053)、抗c-fos抗体(Santa 

Cruz, sc52)、抗γH2AX抗体(Millipore, 05-636)、抗beta-Amyloid抗体(Abcam, ab10148)、抗Ub

抗体(FK2)(Nippon Bio-test Labo., MFK004)、抗K48鎖poly-Ub抗体(Cell Signaling Technology 
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(CST), 8081)、抗K63鎖poly-Ub抗体(CST, 5621)、抗REST抗体(Santa Cruz, sc25398)、抗
p62/SQSTM1抗体(MBL, PM045)、抗LC3抗体(CST, 4108)、抗Ribosomal protein S6抗体(Santa 

Cruz, sc74459)、抗リン酸化S6 (S235/236) 抗体 (R&D Systems, AF3198)、抗4E-BP1抗体
(CST, 9452)、抗リン酸化4E-BP1(T37/T46)抗体(CST, 9459)、抗Bcl-2抗体(Novus Biologicals, 

NB100-56101)、抗NeuN抗体(Millipore, ABN78)、抗MAP2抗体(Santa Cruz, sc32791)、抗
GFAP抗体(CST, 3670)。 

 

2-5 化合物および阻害剤 
 本研究で使⽤した化合物および阻害剤は以下の通りである。ブレオマイシン(SIGMA, 

1076308)、エトポシド(SIGMA, E1383)、カンプトテシン(SIGMA, C9911)、タプシガルギン
(Santa Cruz, sc-24017)、N-acetyl-L-cysteine(NAC)(SIGMA, A7250)、4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazinepropanesulphonic acid(EPPS)(SIGMA, E9502)、ピューロマイシン(SIGMA, 

P7255)、シクロヘキシミド(SIGMA, 7698)。MG132(Boston Biochem, I-130)、LY29400(Santa 

Cruz, sc-201426)、Bafilomycin A1(Santa Cruz, sc-201550)、チオフラビンS(Santa Cruz, sc-

391005)、ラパマイシン(東京化成⼯業, R0097)、過酸化⽔素⽔(WAKO, 7722-84-1)、リコン
ビナントヒトAmyloid beta 42(Peptide Institute Inc., 4349-V)。 

 
2-6 Senescence-associated β-galactosidase (SA β-gal) アッセイ 
 2-1 で記述したように PLL コート(0.1 µg/mL)を施した丸カバーガラス(Matsunami)を敷い
た 4-well(Nunc)または 24-well 培養⽫(Greiner)に、海⾺または⼤脳⽪質神経細胞を播種し、
薬剤存在下または⾮存在下で適当な培養⽇数に達するまで培養を⾏った。細胞の固定は、培
養液を除いて PBS で⼀回洗浄した後、0.5% glutalaldehyde を含む PBS を加えて、室温で 15

分間静置することで⾏った。PBS で 3 回洗浄後、洗浄バッファー(1 mM MgCl2, 1x PBS, pH 

6.0)で室温 5 分間処理した。その後、染⾊液 (0.65 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactoside (X-gal), 1 mM MgCl2, 5 mM K3Fe (CN)6, 5 mM K4Fe (CN)6, 1x PBS, pH 6.0)を加えて
37℃で 48 時間反応させた。PBS で洗浄後、位相差顕微鏡での観察および SA β-gal 活性陽性
神経細胞を計測した。それぞれの独⽴した実験で、各実験条件につき 200 以上の神経細胞に
ついて解析を⾏った。 

 
2-7 蛍光免疫染色 

 2-6 で記述した⽅法と同様に、薬剤存在下または⾮存在下で培養を⾏った海⾺または⼤
脳⽪質神経細胞に対して、PBS で洗浄した後、4% paraformaldehyde(PFA)を含む PBS を加
え、室温で 15 分間固定処理を⾏なった。固定試料を PBS で 3 回洗浄後、続きの操作を直
ちに⾏わない場合には、4°C でそれらを⼀時保管した。PBS を除き、0.1 M グリシンを含
む PBS で室温 15 分間処理した(クエンチング)。再度 PBS で洗浄し、0.5% Triton X-100 

buffer(0.5% Triton X-100, 20 mM HEPES-KOH (pH 7.4), 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.3 M スク
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ロース)を⽤いて室温で 5 分間、透過処理を⾏なった。ブロッキングは室温で 30 分間また
は 1 時間⾏ない、⼀次抗体反応を室温で 1 時間⾏なった。ブロッキング剤として、 0.1% 

Skim milk(BD)と 0.1% BSA(Bovine serum albumin)を含む PBS を⽤い、また、それを抗体希
釈液としても使⽤した。その後 PBS で洗浄し、再度ブロッキング剤で 5 分間処理した後、
⼆次抗体反応を室温、暗所で 1 時間⾏なった。PBS で洗浄後、1 μg/ml DAPI を含む PBS を
⽤い 15 分間染⾊した。再び PBS で洗浄後、マウント剤(VECTASHIELD)を⽤いてスライド
グラスにマウントし、⾼解像度蛍光顕微鏡 Delta Vision Elite(GE Health Care)でのプレパラ
ートの観察および画像撮影を⾏なった。使⽤した対物レンズは、それぞれ 20 x UPlanFI 

(NA 0.50, Olympus), 40 x UPlanFI (NA 0.75, Olympus), 油浸 40 x UApo/340 (NA 1.35, 

Olympus), 油浸 60 x Plan ApoN (NA 1.42, Olympus)。カメラは CoolSNAP HQ2 Monochrome 

Interline CCD カメラ(Photometrics)を⽤いた。得られた画像の z-projection 解析ならびにバッ
クグラウンド補正(明暗およびコントラスト補正)は SoftWorx ソフトウェアを⽤いて⾏っ
た。これらの画像処理操作は同⼀条件で全画像に反映させた。 

 

2-8 チオフラビン S 染色 
 培養 4 ⽇⽬から 42 ⽇⽬の海⾺神経細胞を氷冷 PBS で洗浄後、氷冷 100%メタノールで氷
上 15 分間固定した。その後、PBS で洗浄を三回⾏った。2-7 で⽰した⽅法でブロッキング
処理まで⾏った後、0.025% Thioflavin-S(wt/vol)(Santa Cruz, sc391005)で含む PBS 下で、固
定試料を室温 5 分間でインキュベートした。染⾊液を除き、80%エタノールで洗浄後(5 分
間 x 3)、PBS でさらに 5 分間洗浄した。その後、2-7 に記述した⼿順に従い、MAP2 に対
する蛍光免疫染⾊により神経細胞を標識した。チオフラビン S シグナルの検出に⽤いた対
物レンズは 20 x UPlanFI(NA 0.50, Olympus)である。得られた画像の z-projection 解析ならび
にバックグラウンド補正(明暗およびコントラスト補正)は SoftWorx ソフトウェアを⽤いて
⾏った。これらの画像処理操作は同⼀条件で全画像に反映させた。 

 

2-9 テロメア fluorescent in situ hybridization (FISH) 
 培養 14 ⽇⽬または 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞を、2-8 に⽰した⽅法でメタノール固定し
た。2-7 に記述した⼿順に従い NeuN および γH2AX に対する蛍光免疫染⾊を⾏った(⼀次
抗体：抗 NeuN 抗体, 1:500; 抗 γH2AX 抗体, 1:500; ⼆字抗体: 抗マウス抗体 Cy5-conjugated, 

1:250; 抗ウサギ抗体 Alexa488-conjugated, 1:250)。蛍光シグナルの光褪⾊を防ぐため、以降
の操作は全て遮光して作業を⾏った。試料を 4% PFA を含む PBS 中で室温 15 分間、後固
定した。PBS で洗浄後、0.1 M グリシンを含む PBS で室温 15 分間処理した(クエンチン
グ)。PBS で洗浄後、スライドガラス上に移した染⾊試料(丸カバーグラス)上に 50 µL のテ
ロメアプローブ反応溶液を滴下した(以下参照)。パラフィルムで試料を覆い、スライドガ
ラスを 80°C に熱したメタルブロック上に 3 分間放置した。その後、37°C でさらに 4 時間
インキュベートした。その後、カバーグラスを 4 well 培養⽫に移し、50% ホルムアミドを
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含む 2x SSC 溶液中で洗浄した(室温, 30 分間 x 2)。続いて、洗浄溶液を除き、2 x SSC で洗
浄を⾏った(室温, 10 分間 x 2)。PBS で洗浄後、1 μg/ml DAPI を含む PBS を⽤い 15 分間染
⾊した。再び PBS で洗浄後、マウント剤(VECTASHIELD)を⽤いてスライドグラスにマウ
ントし、Delta Vision Elite(GE Health Care)でのプレパラートの観察および画像撮影を⾏なっ
た。使⽤した対物レンズは 40 x UPlanFI(NA 0.75, Olympus)。画像は各視野につき z 軸⽅向
0.8 µm 間隔で 4 - 7 枚撮影した。得られた画像の z-projection 解析ならびにバックグラウン
ド補正(明暗およびコントラスト補正)は SoftWorx ソフトウェアを⽤いて⾏った。これらの
画像処理操作は同⼀条件で全画像に反映させた。 

テロメアプローブ反応溶液： 

0.3 pg/µL Cy3-conjugated (CCCTAA)3 peptide-nucleic acid (PNA) 

1 x ハイブリダイゼーション溶液(50% ホルムアミド, 2 x SSC, 10% Dextran sulfate, 5 x 

Denhardt's) 
 

2-10 5-ethynyl-2'-deoxyuridine（EdU）標識による DNA 複製の可視化 
 EdU 標識には Click-iTTM EdU imaging kits(Invitrogen)を⽤いた。PLL コート(0.1 µg/mL)を
施した丸カバーガラス(Matsunami)を敷いた 4-well 培養⽫(Nunc)にラット胎児海⾺由来細胞
を 1 x 105/well の密度で播種して、それらを培養 7 ⽇⽬まで維持した。2-1 で記述したよう
に、培養 3 ⽇⽬から 5 µM AraC を含む培地で 24 時間処理を⾏い、分裂性細胞の細胞増殖
を阻害した。また、新規 DNA 合成を可視化する際の陽性対照として、AraC 未処理(培地
交換のみ)の初代培養細胞も同時に⽤意した。培養 7 ⽇⽬に培地を除去したのち、10 μM 

EdU を含む培地で 24 時間、細胞をインキュベートした。その後、PBS で洗浄し、4% 

paraformaldehyde(PFA)を含む PBS を加え、室温で 15 分間固定処理を⾏なった。PBS で洗
浄後、0.5% Triton X-100 buffer(0.5% Triton X-100, 20 mM HEPES-KOH (pH 7.4), 50 mM NaCl, 

3 mM MgCl2, 0.3 M スクロース) を⽤いて透過処理を 5 分間、室温で⾏なった。添付のプ
ロトコルに従い Click-iTTM 反応液を調製し、室温、暗所で 1 時間反応させた。PBS で洗浄
後、2-7 で⽰した⼿順に従い(ただし全操作は遮光して⾏った)、神経細胞マーカー
NeuN(Millipore)とアストロサイトならびに神経前駆細胞マーカーGFAP(CST)について、蛍
光免疫染⾊を⾏った。⼆次抗体反応は、ブロッキング溶液で 500 倍希釈した抗 rabbit IgG

抗体(Cy5-conjugated, Amersham)および抗 mouse IgG 抗体(Cy3-conjugated, Jackson)を 50 µL

滴下し、室温で 1 時間静置した。PBS で洗浄後、1 μg/ml DAPI(4’,6’-diamidino-2-2 

phenylindole dihydrochloride)を含む PBS を⽤い 10 分間染⾊した。再び PBS で洗浄後、マウ
ント剤(VECTASHIELD (Vector Laboratories))を⽤いてスライドグラスにマウントし、プレ
パラートを作成した。プレパラートは⾼解像度蛍光顕微鏡 Delta Vision Elite(GE Health 

Care)での観察および計測を⾏なった。使⽤した対物レンズとカメラは、それぞれ 20 x 

UPlanFI(NA 0.50, Olympus)および CoolSNAP HQ2 Monochrome Interline CCD カメラである 

(Photometrics)。画像は各視野につき z 軸⽅向 1.2 - 2.0 µm 間隔で 4 - 7 枚撮影した。得られ
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た画像の z-projection 解析ならびにバックグラウンド補正(明暗およびコントラスト補正)は
SoftWorx ソフトウェアを⽤いて⾏った。これらの画像処理操作は同⼀条件で全画像に反映
させた。 

 
2-11 ウエスタンブロッティング 
 適当な培養⽇数にある神経細胞を氷冷 PBS で洗浄した後、細胞をセルスクレーパーで回
収した。遠⼼後(3000 rpm, 4°C, 3 分 x 2)、上清を除いて、30-100 µL の 1 x SDS サンプルバ
ッファー(2% SDS, 10% glycerol, 62.5 mM Tris, 4% β-mercaptoethanol, pH 6.8)を添加した。ピ
ペッティングにより細胞を破砕した後、105°C で 5 分間熱変性処理を⾏った。調整した全
細胞抽出液は 6-14% SDS-PAGE ゲルで展開した後、セミドライ法で PVDF メンブレン 

(immobilon-P, Millipore)に電圧 12V、60 分間の条件で転写した。トランスファーバッファ
ーは、62.5 mM Tris、2% SDS、10% Glycerol、20% エタノールを⽤いた。適当なブロッキ
ング剤で室温 30 分間から 1 時間、メンブレンをインキュベートした後、⼀次抗体反応を
4°C ⼀晩または、室温 1 時間で⾏った。ブロッキング剤、また抗体希釈溶液として、3% 

BSA を含む TNT バッファー(20 mM Tris-HCl (pH7.5), 140 mM NaCl, 0.05% Tween 20 

(vol/vol))、あるいはブロッキングワン(ナカライテスク)を⽤いた。その後、TNT バッファ
ーで 5000 倍希釈した⼆次抗体溶液を室温で 1 時間反応を⾏い、ECL/ ECL prime(GE Health 

Care)または Chemi-Lumi One/ Super/ Ultra(ナカライテスク)により検出した。 

 

2-12 Triton X-100 不溶性蛋白質の分画および不溶性ユビキチン化蛋白質の検出 
 Triton不溶性画分はBartlett BJ et al., 2011らの⼿法に従い⾏った。⽤時調整した氷冷細胞
溶解液(50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.1%SDS, 1% Triton X-100, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 1 mM 

Na3VO4, 1 x phosphatase inhibitor cocktail, 30 mM β-Glycerophosphate)を適当な条件で培養を
⾏った初代培養神経細胞に添加した後、ピペッティングで細胞を破砕して、氷上に30分間
静置した。その後、遠⼼を⾏い(14,000 rpm, 4°C, 10 min)、回収した上清に等量の2 x SDSサ
ンプルバッファー(4% SDS, 20% glycerol, 125 mM Tris, 4% β-mercaptoethanol, pH 6.8)を加え
てTriton可溶性画分とした。沈殿物は30-50 µLの1 x SDSサンプルバッファー(2% SDS, 10% 

glycerol, 62.5 mM Tris, 4% β-mercaptoethanol, pH 6.8)で溶解して、Triton不溶性画分とした。
両画分は105°Cで５分間熱変性処理を⾏った。内部標準として可溶性actinを⽤いた(Dai S et 

al., 2015)。それぞれの可溶性画分におけるactinの相対量より、対応する不溶性画分の使⽤
量を決定した（Dai S et al., 2015）。2-10で⽰した⼿順に従い、10-20% Extra PAGE One 

Precast Gel(ナカライテスク)を⽤いて不溶性画分を展開して、不溶性ユビキチンまたはポリ
ユビキチン鎖を検出した。ユビキチン鎖の検出後、TNTバッファーで洗浄したメンブレン
において、Coomassie染⾊による総不溶性蛋⽩質の可視化を⾏った。ユビキチンシグナルお
よび総不溶性蛋⽩質量(Coomassie染⾊シグナル)のシグナル定量解析にはImage Jを⽤いた。 
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2-13 オートファジーフラックス解析 
 10 nM bafilomycin A1の存在下で4時間培養を⾏い、オートファジーを後期過程(オートフ
ァゴリソソーム形成)で阻害した。全細胞抽出液を⽤いたウエスタンブロッティングによ
り、LC3-IIを検出した。また、p62は蛍光免疫染⾊によって検出した(2-7に記述した⼿法に
従った)(Garcia-Prat, L, et al., 2016)。シグナルの定量にはImage Jを⽤いた。 

 

2-14 ミトコンドリア膜電位の測定 
 2-2 で述べたように、0.1 µg/mL 濃度で PLL コートを施したマルチウェルガラスボトム
ディッシュ(Matsunami)上で、初代培養海馬神経細胞の培養を行った。培養 7 日目または

28 日目に培地を抜き、PBS で洗浄後、JC-1 プローブ(10 μg/mL, Cosmo Bio)と
Hoechst33342(20 ng/mL)を添加したフェノールレッドフリーDMEM 培地(Gibco)に交換して

30 分間培養を行った。陰性対照群として、脱共薬剤である carbonyl cyanide m-chlorophenyl 

hydrazone(CCCP)を 50 μM の濃度で上述の反応培地に添加した。試料の観察には⾼解像度
蛍光顕微鏡 Delta Vision Elite(GE Health Care)を⽤いた。使⽤した対物レンズとカメラは、
それぞれ 20 x UPlanFI(NA 0.50, Olympus)および CoolSNAP HQ2 Monochrome Interline CCD

カメラである(Photometrics)。画像はひとつの光学切⽚を⽰す(励起波⻑ 475/28 nm; 発光波

長 525/48 nm および 597/45 nm)。得られた画像のバックグラウンド補正(明暗およびコント
ラスト補正)は SoftWorx ソフトウェアを⽤いて⾏った。これらの画像処理操作は同⼀条件
で全画像に反映させた。 

 

2-15 細胞浸透性プローブ CM-H2-DCFDA を用いた ROS 産生量の可視化 
 適当な培養⽇数に達した初代培養海⾺神経細胞を 1 μM の濃度の CM-H2-DCFDA(Thermo 

Fisher, C6827)を含む培地で 30 分間培養した。フェノールレッドフリーDMEM(Gibco)で細

胞を洗浄後、再度新鮮なフェノールレッドフリーDMEM 培地に置換して、Delta Vision 

Elite (GE Health Care) を⽤いて、蛍光性酸化型 DCF のシグナルを検出した(10 x UPlanFL N 

(NA 0.3 Ph1); 励起波⻑ 475/28 nm; 発光波長 525/48 nm)。N-acetyl-L-cysteine(NAC)による抗

酸化作用の検証には、500 μM の NAC で 1 時間処理した培養 7 日目の初代培養海馬神経細

胞を用いて、上述と同様の方法で ROS を検出した(ただし、1 μM CM-H2-DCFDA の存在下

で 40 分間培養を行った)。 

 

2-16 Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 法による分泌 Aβ42レベルの測定 
 培養液中 Aβ42 の測定には、Human/Rat βAmyloid (42) kit Wako High-sensitive を⽤いた(Wako, 

