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はじめに
　細胞老化（cellular senescence）は，in vitro 培養系に
おいて細胞が分裂を停止し，増殖しない状態が不可逆的
に引き起こされた現象として見出された1）。老化細胞は
加齢関連疾患の病変部位などで認められ，生体内での老
化を一部反映すると考えられている。近年，老化細胞は
炎症性の形質（senescence—associated secretory pheno-
type：SASP）をもつことが明らかになり，動脈硬化な
どの慢性炎症の病態形成にもかかわると考えられてい

る2）。一方，動脈硬化を増悪する要因として細菌感染の
影響が示唆されているが，そのメカニズムはほとんど明
らかにされていない。また，LL—37 は感染刺激によって
宿主細胞から放出される抗菌ペプチドであるが，動脈硬
化の増悪因子としても注目される。われわれは，動脈硬
化における細胞老化，細菌感染および宿主由来の抗菌ペ
プチドという 3 つのリスクファクターに着目し，老化血
管内皮細胞を用いて細菌の菌体成分であるリポポリサッ
カライド（lipopolysaccharide：LPS）と宿主細胞から放
出される抗菌ペプチド LL—37 の影響を検討した。その結
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果，LPS と LL—37 は老化血管内皮細胞に対して炎症性応
答の増強を誘導することを見出した。本稿では，SASP
の誘導に中心的な役割をもつシグナル伝達分子 NF—κB
と，LPS および LL—37 の作用とそれぞれの受容体発現に
着目して，老化血管内皮細胞における炎症性応答の増強
について概説したい。

1．細胞老化について
　細胞老化はヒト初代培養細胞において，増殖期を経た
のちに細胞増殖が不可逆的に停止する現象として 1961
年に Hayflick らによって報告された1）。現在では，長期
培養のほかに酸化ストレス，DNA 損傷，炎症性因子な
どによっても細胞老化が誘導されることがわかってい
る。老化した細胞の特徴として，増殖能の低下に加えて
形態の扁平化・大型化，細胞周期停止にかかわるタンパ
ク質の発現上昇，酸性β—ガラクトシダーゼ活性の増加
などがある。従来，細胞老化はがん化を抑制する防御機
構であると考えられていたが，近年では老化細胞が炎症
性の形質（SASP）をもつことが明らかになり，これが
加齢にともなう慢性炎症の病態に関与するとして注目さ
れる2）。
　動脈硬化は血管の慢性炎症が原因となって起こる加齢
関連疾患である。動脈硬化巣では老化した血管内皮細胞
や血管平滑筋細胞が観察されており，これらの細胞が動
脈硬化の病態形成や増悪にかかわると考えられている。

しかしながら，細胞老化がどのような機序で動脈硬化の
病態形成にかかわるのか，また病態形成における他の増
悪因子との関係については十分に解明されていない。

2． 血管内皮細胞の長期培養で誘導される細
胞老化

　われわれはまず，ヒト臍帯静脈内皮細胞（human 
umbilical vein endothelial cells：HUVECs）を長期間培
養して細胞老化の誘導を試みた3）。Lonza 社より購入し
たHUVECsを血管内皮細胞培養培地EGM—2を用いてカ
ルチャーディッシュ（直径 100 mm）で培養し，コンフ
ルエントに達する前に（3～4 日毎），トリプシン／EDTA
溶液で細胞を剝離，回収して継代した。約 80 日間の継代
培養後，細胞分裂回数を示す population doubling level

（PDL）が 30 を過ぎる頃には細胞増殖が遅くなり，形態
は扁平化・大型化して不均一になった（図 1A）。また，細
胞老化を評価する方法のひとつとして老化関連酸性β—
ガラクトシダーゼ（senescence—associated beta—galacto-
sidase：SA—β—gal）アッセイが一般的に用いられ，この
試験では老化した細胞が青く染色される。図 1B に示す
ように，われわれの調製した PDL32 の細胞は継代回数
の少ない PDL4 の細胞に比べて強く青色に染色された。
さらに，細胞老化関連タンパク質の発現変化を検討し
た。p21（Waf1／Cip1）はサイクリン依存性キナーゼの阻
害タンパク質であり，細胞周期を抑制して増殖を遅らせ

