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Ａ．研究目的 
近年、加齢に伴って生じる脳細胞の体細胞変異やエ

ピジェネティクス異常が、環境要因によって増悪すると
いう新たな健康被害が懸念されている。このような毒性
を評価するためには、細胞老化との関連性を踏まえたin 
vitroゲノム毒性評価法の開発が重要である。加えて、
化学物質に起因する健康リスクの蓋然性を評価するた
めには、生体の加齢に伴う細胞老化とゲノムへの影響
を正しく評価する必要がある。しかしながら、現状、生体
の加齢に伴う細胞老化を評価出来る明確な指標が整備
されておらず、困難となっている。そこで本研究では、正
常老齢マウスおよび若齢マウスより脳細胞を単離し、ゲ
ノム毒性評価を実施する。細胞老化モデル細胞として、
由来や寿命が異なる神経細胞とミクログリアを選定し、
それぞれの細胞老化とゲノム毒性を検証する。さらに、
加齢に伴う神経細胞、ミクログリアの細胞性状変化を生
体レベル、細胞レベルで多角的に検証し、細胞老化の
指標を整備することを目指す。 
本年度は、昨年度確立した細胞採材プロトコルを用いて、
若齢、老齢マウス（C57BL/6J，♂）より神経細胞、ミクロ
グリアを単離回収し、 
① ゲノム毒性評価（ゲノム毒性評価チームへの供給） 
② シングルセルトランスクリプトーム解析（受託解析） 

③ 長期細胞培養条件の整備 
④ マウスの脳凍結切片の免疫染色 
上記の実験を実施した（図1）。若齢、老齢マウスの神経
細胞、ミクログリアを用い、ゲノム毒性評価（①）、単一
細胞レベルの細胞性状解析(②)、生体における形態学
的変化と細胞老化マーカーの発現解析(④)より、加齢に
伴うエピジェネティクスな細胞性状変化と細胞老化の関
連性を評価する。細胞老化指標を整備するための基盤
データを取得し、個体の老化に伴う細胞老化と、ゲノム
毒性の関連性を評価する。本研究は、体細胞ゲノム毒
性評価系構築のための基盤となることが期待される。 
 

Ｂ．研究方法 
試薬 

以下の試薬を購入し、実験に用いた。 
Adult Brain Dissociation kit(130-107-677)、C-Tube(13
0-093-237)、Adult Neuron Isolation Kit(130-126-602）、
Microglia Micro Beads(130-093-636）、はMiltenyi Biot
ec社より入手した。Anti-LaminB1（ab16048）、Anti-p21
（ab188224）、Anti-MAP2（ab5392）は、Abcam社より入
手した。Anti-Iba1(GTX100042)、Anti-CD68(GTX41865)
はCeneTex社より入手した。 
DAPI(342-07431)、PI(343-07461)はDojindo社より入手し
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た。VECTASHIELD(H-1000)はVector Laboratories社よ
り入手した。Alexa Fluor goat anti-rabbit IgG (A11034)、
Alexa Fluor goat anti-mouse IgG (A11029)はInvitroge
n社より入手した。10X G-Activate pH9(ARSE9-01)はG
enoStaff社より入手した。Anti-Iba1（090-19741）はWako
社より入手した。Poly-L-Lysine（P9155）はSigma-Aldlich
社より入手した。牛胎児血清（26140-079）、ペニシリン-
ストレプトマイシン（15140-122）、DMEM（11965-0921),F1
2(11765-054)はGibco社より入手した。BDNF（450-02）、
MCSF（315-02）、TGFβ（100-21）はPepro tech社より
入手した。Hoechst（346-07951）はDojindo社より、8 well
 chambered coverslip（80826）はibidi社より入手した。 
Senescence β-Galactosidase Staining Kit (#9860)は、
Cell Signaling Technology社より入手した。GEM-X Flex
 Sample Preparation v2 Kit (PN-1000781)は、10X GE
NOMICS社より入手した。OCT-compounds(4583)は、サ
クラファインテックジャパン社より入手した。 
実験動物 

若齢マウス（C57BL/6J 3ヶ月齢，♂）、老齢マウス（C
57BL/6J 24ヶ月齢，♂）は東京都健康長寿医療センタ
ー研究所より入手した。 
脳組織分散と細胞単離 

マウスを深麻酔下で心灌流により脱血し、迅速に脳を
摘出した後、顕微鏡下で前脳領域を採取した。 

脳サンプルの細胞分散はAdult Brain Dissociation ki
tのManualに従い、Gentle MACS Dissociator（Miltenyi 
Biotec社）を用いて分散した。下記に簡単に方法を記す。 