292-64501)。1 mL の培養液を各培養時点で回収し、測定まで-80℃で保存した。試料はキッ

ト付属のサンプルバッファーで 10 倍希釈したものを測定に用いた。実験操作はキット添付

のプロトコルに従った(技術的反復実験, 2 回; 生物学的反復実験, 4 回)。 
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2-17 メチオニンアナログを用いた新規合成蛋白質の可視化 
 AraC 処理後の培養 4 ⽇⽬から、ラット胎児海⾺由来細胞を DMSO、ラパマイシン(100 

nM)、またはシクロヘキシミド(100 nM)をそれぞれ含む Neurobasal B27 培地下で維持した。
培養 14 ⽇⽬における新規蛋⽩質合成は Click-iT HPG Alexa Fluor 488 Protein Synthesis Assay 

Kit(Thermo Fischer Scientific, Cat# C10428)を用いて評価した。各細胞培養 14 ⽇⽬に培地を除
き、50 μM の濃度で Click-iT-標識 L-homopropargylglycine(HPG)を含むアッセイ培地(L-メチ
オニン・L-システイン不含 DMEM (Gibco, 21013-024), 200 μM システイン (SIGMA, C7880), 

HEPES (DOJINDO, 342-01375), 2 mM L-glutamine)を添加して 30 分間インキュベートした。
その後、室温 PBS で洗浄を⾏い、細胞を 4% PFA を含む PBS 中で 15 分間固定した。核の染
⾊を含むその後の全ての検出操作はキット付属のプロトコルに従って⾏い、HPG 標識蛋⽩
質は Delta Vision Elite で観察を⾏った。得られた画像のバックグラウンド補正(明暗および
コントラスト補正)は SoftWorx ソフトウェアを⽤いて⾏った。これらの画像処理操作は同⼀
条件で全画像に反映させた。シグナルの定量には Image J ソフトウェアを⽤いた。 

 

2-18 定量 RT-PCR 
 RNeasy Mini kit(QIAGEN)を⽤いて初代培養神経細胞から全 RNA の抽出を⾏った。オリ
ゴ dT プライマー(Invitrogen)および AMV 逆転写酵素(Life Sciences)を⽤いて、それら全
RNA 由来の cDNA を調製した。RT-PCR 反応試薬には SYBER Green Master Mix(Applied 

Biosystems)を⽤いた。使⽤したプライマーのヌクレオチド配列は以下の通りである。 
Cdkn2a (p16):  

 5’-GGGTCACCGACAGGCATAAC-3’  

 5’-CAGAAGTGAAGCCAAGGAGAAA-3’; 

Cdkn1a (p21): 

 5’-GACATCTCAGGGCCGAAAAC-3’  

 5’-GAATGAAGGCTAAGGCAGAAGA-3’ 

Lmnb1 (LaminB1): 

 5’-GAATTCTCAGGGAGAGGAGGTT-3’ 

 5’-TATTGGATGCTCTTGGGGTTC-3’ 

Cxcl1: 

 5’-AAACCGAAGTCATAGCCACAC-3’ 

 5’-GGGACACCCTTTAGCATCTTT-3’ 

Serpine1 (Pai-1):  

 5’-TCAGACAATGGAAGAGCAACA-3’ 

 5’-GTCAGTCATGCCCAGCTTCT-3’;  

Igfbp2:  

 5’-GCGGGTACCTGTGAAAAGAGA-3’ 
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 5’-TCCACATGGTTCTCCACCAG-3’ 

Igfbp4: 

 5’-GGTGTATGCACGGAGCTGTC-3’ 

 5’-CTGTTGTTGGGATGCTCACTCT-3’ 

Igfbp7: 

 5’-CATCACCCAGGTCAGCAAAG-3’ 

 5’-ACTTCGCAGCTCAAGTACACC-3’ 

Casp3: 

 5’-GACCTTACTCGTGAAGAAATTATGG-3’ 

 5’-CTCCATGACTTAGAATCACACACAC-3’ 

Bbc3 (Puma): 

 5’-CACTGATGGAGATACGGACTTG-3’ 

 5'-GCCTTTCCTGAGATGGTGGT-3’ 

Ppia (CypA): 

 5’-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTC-3’ 

 5’-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3’. 
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第三章 

 

結果 
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3-1 ラット胎児海馬神経細胞の長期初代培養系の構築 
 第 1 章で述べたように、細胞⽼化は、再⽣組織において、分裂細胞の⾮可逆的な細胞周期
停⽌状態で定義される⾮致死的ストレス応答である。⾮分裂性の神経組織では、20 ⽇間の
初代ラット神経細胞培養、または⽼化マウスの⼤脳⽪質および⼩脳に由来する脳切⽚の免
疫染⾊による細胞⽼化様表現型の部分的な報告のみであったため(Geng YQ et al., 2010; Jurk 

D et al., 2012)、神経細胞の細胞⽼化をより詳細に検証するために有⽤な初代細胞培養系の
構築を試みた。 
 
 はじめに、初代培養神経細胞を⾼純度で⻑期間培養する実験系を検討した。神経細胞初
代培養系では、本研究で⽬的とする神経細胞のほか、少数の神経膠細胞や神経前駆細胞な
どの⾮神経細胞の混⼊が不可避である。それらの細胞は初代培養時には⾼い細胞分裂能を
有するため、全細胞集団に対する⾮神経細胞の割合が培養⽇数の経過に伴い増加する。本
研究ではそのような可能性を避け、⾼純度の神経細胞の初代培養を⾏うため、標準化され
た既存⼿法に従い、短期間のシタラビン/ シトシンアラビノシド(AraC)処理で⾮神経細胞
の細胞増殖を阻害することとした（Beaudoin GM 3rd et al., 2012）。実際には、ラット胎児
(18 ⽇)の海⾺より単離した初代培養神経系細胞を培養プレートに播種後(0 ⽇)、培養 3 ⽇
⽬から 24 時間、5 μM の濃度の AraC を含む培地で、それら細胞の培養を⾏った(図 3-

1a)。 

 まず、調製した初代培養海⾺神経細胞が⾮分裂細胞であることを検証するため、培養 7

⽇⽬に核酸アナログである EdU を 10 μM の濃度で含む培地で細胞を 24 時間インキュベー
トし、その後 EdU 標識された核の頻度を調べた。このとき、神経細胞および⾮神経細胞の
判別は、神経細胞特異的マーカーである NeuN、神経膠細胞(アストロサイト)および休⽌
期にある神経前駆細胞の特異的マーカーである GFAP に対する抗体を⽤いて蛍光免疫染⾊
により⾏った。EdU 陽性細胞は全細胞集団のうち 2.7 ± 0.7%であり、それらは全て NeuN

陰性であった(図 3-1b 上)。また、GFAP 陽性の⾮神経細胞(全体の 9.2 ± 1.6%) において
は、22.1 ± 8.6%が EdU 陽性であった(図 3-1b 上段)。⼀⽅で、同様の実験を AraC 未処理の
初代培養で⾏った場合(図 3-1b 下段)、NeuN 陽性細胞では EdU 標識された核は認められな
かったが、GFAP 陽性細胞(全体の 14.6 ± 3.3%)おいては、44.1 ± 13.9%が EdU 陽性であった
(図 3-1b 下)。以上の結果より、本実験系において、初代培養海⾺神経細胞は培養 7 ⽇⽬ま
でに DNA 複製能を失っており、⾮分裂細胞の状態にあると結論した。また、5 µM の濃度
の AraC を 24 時間処理することで分裂細胞の増殖が⼗分に阻害されることがわかった(図
3-1b)。 
 次に、⾼い純度での海⾺神経細胞の初代培養がどの程度持続可能なのかを調べるため、上
述で⽰した条件で AraC 処理を⾏い(5 μM の濃度で培養 3 ⽇から 24 時間)、その後に培養 7

⽇⽬および培養 28 ⽇⽬に細胞を固定して、NeuN に対する特異的抗体を⽤いた蛍光免疫染
⾊により NeuN 陽性細胞の割合を測定した。培養 7 ⽇⽬では、全細胞のうち 88.2 ± 8%の細
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胞が NeuN 陽性であったのに対し、培養 28 ⽇では NeuN 陽性細胞の割合は 76.2 ± 11%であ
った(図 3-1c、n=4 (biological replicates))。したがって、培養 3 ⽇⽬の細胞に 5 μM AraC を 24

時間処理することにより、少なくともおよそ⼀ヶ⽉程度まで、初代培養海⾺神経細胞を⽐較
的⾼純度で維持可能であることが⽰された。 特に記述がない限り、以下の初代培養海⾺神
経細胞の⻑期培養ではこの条件を⽤いた。 

 

 
図 3-1.ラット胎児海馬に由来する初代神経細胞の長期細胞培養系の確立 

a) EdU 標識(10 μM、24 h)による新規合成 DNA の可視化した際のタイムテーブルを示す。 

b) 神経細胞および混在している増殖性細胞の DNA 複製能を EdU による標識により評価した結果を示す。

EdU 標識細胞の検出は、神経細胞特異的マーカー蛋白質 NeuN の蛍光免疫染色法と組み合わせて行った。

この時、細胞の核は DAPI 染色により可視化した。実験計画図(a)の下に、代表的な蛍光顕微鏡写真を示す

(青、DAPI で染色した核; 緑, EdU; 赤, NeuN 陽性神経細胞)。EdU 陽性細胞および NeuN 陽性細胞の割合

はそれぞれの写真の右下に示した。また、EdU 陽性 NeuN 陽性細胞(神経細胞）の割合は EdU/NeuN/DAPI

統合図の右下に記した。同様に、GFAP 陽性細胞(アストロサイトまたは神経前駆細胞)の割合および EdU

陽性 GFAP 陽性細胞の割合を各対応図の右下に示した。黄色い矢印は EdU 陽性 NeuN 非陽性細胞(非神経

細胞)を指す。各細胞の割合として、独立した 3 回の実験で得られた結果の標準偏差を示した(n = 123 ~ 

247 細胞/実験)。スケールバー 40 μm。 

c) NeuN に対する蛍光免疫染色法を用いた長期培養に伴う神経細胞の割合変化の評価。(a)で示すように、

培養 3 日目の初代神経細胞に 5 μM AraC 処理を 24 時間行った。DAPI による核染色像から判定した全生存

細胞に対する NeuN 陽性細胞の割合を棒グラフで示した(n > 500 細胞/実験)。図中のエラーバーは独立し

た 4 回の実験で得られた結果の標準誤差を示す。培養 28 日の時点においても、集団のうち平均 75%以上

の細胞が神経細胞であった。 

a 10 μM EdU、24 h
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3-2 長期培養神経細胞における細胞老化の検討 
 正常ヒト分裂細胞は繰り返し継代培養を⾏うと、やがてテロメア⻑依存的または⾮依存
的に細胞分裂を停⽌し(Harley CB et al., 1990; Herbig U et al., 2004; Kiyono T et al., 1998; 

Ramirez RD et al., 2011)、細胞⽼化に到達する。ここではまず、初代培養海⾺神経細胞が⻑
期培養の後にそれら古典的細胞⽼化で観察される特徴を呈するのかについて解析を⾏った。 
 
3-2-1 長期培養神経細胞における古典的細胞老化表現型の検出 
 これまでに、古典的細胞⽼化表現型の⼀つである SA-β-gal 活性は⻑期培養神経細胞にお
いても報告されている(Geng YQ et al., 2010; Piechota M et al., 2016)。そこでまず、上述 3-1

で確⽴した⻑期培養系を⽤いて、培養 7 ⽇⽬と 28 ⽇⽬における SA-β-gal 陽性神経細胞の頻
度を測定した。培養 7 ⽇⽬ではおよそ 5%(4.0 ± 1.3%)の海⾺神経細胞が SA-β-gal 陽性を⽰
したのに対し、 28 ⽇⽬ではおよそ 80%であった(77.6 ± 4.1%)(図 3-2a、n=4 (biological 

replicates))。また、培養 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞は、培養 7 ⽇⽬の細胞と⽐較して、細胞体
の肥⼤化を⽰した(図 3-2a)。次に、⻑期培養海⾺神経細胞が分裂細胞で報告されている多様
な細胞⽼化表現型を包括的に⽰すのかについて検討を⾏った。まず培養 7 ⽇⽬と 28 ⽇⽬に
おいて、⽼化細胞の⾮可逆的な細胞周期停⽌に重要な CDK 阻害因⼦ Cdkn1a および
Cdkn2a(以下、それぞれ p21 および p16 をコードする)の mRNA 量を定量 RT-PCR を⽤いて
調べた。培養 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞では、培養 7 ⽇⽬と⽐較して、p21 の発現量に⼤きな
差は認められなかったが、⼀⽅で、p16 の発現量がおよそ 4 倍に上昇していた(図 3-2b、n=3 

(biological replicates))。さらに、抗 p16 抗体を⽤いた免疫染⾊により、p16 蛋⽩質が、その
mRNA 量の変化と⼀致して、⻑期培養海⾺神経細胞で増加していることを⾒出した(図 3-2c、
n=2 (biological replicates))。ヒト線維芽細胞の複製⽼化では、細胞⽼化誘導の初期（およそ 50

回細胞が分裂した後）に DDR 依存的に p21 の発現が上昇するが、さらに 20 回分裂を繰り
返して安定的に細胞周期を停⽌した細胞では、p21 は減少しており、その⼀⽅で顕著な p16

の蓄積が認められる（Stein GH et al., 1999）。 

 R. Haq 博⼠と当研究室に以前在籍していた岩佐博⼠は、ストレス MAPK であるリン酸化
p38 の亢進(すなわち、活性化型 p38)がヒト線維芽細胞における細胞⽼化誘導に必須の役割
を果たすことをすでに報告している(Haq R et al., 2002; Iwasa H. et al., 2003)。そこで⻑期培
養神経細胞で同様に p38 リン酸化状態をウエスタンブロッティングによって調べたところ、
培養 28 ⽇⽬では培養 7 ⽇⽬の細胞と⽐較して、リン酸化 p38 が顕著に増加していた(図 3-

2d、n=5 (biological replicates))。 

 ⽼化状態にあるヒト線維芽細胞では、lamin B1 が減少していることが知られている 

(Shimi T et al., 2011; Freund A et al., 2012)。そこで培養 7 ⽇⽬と 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞にお
ける lamin B の経⽇変化について、定量 RT-PCR、蛍光免疫染⾊およびウエスタンブロッテ
ィングによって検討した。その結果、mRNA および蛋⽩質両レベルで lamin B1 は培養⽇数
依存的に減少しており、いずれの実験⼿法でも⼀貫した証拠を得た(図 3-2d-f、n=3 or 5 
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(biological replicates))。ヒト線維芽細胞において、lamin B1 の減少は核内クロマチンの空間
的・⽴体的再編成を促し、⽼化細胞特有のトランスクリプトーム確⽴に寄与している(Sadaie 

M et al., 2013; Shah PP et al., 2013; Criscione S et al., 2016; Parry AJ & Narita M, 2016)。そこで、
そのようなクロマチン再編成が⻑期培養神経細胞で⽣じているかについて検討した。海⾺
神経細胞の核を DAPI 染⾊により可視化し、その染⾊領域の広さ(すなわち核⾯積)ならびに
そのシグナル輝度値(DNA 含有量を反映)を培養 7 ⽇⽬と培養 28 ⽇⽬の細胞間で⽐較を⾏
った。培養 28 ⽇⽬の⻑期培養神経細胞では、培養 7 ⽇⽬の細胞と⽐べ、核⾯積がおよそ 1.25

倍増加していた(図 3-2g、 n=4 (biological replicates))。しかし、この時、培養⽇数の違いによ
る DAPI シグナル輝度値の変化は観察されなかった(図 3-2g)。さらに、ヘテロクロマチンマ
ーカーであるヒストン H3 リジン 9 番⽬のトリメチル化(H3K9me3)をウエスタンブロッテ
ィングで調べたところ、H3K9me3 レベルは⻑期培養海⾺神経細胞で顕著に減少していた(図
3-2d)。これらの結果から、⻑期培養を⾏った神経細胞において、laminB1 減少に伴うクロ
マチン再編成が⽣じている可能性が⽰唆された。 
 ⽼化したヒト線維芽細胞は、さまざまな炎症性サイトカインや細胞増殖因⼦を分泌して 
(SASP)、細胞⾃律的または⾮⾃律的に細胞⽼化誘導を促進することが報告されている
(Coppé JP et al., 2008; Acosta JC et al., 2008, 2013)。また、SASP 関連因⼦は、クロマチン再編
成によるそれら mRNA 転写の亢進、その後の mRNA 安定化といった多段階の制御を受けて
いる(Aird KM et al., 2016; Herranz N et al., 2015)。本研究でも SASP を評価するため、培養 7

⽇⽬と培養 28 ⽇⽬の初代培養海⾺神経細胞において、ヒト線維芽細胞の細胞⽼化でこれま
でに既に報告されている SASP 関連因⼦(Kortlever RM et al., 2006; Coppé JP et al., 2008)の
mRNA 量を定量 RT-PCR により調べた。⻑期培養神経細胞では、培養 7 ⽇⽬の細胞と⽐較
して、Cxcl1(ヒト IL-8 ホモログをコードする)、Pai1、Igfbp4、および Igfbp7 の顕著な mRNA

量増加が認められた(図 3-3a、n=3 (biological replicates))。また、Igfbp2 mRNA においても、
他 4 因⼦と⽐べて程度は低いが、⻑期培養による発現増加傾向が観察された(図 3-3a、n=3 

(biological replicates))。さらに、各培養⽇時点の海⾺神経細胞を Cxcl1 に特異的な抗体で染
⾊したところ、時間依存的な Cxcl1 蛋⽩質量の上昇が認められた(図 3-3b、n=3 (biological 

replicates))。 重要なことに、⻑期培養を⾏った細胞集団のうち、NeuN 陰性⾮神経細胞では
Cxcl1 蛋⽩質の発現量が神経細胞と⽐較して相対的に低く、多く場合で検出範囲以下であっ
た(図 3-3c)。次に、近年ヒト線維芽細胞において新規 SASP 制御因⼦として報告された転写
因⼦ GATA4 (Kang C et al., 2015)について蛍光免疫染⾊で検討すると、培養 7 ⽇⽬と⽐較し
て、培養 28 ⽇⽬の⻑期培養神経細胞でその蛋⽩質量が顕著に増⼤していた(図 3-3d、n=3 