図　1　HUVECの長期継代培養によって調整された老化細胞の特徴
　　　 HUVEC を血管内皮細胞用培地 EGM—2 で培養し，3～4 日毎に継代した。Population dou-

bling level（PDL）4（継代回数 4 に相当）と PDL32（継代回数 12 に相当）の細胞を比較
した。A）位相差顕微鏡像：PDL32 の細胞は扁平化・大型化し，不均一な形態をとった。
B）PDL32 の細胞は SA—β—Gal 染色に陽性であった。C）PDL32 の細胞において，PDL4 に
比べて p21 と ICAM—1 の発現が増強した。本研究では PDL32 以上を老化細胞（senescent 
cells），PDL4 以下を非老化細胞（non—senescent cells）として実験に用いた。
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る働きがある。ウェスタンブロットの結果，PDL32 の細
胞では p21 の発現が亢進していた（図 1C）。これらの結
果から，PDL32 の細胞は老化細胞の特徴を有することが
わかった。したがって，本研究では PDL32 以上を老化
細胞（senescent cells），対照として PDL 4 以下を非老化
細胞（non—senescent cells）として以下の実験に用いた。
　老化細胞では接着因子，サイトカイン，プロテアーゼ
などの産生が増加し（炎症性の形質である SASP の誘
導），これが炎症の増強にかかわることが示されている2）。
Intercellular adhesion molecule—1（ICAM—1）は血管内
皮細胞が産生する接着因子であり，動脈硬化を含めたさ
まざまな炎症の場において，単球の血管内皮細胞への接
着と浸潤に重要な働きをしている。そこで，老化細胞に
おける ICAM—1 の発現変化を調べた結果，PDL32 の細
胞では PDL4 に比べて発現亢進しており，SASP の誘導
が確認された（図 1C）。

3． 老化血管内皮細胞における NF‒κBの活
性化

　次に，老化血管内皮細胞における NF—κB の活性化状
態を調べた。NF—κB 分子の中で p65（RelA）は，ICAM—
1 の発現を含めた幅広い炎症応答に関与する。さらに，
p65 は老化細胞における SASP の恒常的な誘導にかかわ
ることが報告される4）。そこで，p65 の発現量とその活性
化（リン酸化）を老化細胞と非老化細胞で比較した。そ
の結果，老化細胞において p65 の発現が増加しており

（図 2A），リン酸化 p65 も増加していた（図 2B）。また，
NF—κB の活性は活性化因子と抑制性因子のバランスに

よって調節される。A20 は NF—κB シグナルの過剰な活
性化を抑える抑制性因子である5）。興味深いことに，老
化細胞において A20 の発現低下がみられた（図 2C）。こ
れらの結果から，老化血管内皮細胞の恒常的な SASP の
誘導には，p65 の発現亢進とそのリン酸化の亢進，さら
に A20 の発現低下による NF—κB の活性化がかかわると
考えられた。

4． LPSに対する老化血管内皮細胞の炎症性
応答

　細菌感染が動脈硬化の増悪にかかわるとする報告があ
る。そこで，老化した血管内皮細胞に細菌の病原因子で
ある LPS を作用させ，老化細胞と非老化細胞における応
答性を比較した。LPS を作用させて 24 時間後に ICAM—
1 の発現をみたところ，老化細胞と非老化細胞のどちら
においても ICAM—1 の発現誘導が確認された。興味深い
ことに，LPS による ICAM—1 の発現誘導は老化細胞にお
いてより増強していた（図 3A）。LPS による ICAM—1 の
発現はNF—κB経路によって誘導される6）。そこでp65の
活性化を老化細胞と非老化細胞で比較したところ，LPS
は老化細胞と非老化細胞において p65 のリン酸化を誘導
したが，誘導の程度は老化細胞においてより強かった

