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研究成果の概要（和文）：分裂停止し老化した正常ヒト線維芽細胞からiPS細胞を樹立できるかどうかを検討し
た。その結果、山中リプログラミング4遺伝子(Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc)のみの導入では樹立することはでき
ず、Lin28、SV40LTと2種類のエピジェネティクス制御化合物の追加により、非常に低い頻度ではあるが樹立する
ことができた。老化細胞由来iPS細胞の増殖や形態は、50回以上継代を重ねても、老化前の細胞由来iPS細胞と変
わらず、網羅的遺伝子発現、ゲノムワイドのDNAメチル化およびヒストン修飾の比較解析においても差はほとん
ど見られなかった。

研究成果の概要（英文）：We asked whether iPS cells could be generated from replicatively senescent 
human fibroblasts. We were not able to generate iPS cells with the four Yamanaka reprogramming 
factors (Oct3/4, Sox2, Klf4, and c-Myc). However, we succeeded in generation of iPS cells, albeit 
with extremely low efficiency, using lentiviral vectors expressing the four factors plus Lin28 and 
non-integrating lentiviral vector for transient expression of SV40LT together with two chemical 
compounds targeting epigenetic enzymes. There was no difference between iPS cells from senescent 
cells and control iPS cells for cell growth and morphology up to passage 50 as well as global gene 
expression profiles, DNA methylation status, and histone modifications. There was also no difference
 for cellular senescence of fibroblasts differentiated from iPS cells. These results indicate that 
cellular senescence caused by epigenetic changes can be rejuvenated by reprogramming.

研究分野： 細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化は、DNA損傷、酸化ストレス、がん遺伝子発現などのストレスによって誘導され、不可逆的に細胞分裂
が停止する現象であるが、その分子機構はまだ不明な点が多い。本研究では、分裂能を完全に失い老化した正常
ヒト線維芽細胞から、非常に低い頻度ではあるがiPS細胞を樹立することができた。このことから、エピジェネ
ティックな変化によって細胞は老化するが、リプログラミングによってエピジェネティックな変化はリセットで
き、分裂停止した老化細胞は若返ることができると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
老化とは、加齢とともに非可逆的に進行する多くの分子的、生理的、形態学的な衰退現象であ

ると定義される。個体の老化は、加齢に伴う各組織・臓器の機能あるいはそれらを統合する機能
が低下し、個体の恒常性を維持することが不可能になり、最終的には死に至る過程である。加齢
に伴う老化の特徴は、組織・臓器により異なり、特に再生系組織と非再生系組織では老化のメカ
ニズムも大きく異なると考えられ、個体の老化現象は非常に複雑かつ多面的である。そこでこれ
までの老化研究は、1961 年に Hayflick によって報告された、ヒト線維芽細胞を試験管内で培養
すると細胞の分裂回数には限界があり増殖停止状態になるという細胞老化についての研究が多
く行われてきた。現在この分裂寿命による細胞老化は、テロメラーゼ活性のないヒト体細胞にお
いて細胞分裂毎のテロメアの短縮により p53 経路が活性化され、サイクリン依存性キナーゼ阻
害因子(CDKI)の p21 が蓄積することにより増殖が停止すると理解されている。また、骨髄や上皮
組織等に含まれる組織幹細胞は、弱いテロメラーゼ活性を持ち、テロメアの短縮を遅延させ一生
を通して細胞供給を可能にしているが、加齢とともにテロメアは短縮し、基本的には有限の分裂
寿命を持ち老化することが明らかとなっている。さらに、酸化ストレスや DNA 損傷あるいは癌遺
伝子の発現などの様々なストレスによって、分裂寿命によらない早期細胞老化が引き起こされ
ることもわかってきた。早期老化では、p53 経路や p16Ink4a/Rb 経路の活性化およびポリコーム遺
伝子による CDKI のレベル上昇により増殖が停止することが明らかとなっている。しかしながら、
細胞が老化する分子メカニズムはまだその多くが解明されておらず、細胞老化という複雑な現
象の十分な理解には至っていない。 
一方、胚盤胞の内部細胞塊から樹立される ES 細胞では、テロメアが長いだけでなくテロメラ