(biological replicates))。したがって、以上の結果から、⾮分裂性の神経細胞が⻑期間の初代培
養によって SASP 様の現象を呈するようになることが⽰唆された。 
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図 3-2.長期培養を行った初代培養海馬神経細胞は広範の古典的細胞老化表現型を呈する 
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(図 3-2) 

a) 培養 7 日および 28 日目のラット胎児海馬神経細胞を固定し、48 時間 SA-β-gal 染色を行った。それぞ

れの培養時点において、代表的な顕微鏡写真を示した。右図では、特徴的な形態から神経細胞と同定され

た細胞のうち、培養 28 日目の図中にあるような青色を呈する神経細胞の頻度を SA-β-gal 陽性神経細胞の

割合として示した(n ≥ 200 神経細胞/ 実験)。4 回の独立した実験の標準偏差をエラーバーで示した。スケ

ールバー、20 μm。 

b) 培養 7 日および 28 日目の海馬神経細胞から全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法を用いて p16 および p21 

mRNA の発現量を定量した。それら mRNA 量は、ハウスキーピング遺伝子 CypA の mRNA 量を用いて標

準化を行った。エラーバーは 3 回の独立した実験の標準偏差を示す。長期培養によって p16 mRNA の発現

上昇が認められたが、一方で p21 mRNA はその発現量に変化を示さなかった。 

c)(a)で述べた細胞において、p16 蛋白質に対する蛍光免疫染色を行った。MAP2 陽性(赤)は神経細胞を示

す。右端の拡大図中の破線内領域は、各培養日数での代表的な単一神経細胞の細胞体を示す。代表的な実

験で得られた神経細胞あたりの p16 シグナル輝度値(任意単位)の定量結果をドットプロットで示した。長

期間培養した海馬神経細胞で p16 蛋白質量が顕著に増加していた。 

d) 培養 7 日および 28 日目の海馬神経細胞において、それら細胞の全細胞抽出液を調製した。ウエスタン

ブロッティング法により図中に示される蛋白質における培養日数の経過に伴う量的変化を検討した。Actin

および Coomassie 染色像はローディングコントロールとして検出した。長期培養海馬神経細胞では、lamin 

B1 蛋白質および H3K9me3 が減少しており、また、p38 のリン酸化レベルが亢進していた。 

e) 上述の(c)と同様に lamin B1 および MAP2 特異的な抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。代表的な蛍光

顕微鏡画像を示す。右図に、MAP2 陽性神経細胞における lamin B1 シグナル輝度の平均の相対的変化率 

(任意単位)を示した(n = 47 ~ 74 神経細胞/実験)。エラーバーは 5 回の独立した実験の標準偏差を示す。

(d) のウエスタンブロッティング法の結果と一致して、培養日数依存的な lamin B1 蛋白質の減少を認めた。 

f) 上述の(b)と同様の手法で lamin B1 mRNA 発現量の定量を行った。発現量の標準化には CypA の mRNA

量を用いた。エラーバーは 3 回の独立した実験の標準偏差を示す。長期培養海馬神経細胞において、lamin 

B1 は mRNA レベルでも顕著に減少していた。 

g) 培養 7 日および 28 日目における MAP2(左図、赤)に対する蛍光免疫染色および DAPI 染色(左図、青)

の代表的な蛍光顕微鏡画像を示した(左図)。  

MAP2 陽性神経細胞において DAPI シグナルが認められる領域を選択し、核面積(中央図)およびそのシグ

ナル輝度(右図)を Image J を用いて計測した(n = 46 ~ 68 神経細胞/ 実験)。それぞれエラーバーは 4 回の

独立した実験の標準偏差を示す。 

長期培養神経細胞では、培養 7 日目の細胞と比較して、各面積の増加を認めたが、一方で DNA 含有量には

差を認めなかった。 

統計処理にはマン・ホイットニーU 検定(c)または両側独立 t 検定を用いた(*p < 0.05; **p < 0.005; ***p < 

0.0005; ****p < 0.0001)。免疫染色像のスケールバーは 20 μm。 
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図 3-3. 長期培養海馬神経細胞は老化関連分泌形質(SASP)を示す 

a) 培養 7 日および 28 日目の初代培養海馬神経細胞から全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法を用いて

SASP 関連遺伝子の発現量を定量した。図中に示す SASP 関連遺伝子 mRNA 量は、ハウスキーピング遺

伝子 CypA の mRNA 量を用いて標準化を行った。エラーバーは 3 回以上の独立した実験の標準偏差を示

す。検討を行った全ての SASP 遺伝子は培養日数依存的に発現上昇していた。 

b) 培養 7 日および 28 日目の海馬神経細胞を抗 Cxcl1 抗体(赤)および抗 NeuN 抗体(緑)で染色した。核は

DAPI 染色により検出した(青)。顕微鏡画像右端には、各培養時点における単一神経細胞の拡大図を示

し、細胞体を破線で囲んだ。代表的な実験で得られた神経細胞あたりの Cxcl1 シグナル輝度値(任意単

位)の定量結果をドットプロットで示した。スケールバー 20 μm。長期間培養した海馬神経細胞で Cxcl1

蛋白質量が顕著に増加していた。 

c) (b)と同一の実験で得られた異なる視野における免疫染色像を示した。Cxcl1 陰性非神経細胞(NeuN 陰

性)を矢頭で示した。長期培養後に観察された Cxcl1 産生細胞は主に神経細胞であった。スケールバー 20 

μm。 

d)(b)と同様に GATA4(左図、緑)と MAP2(左図、赤)それぞれに対する特異的抗体を用いて、蛍光免疫染

色を行った。神経細胞あたりの GATA4 シグナル輝度値(任意単位)の定量結果の一例をドットプロットで

示した。スケールバー 30 μm。初代培養神経細胞において、長期培養による GATA4 の蓄積が観察され

た。 

統計処理にはマン・ホイットニーU 検定 (b),(d)または両側独立 t 検定(a)を用いた(*p < 0.05; **p < 

0.005; ***p < 0.0001)。 
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3-2-2 長期培養神経細胞における加齢性変化 
 次に、ヒト⽣体脳組織で⽣じる加齢性変化が試験管内⻑期培養系で観察されるかについ
て検討を⾏った。転写共役因⼦である REST は神経幹・前駆細胞ならびに神経膠細胞におい
て、神経細胞特異的遺伝⼦群を抑制する(Ballas N & Mandel G, 2005; Ooi L & Wood IC, 2007)。
しかし近年、REST 蛋⽩質は⽣理的に⽼化したヒト脳海⾺領域の神経細胞の核内で蓄積し、
また⼀⽅で、病的に⽼化した状態にあるアルツハイマー病患者の同細胞では減少している
ことが⾒出された(Lu T et al., 2014)。核内局在性の REST は、アルツハイマー病および神経
細胞死に関連する遺伝⼦群の転写抑制を介して、⽣理的から病的脳⽼化への臨床的進展を
抑⽌する(Lu T et al., 2014)。したがって、初代培養海⾺神経細胞の⻑期培養系を⽤いた本研
究においても REST は有⽤な脳⽼化関連分⼦マーカーになりうると考えた(Piechota M et al., 

2016)。そこで、3-2-1 項に⽰した実験同様、培養 7 ⽇および培養 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞に
おいて、REST の局在およびその量的変化を調べる⽬的で蛍光免疫染⾊を⾏った。その結果、
培養 28 ⽇⽬の神経細胞では、培養 7 ⽇⽬の細胞と⽐較して、核内に局在する REST 蛋⽩質
量の顕著な増加が観察された(図 3-4)。これは、近年報告された培養 30 ⽇⽬のマウス⼤脳⽪
質に由来する初代培養神経細胞における観察結果と⼀致する(Piechota M et al., 2016)。 

図 3-4.長期培養馬神経細胞は脳老化で認める分子レベルの加齢性変化を示す 

培養 7 日および 28 日目のラット海馬神経細胞を抗 REST 抗体(緑)と抗 MAP2 抗体(赤)を用いて染色し

た。核は DAPI 染色により検出した(青)。それぞれの培養時点において、代表的な MAP2 陽性神経細胞

(左図中、白い四角で包囲)の拡大図を中央に示し、点線は核の領域を表す。また、代表的な実験につい

て、核内 REST 蛋白質の定量結果を中央値とともに右に示した。REST は長期培養神経細胞の核内に蓄積

する。統計処理はマン・ホイットニーU 検定を用いて行った(****p < 0.0001)。スケールバー 20 μm。 

 
 ⻑期増強(long-term potentiation; LTP)は、化学シナプスの⾼頻度連続刺激(テタヌス刺激)の
後、シナプス結合強度が持続的に増加する現象であり、学習および記憶の分⼦的基盤である
神経細胞間のシナプス伝達効率の可塑性を担う(Nicoll RA, 2017）。海⾺領域における⻑期増
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強は、後シナプス後膜上の N-methyl-D-aspartate(NMDA)型グルタミン酸受容体および電位開
⼝型 Ca2+イオンチャネル(voltage-dependent/gated calcium channels; VDCC)を介したカルシウ
ムイオンの細胞内流⼊によってもたらされる(Morgan SL & Teyler TJ, 1999; Woodside BL et 

al., 2004; Voglis G & Tavernarakis N, 2006)。これまでに、若齢ラットの海⾺における⻑期増強
誘導では、NMDA 型グルタミン酸受容体の寄与の度合いが相対的に⾼く、⼀⽅で加齢個体
の海⾺では VDCC に依存して⽣じる LTP が亢進していることが報告されている(Foster TC 

et al., 2012)。したがって、本研究で⽤いた⻑期培養系においても、それら海⾺神経細胞の機
能的加齢性変化、すなわち VDCC 依存的な細胞刺激応答性の亢進が、培養⽇数の経過につ
れ⽣じているかについて、以下に⽰すような実験⼿法で検討した。まず、VDCC を介した神
経細胞活動を観察するため、培養 7 ⽇⽬または 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞に対して、NMDA 型
グルタミン酸受容体のグルタミン酸結合領域に対する競合的阻害剤である D-2-amino-5- 

phosphonopentanoate(D-APV)で 24 時間前処理を⾏い、その後 50 mM の濃度で塩化カリウム
溶液を培地中に添加することで神経細胞の発⽕を誘発した(KCl 刺激)。刺激前および刺激 12

時間後に固定した細胞において(それぞれ図 3-5, レーン 1-4; 図 3-5, レーン 5-8、n=4 

(biological replicates))、蛍光免疫染⾊法により神経細胞発⽕マーカーである c-fos の蛋⽩質発
現誘導を評価した(図 3-5)。その結果、培養７⽇⽬の海⾺神経細胞と⽐較して、培養 28 ⽇⽬
の細胞では 12 時間の KCl 刺激による c-fos 蛋⽩質発現誘導が顕著に増強していた(図 3-5, 

レーン 5, 6)。また、同時点において KCl 刺激を施していない場合、いずれの培養⽇数の細
胞においても、c-fos 蛋⽩質発現誘導が観察されなかった(図 3-5, レーン 7, 8)。また、培養
14 ⽇⽬と 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞を⽤いて同様の実験を⾏った場合においても、14 ⽇⽬の
神経細胞と⽐較して、28 ⽇⽬の神経細胞では KCl 処理による c-fos 蛋⽩質発現が強く誘導
された(図略)。したがって、初代培養海⾺神経細胞の⻑期培養系においても、健常な⽼化脳
で観察されるように、VDCC 依存的な細胞刺激応答性が NMDA 型グルタミン受容体のそれ
を補完している可能性が⽰唆された。以上の実験結果より、⻑期培養海⾺神経細胞は、古典
的細胞⽼化の特徴のみならず、ヒト⽣体脳で報告されている加齢性変化を呈することが明
らかとなった。 

 
図 3-5. 長期培養馬神経細胞は脳老化で認める機能レベルの加齢性変化を示す 
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（図 3-5） 

培養 6 日または 27 日目に、NMDA 受容体阻害剤である D-APV(図中, APV)を終濃度 100 μM で培地中に

添加した。この時、対照群の細胞には溶媒として DMSO を用い、同様の操作を行った。24 時間細胞を培

養した直後、培養 7 日および 28 日にある海馬神経細胞を刺激未処理の細胞群として、4% PFA で固定し

た(レーン 1 ~ 4: KCl 刺激前)。また、残りの細胞群は APV と 50 mM KCl を含む培地(レーン 5, 6: KCl 刺

激あり）、または APV のみを含む培地に置換し(レーン 7, 8: KCl 刺激なし）、さらに 12 時間培養を続け

た。その後、それら細胞を刺激未処理の細胞同様の条件で固定し、c-fos(左図, 緑)と MAP2(左図, 赤)そ

れぞれに対する特異的抗体を用いて、蛍光免疫染色を行った。核は DAPI 染色により検出した (左図, 

青)。培養 7 日および 28 日において、APV 前処理直後(KCl 刺激前, レーン 3, 4)および 12 時間の KCl 刺

激を施した細胞群で得られた代表的な蛍光顕微鏡画像を示す。スケールバー 40 μm。右グラフには検証

を行った全条件における MAP2 陽性神経細胞(n = 68 ~ 164) あたりの c-fos シグナル輝度(任意単位)を示

す。長期培養神経細胞では VDCC 依存的な外的刺激応答性が亢進していた。また、培養 14 日目と培養

28 日目との比較においても、培養日数の経過による激応答性の増強を示す同様の結果を得た。 

 
3-3 初代培養神経細胞における長期培養誘導性細胞老化の原因解明 
 ヒト正常線維芽細胞や正常上⽪細胞の初代培養では、繰り返し継代培養を⾏う際、酸化ス
トレスをはじめとするさまざまなストレスが⽣じており(総称で培養ストレス)、細胞はやが
てテロメア⻑依存的または⾮依存的に細胞⽼化に達する(Harley CB et al., 1990; Kiyono T et 

al., 1998; Herbig, U et al., 2004; Ramirez RD et al., 2011)。3-3 項では、初代培養神経細胞にお
いて細胞⽼化を誘導する培養ストレスについて検討を⾏った。 
 

3-3-1 AraC 処理が長期培養誘導性の神経細胞老化にもたらす影響の検討 
 まず、初代培養神経細胞の⻑期間培養で観察された細胞⽼化表現型が、神経細胞の⾼純度
培養を⽬的として培地中に⼀過的に添加した AraC の影響ではないことを確かめるため以
下のような実験を⾏った。上述 3-1 項にある通り AraC を培養 3 ⽇⽬から 24 時間処理した
場合と、未処理の場合の海⾺神経細胞を⽤意し、培養 7、14、 21 ⽇⽬の各時点においてそ
れぞれの細胞固定し、その後 SA-β-gal 活性陽性細胞の割合について⽐較を⾏った。その結
果、培養 14 ⽇⽬までは、AraC 処理の有無による SA-β-gal 陽性細胞数の差は認められなか
った(図 3-6、n=3 (biological replicates))。また、培養 21 ⽇⽬では、AraC 処理の神経細胞でや
や SA-β-gal 陽性細胞の数が減少していた(図 3-6、n=3 (biological replicates))。このことから、
神経膠細胞などの分裂細胞が、SASP などを介して⻑期培養で誘導される神経細胞の細胞⽼
化様現象に部分的に寄与している可能性が考えられた。しかし、本研究ではその内因的な原
因解明に焦点を当てるため、神経膠細胞がもたらす影響を検証するための実験は⾏わない
こととした。したがって、これまでに⻑期培養神経細胞で観察された細胞⽼化表現型は、
AraC 処理以外の培養ストレスによって誘導されることが⽰唆された。 
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図 3-6. 長期培養で誘導される細胞老化表現型は AraC 処理の有無によらない 
培養 3 日目から 24 時間 5 μM AraC を処理または未処理の海馬神経細胞(それぞれ、黒および白の棒グラ

フで示す）において、SA-β-gal 陽性神経細胞数の測定を培養 7 日、14 日、ならびに 21 日目に行った。

AraC 処理の有無によらず、SA-β-gal 陽性神経細胞は培養経過日数依存的に同程度に観察された。 

 
3-3-2 活性酸素種が長期培養誘導性の神経細胞老化に及ぼす影響の検討  
 ミトコンドリア機能不全に付随して起こる ROS 産⽣亢進は、細胞⽼化および個体⽼化を
引き起こす⼀因であると考えられている。これまでに、胎児(胎⽣ 18 ⽇)、成体(12 ヶ⽉齢)
または⽼齢ラット(24 ヶ⽉齢)から単離直後の海⾺神経細胞、または初代培養を⾏ったラッ
ト胎児海⾺神経細胞において、時間依存的なミトコンドリア膜電位の減少と ROS 産⽣量の
増加が観察されている(Parihar MS & Brewer GJ, 2007; Dong W et al., 2011)。また、W. Dong ら
は海⾺ラット神経細胞を⻑期間培養した際(~30 ⽇)、それらミトコンドリア機能不全に特徴
的な変化と SA-β-gal 活性陽性細胞の出現に相関があることを報告している(Dong W et al., 

2011)。したがって、以下の実験では、海⾺神経細胞における⻑期培養誘導性細胞⽼化に対
して、ミトコンドリア機能不全に伴う ROS 産⽣が寄与するかについて調べることを⽬的と
した。 

 

 本研究ではミトコンドリア膜電位および ROS の検出時には、それぞれ適当な蛍光プロー
ブ(JC-1 または CM-H2-DCFDA)を⽤いた。また、JC-1 プローブを⽤いた膜電位測定時に
は、膜電位消失の陽性対照実験として、脱共役剤 CCCP を 50 μM の濃度で 30 分間前処理
した海⾺神経細胞も⽤意した。本研究で確⽴した海⾺神経細胞の⻑期培養系においても、
W. Dong らの報告同様に、ミトコンドリア膜電位の消失ならびに ROS 産⽣量の増加が、培
養経過⽇数依存的に観察された(図 3-7a, b、n=3 (biological replicates))。ヒト線維芽細胞にお
いて、抗酸化剤である NAC の処理によって OIS および DNA 損傷誘導性の細胞⽼化が抑制
されることが知られている(Correia-Melo C et al., 2016)。そこで、初代培養海⾺神経細胞に
NAC 処理を⾏うことで、ROS 産⽣が⻑期培養誘導性細胞⽼化に果たす役割を調べた。予
備的実験では、500 μM の濃度の NAC を含む培地で培養 7 ⽇⽬の初代培養海⾺神経細胞を
1 時間前処理した場合に、NAC による⼗分な ROS 抑⽌効果を発揮した(図 3-8a、n=3 
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(biological replicates))。したがって、500 μM NAC または陰性対照として PBS を含む培地
で、初代培養海⾺神経細を培養 4 ⽇⽬から 21 ⽇⽬まで維持し、その後、SA-β-gal 染⾊を⾏
った。ここでは、3 または 4 ⽇おきに半分量の培地を同濃度の試薬を含む新鮮な培地に置
換した。その結果、持続的な NAC 処理は⻑期培養で誘導される SA-β-gal 陽性神経細胞の
頻度に影響しないことがわかった(図 3-8b、n=3 (biological replicates))。さらに、⾮致死量
の濃度(10 または 20 μM)の過酸化⽔素⽔で培養 4 ⽇⽬の海⾺神経細胞を処理した場合にお
いても、少なくとも培養 10 ⽇⽬（ストレス処理後 6 ⽇⽬）までは、SA-β-gal 陽性神経細胞
の早期出現が認められなかった(図 3-8c、n=3 (biological replicates))。これらの結果は、初代
培養海⾺神経細胞で観察された⻑期培養誘導性細胞⽼化はミトコンドリア機能不全を介し
た ROS 産⽣亢進に⾮依存的であることを⽰唆する。 

 