脳サンプルの重量を計測し、分散バッファーの入った
ホモジネーターチューブ（C-Tube）に浸した後、チューブ
内で5mm角にカットした。脳サンプルをGentle MACS Di
ssociatorを用いて単一細胞に分散し、デブリ除去を行っ
た。精製した脳単一細胞は、細胞特異的磁気ビーズ抗
体を用いたMACS法により神経細胞（Adult Neuron Isol
ation Kit）とミクログリア（Microglia Micro Beads）に単離
した。 
細胞ポピュレーション解析 
単離した神経細胞、ミクログリアの純度、細胞数、生細
胞の割合をMACS Quant Analyser10（Miltenyi Biotec
社）を用いて解析した。神経細胞は、Anti-Biotin APC、
Anti-NeuN-AF488、Viablity Fixable Dye 405/452を用
い、Transcription Factor Staining Buffer setを用いて、
細胞外、細胞核をラベルした。ミクログリアは、CD45-FI
TC、CD11b-PE、TMEM119-CoraLite647、Viablity Fixab
le Dye 405/452を用い、Inside Stain kitを用いて細胞
外、細胞内をラベルした。 
ミクログリア培養 
神経細胞陰性分画を、Poly-L-Lysine（10 μg/mL、3時
間、室温；P9155、Sigma-Aldrich）でコートしたT25フラス
コに播種した。培地は、10％牛胎児血清および1％ペニ
シリン-ストレプトマイシン（15140-122、Gibco）を含むDM
EM/F12（11965-092、Gibco；11765-054、Gibco）を基礎
培地とし、マクロファージコロニー刺激因子（M-CSF、10 
ng/mL、315-02、PeproTech）およびトランスフォーミング
増殖因子β1（TGF-β1、50 ng/mL、100-21、PeproTec
h）を添加した。培地は2～3日に1回交換し、3～4週間培
養後、フラスコを振幅約20㎝で毎分60回程の早さで1-2
分間振盪し、回収した培地中の細胞をPoly-L-Lysineコ
ート 8 well chambered coverslip（80826、ibidi）に播種
した。 
免疫細胞染色 
8 wellチャンバーに播種後、ミクログリア用培養プロトコ
ル用いて１日間培養した細胞標本を、ミクログリアマー
カーIba1（1:500、090-19741、Wako）及びHoechstの2重

染色を行った。免疫染色後の標本は、共焦点レーザー
顕微鏡システムA1R（Nikon）を用いて撮影を行った。 
免疫組織染色 
マウスを深麻酔下で心灌流し脱血した後、4% PFAにより
潅流固定を行った。脳を摘出し、4% PFA中で一晩固定し
た後30% sucrose 溶液で置換し、OCT-compoundsに包
埋した。クライオスタット(CM3050, Leica)を用いて、30μ
m スライス切片を作成しスライドに接着させ、スライス
標本を作製した。スライス標本は、必要に応じ、熱賦活
化抗原開示処理を行った。その後、0.3% TritonX、 3% 
Goat Serum-PBS中にて室温3時間インキュベーションし、
一次抗体(Anti-MAP2, 1:100, Anti-Iba1,1:500, Anti-CD68, 
1:100, Anti-LaminB1, 1:10000, Anti-p21, 1:1000)にて4℃
16時間インキュベートした。洗浄後、二次抗体（Anti-
rabbit or mouse IgG, 1:1000）にて室温2時間インキュベ
ーションした後、洗浄後DAPI(1:1000)でカウンターステイ
ンした。洗浄した後、切片を乾燥させ、蛍光退色保護剤
を滴下し、カバーグラス内に封入した。LaminB１、p21は、
Tris-EDTAバッファー（pH 9.0）を用いた熱媒介抗原回収
を実施した。 
染色画像は共焦点レーザー顕微鏡システムA1R（Nikon）
を用いて撮像し、NIS-Elementを用いて解析を行った。 
β-Galactosida(SA-β-Gal)染色  
SA-β-Gal 染 色 は 、 Senescence β-Galactosidase 
Staining Kit（Cell Signaling Technology）を用いて実施し
た。厚さ30μmの凍結脳薄切標本にβ-Galactosidase 
Staining溶液を滴下し、37℃で24時間インキュベーション
した。その後、オールインワン蛍光顕微鏡BZ-X710
（KEYENCE）を用いて撮影を行った。 
シングルセルトランスクリプトーム解析（Flexサンプル作
成） 
若齢、老齢マウス由来神経細胞および若齢、老齢マウ
ス由来ミクログリアは、各群9匹のマウスより採材し、プ
ールした。単離した神経細胞およびミクログリア細胞は
GEM-X Flex Sample Preparation v2 Kit (PN-1000781，
10X GENOMICS)を用いて固定化した。固定化細胞はPI
を用いてセルカウントした後、Stock溶液中に細胞を分
散し、-80℃にて凍結保存した。作成したFlexサンプル
は、タカラバイオ遺伝子解析センターに送付し、
Chromium GEM-X Fixed RNA ライブラリー作成、
NovaSeqシークエンス、Cell Rangerを用いたシングルセ
ル発現解析を実施した。 
（倫理面の配慮） 
動物実験は、国立医薬品食品衛生研究所の動物実験
委員会の承認（承認番号1012）を得て、規定に則り、適
切に実施した。 
 