ーゼが発現しており、分裂を繰り返してもテロメアは短縮せず無限の分裂寿命を持つ多能性幹
細胞である。また、体細胞に 4 種類の遺伝子(Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc)を強制発現させるこ
とで細胞のリプログラミングが起こり、ES 細胞と同様の多能性を獲得した iPS 細胞を誘導でき
ることが示された(Takahashi et al. Cell, 2006 他)。iPS 細胞は、c-Myc による体細胞特異的
遺伝子の発現抑制と Oct3/4、Sox2、Klf4 による ES細胞特異的に発現する遺伝子の転写活性化お
よび ES 細胞特異的なヒストン(H3K4, H3K27)メチル化パターンを誘導することにより多能性を
獲得し(Sridharan et al. Cell, 2009)、テロメア長も回復することが明らかとなっている
(Marion et al. Cell Stem Cell, 2009)。一方、4種類のリプログラミング遺伝子の発現は、DNA
損傷反応の誘導と Ink4a/Arf 遺伝子座のクロマチンリモデリングを通して、p53、p16Ink4a、p21 の
発現上昇による細胞老化を引き起こし、リプログラミングの初期段階を阻害することが報告さ
れた(Banito et al. Genes Dev, 2009)。さらに、p53 遺伝子欠損マウスの胎仔線維芽細胞や、
siRNA 法により p53、p21、p19Arf、p16Ink4aを抑制した体細胞から iPS細胞を作製すると、数倍〜
10 倍以上樹立効率が上がることも報告された(Utikal et al. Nature, 2009 他)。このことから、
細胞の老化とリプログラミングには共に p53 経路や Ink4a/Arf 遺伝子座の発現が大きく関わっ
ており、老化関連経路の抑制がリプログラミングに重要であることが示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
リプログラミング技術により非可逆的細胞周期停止状態にある老化細胞からも iPS 細胞を樹

立することができるのか？という疑問が本研究の出発点である。老化細胞から iPS 細胞を樹立
できた場合には、元の老化細胞や老化前の細胞由来の iPS 細胞との間で、遺伝子発現レベル、エ
ピジェネティックな変化、細胞周期や細胞機能などの性状を比較解析することにより、細胞老化
の分子メカニズム解明の新たな糸口となることを目指す。 
 
３．研究の方法 
継代培養を重ねて分裂停止したヒト老化線維芽細胞から iPS 細胞の樹立を試みる。そのため

に、レンチウイルスベクターを用いて 4遺伝子(Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc)を強制発現させる
と共に、p53 経路や p16Ink4a/Rb 経路を抑制する、あるいはリプログラミングを促進すると考えら
れる遺伝子や化学化合物の添加を組み合わせることにより、樹立効率を高める。iPS 細胞の確認
は、アルカリフォスファターゼ(AP)活性陽性、内在性の Nanog, Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc 遺
伝子の発現、テロメラーゼ活性、未分化マーカー(Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-
81)の免疫染色で行い、最終的には NOD/SCID マウスの精巣に移植してテラトーマ形成を行い三
胚葉系への分化能で判断する。老化細胞から iPS 細胞が樹立できた場合には、老化前の細胞から
樹立した iPS 細胞、および元の老化細胞と老化前の細胞について、マイクロアレイ解析、RNA-
Seq 解析、DNA メチル化解析、クロマチン免疫沈降法を用いて、遺伝子発現レベルおよびエピジ
ェネティック変化を比較解析する。また、iPS 細胞の継代培養を重ねて増殖能を比較し、in vitro
で様々な細胞に分化誘導した際の分化能と増殖能も比較する。 
 