（図 3B）。これらの結果から，老化血管内皮細胞において
LPS による ICAM—1 の発現誘導が増強しているが，それ
には NF—κB p65 の活性化がかかわると考えられた。

図　2　未刺激時の老化細胞における NF‒κBの活性化
　　　 老化細胞および非老化細胞における total p65（A），リン酸化 p65（B），A20

（C）の発現をウェスタンブロット法で解析し，非老化細胞に対する相対値で
示した。p65 の発現量とリン酸化 p65（pho—p65／GAPDH）は非老化細胞に
比べて老化細胞で多かった。一方，NF—κB シグナルの抑制因子である A20
の発現は老化細胞で低下していた。（＊p＜0.05，＊＊p＜0.01）
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5． LL‒37に対する老化血管内皮細胞の炎症
性応答

　LL—37 はヒト好中球，単球，腸管上皮細胞などが産生
する抗菌ペプチドであり，感染刺激によってこれらの細
胞から放出される。そして，興味深いことに，LL—37 が
動脈硬化巣に高発現すること7），さらに，動脈硬化モデ
ルマウスでは CRAMP（ヒト LL—37 のマウス相同体）を
欠損させることにより病態の改善が認められること8）か
ら，LL—37 が動脈硬化の増悪因子として注目される。そ
こで，老化血管内皮細胞に LL—37 を作用させ，老化細胞
と非老化細胞における応答性を比較した。LL—37 は血管
内皮細胞に作用して ICAM—1 の発現を誘導することが
知られているが9），LL—37 を作用させると，老化細胞と
非老化細胞のどちらにおいても ICAM—1 の発現が誘導
されることが確認された。興味深いことに，LL—37 によ
る ICAM—1 の発現誘導は老化細胞において増強してい
た（図 4A）。次に，LL—37 刺激のシグナル経路を調べる
ために，LL—37 が NF—κB 経路を活性化するか，p65 の
核移行を指標として免疫細胞染色法で調べた10）。その結
果，LL—37 により p65 の核移行が誘導されたことから，
LL—37 が NF—κB を活性化することがわかった（図 4B）。
そこで p65 の活性化を老化細胞と非老化細胞で比較し
た。LL—37 は老化細胞と非老化細胞において p65 のリン
酸化を誘導したが，誘導の程度は老化細胞においてより
強かった（図 4C）。これらの結果から，LL—37 は老化血
管内皮細胞において NF—κB p65 をより活性化し，それ
にともなって ICAM—1 の発現が増強されることが示唆
された。

6． 老化血管内皮細胞における LPSおよび
LL‒37受容体の発現変化

　LPS および LL—37 による炎症性応答（ICAM—1 の発現
誘導，NF—κB p65 の活性化）は老化細胞において増強し
ていた（図 3，4）。このメカニズムを明らかにするため，
LPS および LL—37 の受容体の発現をフローサイトメト
リー法で調べた。その結果，LPS の受容体である TLR4
は非老化細胞に比べて老化細胞において強く発現するこ
とがわかった（図 5A）。一方，LPS の共受容体である
CD14 の発現は老化細胞で低下していた（図 5B）。
　LL—37 の受容体としていくつかの分子が報告されてい
るが，血管内皮細胞においてはホルミルペプチド受容体
である formyl peptide receptor 2（FPR2）とプリン受容
体である P2X7 が LL—37 受容体として報告されている。
老化細胞と非老化細胞でこれらの発現を調べたところ，
FPR2 の発現は老化細胞と非老化細胞で差が認められな
かったが（図 5C），P2X7 は老化細胞に強く発現するこ
とがわかった（図 5D）。