Ｃ．研究結果 
図１に、若齢マウス（C57BL/6J 3 ヶ月齢，♂）、老齢

マウス（C57BL/6J 24 ヶ月齢，♂）由来神経細胞、ミクロ

グリアの細胞採材、ポピュレーション解析、各種実験の

流れを示す。脱血後脳サンプルは、氷冷下において前

脳領域を摘出し、秤量した。細胞採材に用いたマウス

の体重は、若齢マウスと比較して老齢マウスでは

37.4％増大しているのに対し、前脳領域の重量は、ほと

んど変化していないことが示された。 

前年度確立した細胞分散単離プロトコルに基づいて、

マウス前脳より脳細胞分散液を精製し、神経細胞、ミク

ログリアに単離した。単離した神経細胞、ミクログリアの

細胞数、純度をMACSQuant Analyzer10で検証した代表
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的な結果を下記に示す。神経細胞では、若齢マウス；細

胞数1.23×10⁵、純度96.48％、老齢マウス；細胞数5.84

×10⁴、純度96.58％であることが明らかになった。またそ

のうち成熟神経細胞のマーカーとして知られるNeuN陽

性細胞は、若齢マウス；純度87.47％、老齢マウス；純度

84.23％であることが示された。一方、ミクログリアでは、

若齢マウス；細胞数1.83×10⁵、純度92.23％、老齢マウ

ス；細胞数1.56×10⁵、純度92.48％であることが明らかに

なった。またそのうちミクログリア特異的マーカーとして

知られるTMEM119陽性細胞は、若齢マウス；純度

70.99％、老齢マウス；純度74.91％であることが示された。

また、いずれの細胞も生存率は95％以上であった。上

記の結果は若齢マウス(n=3)、老齢マウス(n=3)で検証し、

再現性を確認している。 

図1に示すように、回収細胞は、①ゲノム毒性評価サ

ンプル、②シングルセルトランスクリプトーム解析、③細

胞培養に使用した。加えて、④免疫組織染色を行った。 

① ゲノム毒性評価 

単離した細胞を用いて、体細胞突然変異やエピジェ

ネティクス異常等のゲノム毒性評価を開始した（ゲノム

安全科学部）。若齢マウスおよび老齢マウス 1 個体から

神経細胞、ミクログリアをそれぞれ単離した。若齢マウ

スから、神経細胞 8 例、ミクログリア 5 例を、老齢マウス

から神経細胞 8 例、ミクログリア 5 例を細胞懸濁液とし

て、ゲノム毒性評価チームへ供給した。 

② シングルセルトランスクリプトーム解析 
単離した細胞のシングルセルレベルでの細胞性状を

解析するため、シングルセルトランスクリプトーム解析を
実施した。若齢マウス、老齢マウスより、神経細胞、ミク
ログリアを単離した。GEM-X Flex Sample Preparation v2 
Kitを用いて、4℃で23時間固定した。固定した神経細胞、
ミクログリアはPI染色して細胞核数をカウントした後、-
80℃保存した。細胞単離は複数回に分けて実施し、固
定化凍結サンプルをプールした。PIカウント数として、神
経細胞（若齢マウス9個体より;1.51×10⁶細胞、老齢マウ
ス9個体より;1.22×10⁶細胞）、ミクログリア(若齢マウス9
個体より;3.57×10⁶細胞、老齢マウス9個体より;3.80×
10⁶細胞）を回収することができた。GEM-X Flexシングル
セルゲノム解析はタカラバイオ株式会社遺伝子解析セ
ンターに委託した。図2に示すように、神経細胞（若齢）、
神経細胞（老齢）、ミクログリア（若齢）、ミクログリア（老
齢）の4つのデータセットを得た。今後、神経細胞の若
齢・老齢比較、ミクログリアの若齢・老齢比較の高次解
析を実施し、細胞種アノテーション、遺伝子発現変動解
析に基づき、加齢に伴い細胞性状が変動する細胞集団
の特定や、加齢に伴うエピジェネティクスな細胞性状変
化と細胞老化の関連性を評価する予定である。 
③ 細胞培養 