４．研究成果 
 ヒト線維芽細胞(NB1RGB)は、継代培養を重ねて集団倍加数(PDL)が 70 では約 70%の細胞が分裂
能を失い、PDL 75 でほぼすべての細胞が完全に分裂を停止し老化することを、細胞老化の指標
である SA-βgal(老化関連βガラクトシダーゼ)染色の陽性度と DNA 合成の際に取り込まれる
BrdU の陰性度により確認した(図１)。PDL=24, 64.5, 70, 76.3 の NB1RGB 細胞に、非分裂細胞
に遺伝子導入可能なレンチウイルスベクターを用いて 4 遺伝子(Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc)を



導入し、iPS 細胞の作製を試みたところ、コントロールの若い細胞(PDL=24)からは 0.02%の効率
で iPS 細胞が樹立できたが、老化細胞(PDL=64.5, 70, 76.3)からは若い細胞の千倍以上の細胞
数を用いても樹立することができなかった(表）。次に 4 遺伝子に加えて染色体非挿入レンチウ
イルスベクターを用いて p53の shRNAを一過性
に発現させる方法を試みた。その結果、
PDL=64.5 の細胞から 0.0025％、PDL=70 の細胞
から0.0017％と非常に低い効率ではあるがiPS
細胞の樹立が可能になった。また、PDL=24 の細
胞からの樹立効率は約 5倍上昇した。しかしな
がら、分裂増殖能を失った PDL=76.3 の老化細
胞からは、ES 細胞様コロニーの形成は見られた
ものの、すべて AP活性は陰性で、iPS 細胞の樹
立には至らなかった。次に細胞増殖を開始する
段階が律速であることが示唆されたことから、
染色体非挿入レンチウイルスベクターによっ
て SV40LT を一過性に発現させ、p53 経路および
p16/Rb 経路を抑制し再び細胞増殖を開始させ
た後、4 遺伝子と p53 の shRNA の導入を試みた
が、iPS 細胞は樹立できなかった(表）。そこで、
iPS 細胞の樹立効率を上げることが知られてい
る Lin28 遺伝子の導入に加え、DNA メチルトラ
ンスフェラーゼ阻害剤(RG108)とヒストンメチ
ルトランスフェラーゼ阻害剤(BIX01294)を添
加した。その結果、非常に低い効率(0.00001％)
ながらも、PDL=76.3 の老化細胞から iPS 細胞を
樹立することができた(表)(図 2)。また、老化
細胞由来 iPS 細胞の増殖や形態は、50回以上継
代を重ねても、老化前の細胞由来 iPS 細胞と変
わらないことが確認された。 

 
 マイクロアレイと RNA-Seq による網羅的遺伝子発現解析、イルミナ社の HumanMethylation27 
BeadChipを使用したゲノム全領域で27,578のCpGサイトのDNAメチル化解析、H3K4me3、H3K9me3、
H3K27me3 の抗体によるクロマチン免疫沈降シークエンス(ChIP-Seq)によるゲノムワイドのヒス
トン修飾解析を行ったところ、老化細胞由来 iPS 細胞と老化前の細胞由来 iPS 細胞との間での
差はほとんど見られなかった(図 3)。また、iPS 細胞から線維芽細胞へ分化誘導した後の分裂寿
命についても差は見られなかった。 

図2

(a) 未分化マーカー免疫染色 (b) テラトーマの三胚葉系への分化



 
以上の結果から、エピジェネティックな変化によって細胞は老化するが、リプログラミングに

よってエピジェネティックな変化はリセットでき、分裂停止した老化細胞は若返ることができ
ると考えられる。しかしながら、iPS 細胞の樹立効率が極めて低かったことから、樹立できた iPS
細胞はまだ完全に老化して分裂停止していなかった細胞に由来する可能性も否定できない。今
後、分裂停止した老化細胞のリプログラミング効率をさらに上げることが重要である。 
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