図 3-7.長期培養ラット海馬神経細胞において、ミトコンドリア膜電位は消失し、ROS 産生が亢進する 

a) ミトコンドリア膜電位依存的に凝集体となり赤色蛍光を発する JC-1 プローブを用いてミトコンドリア

膜電位の変化(赤/緑)を検討した。また、陰性対照実験として、培養 7 日時点にて脱共役剤 CCCP を 50 

μM の濃度で 30 分処理した海馬神経細胞を用意した。核は Hoechst 33342 により標識を行った。初代培

養神経細胞は、時間依存的なミトコンドリア膜電位の低下または消失を示す。スケールバー90 μm。 

b) 培養 7 日または 28 日目の初代培養海馬神経細胞に対し、ROS プローブ CM-H2-DCFDA を処理した後

(1 μM、30 分間)、ROS(緑）の蛍光像および同位置における透過光像を得た。長期培養神経細胞は、培

養 7 日目のそれと比較して、高い ROS レベルを示した。スケールバー90 μm。 
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図 3-8. ROS 産生量は SA-β-gal 陽性神経細胞の出現頻度に影響を与えない 

a) 培養 7 日目の海馬神経細胞において、500 μM NAC の 1 時間前処理することで ROS 産生量が顕著に減

少した。1μM CM-H2-DCFDA 存在下で細胞を 40 分間培養した後の代表的な蛍光画像(ROS、緑)および

透過光像を示す。スケールバー90 μm 

b) 培養 4 日目から 21 日まで、持続的に 500 μM NAC の存在下(+)または非存在下(-)で培養を行った海

馬神経細胞において、SA-β-gal 陽性神経細胞数を計測した。NAC 処理(+)と対照群(-)共に長期培養によ

り誘導される SA-β-gal 陽性神経細胞の頻度は同程度であった。棒グラフは培養 21 日時点での SA-β-gal 

陽性神経細胞の頻度を示し、エラーバーは 3 回の独立した実験の標準偏差を示す(n ≥ 200 神経細胞/ 実

験)。 

c) 10 または 20 μM 過酸化水素(H2O2)処理後 6 日(培養 10 日目)における SA-β-gal 陽性神経細胞の頻度

をグラフに示した。H2O2は SA-β-gal 陽性神経細胞を早期に誘導しなかった。エラーバーは 3 回の独立し

た実験の標準偏差を示す(n ≥ 200 神経細胞/ 実験)。(b)では両側独立 t 検定、(c)では両側一元配置分散

分析をそれぞれ統計検定に用いた。 

 

3-3-3 持続的 DDR 活性化が長期培養誘導性の神経細胞老化に与える影響の検討  
 放射線照射、ある種の抗がん剤処理、または活性化がん遺伝⼦ Ras の恒常的発現による複
製フォークストレスは、全てヒト線維芽細胞において細胞⽼化を誘導する(Di Micco R et al., 

2006; Fumagalli M et al., 2012; Hewitt G M et al., 2012; Yosef R et al., 2017)。それら細胞⽼化誘
導ストレスの実体は DNA 損傷であり、それはとりわけ、⽣じた DNA 損傷の度合いが DNA

修復能を上回ることで⽣じる修復困難な DNA 損傷を指す。また、その下流で恒常的に活性
化される DNA 損傷応答が細胞⽼化誘導に重要であることがわかっている。さらに近年、
DNA 損傷が⼼筋細胞、⾻細胞、⼤脳⽪質神経細胞といった終末分化細胞で細胞⽼化様の現
象を引き起こすことが⽰唆された(Farr JN et al., 2016; Anderson R et al., 2019)。そこで、ここ
では、細胞種間で通底する細胞⽼化誘導ストレスとして理解される修復困難 DNA 傷害が神
経細胞⽼化の原因である可能性について検討を⾏った。 
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 まず、初代培養海⾺神経細胞において、培養経過⽇数に伴う DNA 損傷頻度の変化を調べ
る⽬的で、神経細胞マーカーNeuN および DSB マーカーであるリン酸化 H2AX(以下、
γH2AX)を蛍光免疫染⾊法で検出した。DSB 検出の陽性対照として、培養 7 ⽇⽬の海⾺神経
細胞に 5 μg/ml の濃度でブレオマイシン処理を 6 時間⾏なった(図 3-9a、n=3 (biological 

replicates))。この時、γH2AX フォーカスはほぼ全ての神経細胞(NeuN 陽性)の核内で観察さ
れた(99.5 ± 0.9%, 図 3-9a)。培養 7 ⽇⽬(ブレオマイシン未処理)および 28 ⽇⽬について、⼆
つ以上の γH2AX フォーカスを核内に有する神経細胞の割合を測定した結果、それぞれ 17.3 

± 6.9%と 21.2 ± 6.2%であり、培養⽇数の経過に伴う DSB の蓄積は観察されなかった(図 3-

9a、n=3 (biological replicates))。次に、DNA 損傷が初代培養神経細胞で細胞⽼化誘導ストレ
スとなり得るかについて検討するため、培養 4 ⽇⽬から 6 ⽇間(培養 10 ⽇⽬まで)5 μg/ml の
濃度のブレオマイシンで⼈為的に DSB を⽣じさせ、その後 SA-β-gal 染⾊を⾏った。しかし、
予想に反して、ブレオマイシン処理は SA-β-gal 陽性海⾺神経細胞を早期に誘導することが
できなかった(図 3-9b)。そこで、ヒトテロメレース触媒サブユニットである TERT の過剰発
現により不死化させた正常ヒト線維芽細胞(WI38/hTERT)を⽤いて、同様のブレオマイシン
処理を短期間(5 μg/ml, 2 ⽇間) ⾏った(図 3-10a)。ブレオマイシン処理を施した WI38/hTERT 

では、薬剤処理後 5 ⽇⽬時点において、SA-β-gal 活性の亢進、lamin B1 蛋⽩質の減少、Rb

蛋⽩質リン酸化レベルの低下、ならびに p21 蛋⽩質の蓄積といった細胞⽼化表現型が確認
された(図 3-10a-c、n=2 or 3 (biological replicates))。以上の結果より、DNA 損傷は終末分化し
た神経細胞において細胞⽼化表現型を誘導する主要なストレスではないと考えられた。 

図 3-9. 長期培養ラット海馬神経細胞において DSB の蓄積は認められない 
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（図 3-9） 

a) 7 日および 28 日間培養したラット海馬神経細胞における、γH2AX(左図,赤)と NeuN(左図 Merge, 緑)

それぞれに対する特異的抗体を用いた蛍光免疫染色を行った。核は DAPI 染色により検出した (左図

Merge、青)。陽性対照として、5 μg/mL ブレオマイシン(Bleo)を 6 時間処理した培養 7 日目の海馬神経

細胞を用いた。顕微鏡画像の右に γH2AX フォーカスを２つ以上有する神経細胞(NeuN 陽性細胞)の割合

を右側に棒グラフで示した(n ≥ 57 神経細胞/ 実験)。初代培養海馬神経細胞において、培養日数の経過に

伴う DSB の蓄積は認められなかった。エラーバーは独立した 3 回の実験の標準誤差を示す。スケールバ

ー20 μm。 

b) 培養 4 日目から 5 μg/mL Bleo を含む培地で海馬神経細胞の培養を行い、培養 10 日の時点における

SA-β-gal 陽性細胞数を評価した。培地交換のみのストレス未処理の細胞を対照細胞として用意した。

Bleo 処理による DNA 損傷誘導は SA-β-gal 陽性細胞の出現頻度に影響しなかった。エラーバーは独立し

た 3 回の実験の標準偏差を示す。(a)および(b)、いずれも両側独立 t 検定を統計検定に用いた。 

 

 

図 3-10. ブレオマイシンは不死化正常ヒト線維芽細胞において早期老化を誘導する 

a) WI-38/hTERT 細胞にブレオマイシン(Bleo)(5 μg/mL、48 時間)で処理して細胞老化を誘導した。対照

細胞として Bleo 未処理の細胞を用意し、同様の実験操作を行った。また、対照細胞がサブコンフルエン

トに達した際には、Bleo 処理の細胞とともに継代培養を行った。ストレス処理 5 日後(7 日)に SA-β-gal

染色および全細胞抽出液を調製した。 

b) 棒グラフは Bleo を培養液から除いて 5 日後の SA-β-gal 陽性細胞の割合を示す(n ≥ 216 細胞/ 実験)。

Bleo で処理した細胞は概ね SA-β-gal 陽性を示した。エラーバーは 3 回の独立した実験の標準偏差を示

す。統計処理には両側独立 t 検定を用いた。 
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（図 3-10 続き） 

c) ウエスタンブロッティングにより、Bleo 処理を行った WI-38/hTERT 細胞では、未処理の細胞と比較し

て、lamin B1 の減少、リン酸化 pRb の減少、および p21 の蓄積などの特徴的な細胞老化表現型が確認さ

れた。 

 

 しかし、近年、そのような無秩序な DNA 損傷ではなく、テロメア領域における修復困難
な DNA 損 傷 (telomere dysfunction-induced focus; TIF ま た は telomere-associated focus; 

TAF)(Takai H et al., 2003; Hewitt G et al., 2012)が、終末分化細胞の細胞⽼化誘導に寄与して
いる可能性が報告された(Farr JN et al., 2016; Anderson R et al., 2016)。そこで、修復困難な
DNA 損傷と修復可能なそれらとを区別するため、抗 γH2AX 抗体を⽤いた従来の免疫染⾊
に引き続きテロメア fluorescent in situ hybridization(FISH)法を⾏うことで、TIF の検出を試み
た。まず、培養 14 ⽇⽬と培養 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞でそれらの核に存在する γH2AX フォ
ーカスの数を計測したところ、それぞれ細胞あたり平均 2 個または 0 個であった(図 3-11a, 

b、n=1 (biological replicates))。これは培養⽇数の経過による DSB の蓄積は起こっていないこ
とを⽰唆し、図 3-9a で得た結果と⼀貫していた。次に、テロメアシグナルと共局在を⽰す
γH2AX フォーカス（すなわち TIF）を有する細胞の頻度を検討したところ、培養 14 ⽇⽬で
は 15.8%、また培養 28 ⽇では 23.1%であった(図 3-11a, c、n=1 (biological replicates))。また
それら TIF 陽性神経細胞のうち、培養 14 ⽇と 28 ⽇の各細胞あたりの TIF の数はそれぞれ
2.2 個と 1.83 個であり、⻑期培養細胞で TIF の蓄積は観察されなかった(図 3-11a,d、n=1 

(biological replicates))。同様の実験をさらに複数回⾏って再現性を確認する必要があるが、
得られた結果から、⻑期培養誘導性の神経細胞⽼化は主として TIF の蓄積によるものでは
なく、他の何らかのストレスに起因している可能性が⾼いと考えられた。 

 

 

図 3-11. 初代培養海馬神経細胞は低頻度に TIF 陽性を示す（次ページ） 

a) 培養 14 日と培養 28 日目の海馬神経細胞において、γH2AX(緑)と NeuN(紫)に対する蛍光免疫染色と

テロメア FISH(Telo、白)を同時に行い、それら細胞での TIF の発生頻度を評価した。TIF はテロメア

FISH シグナルと共局在を示す γH2AX フォーカスとして定義した（拡大図中の矢頭）。実験は一回のみ行

った。スケールバー、15 μm。 

b)-d)(a)で得られた顕微鏡画像から、各図の縦軸に示す要素について定量解析を行った(14 日、n = 57 神

経細胞; 28 日、n = 52 神経細胞)。図 3-9(a)、(b)で示した結果と一致して、長期培養による DSB の増加

は認めなかった。長期培養神経細胞であっても、TIF 陽性細胞の頻度は 20%程度と低く、SA-β-gal 陽性細

胞のそれと比較して、大きく乖離していた。TIF 陽性細胞あたりの TIF の平均数は、培養 14 日と 28 日、

それぞれ 2.2 個と 1.83 個であった。ドットプロット(b)、(d)の水平線は中央値を示す。 
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図 3-11. 初代培養海馬神経細胞は低頻度に TIF 陽性を示す 

 

3-3-4 初代培養神経細胞における蛋白質恒常性の経日的観察  
 機能的なプロテオームを保持することは細胞機能に不可⽋であり、その均衡性(または蛋
⽩質恒常性)は蛋⽩質の合成、⾼次構造形成、分解といった全代謝段階で厳密に制御される
(Hipp MS et al., 2019)。加齢による蛋⽩質恒常性の破綻は、アミロイド沈着をはじめとする
種々の病原性蛋⽩質の凝集体の蓄積を招き、⽣理的または病的な脳⽼化をきたすことが知
られている(Vilchez D et al., 2014; Baker JE et al., 2016; Donohue MC et al., 2017)。成熟した神
経細胞は、細胞分裂を⾏って異常蛋⽩質を娘細胞に分配することができないため、蛋⽩質毒
性ストレスに脆弱であるとされる(Hipp MS et al., 2019)。このような背景から、以下では、
蛋⽩質恒常性の破綻が神経細胞⽼化に寄与する可能性について検証するための実験を⾏っ
た。 

 
 これまでに、本研究同様に初代培養ラット海⾺神経細胞を⻑期間培養した際(~ 66 ⽇)、
培養上清中の分泌型 Aβ42 ペプチドが増加することが報告されている(Bertrand SJ et al., 2011)。
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そこで、初代培養海⾺神経細胞の⻑期培養時における細胞内外 Aβ42 の動態を調べた。まず、
ELISA 法を⽤いて培養液中に分泌された Aβ42 を経⽇的に測定したところ、過去の知⾒と⼀
致して、細胞外 Aβ42 は培養 21 ⽇⽬まで時間依存的に増加したが、21 ⽇⽬以降ではその濃
度は部分的に低下していた(図 3-12a、n=4 (biological replicates))。次に培養 7 ⽇⽬と 28 ⽇⽬
の海⾺神経細胞を Aβ42 に対する特異的抗体を⽤いて蛍光免疫染⾊を⾏ったところ、培養 7

⽇⽬と⽐較して、培養 28 ⽇⽬では細胞体内の Aβ42 の増加が観察された(図 3-12b、n=4 

(biological replicates))。さらに、それら細胞から調製した全細胞抽出液を⽤いたウエスタン
ブロッティングでも同様の時間依存的な細胞内 Aβ42 の蓄積を⽰す結果を得た(図 3-12c、n=3 

(biological replicates))。観察された泳動度の異なるバンドは、Aβ42（4kDa）が重合して形成さ
れる多量体（オリゴマー）に相当すると考えられ、培養 28 ⽇では、培養 7 ⽇と⽐べて、分
⼦量 28 kDa 以上のオリゴマーがより多く蓄積していた(図 3-12c、n=3 (biological replicates))。
これは培養⽇数経過に伴って細胞内 Aβ42 が凝集している可能性を⽰唆する。そこで、培養
4 ⽇⽬から培養 45 ⽇⽬までの海⾺神経細胞に対して、β シート構造に富むアミロイド様凝
集体の検出に汎⽤される化合物である Thioflavin-S(Thio-S)を⽤いた細胞染⾊を⾏った。そ
の結果、培養⽇数依存的な Thio-S シグナルの増強が認められた(図 3-12d、n=3 (biological 

replicates))。以上より、初代培養神経細胞において、Aβ42 およびアミロイド様凝集体が培養
⽇数の経過に伴って蓄積することが明らかになった。アミロイド様凝集体は、その構成因⼦
として Aβ42 のほか、ポリユビキチン鎖がしばし付加された折りたたみ異常蛋⽩質を含んで
おり、界⾯活性剤に不溶であることが知られている (Lim J & Yue Z, 2015)。そこで、ユビキ
チン化された異常蛋⽩質の蓄積を検証するため、まず抗ユビキチン鎖モノクローナル抗体
(FK2 クローン)を⽤いて蛍光免疫染⾊により評価を⾏った。培養 7 ⽇⽬と⽐べ、培養 28 ⽇
⽬の海⾺神経細胞でユビキチン化蛋⽩質の蓄積が認められ、また、それらは時折液胞中
（NeuN のシグナルが希薄である領域内）のフォーカスとして観察された(図 3-13a、n=6 

(biological replicates))。さらに全細胞抽出液を⽤いたウエスタンブロッティングによっても、
ユビキチン化蛋⽩質が培養⽇数依存的に増加していることを確認した (図 3-13b、n=3 

(biological replicates))。次に、培養 7、14、21、および 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞から調製した
Triton-X 不溶性画分において、ユビキチン化(または、ポリユビキチン化)された蛋⽩質量お
よび不溶性全蛋⽩質量を調べた。その結果、ユビキチン化(ポリユビキチン化)蛋⽩質と不溶
性全蛋⽩質いずれも培養⽇数依存的な増加が認められた(図 3-13c, d、n=6 or 2 (biological 

replicates))。以上の結果は、海⾺神経細胞の⻑期間培養で、ヒト脳に特徴的な加齢性変化で
ある蛋⽩質恒常性の破綻が⽣じることを強く⽰唆している。 
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図 3-12. 初代培養海馬神経細胞では時間依存的に AD 関連蛋白質毒性が増加する 

a) ELISA 法で初代培養海馬神経細胞の培養液中に含まれる分泌型 Aβ42量の経日変化を評価した。分泌型

Aβ42は培養 21 日まで時間依存的に顕著に増加し、その後は増加を示さなかった。測定した培養液中 Aβ42

の濃度は独立した 4 回実験の平均値と標準偏差でグラフに示した。 

b) 7 日および 28 日間培養したラット海馬神経細胞における Aβ42の量について、 Aβ42(緑)と MAP2 

(Merge、赤) それぞれに対する特異的抗体を用いた蛍光免疫染色により検討した。核は DAPI 染色により

検出した(左図 Merge、青)。右図は代表的な実験の MAP2 陽性神経細胞における Aβ42シグナルの輝度お

よびその中央値を示す。初代培養海馬神経細胞では、培養日数の経過に伴い細胞内 Aβ42増加していた。

スケールバー、40 μm。 

c) 独立した３つの初代培養系より、培養 7 日目と 28 日目の時点で、調製した海馬神経細胞の全細胞抽出

液を調整し、抗 Aβ42抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。初代培養海馬神経細胞における

時間依存的な Aβ42の蓄積が再現性良く観察され、(b)の結果を支持した。 

d) アミロイド凝集体に高い結合親和性を有するチオフラビン S(Thio-S)を用いて、海馬神経細胞の長期

培養では、アミロイド凝集体が経日的に蓄積することを観察した。神経細胞は(a)同様に MAP2(赤)に対

する蛍光免疫染色により検出した。スケールバー、40 μm。 

(a)では両側一元配置分散分析、(b)ではマン・ホイットニーU 検定をそれぞれ統計検定に用いた(*p < 0.03; 

**p < 0.006; ***p < 0.0001)。 
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図 3-13. 初代培養海馬神経細胞では時間依存的に蛋白質恒常性が失われる 

a) , b) 7 日および 28 日間培養した海馬神経細胞において、抗ユビキチン化蛋白質抗体を用いて蛍光免疫

染色(a)、またはウエスタンブロッティング(b)を行った。免疫染色では、抗 NeuN 抗体で同時に染色し、

神経細胞を標識した。顕微鏡像右に NeuN 陽性神経細胞あたりのユビキチンシグナル(任意単位)をそれら

の中央値と共にプロットした。長期培養によって初代培養海馬神経細胞内でユビキチン化蛋白質が蓄積し

ていた。スケールバー、15 μm。(b)では独立した 3 つの初代培養系から調製した全蛋白質抽出液をサン

プルとして用いた。Actin は内部標準として示した。 

c) 培養 7、14、21 および 28 日各時点で細胞を回収して、Triton X による細胞抽出液の分画を行い、不溶

性蛋白質量をウエスタンブロッティングにより調べた。右グラフでは、不溶性ユビキチン化蛋白質(上)お

よび不溶性全蛋白質(下)それぞれの量について、可溶性画分の Actin 量で標準化した定量結果を示す。な

お、定量は結果図中の赤線部領域に対応する分子サイズにあるそれぞれの蛋白質量に対して行った。 

エラーバーは 5 回または 6 回の独立した実験の標準偏差を示す。長期培養神経細胞では不溶性(ユビキチ

ン化)蛋白質が増加した。 
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(図 3-13(c)続き) 

d) 上述の(c)と同様に、ウエスタンブロッティングにより不溶性ポリユビキチン化蛋白質の検出を行っ

た。長期培養神経細胞では不溶性の K48 鎖型および K63 鎖型ユビキチン化蛋白質のどちらも経過培養日

数に依存して蓄積していた。可溶性画分の Actin は蛋白質量が一定であることのコントロールとして示し

た。 

(a)ではマン・ホイットニーU 検定、(c)では両側一元配置分散分析をそれぞれ統計検定に用いた(*p < 

0.035; **p < 0.0001)。 

 