若齢および老齢マウス由来のミクログリア細胞を用い
たin vitro評価系の構築を目的として、ゲノム解析に使
用しない神経細胞陰性画分の細胞を用いて、ミクログリ
ア細胞の長期培養および細胞数増幅プロトコルの整備
を試みた。4週間の長期培養後、振盪操作により回収し
た培地中の細胞を免疫染色した結果、若齢マウスでは1.
47×10⁵細胞、老齢マウスでは5.2×10⁴細胞のIba1陽性
ミクログリアが確認出来た。 
④ 免疫組織染色 

生体レベルでの神経細胞とミクログリアの加齢に伴う

細胞性状変化と細胞老化を評価し、老化指標を明確化
するため、免疫組織染色を行った。若齢マウス5例、老
齢マウス4例の脳固定サンプルよりスライス切片を作成
し、神経細胞、ミクログリアの選択的マーカー抗体およ
び細胞老化マーカー抗体を用いて染色を行った。代表
的な染色像を図3に示す。神経細胞はMAP2（A）、ミクロ
グリアはIba1（B）、CD68（B ｃ）でそれぞれ染色した海馬
領域を示している。MAP2は微小管を調節するチューブ
リンタンパク質であり、神経細胞の細胞体、樹状突起に
発現する。図Aで示すように、若齢マウスの海馬CA1、
DG領域では、神経細胞の構造が明確に観察できてい
る。一方、老齢マウスでは、MAP2シグナルが弱くなり、
突起構造も不連続になっている。Iba1は単球やマクロフ
ァージで発現するCa2+結合蛋白タンパク質であり、ミクロ
グリアのマーカーとして用いられる。Bは海馬CA1領域
の染色像を示しているが、若齢マウスと比較して、老齢
マウスではIba1陽性ミクログリアの細胞数が増大し、形
態も突起が短く細胞体が大きい活性型へと変化してい
る。B cではCD68の染色像を示す。CD68は主にリソソー
ム、エンドソームに局在し、貪食活性化したミクログリア
のマーカーとして用いられる。矢頭で示すように、老齢
マウスのCA1領域では、CD68＋Iba1＋ミクログリアが複
数観察でき、貪食活性の亢進したミクログリアが多数存
在していることが示された。C aには、海馬CA1領域Iba1
陽性ミクログリア細胞体で観察される、CD68シグナルを
示している（黄色矢頭）。若齢マウスと比較して、老齢マ
ウスでは、大きく、高いシグナル強度を示す、複数の
CD68シグナルが示されている。C ｂには、CD68シグナ
ルの定量解析結果を示している。老齢マウスではIba1
陽性ミクログリアに局在するObject数（C b左）、総シグ
ナル強度（C b右）が有意に増加しており、貪食活性が
亢進している事が示されている。 

さらに、2024年に細胞老化実験ガイドライン（Ogrodnik 
et al., Cell 2024 187(16):4150-4175.）で提唱された細胞
老化マーカーについても検討した（図4）。Lipofuscinは酸
化したタンパク質や脂質により構成された凝集体であり、
加齢とともにリソソーム内に蓄積する不溶性の色素で
ある（Ａ a）。自家蛍光を発することから、aで示すように、
ピンク色のシグナルとして観察できる。老齢マウスでは
海馬神経細胞層に沿って、若齢マウスでは観察できな
いドット状のLipofuscinのシグナルが観察できることが
示された。右図はCA1領域の拡大図を示しているが、老
齢 マ ウ ス で 観 察 さ れ る 細 胞 核 周 辺 の ド ッ ト 状 の
Lipofuscinシグナルが、若齢マウスではほとんど確認で
きない。Ａ bでは核膜の裏打ち網目状構造ラミナの主
要成分であるLaminB1の染色像を示している。LaminB1
は高密度な繊維状構造を構成するタンパク質であるが、
細胞老化とともにその発現が低下することが報告され
ている。ｂで示すように、若齢、老齢マウス双方において
染色像が確認できたが、老齢マウスではLaminB1発現
が低下している細胞核が多いことが示された。Ａ cでは
サイクリン依存性キナーゼ阻害因子であるp21の染色
像を示している。矢頭で示すように老齢マウスでは、
p21のシグナルが強く、発現細胞数が増大していること
が示された。ｄではβ-gal染色像を示す。矢頭で示すよう
に、老齢動物では青色のシグナルを有する、β-gal陽性
細胞が観察出来た。また、上記の老化マーカーについ
て、神経細胞、ミクログリアのマーカーと共染色し、細胞
種ごと、領域ごとの発現と局在の定量解析を進めてい
る。Bでは、p21の定量解析結果を示している。B aは、
若齢、老齢マウスの海馬領域CA1領域のp21、Iba1、
Lipofuscin、DAPIの染色画像であり、インセットに代表
的なミクログリア、神経細胞のp21シグナル像を示して
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いる。細胞核でROIをとり細胞核内部のp21シグナルを
定量化した(核内のp21ドット数、核内のp21面積％、核
内のp21平均シグナル強度、 B b)。神経細胞、ミクログ
リア共に、老齢動物において、核内のp21シグナルが急
激に増大していた。老齢動物のp21シグナルを神経細
胞、ミクログリア間で比較した結果、核内のp21ドット数
は神経細胞が多い一方で、核内のp21面積と平均シグ
ナル強度はミクログリアが高い数値を示した。すなわち、
ミクログリア核内部のp21シグナル陽性領域は、蛍光強
度が高く、大きい。一方、神経細胞核内部のp21シグナ
ル陽性領域は蛍光強度が低く、小さな領域が多数存在
していることが示された。この結果は神経細胞とミクロ
グリアの細胞種間における老化進行度と細胞分裂能の
違い等を考察する上で重要な情報であり、さらなる検証
が必要である。 