図　3　 LPS刺激時の老化細胞における ICAM‒1の発現
誘導および NF‒κBの活性化

　　　 老化細胞および非老化細胞をLPS（E. coli O111：
B4，10 or 100 ng／mL）で刺激し，ICAM—1 の発
現（A，24 時間後）と p65 のリン酸化（pho—65／
total p65，B，1 時間後）をウェスタンブロット法
で解析した。結果は老化細胞および非老化細胞の
それぞれにおいて，未刺激時に対する相対値で示
した。LPS（100 ng／mL）は老化細胞および非老
化細胞に対してICAM—1の発現とp65のリン酸化
を誘導したが，その効果は老化細胞においてより
強かった。（＊p＜0.05，＊＊p＜0.01，＊＊＊p＜0.001）
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おわりに
　細菌感染は動脈硬化症の増悪因子とされているが，そ
の詳細はほとんど明らかにされていない。われわれは，
グラム陰性細菌の膜成分である LPS と宿主細胞から産
生される抗菌性ペプチド LL—37 の老化血管内皮細胞に
対する効果を検討したところ，LPS と LL—37 がどちらも
老化血管内皮細胞に作用して炎症性応答を増強させるこ
とを見出した。そして，その機序として，老化血管内皮
細胞において NF—κB が p65 のリン酸化を介して恒常的
に活性化されており，LPS や LL—37 の刺激に対してさら
に活性化されることが考えられた。老化細胞における恒
常的な（未刺激時の）炎症性形質の発現と，われわれが

見出した LPS および LL—37 の刺激に対する炎症性応答
の増強がどちらも NF—κB シグナル経路の活性化を介し
ているという知見は，老化細胞における炎症性応答の増
強メカニズムを理解するうえで興味深い。
　老化血管内皮細胞において，LPS 受容体である TLR4
と LL—37 受容体である P2X7 の発現が亢進していたこと
から，LPS と LL—37 に対する炎症性応答の増強に，これ
ら受容体（TLR4，P2X7）の発現亢進がかかわることが
考えられた。動脈硬化症モデルマウスを用いた研究で
は，TLR411）あるいは P2X712）を欠損させることにより動
脈硬化の病態改善が報告されていることから，これらの
受容体の下流で働くシグナル経路が動脈硬化の病態形成
に重要であると考えられる。実際，TLR413）や P2X714）は

図　4　LL‒37刺激時の老化細胞における ICAM‒1の発現誘導および NF‒κBの活性化
　　　 老化細胞および非老化細胞を LL—37（2，5 or 10μg／mL）で刺激し，ICAM—1 の発現（A，

24 時間後）と p65 のリン酸化（pho—65／total p65，C，4 時間後）をウェスタンブロット法
で解析した。結果は老化細胞および非老化細胞のそれぞれにおいて，未刺激時に対する相
対値で示した。LL—37 は老化細胞および非老化細胞に対して ICAM—1 の発現と p65 のリン
酸化を誘導したが，その効果は老化細胞においてより強かった（LL—37 5 and 10μg／mL）。
B）非老化細胞を LL—37（10μg／mL，4 時間）で刺激し，p65 の局在を免疫細胞染色法で観
察した。LL—37 は p65 の核移行を誘導した。矢印は p65 が核局在する細胞を示す。（＊p＜
0.05，＊＊p＜0.01，＊＊＊p＜0.001）
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動脈硬化患者あるいはモデルマウスのプラーク部位の血
管内皮細胞において強く発現していることが報告されて
いる。したがって，動脈硬化の病態形成において，細菌
由来の LPS や宿主由来の LL—37 がそれぞれ TLR4 や
P2X7 を介して老化血管内皮細胞を刺激し，NF—κB シグ
ナル経路を介して炎症を増悪させる可能性が考えられ
る。さらに，このことから，細胞老化が炎症性応答を増
強するメカニズムのひとつとして，老化細胞における炎
症関連分子に対する受容体の発現誘導が考えられる。動
脈硬化の病態形成における細胞老化，細菌感染，さらに
は宿主由来分子のかかわりについてはいまだ解明の途上
であり，今後の研究が期待される。
　本稿は，Int J Mol Med 44：1187—1196, 2019（Suzuki, 
et al.）にて報告された研究に基づく総説論文である15）。
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