 加齢脳における蛋⽩質恒常性の崩壊は、細胞内の主要な蛋⽩質品質管理機構であるユビ
キチン・プロテアソーム経路およびオートファジーの機能低下によって引き起こされると
考えられている(Cuervo AM, 2008; Yang F et al., 2014; Vilchez D et al., 2014; Lim J & Yie Z, 

2015)。本研究でもその可能性を検討するため、まず、ポリユビキチン化蛋⽩質のユビキチ
ン鎖を認識し、選択的オートファジーを介した標的基質の分解を促す p62(または、
Sequstosome 1; SQSTM1)(Itakura E & Mizushima N et al.,2011) について、その蛋⽩質量を蛍
光免疫染⾊法により調べた。その結果、培養 28 ⽇⽬の⻑期培養海⾺神経細胞では、培養 7

⽇⽬の細胞と⽐較して、p62 の顕著な増加が確認された(図 3-14a、n=3 (biological 

replicates))。この結果は、標的となる(ポリ)ユビキチン化蛋⽩質の蓄積を⽰した上述の実験
結果と⼀致する(図 3-13a-d)。続いて、観察された p62 蛋⽩質の蓄積が、オートファジー活
性を促進するために積極的に誘導された結果であるのか、あるいは⻑期培養条件下でオー
トファジー活性が低下した結果であるのかを明らかにする⽬的で、オートファジーフラッ
クス解析を⾏った(Mizushima N et al., 2010; Garcia-Part L et al., 2016)。ここでは、培養 7、
14、21、および 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞を、リソソーム H+-ATP アーゼ阻害剤 bafilomycin 

A1(BafA)を含む培地で 4 時間培養することでオートファジー後期進⾏を抑制した後、BafA

処理の有無での p62 蛋⽩質量の変化率(すなわち Δp62)を測定した(図 3-14b)。培養 7 ⽇と
14 ⽇⽬では、BafA 処理により 2.5 倍程度の p62 蛋⽩質の増加が認められた(図 3-14c, d、
n=3 or 4 (biological replicates))。しかし、培養 21 ⽇⽬の神経細胞では、BafA 処理による
p62 誘導効率は 2 倍程度とやや減弱しており、さらに培養 28 ⽇⽬では BafA 誘導性 p62 は
確認できなかった(図 3-14c, d、n=3 or 4 (biological replicates))。この結果は、培養 14 ⽇⽬以
降の初代培養海⾺神経細胞において、オートファジー活性が時間依存的に低下しているこ
とを⽰唆している。 
 これまでに試験管内反応、細胞株、アルツハイマー病モデルマウス脳において、Aβ42 オリ
ゴマーがプロテソーム活性を阻害することが報告されており(Tseng BM et al., 2008)、本研究
の⻑期培養神経細胞においてもプロテアソーム経路の機能不全が予想された。そこで、培養
7、14 および 21 ⽇⽬の細胞で 20S と 26S プロテアソーム活性を調べるため、それら消化活
性のうち、特にケモトリプシン様活性によって切断される蛍光基質 SUC-LLVY-AMC を利⽤
した。基質を培地に添加して 24 時間後に、その分解産物である AMC の蛍光(吸収 360 nm/ 
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蛍光 460 nm)を測定した結果、培養 14 ⽇と 21 ⽇⽬の神経細胞では、培養 7 ⽇⽬と⽐較し
て、プロテアソーム活性が⾼いことが明らかとなった(図 3-15、n=4 (biological replicates))。
したがって、これまでに観察した⻑期培養海⾺神経細胞における蛋⽩質恒常性破綻は、ユビ
キチン・プロテアソーム経路ではなく、オートファジー経路の経⽇的な活性減衰に起因して
いる可能性が⽰唆された。 

 

図 3-14. 初代培養海馬神経細胞の長期培養時、オートファジー活性が減弱する 
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(図 3-14) 

a) 培養 7 日または 28 日目の海馬神経細胞を、抗 p62/SQSTM1 抗体(緑)と抗 MAP2 抗体(赤)で染色し

た。DAPI 染色像は核を示す(Merge、青)。右図は代表的な実験の MAP2 陽性神経細胞における p62 シグ

ナルの輝度およびその中央値を示す。培養 7 日目と比較して、培養 28 日目では p62 蛋白質量が顕著に増

加していた。スケールバー、40 μm。 

b) オートファジーフラックス解析の概説。 

c) 培養 7、14、21、28 日目の海馬神経細胞を溶媒または 10 nM bafilomycin A1(BafA)を含む培地で 4 時

間培養した後、細胞を固定して、(a)で示した方法で各条件での神経細胞あたりの p62 蛋白質量を評価し

た。BafA 処理により生ずる p62 フォーカスは培養日数が短いほど多く、培養日数の経過と共に減少し

た。スケールバー、20 μm。 

d) (c)の実験で得た顕微鏡画像において、神経細胞あたりの p62 シグナル輝度を定量し、溶媒処理細胞と

BafA 処理細胞のそれぞれにおけるシグナル輝度の相対値の平均を標準偏差と共に示した。独立した実験

を 3 回または 4 回行い、各実験では 55 ~ 148 神経細胞を解析の対象とした。 

(a)ではマン・ホイットニーU 検定、(d)では両側独立 t 検定をそれぞれ統計検定に用いた(*p < 0.05; **p < 

0.0001)。 

 
 

 

図 3-15. 初代培養海馬神経細胞で 20S プロテアソーム活性は時間依存的に亢進する 

培養 7 日目、14 日目、21 日目の海馬神経細胞を 20S プロテアソームの認識配列を含む SUC-LLVY-AMC ペ

プチドで 24 時間処理した。その後、切断により生じた蛍光発光性 AMC が発する蛍光の強度を 20S プロテアソー

ム活性としてマルチプレードリーダーを用いて測定を行った。培養 7 日目の活性を 1 とした時の相対値を標準偏

差と共にグラフに示した(n = 4)。また陽性対照実験として、Jurkat 細胞の細胞抽出液、また陰性対照実験として、

没食子酸エピガロカテキン(20S プロテアソーム阻害剤)の存在下で基質を反応させる実験を同時に行った。培養

7 日目と比較して、培養 14 日および 21 日目では 20S プロテアソーム活性が上昇していた。 
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3-3-5 AD 関連蛋白質毒性が初代培養神経細胞の長期培養誘導性細胞老化に及ぼす影響 
 マウス海⾺神経由来 HT-22 細胞株および AD 病モデルマウス(APP/PS1 トランスジェニッ
クマウス)において、4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinepropanesulphonic acid(EPPS)は Aβ 凝集体
またはオリゴマーと直接結合して、モノマーへと転換することで、Aβ に起因する細胞毒性
ならびに認知機能低下を軽減させることが知られている(Kim HY et al., 2015)。そこで、EPPS
処理が 3-3-4 項で観察された培養経過⽇数とともに崩壊する蛋⽩質恒常性を改善しうるか
について検討した。初代培養神経細胞に50 mMの濃度で EPPS を培養 4 ⽇⽬から培養 21 ⽇
⽬まで持続的に処理したところ、EPPS 処理細胞では時間依存的に増加する⾼分⼦ Aβ42 の量
が顕著に減少した(図 3-16a、n=3 (biological replicates))。さらに、EPPS 処理はそれら神経細
胞において、界⾯活性剤不溶性ユビキチン化蛋⽩質および不溶性全蛋⽩質の蓄積を抑制し
た(図 3-16b、n=7 (biological replicates))。これらの結果から、⻑期培養海⾺神経細胞において
も、EPPS 処理が蛋⽩質恒常性の破綻に対して抑⽌効果を有することが明らかとなった。興
味深いことに、持続的な EPPS 処理は、⻑期間培養を⾏った海⾺神経細胞で観察される SA-

β-gal 活性の上昇、p16 mRNA 発現量の増加、lamin B1 蛋⽩質の減少を効率よく抑制した(図
3-17a-c、n=3 or 4 (biological replicates))。これらの結果から、培養期間中に⽇々増⼤する Aβ

細胞毒性が初代培養海⾺神経細胞における細胞⽼化を引き起こす原因である可能性が考え
られた。 

 それらの因果関係をさらに詳細に解析するため、EGFP 蛋⽩質の C 末端側に P2A 配列
（D(V/I)EXNPGP:ピコルナウイルスに由来する配列で、細胞内で G（グリシン）と P（プ
ロリン）の間で切断される）を隔てて野⽣型ヒト APP(hAPP)、または家族性 AD 関連遺伝
⼦変異を有するその変異体(hAPP Swedish/Indiana 変異; hAPP Swe/Ind)(図 1-2b)発現するコ
ンストラクトを作製した。初代培養海⾺神経細胞にそれらをレンチウイルス感染により導
⼊し、⽬的蛋⽩質を安定的に過剰発現させ、細胞培養 7 ⽇⽬以降、各種細胞を溶媒または
50 mM EPPS を含む培地で培養を⾏った(図 3-18a)。陰性対照として、ウイルス感染を⾏な
っていない細胞と EGFP のみ過剰発現させた細胞でも同様の実験操作を⾏った。培養 14 ⽇
⽬に SA-β-gal 染⾊を⾏ったところ、溶媒処理条件下では、変異型 hAPP 過剰発現細胞での
み SA-β-gal 陽性神経細胞の出現頻度に上昇を認めた(図 3-18b、n=4 (biological replicates))。
重要なことに、EPPS 処理によってそれは消失した(図 3-18b、n=4 (biological replicates))。
また、培養 4 ⽇⽬に組換えヒト Aβ42 を培養液中に添加し、その後細胞を培地交換せずに 7

⽇間維持した場合においても、溶媒対照と⽐べて、SA-β-gal 陽性神経細胞数が増加してい
た(図 3-18c、n=4 (biological replicates))。さらに、Aβ42 に曝した海⾺神経細胞では p16 蛋⽩
質量が亢進していることが蛍光免疫染⾊の結果より明らかになった(図 3-18d、n=2 

(biological replicates))。したがって、⻑期培養で誘起される初代培養神経細胞の細胞⽼化
は、AD 蛋⽩質毒性ストレスを伴う蛋⽩質恒常性の破綻によって引き起こされると考えら
れる。 



 57 

 

図 3-16. アミロイド結合化合物 EPPS は長期培養神経細胞で蛋白質恒常性を改善する 

a) 培養 4 日目以降、溶媒または 50 mM の濃度の EPPS を含む培地で初代培養海馬神経細胞を維持した。

培養 21 日目にそれら細胞の全細胞抽出液を調製し、Aβ42をウエスタンブロッティングにより検出した。 

試料は 2 回の独立した初代培養系から得た。Actin はサンプル間の蛋白質量が一定であることを示すコン

トロール。EPPS 処理は培養日数の経過に伴う高分子 Aβ42(> 33 kDa)の増加を抑制した。 

b) 上述(a)の細胞から Triton X 不溶性画分を調製し、不溶性のユビキチン化蛋白質および全蛋白質量を、

それぞれウエスタンブロッティングと Commassie 染色により調べた。 可溶性 Actin は総蛋白質量が一定

であることのコントロール。EPPS 処理では不溶性(ユビキチン化)蛋白質が減少した。 

 

 

 

図 3-17. アミロイド結合低分子 EPPS は長期培養が誘導する細胞老化表現型を抑制する 
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(図 3-17) 

a) 初代培養海馬神経細胞を培養 4 日から 21 日目まで持続的に溶媒あるいは EPPS(25 または 50 mM)で

処理した。培養 21 日目に SA-β-gal 染色を行った。エラーバーは 3 回の独立した実験の標準偏差を示す 

(n ≥ 200 神経細胞/ 実験)。SA-β-gal 陽性神経細胞数は EPPS 処理濃度依存的に減少した。 

b)  実験(a)に示す条件で、溶媒または EPPS 存在下で維持した海馬神経細胞において、培養 7 日目およ

び 28 日目の p16 mRNA 量を定量 RT-PCR により検出した。結果は CypA mRNA 量で補正した相対値で

示した。エラーバーは独立した 4 回の実験の標準偏差を示す。EPPS 処理によって、長期培養で誘導され

る p16 発現上昇は消失した。 

c) EPPS 処理の lamin B1 減少に対する影響を調べるため、溶媒または EPPS を処理した培養 7 日目およ

び 21 日目の細胞を回収し、それらの全細胞抽出液を用いてウエスタンブロッティングを行った。Actin は

蛋白質量が一定であることのコントロール。下図には、三回の独立した実験の laminB1 相対量とその中央

値を示す。持続的に EPPS 処理をした長期培養神経細胞では lamin B1 量が増加傾向にあった。(a)では両

側一元配置分散分析、(b)では両側二元配置分散分析、(c)では両側独立 t 検定を統計検定に用いた(*p < 

0.04)。 

図 3-18. AD 関連蛋白質毒性は初代培養海馬神経細胞で早期老化を引き起こす 
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(図 3-18) 

a) ウイルス感染による異所的 hAPP 遺伝子導入、溶媒または EPPS(50 mM)で処理後の SA-β-gal 染色の

タイムテーブルを示した。 

b) 培養 14 日目の各細胞について、SA-β-gal 染色を行い、老化神経細胞の出現頻度を検討した。右のグラ

フは独立した４回の実験における SA-β-gal 陽性神経細胞の割合の平均値と標準偏差を示す。変異型

hAPP(Swe/Ind)の安定的過剰発現でのみ、SA-β-gal 陽性細胞数が増加し、それは EPPS 処理で消失し

た。 

c) 培養 7 日目から 14 日目まで溶媒または組換えヒト Aβ42蛋白質(0.5 μM)を含む培地で海馬神経細胞を

培養した後、SA-β-gal 染色を行った。矢頭は SA-β-gal 陽性神経細胞を示す。独立した４回の実験におけ

る SA-β-gal 陽性神経細胞の割合を平均値と標準偏差で棒グラフに示した。組換えヒト Aβ42蛋白質処理

は、SA-β-gal 陽性細胞数が増加する傾向が見られた。 

(図 3-18 続き) 

d) (c)と同じ条件で組換えヒト Aβ42蛋白質を処理した培養 14 日目の海馬神経細胞を、抗 p16 抗体(緑)と

抗 MAP2 抗体(Merge、赤)で染色した。DAPI 染色像は核を示す(Merge、青)。顕微鏡画像下に、代表的

な実験の MAP2 陽性神経細胞あたりの p16 シグナルの輝度およびその中央値をドットプロットで示し

た。組換えヒト Aβ42による処理は p16 蛋白質量を増加させた。スケールバー、20 μm。 

(b)では両側二元配置分散分析、(c)では両側独立 t 検定、また(d)ではマン・ホイットニーU 検定を統計

検定に用いた(****p < 0.0001)。 

 
3-4 蛋白質恒常性の改善と長期培養神経細胞における細胞老化表現型 
 mTOR 経路は、mRNA 翻訳およびオートファジーの制御を介して蛋⽩質恒常性の維持に
寄与しており、酵⺟からほ乳類に⾄るまで進化的に保存されている(Laplante M & Sabatini 
DM, 2012)。mTORC1 阻害剤であるラパマイシンの存在下にあるヒト線維芽細胞は、細胞
⽼化誘導に必要⼗分な変異型がん遺伝⼦ H-RAS G12V や DNA 損傷に晒された場合にあって
も、SA-β-gal 活性および SASP のような細胞⽼化関連表現型を⽰さないことが知られている 

(Kolesnichenko M et al., 2012; Herranz N et al., 2015；Laberge RM et al., 2015; Wang R et al., 

2017)。ここでは、初代培養海⾺神経細胞の⻑期培養時に、mTOR 経路の抑制が細胞に及ぼ
す影響について調べた。 
 
3-4-1 mTOR経路阻害が長期培養神経細胞与える効果の検討 
 mTOR 経路が終末分化した神経細胞の細胞⽼化に寄与するかを検討するため、ラパマイ
シン存在下でそれら細胞の培養を⾏った。培養 4 ⽇⽬から 10 nM または 100 nM の濃度のラ
パマイシンで海⾺神経細胞を 10 ⽇間処理したところ、mTORC1 の標的蛋⽩質である 4E-BP1

の 36 番⽬および 45 番⽬のスレオニン残基(ヒトにおける 37 番⽬と 46 番⽬スレオニン残基
に相当)のリン酸化が顕著に減弱したことから、ラパマイシン処理によって mTOR 経路が効
率良く阻害されていることが⽰唆された(図 3-19a、n=2 (biological replicates))。興味深いこと
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に、培養⽇数の経過に伴い増加する SA-β-gal 陽性神経細胞の出現頻度は、培養 14 ⽇、21 ⽇
ならびに 28 ⽇⽬の全時点で、持続的なラパマイシン処理によって顕著に低下した(図 3-19b、
n=3 (biological replicates))。さらに、ラパマイシン存在下では、⻑期培養神経細胞で観察され
た p16 発現上昇、Cxcl1 mRNA 発現上昇、lamin B1 蛋⽩質減少といった古典的細胞⽼化表現
型が抑制されたのみならず(図 3-19c-f、n=3 or 6 (biological replicates))、⽼化脳で特徴的な核
内局在性 REST の蓄積も軽減した(図 3-19g、n=3 (biological replicates))。これらの結果は、海
⾺神経細胞における⻑期培養誘導性細胞⽼化が、mTOR 経路の阻害によって遅延可能であ
ることを⽰している。以上から、報告されているさまざまな実験モデル⽣物における個体の
寿命延⻑効果と⼀致して(Johnson SC et al., 2013)、ラパマイシンの抗細胞⽼化作⽤が終末分
化した神経細胞においても強く⽰唆された。 