以上のデータから、老齢マウスの神経細胞、ミクログ

リアが細胞老化フェノタイプを獲得していることが明らか

になった。また、神経細胞とミクログリア間で細胞老化

の進行度に差がある可能性も示された。2024年に細胞

老化実験ガイドラインで提唱された細胞老化マーカー

はin vitro実験データを根拠にするものも多いが、我々

のデータはこれらがin vivo実験においても有効である事

を示す実証データでもある。 

 

Ｄ．考察 
免疫組織化学的検討から、老齢動物の海馬領域に

おいて神経細胞およびミクログリアの形態学的変化が

観察された。さらに、2024 年に細胞老化実験ガイドライ

ン（Ogrodnik et al., Cell 2024 187(16):4150）で提唱され

た細胞老化マーカーについても検討し、Lipofuscin が老

齢マウス海馬神経細胞に顕著に蓄積していることを確

認した。ミクログリアにおいても Lipofuscin 陽性細胞は

見られたが、神経細胞に比べて細胞数、蓄積量共に少

なかった。また、神経細胞、ミクログリアにおける p21 の

核内蓄積を評価した結果、老齢マウスの神経細胞、ミク

ログリアにおいて、顕著に p21 シグナルが増大している

こと、また、神経細胞と比較してミクログリアの p21 シグ

ナル数値と核内面積が高いことが示された。p21 はその

発現量に応じて、細胞周期、細胞老化を制御すること

（Hsu et al., Cell 2019 178 361）、免疫応答性の遺伝子

誘導を引き起こすこと（Sturmlechner et al., Science 

2021 374 577）が報告されている。本研究で示された老

齢マウスにおけるミクログリアと神経細胞の p21 シグナ

ルの相違は、異なる細胞種間の分裂能の相違に由来

する細胞老化度の違いのみならず、免疫応答性シグナ

ルの違いを反映している可能性がある。今後、LaminB1、

PLIN2、４-Hydroxynonenal、β-gal などのその他の老化

指標についても検討し、考察を深める必要がある。 

さらに、モデル細胞として単離回収した神経細胞、ミクロ

グリアのシングルセルトランスクリプトームの解析を進

めている。高次解析、細胞アノテーション解析、発現変

動解析を実施し、単一細胞レベルの加齢に伴うエピジェ

ネティクスな細胞性状変化と細胞老化の関連性を評価

する。さらに、加齢に伴って細胞性状が大きく変化する

細胞集団を特定すると同時に、細胞老化指標を抽出し、

整備する。これらの検討により、老化にともない変動す

る細胞集団やそのエピジェネティクスな変化が明確化

することが期待できる。また、採材した細胞から、より多

くの指標を得るため、長期細胞培養の整備も進めてい

る。上記の検討は、体細胞ゲノム毒性評価系構築のた

めの基盤となることが期待される。 

 

Ｅ．結論 
今年度は、ゲノム毒性評価のための細胞供給体制を

整備することができた。さらに、シングルセルトランスクリ
プトーム解析や免疫組織学解析により、加齢に伴い細
胞性状が変動する細胞集団の特定や、細胞老化指標
の明確化を進めている。本研究で得られる知見は、環
境要因によって悪化する健康リスクの理解を深め、ゲノ
ム毒性評価系を構築するための基盤となることが期待
される。 
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