図 3-19. 持続的な mTOR 経路阻害は長期培養時に観察される神経細胞老化を抑制する 
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(図 3-19) 

a) 初代培養海馬神経細胞にラパマイシンを 10 nM または 100 nM の濃度で培養 4 日目から 14 日目まで

持続的に処理した。対照実験として、培地交換のみ(培地)、または溶媒処理を同期間行った細胞を用意し

た。各条件の培養 14 日目の神経細胞を回収し、全細胞抽出液を調製し、S6(S2235/236)とリン酸化 4E-

BP1(T36/45)の量をウエスタンブロッティングにて調べた。Actin と Coomassie 染色は蛋白質量が一定で

あることのコントロール。星印は非特異的シグナル。10 nM および 100 nM のラパマイシンは十分に

mTOR 経路を阻害した。 

b) 培養 4 日から持続的にラパマイシン処理(100 nM)を行い、14、21 および 28 日の時点で SA-β-gal 染

色を行った(n ≥ 200 神経細胞/ 実験)。各時点において、SA-β-gal 陽性神経細胞数はラパマイシン処理に

より顕著に減少した。 

c) 上述(b)の実験同様にラパマイシンで処理した初代培養海馬神経細胞において、p16 の遺伝子発現量を

定量 RT-PCR により調べ、CypA mRNA 量で補正した相対値で示した。持続的なラパマイシン処理は長期

培養による p16 遺伝子発現上昇を抑制した。 

d) 溶媒または 100 nM ラパマイシン存在下で培養を行った培養 28 日目の海馬神経細胞において、p16 蛋

白質(赤)および NeuN(緑)それぞれに対する特異的抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。顕微鏡画像下

に、代表的な実験の NeuN 陽性神経細胞あたりの p16 シグナルの輝度およびその中央値をドットプロッ

トで示した。p16 蛋白質量は持続的ラパマイシン処理により減少した。スケールバー、40 μm。 

e) 上述の(c)で示した実験と同様の条件で、Cxcl1 mRNA 量を定量 RT-PCR により調べ、CypA mRNA 量

で補正した相対値で示した。ラパマイシン処理により、長期培養で観察される Cxcl1 の発現上昇は消失し

た。 

f) ラパマイシンの lamin B1 減少に対する影響を調べるため、溶媒または 100 nM ラパマイシンを処理し

た培養 7 日目および 21 日目の海馬神経細胞を回収し、ウエスタンブロッティングを行った。Actin は蛋白

質量が一定であることのコントロール。持続的なラパマイシン処理は、検討を行ったいずれの時点におい

ても lamin B1 蛋白質量を増加させた。 

g) 持続的にラパマイシンで処理した(100 nM、培養 4 日目 ~)海馬神経細胞を抗 REST 抗体(緑)および抗

MAP2 抗体(赤)で染色した。顕微鏡画像右には、代表的な実験の神経細胞あたりの核内 REST シグナルの

輝度およびその中央値をドットプロットで示した。長期培養による核内局在 REST 蛋白質の増加は持続的

ラパマイシン処理により減弱した。スケールバー、15 μm。 

エラーバーは 3 回以上の独立した実験結果の標準偏差を示す。 

(b)では両側一元配置分散分析、(c)、(e)-(g)では両側二元配置分散分析、また(d)ではマン・ホイットニ

ーU 検定を統計検定に用いた(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001)。 
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3-4-2 mTOR経路阻害によるオートファジー活性化と蛋白質恒常性の解析 
 ラパマイシンはオートファジーを活性化することで、ヒトやマウス⾻格筋幹細胞の細胞
⽼化を抑制することが知られている(Garcia-Prat L et al., 2016)。培養 21 ⽇⽬にオートファジ
ーフラックス解析を⾏ったところ、ラパマイシン処理した海⾺神経細胞では、未処理の細胞
と⽐較して、より顕著に BafA 誘導性 p62 および LC3 が認められる傾向にあった(図 3-20a,  

b、n=6, 3 (biological replicates))。また、定常状態の p62 蛋⽩質量がラパマイシン処理細胞で
再現性良く減少していた(図 3-20a, BafA 未処理: 溶媒)。これは、ラパマイシン処理を介し
て増強されたオートファジーが基質となる標的蛋⽩質をより多く分解したためであると考
えられる(Mizushima N et al., 2010)。続いて、ラパマイシン処理が、培養⽇数依存的な蛋⽩質
ストレスを軽減する可能性について、界⾯活性剤不溶性画分に含まれるユビキチン鎖に対
するウエスタンブロッティング、または Aβ に対する蛍光免疫染⾊により検討した。継続的
に 100 nM ラパマイシンに晒された⻑期培養海⾺神経細胞では、不溶性ユビキチン化蛋⽩質
ならびに Aβ 様凝集体の蓄積は著しく阻害された(図 3-21a, b、n=5, 4 (biological replicates))。
これらの結果は、ラパマイシン処理がオートファジーの活性化を誘導して、初代培養海⾺神
経細胞における蛋⽩質恒常性の保持に部分的に貢献しており、⻑期培養で誘導される細胞
⽼化の回避を促すという仮説を⽀持する。 

 

 
図 3-20. 持続的な mTOR 経路阻害は初代培養海馬神経細胞のオートファジーを増強する 
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(図 3-20) 

a), b) 培養 4 日目から溶媒あるいはラパマイシン(ラパ, 100 nM)を含む培地で海馬神経細胞の培養を行っ

た。培養 21 日目にさらに溶媒または BafA(10 nM, 4 h)で処理した。各細胞におけるオートファジーフラ

ックスについて、p62(緑)および MAP2(赤)に対する特異的抗体を用いた染色(a)、または全細胞抽出液を

用いたウェスタンブロッティングによる LC3 A/B の検出(b)によって検討を行った。各条件における p62

および LC3-II の蛋白質量の定量結果について、それぞれ 6 回(64 ~ 166 神経細胞/ 実験)と 3 回の独立し

た実験の平均値と標準偏差で中央のグラフで示した。BafA 処理・未処理細胞間の p62 および LC3 A/B-II

蛋白質の量的変化率(すなわち、Δp62 および ΔLC3 A/B-II)をオートファジーフラックスの指標とし、右側

にそれぞれの対応するドットプロットを中央値と共に示した。持続的なラパマイシン処理は初代培養海馬

神経細胞におけるオートファジーフラックスを増強する傾向にあった。スケールバー 20 μm。両側二元

配置分散分析(中央図)、または両側独立 t 検定(右図)を統計検定に用いた(*p < 0.02; **p < 0.006; ***p < 

0.0005)。 

 

 

図 3-21. 海馬神経細胞の長期培養時、ラパマイシンまたは翻訳阻害剤はその蛋白質恒常性を向上させる 

a) 培養 4 日目から持続的にラパマイシンまたは CHX を 100 nM の濃度で処理した初代培養海馬神経細胞

を培養 7 日または 21 日各時点で回収して、Triton X による細胞抽出液の分画を行った後、不溶性ユビキ

チン化蛋白質と全不溶性蛋白質量について、それぞれウエスタンブロッティングおよび Coomassie 染色

により検討を行った。ラパマイシンと CHX 処理では、対照群である溶媒処理と比較して、不溶性(ユビキ

チン化)蛋白質が減少した。 

b) 上述(a)と同条件でラパマイシンを処理した海馬神経細胞では、長期培養時に観察されるチオフラビン

S(Thio-S)結合性アミロイド凝集体蓄積が軽減された(緑)。神経細胞は抗 MAP2 抗体(赤)で染色して検出

した。各実験において代表的な蛍光顕微鏡写真を示した。スケールバー、40 μm。 
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3-4-3 蛋白質翻訳阻害が長期培養神経細胞にもたらす影響の解析 

 mTORC1 は、成⻑因⼦、栄養、酸化還元状態などの細胞内外環境を感知し、翻訳開始に
関与する 4E-BP1 および p70S6 キナーゼのリン酸化を通じて、蛋⽩質合成の制御を⾏って
いる(Laplante M & Sabatini DM, 2012)。ラパマイシン、またはそれら翻訳開始因⼦の遺伝⼦
変異やノックアウトによる新規蛋⽩質合成の制約は、蛋⽩質凝集体の供給源となる蛋⽩質
を減少させることで蛋⽩質ストレスを軽減し、個体の寿命延⻑に寄与すると考えられてい
る(Sherman MY & Qian SB, 2013; Johnson SC et al., 2013)。そこで、ラパマイシンの⻑期培養
誘導性神経細胞⽼化に対する抑⽌効果と mRNA 翻訳の関係をより詳細に検討した。培養
14 ⽇⽬において、メチオニンアナログである L-ホモプロパルギルグリシン
(homopropagylglycine; HPG)の取り込みを指標に新規蛋⽩質合成について調べると、ラパマ
イシン処理は mRNA 翻訳をおよそ 80%抑制することが明らかとなった(図 3-22a、n=3 

(biological replicates))。重要なことに、翻訳伸⻑反応阻害剤であるシクロへキシミド
(cycloheximide; CHX)を⽤いて、海⾺神経細胞の mRNA 翻訳を持続的かつラパマイシンと
同程度に制限した場合に(図 3-22a、n=3 (biological replicates))、⻑期間培養に伴う不溶性ユ
ビキチン化蛋⽩質ならびに Aβ 様凝集体の蓄積が顕著に抑えられた(図 3-21a, 22b、n=5, 11 

(biological replicates))。以上の結果から、ラパマイシンで処理した海⾺神経細胞において、
新規蛋⽩質合成の抑制が⻑期培養誘導性の蛋⽩質ストレス軽減に寄与していることを⽰唆
する。 

 次に、mRNA 翻訳阻害が海⾺神経細胞の⻑期培養誘導性細胞⽼化にもたらす影響につい
て検討した。50 nM または 100 nM のシクロへキシミド存在下で培養を⾏った海⾺神経細
胞では、少なくとも培養 28 ⽇⽬までは SA-β-gal 陽性神経細胞が観察されなかった(図 3-

23a、n=3 (biological replicates))。ピューロマイシンはアミノアシル tRNA の 3'末端部分と類
似の構造を有するため、リボソームの P 部位に結合しているペプチジル tRNA に作⽤し
て、翻訳途中にあるペプチド鎖のリボソームからの遊離を引き起こす。100 ng/mL のピュ
ーロマイシン存在下で維持した海⾺神経細胞で、培養 21 ⽇⽬の SA-β-gal 陽性細胞数を評
価すると、統計学的有意差は得られなかったが、その頻度が溶媒処理細胞に⽐べておよそ
30%減少した(図 3-23b、n=4 (biological replicates))。さらに他の細胞⽼化表現型について、
CHX 処理を継続的に施した海⾺神経細胞では、⻑期培養に伴う p16 蛋⽩質増加、
SASP(Cxcl1 mRNA)および lamin B1 蛋⽩質減少が認められなかった(図 3-23c-e、n=3 or 5 

(biological replicates))。また、培養⽇数依存的に核内局在を⽰す REST 蛋⽩質の増加も
CHX 処理によって部分的に軽減した(図 3-23f、n=3 (biological replicates))。以上の結果か
ら、海⾺神経細胞の⻑期培養誘導性細胞⽼化は部分的な mRNA 翻訳阻害によって抑制可能
であることが⽰された。したがって、ラパマイシンが⻑期培養海⾺神経細胞に与える影
響、すなわち蛋⽩質恒常性の向上および細胞⽼化様の現象の抑制には、オートファジーの
活性化と翻訳阻害の両⽅が寄与している可能性が⽰唆された。 
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図 3-22. 持続的な mTOR 経路阻害は初代培養海馬神経細胞の全般的な翻訳を抑制する 

a) 初代培養海馬神経細胞を培養 4 日目から 14 日目まで継続してラパマイシンで処理をした後、50 μM の

L-ホモプロパルギルグリシン(HPG)存在下で新規合成蛋白質を 30 分間標識した(蛍光写真、緑)。翻訳阻

害剤シクロヘキシミド(CHX)を処理した細胞と同様に、ラパマイシンで処理した細胞では一定時間内に新

規に合成される蛋白質量が減少した。3 回の独立した実験結果の平均値と標準偏差を右グラフに示した。

スケールバー、20 μm。両側一元配置分散分析を統計検定に用いた(*p < 0.02)。 

b) 持続的に溶媒または 100 nM CHX で処理した海馬神経細胞では、Thio-S で検出されるアミロイド凝集

体が減少した(緑)。神経細胞は抗 MAP2 抗体(赤)で染色して検出した。各実験において代表的な蛍光顕

微鏡写真を示した。スケールバー、40 μm。 
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図 3-23. 持続的な翻訳抑制は長期培養が誘起する神経細胞老化を抑制する 

a) 初代培養海馬神経細胞に対して、培養 4 日から持続的にシクロヘキシミド(CHX)処理を行い、14、21

および 28 日の時点で SA-β-gal 染色を行った。右グラフは 3 回の独立した実験結果の平均値を標準偏差

と共に示す(n > 200 神経細胞/ 実験)。各時点において、SA-β-gal 陽性神経細胞数は CHX 処理により顕

著に減少した。 
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（図 3-23 続き） 

b) 培養 4 日目から 21 日目まで、100 ng/mL の濃度でピューロマイシン(puromycin; Puro)を処理した海

馬神経細胞における SA-β-gal 染色の結果を示した。CHX 処理と一致して、ピューロマイシン処理で SA-

β-gal 陽性神経細胞の数が顕著に減少した。3 回の独立した実験の平均値と標準偏差を右グラフに示した 

(n > 200 神経細胞/ 実験)。 

c) 培養 4 日目から海馬神経細胞に溶媒, 100 nM ラパマイシン(ラパ), あるいは 100 nM CHX で処理し、

培養 28 日目で細胞を固定した後、p16(赤)および NeuN(緑)に対する特異的抗体を用いて蛍光免疫染色を

行った。代表的な実験の各条件での神経細胞あたりの p16 シグナル輝度値を中央値と共にドットブロット

で示した。スケールバー40 μm。 

d) (c)と同様に持続的に溶媒または CHX で処理した海馬神経細胞から全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR に

よる Cxcl1 遺伝子の発現量の解析を行った。CypA mRNA 量で補正した Cxcl1 mRNA 量を相対値につい

て、3 回の独立した実験の平均値と標準偏差で示した。CHX 処理によって培養日数依存的な Cxcl1 発現上

昇が抑制された。 

e)(c)と同様に CHX 存在下で培養した初代培養海馬神経細胞で、ウエスタンブロッティングより lamin B1

の経日変化を検討した。Actin は蛋白質量が一定であることのコントロール。長期培養に伴う lamin B1 蛋

白質の減少は、持続的な CHX 処理によって阻害された。 

f) 上述(c)にあるように持続的に CHX で処理した海馬神経細胞を抗 REST 抗体(緑)および抗 MAP2 抗体

(赤)で染色した。顕微鏡画像右には、代表的な実験の神経細胞あたりの核内局在を示す REST 蛋白質のシ

グナル輝度およびその中央値をドットプロットで示した。長期培養による核内局在 REST 蛋白質の増加は

持続的 CHX 処理により減弱した。スケールバー、20 μm。 

(a)と(c)では両側一元配置分散分析、(b)では両側独立 t 検定、また(d)と(f)では両側二元配置分散分析

を統計検定に用いた(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001)。 
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3-5 長期培養ラット大脳皮質神経細胞における細胞老化の検討 
 ヒト線維芽細胞は、試験管内繰り返し培養によって、そのテロメアが閾値以下の⻑さまで
達することで複製⽼化に⾄る。しかし、その細胞が由来する組織の部位によって、培養時に
曝されるストレスに対する感受性に差異を認め、その違いがそれら細胞間における細胞応
答の異質性に帰結することが古くから知られている。たとえば、ヒト包⽪に由来する BJ 細
胞の複製⽼化は、テロメア短⼩化に付随して起こる DDR と p53-p21 経路の活性化に完全に
依存する。⼀⽅で、ヒト肺に由来する WI-38 細胞や IMR90 細胞は、BJ 細胞と⽐較して、酸
化ストレスなどの培養ストレス感受性が⾼く、テロメア短⼩化で活性化される p53-p21 経路
のほか、p16 の発現上昇に依存して⽼化することが分かっている（Itahana K et al., 2004）。そ
こで以下では、これまでにラット胎児脳海⾺神経細胞を⻑期間培養した際に観察された細
胞⽼化関連表現型および加齢性変化が、⻑期培養後のラット胎児脳⼤脳⽪質神経細胞にお
いて観察されるか検討を⾏った。 
 
 まず、3-2-1 項と同様に⾼純度の⼤脳⽪質神経細胞を⻑期間培養する⽬的で、培養 2 ⽇⽬
から 2.5 μM の濃度で AraC 処理を 36 時間施し、その後、AraC を含まない培地交換で培養
28 ⽬まで細胞を維持した(図 3-24a、n=3 (biological replicates))。培養 14 ⽇および 28 ⽇⽬に
細胞を固定し、神経細胞マーカーNeuN に対する特異的な抗体を⽤いて、初代培養細胞集団
中に存在する⼤脳⽪質神経細胞の割合を調べた。その結果、神経細胞(NeuN 陽性) の割合の
平均はそれぞれ培養 7 ⽇で平均 97.2%、培養 28 ⽇で平均 90.1%であり(図 3-24b、n=3 (biological 

replicates))、少なくとも培養 28 ⽇⽬までは⽐較的⾼純度の⼤脳⽪質神経細胞が維持された。
したがって、以降の⼤脳⽪質神経細胞の⻑期間培養では、培養 2 ⽇⽬から 36 時間、2.5 μM

の濃度で AraC 処理することとした。 

 次に、⻑期間培養した⼤脳⽪質神経細胞が、上述の⻑期培養海⾺神経細胞と同様に、細胞
⽼化表現型および脳⽼化表現型を呈するかについて検討を⾏った。培養 10 ⽇、14 ⽇、21 ⽇、
28 ⽇⽬の⼤脳⽪質神経細胞において、SA-β-gal 活性陽性細胞数の経⽇変化を調べたところ、
その出現頻度が時間依存的に顕著に増加した(図 3-24c、n=3 (biological replicates))。さらに、
SA-β-gal 活性以外の古典的細胞⽼化マーカーについて、関連遺伝⼦群の mRNA 量を定量 RT-

PCR により測定した。ここでは試料として、培養 14 ⽇⽬と 28 ⽇⽬の⼤脳⽪質神経細胞か
ら調製した全 RNA を鋳型に合成した cDNA を⽤いた。培養 28 ⽇⽬の⼤脳⽪質神経細胞で
は、培養 14 ⽇⽬の細胞と⽐較して、p16 および⼀部の SASP 関連遺伝⼦(Cxcl1, Igfbp2, Igfbp4)
の発現上昇傾向を認め、さらに lamin B1 遺伝⼦の発現が半分程度に減少していた(図 3-24d、
n=4-6 (biological replicates))。この実験では、p16 および LaminB1 の発現変化は統計学的有意
差を得たが、SASP 関連遺伝⼦はいずれも有意差は得られなかった(図 3-24d)。また、それら
細胞を Cxcl1 特異的な抗体で染⾊したところ、Cxcl1 は⻑期培養により蛋⽩質レベルでも増
加することが明らかとなった(図 3-24e、n=2 (biological replicates))。また、蛍光免疫染⾊法を
⽤いて REST 蛋⽩質の細胞内局在を調べると、培養 28 ⽇⽬にある⼤脳⽪質神経細胞では、
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14 ⽇培養時点の同細胞と⽐較して、核内に局在する REST 蛋⽩質量が優位に増加している
ことがわかった(図 3-24f、n=2 (biological replicates))(Piechota M et al., 2016)。培養 28 ⽇では、
培養 14 ⽇と⽐較した際、界⾯活性剤不溶性(ユビキチン化)蛋⽩質量が顕著に増⼤していた
ことから、⼤脳⽪質神経細胞においても⻑期培養による蛋⽩質恒常性の破綻が⽰唆された
(図 3-25a、n=3 (biological replicates))。以上の結果より、初代培養神経細胞は、その由来に依
らず、28 ⽇間に及ぶ⻑期間培養を経て、蛋⽩質恒常性破綻および REST 蛋⽩質の局在変化
という⽣体脳で実際に⽣じる加齢性変化に加え、古典的細胞⽼化表現型を呈することが判
明した。 

図 3-24. 長期培養を行った初代培養大脳皮質神経細胞は胞老化表現型ならびに老化脳様の加齢性変化を呈

する 
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（図 3-24） 

a) 初代培養ラット胎児大脳皮質神経細胞の長期間培養スケジュール。 

b) 培養 14 および 28 日目における大脳皮質神経細胞を抗 NeuN 抗体で染色し、NeuN 陽性細胞(神経細

胞)の割合を調べた。独立した 3 回の実験結果の平均値を標準誤差と共に棒グラフに示した(n = 209 ~ 

684 細胞/ 実験)。培養 28 日目まで大脳皮質神経細胞は全細胞中の平均 90%以上の割合を占めた。 

c) 培養 10、14、21 および 28 日目の大脳皮質神経細胞を固定し、SA-β-gal 染色を行った。培養 14 日と

28 日目時点の代表的な顕微鏡写真を示した。3 回以上の独立した実験の平均値と標準偏差を示した (n ≥ 

200 神経細胞/ 実験)。大脳皮質神経細胞の長期培養で、培養日数の経過に伴う SA-β-gal 陽性細胞の増加

を観察した。 

d) 培養 14 日および 28 日目の大脳皮質神経細胞から全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法を用いて細胞老

化マーカー遺伝子の発現量を定量した。各遺伝子の発現量は CypA の mRNA 量を用いて標準化を行っ

た。3 回以上の独立した実験の平均値と標準偏差で棒グラフに示した。長期培養大脳皮質神経細胞は、海

馬神経のそれと類似の細胞老化関連遺伝子の発現変化を示した。 

e), f) 培養 14 日および 28 日目の大脳皮質神経細胞について、Cxcl1(赤)と NeuN(緑)(e)または、

REST(緑)と MAP2(赤)(f)それぞれに対する特異的抗体を用いて染色を行った。核は DAPI 染色により検

出した(青)。それぞれの培養時点において、代表的な NeuN または MAP2 陽性神経細胞(白い四角で包

囲)の拡大図をそれぞれの写真の下に示した。代表的な実験について、Cxcl1 または核内に局在する REST

蛋白質の定量結果を中央値とともにドットプロットで示した。スケールバー 20 μm。Cxcl1 蛋白質の増加

および核内 REST 蛋白質の蓄積が長期培養大脳皮質神経細胞で観察された。 

(c)では両側一元配置分散分析、(d)では両側独立 t 検定、(e)、(f)ではマン・ホイットニーU 検定を統計

処理に用いた(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p ≤ 0.002; ****p < 0.0001)。 

 

 さて、前述の海⾺神経細胞を⽤いた実験では、持続的なラパマイシン処理が、⻑期間培養
で誘発される蛋⽩質恒常性破綻ならびに細胞⽼化表現型を抑制した(図 3-19-21)。そこで、
そのようなラパマイシン処理の効果が、⼤脳⽪質神経細胞においても同様に得られるかに
ついて検討した。まず、溶媒またはラパマイシンを処理したそれら細胞から全細胞抽出液を
調製して、リン酸化 S6 およびリン酸化 4E-BP1 に対するウエスタンブロッティングによる
mTOR 経路阻害効率の評価を⾏った。その結果、100 nM の濃度のラパマイシン処理で両蛋
⽩質のリン酸化レベルが顕著に減少しており、mTOR 経路がラパマイシン処理によって⼗
分に阻害されたことを確認した(図 3-25b、n=2 (biological replicates))。予想通り、持続的にラ
パマイシンで処理した⼤脳⽪質神経細胞では時間依存的な不溶性(ユビキチン化)蛋⽩質量
の蓄積が抑えられており(図 3-25a、n=3 (biological replicates))、また、それら細胞では溶媒対
照と⽐べて、新規に合成される蛋⽩質量が減少していた(図 3-25c、n=3 (biological replicates))。
これらの結果は、ラパマイシン処理が mRNA 翻訳効率の低下を介して蛋⽩質恒常性の破綻
を抑⽌しうるという、海⾺神経細胞において観測された結果と⼀致する。さらに、ラパマイ
シン存在下で培養した⼤脳⽪質神経細胞では、⻑期培養誘発性の細胞⽼化関連表現型、すな
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わち SA-β-gal 活性や、p16 および SASP 関連遺伝⼦ Cxcl1 の発現上昇が認められず(図 3-26a-

c、n=4-8 (biological replicates))、培養 28 ⽬時点における核内局在性 REST 蛋⽩質量の明瞭な
減少が観察された(図 3-26d、n=2 (biological replicates))。したがって、初代培養神経細胞が⻑
期培養により細胞⽼化様の状態に⾄る共通分⼦基盤として、蛋⽩質恒常性の破綻が重要で
あると考えられ、また mTOR 経路を介したその制御が神経細胞の細胞運命決定に寄与する
可能性が⽰唆された。 

 

 
図 3-25. ラパマイシン処理は大脳皮質神経細胞における長期間培養誘発性の蛋白質恒常性破綻を抑制する 

a) 培養 4 日目から溶媒または 100 nM の濃度のラパマイシン(ラパ)の存在下で、初代培養大脳皮質神経

細胞を維持した。14 日および 28 日各時点における Triton X 不溶性ユビキチン化蛋白質と全不溶性蛋白質

の量的変化をそれぞれウエスタンブロッティングと Coomassie 染色により検討した。可溶性画分の Actin

を内部標準として示した。ラパマイシンで処理した細胞では、溶媒処理細胞と比較して、不溶性(ユビキ

チン化)蛋白質が減少した。 

b) 初代培養大脳皮質神経細胞にラパマイシンを 100 nM の濃度で培養 4 日目から 14 日目まで持続的に処

理した。対照実験として、培地交換のみ(培地)、または溶媒処理を同期間行った細胞を用意した。培養

14 日目に各細胞を回収し、全細胞抽出液を調製し、リン酸化 S6(S2235/236)およびリン酸化 4E-BP1 

(T36/45)の量をウエスタンブロッティングにて評価した。Actin と Coomassie 染色は蛋白質量が一定であ

ることのコントロール。星印は非特異的シグナル。100 nM のラパマイシンは十分に mTOR 経路を阻害

した。 

c) 上述 a) 同様にラパマイシンを処理した大脳皮質神経細胞で、新規合成蛋白質をメチオニンアナログ

HPG で 30 分間標識した(蛍光写真、緑)。3 回の独立した実験の平均値と標準偏差を棒グラフで示した 

(n = 82 ~127/ 実験)。スケールバー 20 μm。持続的ラパマイシン処理が蛋白質翻訳を顕著に抑制するこ

とがわかった。統計検定は両側独立 t 検定を用いた(*p = 0.032)。 
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図 3-26. 持続的にラパマイシン処理は大脳皮質神経細胞における長期培養誘導性の細胞老化を抑制する 

a) 培養 4 日から持続的にラパマイシン処理(100 nM、ラパ+)を行った初代培養大脳皮質神経細胞を用い

て、培養 14 日または 28 日の時点で SA-β-gal 染色を行った。対照実験として、溶媒(ラパ-)で同期間処

理した細胞を用意した。エラーバーは 4 回の独立した実験の標準偏差を示す(n ≥ 200 神経細胞/ 実験)。

ラパマイシン処理は長期培養による SA-β-gal 陽性神経細胞の出現を抑制した。 

b), c) 上述(a)の実験同様にラパマイシンで処理した大脳皮質神経細胞において、p16(b)および Cxcl1(c)

の遺伝子発現量を定量 RT-PCR により調べ、CypA mRNA 量で補正した相対値を示した。図はそれぞれ 8

回(p16)または 6 回(Cxcl1)の独立した実験の平均値と標準偏差で示した。ラパマイシン処理により、長

期培養に伴う p16 および Cxcl1 の発現上昇は消失した。 

d) 上述(a)の実験同様に処理した培養 28 日目の大脳皮質神経細胞で、核内局在を示す REST 蛋白質量 

(左図,緑)について蛍光免疫染色により検討した。神経細胞は抗 MAP2 抗体で染色し(左図,赤)、核は

DAPI 染色で検出した(左図,青)。2 回の独立した実験のうち、代表的な結果について、神経細胞あたりの

核内 REST 蛋白質シグナル輝度(任意単位)をドットブロットで中央値と示した。スケールバー 20 μm。

ラパマイシン処理は、長期培養大脳皮質神経細胞で、核内に局在する REST 蛋白質の蓄積を抑制した。 

(a)では両側二元配置分散分析、(b)および(c)では両側一元配置分散分析、また(d)ではマン・ホイットニ

ーU 検定をそれぞれ統計検定に用いた(*p < 0.05; **p < 0.03; ***p < 0.002; ****p < 0.0001)。 
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3-6 長期培養神経細胞が細胞老化に至る生理学的意義の検証 
 細胞⽼化はさまざまなストレスに抵抗性を獲得することが知られていることから(Childs 

BG et al., 2014)、神経細胞の保護に寄与していることが予想された。ここでは、⻑期培養神
経細胞とストレス感受性について検討した。 
 
 まず、培養 7 ⽇⽬および培養 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞を、DNA 損傷(エトポシド、カンプ
トテシン、ならびに紫外線)、酸化ストレス(過酸化⽔素⽔)、または蛋⽩質毒性ストレス (プ
ロテアソーム阻害剤 MG132 および⼩胞体カルシウム枯渇剤タプシガルギン)に 24 時間曝し
た後(紫外線は⼀定線量照射してから 48 時間後)、細胞⽣存率の測定を⾏った (図 3-27a)。
興味深いことに、⽤いた全てのストレス種において、培養 28 ⽇⽬の海⾺神経細胞は、培養
7 ⽇⽬の細胞と⽐べて、ストレス処理後の細胞⽣存率が顕著に⾼く、ストレス抵抗性を⽰し
た(図 3-27b-g、n=3 or 4 (biological replicates))。さらに、エトポシドあるいは過酸化⽔素⽔処
理に関して、核の断⽚化および凝縮といったアポトーシスに特徴的な核の形態変化につい
て DAPI 染⾊で調べたところ、培養 7 ⽇⽬の細胞では、ストレス処理によってそれら核形態
変化が⾮常に⾼頻度に観察されたが、培養 28 ⽇⽬ではほとんど観察されなかった(図 3-28a-

c、n=3 (biological replicates))。これらの結果から、⻑期培養を⾏った神経細胞は、⽼化した
ヒト線維芽細胞と同様に、アポトーシス抵抗性を獲得していることが⽰唆された。 
 抗アポトーシス蛋⽩質である BCL-2 の発現亢進は、⽼化したヒト線維芽細胞の⽣存なら
びにストレス抵抗性に重要であることが知られているため(Ryu SJ et al., 2007; Sanders YY et 

al., 2013; Childs BG et al., 2014)、その可能性を検証した。Bcl-2 に対する蛍光免疫染⾊を⾏っ
たところ、培養 28 ⽇⽬の⻑期培養海⾺神経細胞における Bcl-2 の蛋⽩質量は、培養 7 ⽇⽬
に⽐べて明らかに増加していた(図 3-28d、n=3 (biological replicates))。また、アポトーシス実
⾏因⼦であるエフェクターカスパーゼ、Casp3 の mRNA 発現量は、それら細胞の培養⽇数
とは無関係にストレス処理後の時間依存的に増⼤したが、⻑期培養神経細胞におけるそれ
は、培養 7 ⽇⽬のストレス未処理細胞（培養 7 ⽇, 0h）の mRNA 量を下回るか、またはそ
れと同程度であった(図 3-28e, f、n=4 (biological replicates))。アポトーシス促進因⼦である
Puma(p53-upregulated modulator of apoptosis)についても、上述の実験結果と類似の結果が得
られた(図 3-29a,b)。⽣理的に⽼化した脳では、核内に蓄積した REST が Puma の発現を転写
レベルで抑制していることから(Lu T et al., 2014)、初代培養神経細胞においても、経⽇的な
REST の細胞内局在変化が Puma 発現制御に寄与していると考えられた。この可能性は、培
養 28 ⽇⽬の神経細胞では、他の REST 標的因⼦であるアポトーシス促進因⼦ Bax と Bid の
遺伝⼦発現レベルが、培養 7 ⽇⽬に対しておよそ 3 割から 5 割減弱していた結果からも⽀
持される(図 3-29c-f、n=3 (biological replicates))。次に、本研究で評価したアポトーシス関連
遺伝⼦のうち、ストレス処理でもたらされた発現増強が最も顕著であった Puma について、
ノックダウン実験を⾏い(図 3-30a, b、n=3 (biological replicates))、培養 7 ⽇⽬の海⾺神経細胞
におけるアポトーシスに果たす役割を検証した。Puma ノックダウンによって、確かにエト
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ポシドまたは過酸化⽔素⽔処理によって誘発されるアポトーシスが完全に消失した(図 3-

30c、n=4 (biological replicates))。最後に、これまでに観察された培養⽇数依存的なアポトー
シス関連因⼦の挙動変化と、それに随伴して起こるストレス抵抗性の獲得について、それら
の普遍性を検討した。培養 28 ⽇⽬の⼤脳⽪質神経細胞では、培養 14 ⽇⽬と⽐較して Bcl-2

蛋⽩質が蓄積していること(図 3-31a、n=2 (biological replicates))、ならびにエトポシド処理に
対する感受性の軽減が認められた(図 3-31b, c、n=4 (biological replicates))。したがって、初代
培養神経細胞では、培養⽇数の経過と共にアポトーシス関連因⼦の発現がダイナミックに
変化しており、⻑期間培養によって誘発される細胞⽼化様現象に付随してアポトーシス耐
性が賦与されることが明らかとなった。その際、⽣理的に⽼化したヒト脳における報告同様
に(Lu T et al., 2014)、核内に蓄積した REST が⽼化様神経細胞のストレス抵抗性に寄与して
いる可能性が⾼い(図 3-4, 図 3-24e)。 
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図 3-27. 長期培養による細胞老化は海馬神経細胞にストレス抵抗性を賦与する 

a) ストレス感受性評価のタイムテーブルを示した(UV 感受性評価(d)は、培養 7 日目および 28 日目にあ

る海馬細胞に UV を照射して 48 時間後に細胞生存率を検討した)。それぞれの培養日時点において、スト

レス未処理条件(UV、0 mJ/cm2; その他ストレス、0 μM)における細胞の生存率を 100%とした。 

b)-g) 各種ストレスで培養 7 日および 28 日目海馬神経細胞を 24 時間処理し、培養 8 日および 29 日目で

細胞生存率を CellTiterGlo-kit を用いて測定した。UV 照射では、細胞生存率は培養 9 日目と 30 日目に評

価した。長期培養海馬神経細胞は、短期間の培養時と比較して、全てのストレス種に対して抵抗性示し

た。両側二元配置分散分析を統計処理に用いた(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0025; ****p < 0.0002)。 
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図 3-28. 長期培養海馬神経細胞はアポトーシス抵抗性を示す 

a) 培養 7 日および 28 日目の海馬神経細胞をエトポシド(ETOP)で処理し(16 μM、24 時間)、固定後の細

胞の核を DAPI 染色により可視化し、アポトーシスの発生頻度を検討した。顕微鏡画像中、アポトーシス

細胞で特徴的な核形態変化である凝縮クロマチンと断片化クロマチンをそれぞれ矢印と矢頭で示した。 

b)(a)の実験を独立に 3 回行い、凝縮または断片化クロマチンのいずれかを呈する細胞核をアポトーシス

細胞として、その割合を平均値と標準偏差を棒グラフに示した。 

c) 過酸化水素(H2O2)処理後に(100 μM、24 時間)(a)および(b)で示した実験を行った際の定量結果を示

した。長期培養海馬神経細胞ではエトポシドまたは過酸化水素の処理後にアポトーシスが誘導されなかっ

た。 
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（図 3-28 続き） 

d) 培養 7 日および 28 日目海馬神経細胞を抗 Bcl-2 抗体(緑)と抗 MAP２抗体(赤)で染色を行った。顕微

鏡画像右には、代表的な実験の神経細胞あたりの Bcl-2 蛋白質のシグナル輝度およびその中央値をドット

プロットで示した。スケールバー、40 μm。長期培養海馬神経細胞では Bcl-2 蛋白質の量が増加してい

た。 

e)、f) 上記の (a)と(c)の実験同様にエトポシドまたは過酸化水素水を処理した海馬神経細胞を 4 時間毎

に回収した。各細胞の全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法を用いて Casp3 遺伝子の発現量を定量した。遺

伝子の発現量は CypA の mRNA 量を用いて標準化を行った。4 回の独立した実験の平均値と標準偏差で棒

グラフに示した。ストレス処理による Casp3 発現誘導は培養日数にかかわらず見られたが、相対的

Casp3 発現量は長期培養神経細胞で低かった。 

(b)、(c)、(e)ならびに(f)では両側二元配置分散分析、(d)ではマン・ホイットニーU 検定を統計処理に

用いた(*p < 0.04; ** p < 0.008; *** p < 0.0025; **** p < 0.0001)。 
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図 3-29. 長期培養海馬神経細胞では REST 標的アポトーシス関連遺伝子発現が抑制される 

a), b) 培養 7 日目および 28 日目海馬神経細胞をエトポシド(16 μM)または過酸化水素水(100 μM)で処理

した後、0、4、８、12 時間の時点で細胞を回収した。各細胞の全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法を用

いて Puma 遺伝子の発現量を定量した。遺伝子の発現量は CypA の mRNA 量を用いて標準化を行った。3

回の独立した実験の平均値と標準偏差で棒グラフに示した。長期培養海馬神経細胞ではストレス処理後に

Puma mRNA 量が著しく上昇した。 

c) - f) 上述の(a)または(b)で調製した全 RNA を用いて、定量 RT-PCR 法による Bax 遺伝子(c)、(d)およ

び Bid 遺伝子(e)、(f)の発現量を定量した。それぞれの遺伝子の mRNA 量は CypA mRNA 量で標準化

し、3 回の独立した実験の平均値と標準偏差で棒グラフに示した。長期培養海馬神経細胞では、培養 7 日

目の細胞と比較して、Bax と Bid どちらもその発現が強く抑えられていた。 

統計処理には両側二元配置分散分析を用いた(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0025; ****p < 0.0002)。 
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図 3-30. 培養 7 日目の海馬神経細胞でのアポトーシス誘導は Puma に依存する 

a) Puma ノックダウンとストレス処理後の Puma ノックダウン効率評価と細胞生存率測定のタイムテーブ

ルを示した。 

b) 培養 7 日目において、shLuciferase または shPuma を導入した海馬神経細胞エトポシド(16 μM)また

は過酸化水素水(100 μM)で処理を 12 時間行った。ストレス処理前(0 h)と処理後(12 h)で回収した各細

胞から全 RNA を抽出し、定量 RT-PCR 法を用いて Puma 遺伝子の発現量を定量した。遺伝子の発現量は

CypA の mRNA 量を用いて標準化を行った。3 回の独立した実験の平均値と標準偏差で棒グラフに示し

た。Puma ノックダウンによりストレス処理で誘導される Puma 発現亢進が効率よく阻害された。 

c) (b)同様の条件で、ストレス処理後 24 時間後の細胞生存率を CellTiterGlo-kit を用いて評価した。培養 7

日目の海馬神経細胞において、Puma ノックダウンはエトポシドおよび過酸化水素水処理で誘導されるア

ポトーシスを抑制した。 

統計処理には両側二元配置分散分析を用いた(*p < 0.05; **p < 0.01)。 
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図 3-31. 長期培養した大皮質神経細胞はアポトーシス抵抗性を獲得する 

a) 培養 14 日および 28 日目に大脳皮質神経細胞を抗 Bcl-2 抗体(緑)と抗 MAP２抗体(赤)で染色を行っ

た。顕微鏡画像右には、代表的な実験の神経細胞あたりの Bcl-2 蛋白質のシグナル輝度およびその中央値

をドットプロットで示した。スケールバー、40 μm。長期培養で大脳脂質神経細胞における Bcl-2 蛋白質

の量が増加していた。 

b) 培養 14 日目または 28 日目にある大脳皮質神経細胞でのエトポシド感受性のタイムテーブルを示し

た。 

c) (b)にある通り、培養 14 日目と 28 日目の細胞でエトポシド処理後(16 μM、24 時間)、 

培養 8 日および 29 日目で細胞生存率を CellTiterGlo-kit を用いて測定した(n = 4)。それぞれの培養日時点

において、ストレス未処理条件(0 μM/ 溶媒)における細胞の生存率を 100%とした。長期間培養した大脳

皮質神経細胞はアポトーシスに抵抗を示した。 

(a)ではマン・ホイットニーU 検定、(c)では両側二元配置分散分析を用いた(*p < 0.0056; **p < 0.0032; 

***p = 0.0011)。 
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 本研究では、初代培養ラット神経細胞の⻑期間培養を⾏い、それら終末分化細胞が分裂細
胞で定義されてきた古典的細胞⽼化に極めて類似した状態に⾄ることを⾒出した（図4-1）。
またその研究過程で、⽣理的・病理的加齢に特徴的な所⾒が観察されることを⽰した。⻑期
培養で誘導される神経細胞⽼化は、培養⽇数の経過とともに出現する蛋⽩質恒常性の破綻
とそれに伴う Aβ 病変と関連することが明らかとなった。さらに、⽼化した神経細胞は、⽼
化したヒト線維芽細胞と同様に、さまざまなストレスに対して抵抗性を獲得しており、細胞
⽼化の神経細胞保護への関与が⽰唆された。以上の結果、細胞⽼化は神経細胞においても⾮
致死性ストレスで誘導される適応応答であることが⽰唆された。本研究では、⽣体脳組織で
⽼化神経細胞の存在を⽰すデータはまだ得られていないが、細胞⽼化はその⽼化関連スト
レス抵抗性をもって、AD のような蛋⽩質毒性ストレス誘発性の神経細胞変性疾患の進展を
防ぐ役割を果たしている可能性が考えられる。 
 
4-1 蛋白質恒常性の破綻と細胞老化誘導 
 これまで、細胞⽼化とは、再⽣組織にあって、テロメア短⼩化や Ras がん遺伝⼦活性化な
ど、⾮致死性ストレスに伴う持続性の DNA 傷害が引き起こす正常分裂細胞の⾮可逆的な細
胞周期の停⽌として理解されている(Kuilman T et al., 2010; Salama R et al., 2014)。⽼化細胞
を判定する際、その⾮可逆性の評価は困難であるため、細胞周期停⽌のほか、多岐にわたる
特徴的な細胞形質の変化、すなわち細胞⽼化表現型を⽰すことが必要である。本研究では、
細胞周期を静⽌期で停⽌した初代培養ラット神経細胞においても培養⽇数の経過に伴い、
SA-β-gal 活性、p16 発現上昇、lamin B1 減少ならびに SASP といった細胞⽼化表現型の多く
が検出されることを⽰した(図 3-1b, 2, 3)(Moreno-Blas D et al., 2019)。しかし、予想に反し
て、⻑期培養海⾺神経細胞は DNA ⼆本鎖切断の顕著な蓄積を⽰さないことが判明した(図
3-9a, 11a-d)。⼀⽅で、それら細胞は加齢脳に特徴的な蛋⽩質恒常性の破綻をきたし、初期 AD
病変を呈した(図 3-12, 13)。また、Aβ 結合低分⼦(EPPS)処理は、⻑期培養誘導性の蛋⽩質恒
常性の破綻および神経細胞⽼化を抑制する⼀⽅で(図 3-17)、家族性 AD の原因となる点突
然変異を有するヒト APP（hAPP Swe/Ind）の異所的過剰発現あるいは組換えヒト Aβ42 への
曝露は、それら細胞⽼化の誘導を促すことが⽰唆された(図 3-18)。これまでに、ヒト気管⽀
上⽪細胞(Chong M et al., 2018)、ヒト臍帯静脈内⽪細胞(Donnini S et al., 2010)、マウス神経
膠細胞(Bussian TJ et al., 2018)およびマウス神経幹細胞/前駆細胞(He N et al.,2013; Zhang P et 

al., 2019)において、AD 関連蛋⽩質毒性ストレスによる細胞⽼化の誘導が報告されている。
したがって、本研究で⾒出した⻑期培養ラット神経細胞における細胞⽼化様の現象は、AD

関連蛋⽩質毒性ストレスを伴う蛋⽩質恒常性の破綻に起因する可能性がある。⼀般に、⼆量
体や三量体などの可溶性 Aβ 重合体が、その単量体やアミロイド線維と⽐較して、特に⾼い
細胞毒性を与えると考えられており(Palop JJ & Mucke L, 2010; Benilova I et al., 2012; Sengupta 

U et al., 2016)、それらの神経細胞⽼化への寄与を実験的に決定することは今後の課題であ
る。また、孤発性 AD において、Aβ 病変は、神経細胞の活動制御やそれら細胞の保護を⽬
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的とした⽣理的な APP 代謝の結果として、副次的に⽣じうる(図 1-2a）（Muller UC et al., 

2017）。これと⼀致して、⻑期培養神経細胞では KCl 応答性（神経細胞活動）の増強および
Aβ 沈着が観察されたことから（図 3-5, 12）、たとえば神経保護作⽤を有する APPsα や AICD

など（Muller UC et al., 2017）、機能的な APP 代謝産物が神経細胞⽼化の誘導または維持に重
要であるか検討することは興味深い。 

 さまざまなヒト正常分裂細胞(線維芽細胞、網膜上⽪細胞ならびに⼝腔⾓化細胞)で、ラ
パマイシンによる mTOR 経路の遮断が細胞⽼化を回避することはすでに報告されており
(Leontieva OV & Blagosklonny MV, 2010; Iglesias-Bartolome R et al., 2012)、⻑期培養神経細
胞においてもラパマイシン処理は同様の効果を⽰した(図 3-19, 25, 26)。それに加え、持続
的な mTOR 経路阻害により、蛋⽩質恒常性が顕著に改善した(図 3-21, 25)。また、ヒトお
よびマウス線維芽細胞において、mTORC1 の恒常的活性化は、DDR ⾮依存的かつ p53-p21

経路または p16 依存的に細胞⽼化を誘導することが知られている(Alimonti A et al., 2010; 

Astle AW et al., 2012; Barilari M et al., 2017)。それらの研究では、4E-BP1/2 と S6K が p53-

p21 経路と p16 発現上昇の誘導にそれぞれ選択的に寄与しているとされる(Petroulakis E et 

al., 2009; Astle AW et al., 2012; Barilari M et al., 2017)。Aβ はその蛋⽩質毒性ストレスを
mTOR 経路に影響しうることから(Caccamo A et al., 2010; Baik SH et al., 2019)、神経細胞⽼
化が⻑期培養で誘導される際、mTOR/S6K 経路が蛋⽩質恒常性破綻に応答して p16 誘導に
貢献している可能性が考えられる(図 3-2b, c, 17b, 18d)。以上の知⾒を踏まえ、本研究にお
いて、神経細胞の細胞⽼化様の現象が、細胞周期停⽌を除く、分裂細胞の細胞⽼化に特徴
的な性質を⽰すこと、また、それらふたつの現象が共通の分⼦基盤（すなわち、mTOR 経
路が中核をなす蛋⽩質恒常性維持機構）で制御されることが明らかとなった。このこと
は、古典的細胞⽼化の概念が終末分化細胞に拡張可能であることを強く⽰唆する。本研究
で得られた全ての知⾒は、脳⽼化過程を模した試験管内培養系で得られた観察結果に依拠
したものではあるが、蛋⽩質恒常性の変容・破綻は脳⽼化の最も重要な要因であることか
ら、加齢脳においても、神経細胞⽼化が⻑期培養誘導性のそれと同様の分⼦機構を介して
起こると予想される。 

 
4-2 神経細胞老化と脳老化 
 近年、Aβ 病変およびタウ病変によって⽼化した⾮神経細胞（それぞれ、乏突起膠芽細胞
と神経膠細胞）が、AD 前臨床段階から症候性段階への臨床的進展に寄与することが AD モ
デルマウスを⽤いた実験で明らかとなった（Zhang P et al., 2019; Bussian TJ et al., 2018）。い
ずれの報告も、低分⼦化合物の投与（細胞⽼化解除の標的としてこれらの研究では、Src チ
ロシンキナーゼ阻害剤ダサチニブと Bcl-2/Bcl-xL などの阻害剤クェルセチンが⽤いられて
いる）、あるいは INK-ATTAC システム（序論 1-3 参照）によって、p16 陽性⽼化細胞を AD

マウス脳組織から排除した際、病理所⾒および認知機能の改善を認めることを実験的根拠
とする。AD のほか、アテローム性硬化症（Childs BG et al., 2016）、I 型糖尿病（Thompson PJ 
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et al., 2019）、⾻粗鬆症（Farr JN et al., 2017）においても、同様の細胞⽼化の寄与が報告され
ており、今⽇、細胞⽼化は⽣理的か病的かによらず、個体⽼化の原因であると理解されてい
る（Muñoz-Espín D & Serrano M, 2014; van Deursen JM, 2016）。 

 AD は緩徐進⾏性の神経変性疾患であり、その病的過程において、Aβ 病変およびタウ病
変といった病理学的変化は、認知症発症の転帰を辿る神経細胞障害に数⼗年先⽴って起こ
る。つまり、それら AD 病変は必ずしも神経細胞脱落と相関を⽰さないことから、発症前段
階にある加齢脳では、終末分化した神経細胞は何らかの適応応答により保護される必要が
ある。重要なことに、本研究において、Aβ 病変および蛋⽩質恒常性の破綻に対する適応応
答として、初代培養神経細胞の細胞⽼化が誘導されるだけでなく(図 3-2, 3, 17-19)、細胞⽼
化は、遺伝毒性、酸化ならびに蛋⽩質毒性ストレスに対する抵抗性を神経細胞に賦与するこ
とを⾒出した(図 3-27-29, 図 4-1)。したがって、本来、分裂細胞の細胞⽼化ががん抑制機構
として適応的に機能するように、終末分化細胞のそれは、新たな細胞⾃律的な神経細胞保護
機構として、無症候段階から MCI や AD 発症への進展を阻⽌していると期待される。⻑期
培養神経細胞において核内に局在する REST が蓄積していた結果は、この仮説を⽀持する
(図 3-4, 24f)（Lu T et al., 2014）。また、それら細胞で Bcl-2 が⾼発現していることから (図
3-28, 31)、本研究で得られた結果は、今⽇⽼化細胞除去化合物として広く受容されている
Bcl-2 阻害剤の投与による抗⽼化作⽤に対して警鐘をならすものである (Chang J et al., 2016; 

Yosef R et al., 2016; Zhu Y et al., 2016; Wang L et al., 2017; Thompson PJ et al., 2019; Zhang P et 

al., 2019; Ogrodnik M et al., 2019)。 

 AD 脳では、静⽌期にあるはずの神経細胞で細胞周期の部分的活性化が認められ、それが
病的神経細胞死の引き⾦となることが⽰唆されており(Greene L et al., 2004; Herrup K et al., 

2004)、その機序解明は関⼼を持たれる。実際に、予備的な実験により、DNA 損傷で誘起さ
れるアポトーシスの頻度が、S 期マーカーの PCNA(proliferating cell nuclear antigen)陽性を⽰
す神経細胞の出現頻度と相関することを確認した(図 4-2)。興味深いことに、近年、⼀旦は
⽼化したメラノサイトが、ヒストン脱ジメチル化酵素 LSD1(Lysine-specific demethylase 1)お
よび JMJD2C（jumonji C domain-containing oxygenase D2C）の後天的獲得による SAHF 消失
を経て（序論 1-8 参照）、細胞周期停⽌を脱し、がん悪性化（細胞周期の再活性化）に寄与
することが報告された（Yu Y et al., 2018）。したがって、今後の研究の進展が待たれるとこ
ろであるが、脳⽼化スペクトラムは、可逆的な細胞周期停⽌(静⽌期)、⾮可逆的な細胞周期
停⽌(細胞⽼化)、部分的な細胞周期活性化（神経細胞死）という、連続した神経細胞の細胞
周期の状態遷移として理解できるかもしれない(図 4-3)。p16 は細胞⽼化の⾮可逆性（安定
的な細胞周期の停⽌）に必須であることから（Beauséjour CM et al., 2003)、その下流因⼦で
ある CDK4/6 を標的とする分⼦標的薬、または既存の抗がん剤（リボシクリブなど）は AD

治療薬として応⽤できる可能性がある。 

 AD 関連蛋⽩質毒性に付随して起こる炎症反応は、AD 病態悪化をきたす要因であるとさ
れ、主に神経膠細胞や⼩膠細胞の寄与が⼤きいとされる。しかし、AD 患者の海⾺神経細胞
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で Cxcl1 が亢進していること、またそれがタウ病変を促進しうることがわかっている（Xia 

MQ et al., 2002）。これと⼀致して、本研究において、⻑期培養で誘導される神経細胞⽼化は
SASP(Cxcl1, Igfbps, Pai-1)を呈することが明らかとなり(図 3-3a-c, 24d)、そのうち Cxcl1 産⽣
増強は⽼化神経細胞を特徴付ける有⽤な指標となる可能性が⽰唆された(図 3-3c)。これまで
に、分裂細胞の細胞⽼化では、分泌された Cxcl1 はその受容体である CXCR2（CXC chemokine 

receptor 2）を介して、周囲にある細胞の細胞⽼化を引き起こすことが報告されている(Acosta 
J et al., 2008; Yang G et al., 2006)。このような細胞⾮⾃律的な細胞⽼化制御機構が⽼化神経
細胞においても存在するかについて検証の余地があるが、神経細胞⽼化における SASP は、
古典的細胞⽼化と同様に、その時間的空間的⽀配に依存して、組織恒常性に対する拮抗的な
多⾯性、すなわち短期的保護作⽤（細胞⽼化誘導）ならびに⻑期的破壊作⽤（AD 病態進展）
を発揮している可能性がある。したがって、Cxcl1 は前臨床段階における AD 治療の分⼦標
的の候補になり得ると考えられる。 
 これまでこのような適応的側⾯を重視した終末分化細胞の細胞⽼化に関する研究はな
く、本研究で明らかにした細胞⽼化関連ストレス抵抗性に資する細胞⽣存シグナルの解明
は、⽼化神経細胞が維持される分⼦機構の理解を深め、さらには Aβ 病変やタウ病変を標
的とする従来の治療とは⼀線を画する新規治療法の開発および AD の早期治療的介⼊に役
⽴つ可能性がある。また、本研究で得られた知⾒は、海⾺神経細胞や⼤脳⽪質神経細胞ば
かりでなく、他の領域にある神経細胞においても適⽤できる可能性があり (Riessland M et 

al., 2019)、さらにはヒト⽼化脳でも観察しうることから（Xia MQ et al., 2002; Lu T et al., 

2014; Kang C et al., 2015）、AD 以外の神経変性疾患(パーキンソン病、ハンチントン病なら
びに筋萎縮性側索硬化症)の治療法確⽴にも貢献するかもしれない。しかしながら、ここで
議論したような細胞⽼化が神経細胞保護機構として実際に⽣体脳組織で起こりうるのかは
現在のところ不明である。したがって、疾患モデル⽣物および病理検体において、加齢ま
たは AD 病変に伴う⽼化神経細胞の蓄積・脱落を検出することが刻下の課題である。 
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図 4-1. 蛋白質恒常性破綻は終末分化した神経細胞において細胞老化を誘導する 

海馬または大脳皮質に由来する神経細胞は、長期間培養することで、生理的または病的老化脳で認める加

齢性変化および古典的な細胞老化表現型を呈するようになる。培養日数の経過によるそれら細胞形質の変

化は、AD 初期病変を伴う蛋白質恒常性の破綻に起因する。重要なことに、薬理学的介入(EPPS、ラパマイ

シンあるいはシクロヘキシミド処理)による蛋白質毒性ストレスの軽減は、長期培養で誘導される神経細胞

の細胞老化様の現象を消失させる。また、老化した神経細胞は種々のストレスに抵抗性を示す。したがっ

て、本研究で得られた結果から、終末分化細胞の細胞老化が、加齢依存的に増大するストレスに対する適

応応答として、細胞自律的な神経細胞の保護に寄与している可能性が示唆された。また、細胞老化は、生

理的な脳老化の過程において、神経細胞を生涯維持するための生存戦略の一つとしても期待される。 
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図 4-2. 短期培養神経細胞ではストレス処理により S 期マーカーの発現が亢進する 

培養 7 日および 28 日目の海馬神経細胞をエトポシドで処理(16 μM、24 時間)した後、細胞を固定した。

各細胞を抗 PCNA 抗体(赤)と抗 NeuN 抗体(緑)で染色した。矢頭で PCNA 陽性神経細胞を示し、矢印で

は PCNA 陽性非神経細胞を示した。最下段図中に PCNA 陽性神経細胞の頻度(PCNA+/ NeuN+)を示した

(n = 95 ~ 212)。培養 7 日目では、エトポシド処理後に PCNA 陽性神経細胞数が顕著に増加した。 
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図 4-3 神経細胞における細胞周期の状態遷移と脳老化（モデル） 

若齢または生理的に老化した脳組織(AD 病理三大所見（老人斑沈着、神経原線維変化と神経細胞死）陰性）

では、神経細胞は細胞周期の休止期（G0 期）にある。無症候期である AD 前臨床段階では、Aβ およびタ

ウ病変による病的蛋白質ストレスが亢進しており、このような AD 関連ストレス下では、神経細胞は細胞

老化しており、非可逆的な細胞周期停止状態となる。また、それら老化神経細胞はストレス抵抗性を示す

ため、前臨床段階では嗅内野および海馬領域における神経細胞数は保持される。しかし、さらなる AD 蛋

白質毒性ストレスの増加、炎症反応の亢進、またはこれまでに明らかになっていない後天的な獲得形質に

よって、それら老化神経細胞で細胞周期の部分的な活性化が生じると、それら細胞は臨床的進展をきたす

細胞死に至ると予想される。 
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