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要約 
 
全身性エリテマトーデス（Systemic lupus erythematosus[SLE]）は全身の臓器に

慢性炎症を引き起こす自己免疫疾患である。皮膚エリテマトーデス（Cutaneous 
lupus erythematosus[CLE]）は、単独の皮膚疾患として、また SLE 症状の一つと

して現れる。CLE の臨床症状は SLE の診断基準にも組み込まれ、SLE の早期

発見と評価において極めて重要な役割を果たしている。すなわち、CLE 病態メ

カニズムの理解は、SLE に対する次世代の治療戦略を確立するための鍵となる

可能性がある。CLE では主要な病態タイプで共通して認められる Interface 
dermatitis（境界部皮膚炎）において、ケラチノサイト（Keratinocytes [KC]）に

対し、Type I Interferon（I 型 IFN）シグナルによって細胞傷害性 T 細胞の攻撃

性が高まることで、慢性炎症を誘導していると考えられている。しかし、未だ

I 型 IFN を産生する原因細胞とその特徴は、明らかになっていない。 
細胞老化は、不可逆的な細胞周期の停止状態を指し、senescence-associated 

secretory phenotype（SASP）となることで、サイトカインやケモカインなどの

炎症性因子を分泌し、加齢関連疾患や慢性炎症を引き起こす。老化細胞は I 型
IFN シグナルを活性化することが知られており、CLE 病態への関与が推測され

るものの、CLE に老化細胞が存在しているのか、またもし老化細胞が I 型 IFN
の産生に関与するのであれば、どのように免疫細胞と相互作用し CLE 病態を誘

導するのか明らかになっていない。 
そこで、本研究では、CLE および SLE 患者の皮膚組織の遺伝子アレイデータ

および single-cell RNA-sequencing（scRNA-seq）データ、SLE モデルマウスを用

いた解析によって、CLE 病態における細胞老化の役割の解明を行った。 
はじめに、CLE 患者皮膚の遺伝子アレイデータを用いて、細胞老化関連遺伝

子群の発現を検証したところ、健常対照皮膚と比較し、CLE 皮膚では細胞老化

関連遺伝子群が亢進していることが明らかになった。次に、SLE 皮膚の

scRNA-seq 解析を行い、細胞老化因子 CDKN1A の発現を高めた表皮基底細胞が

存在し、I 型 IFN の発現を上昇させることがわかった。表皮基底細胞は KC の

一つであり、表皮の最下層に存在する細胞である。さらに、老化表皮基底細胞

は I 型 IFN をリガンドとして発現し、非老化表皮基底細胞が I 型 IFN応答関連

遺伝子を高めていることが明らかになったことから、老化表皮基底細胞が産生

する I 型 IFN が、正常表皮基底細胞の形質を変化させていることが推測され

た。そこで、さらに scRNA-seq 解析を行い、CD8+細胞傷害性 T 細胞へ抗原提

示する役割を持つ HLA（Human leukocyte antigen）クラス I 分子（HLA-I）の発

現を検証した。結果、HLA-I の発現は非老化表皮基底細胞で上昇していた。一

方、老化表皮基底細胞は HLA-I の発現を非老化表皮基底細胞よりも低下させて

いた。さらに、老化表皮基底細胞はオートクライン作用により、HLA-I の発現

を抑制する EGFR シグナルを高めていたことから、老化表皮基底細胞が産生す
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る I 型 IFN が、正常表皮基底細胞に対する CD8+T 細胞からの細胞傷害性を高

める一方、老化表皮基底細胞は、EGFR シグナルを高めることで HLA-I の発現

を抑制し、CD8+T 細胞からの攻撃から逃れている可能性が示唆された。 
そこで、ヒト不死化 KC である HaCaT 細胞を用いた in vitro 実験を実施し、老

化表皮細胞と正常表皮細胞、CD8+T 細胞との相互作用を検証した。Ultraviolet 
B照射によって老化誘導した HaCaT 細胞では HLA-I の発現が低下し、老化

HaCaT 細胞の SASP 因子は、I 型 IFN シグナルを介して非老化 HaCaT 細胞の

HLA-I 発現を上昇した。さらに、CD8+T 細胞、老化 HaCaT 細胞、非老化

HaCaT 細胞の共培養実験により、老化 HaCaT 細胞は CD8+T 細胞による非老化

HaCaT 細胞に対するアポトーシスを誘導した。最後に、SLE モデルマウスであ

る MRL/lpr に対して老化細胞除去薬である fisetin を経口投与し、老化表皮基底

細胞の CLE 病態形成への関与を検証した。結果、vehicle群と比較して fisetin
投与群では、p21 WAF1/CIP1陽性の老化細胞が減少し、皮膚病変の改善を認めた。 
これらの結果から、CLE では老化表皮基底細胞が産生する I 型 IFN が、細胞

傷害性 T 細胞の正常表皮基底細胞に対する攻撃性を高め、CLE 皮膚病態を形成

している可能性が示唆された。さらに、老化表皮基底細胞は細胞傷害性 T 細胞

の攻撃を回避する特性があることがわかった。今後は、老化表皮基底細胞を標

的とした CLE新規治療法の開発が期待される。 
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略語リスト 
 
Ab: Antibody 
ACLE: Acute CLE 
AMP®: Accelerating Medicines Partnership® 
ANGPTL: Angiopoietin-like protein 
APM: Antigen-processing and presentation machinery 
AREG: Amphiregulin 
B2M: β2 microglobulin 
BSA: Bovine serum albumin 
CCLE: Chronic CLE  
CDH: Cadherin  
CDK: Cyclin-dependent kinases 
cGAS: Cyclic GMP-AMP synthase  
CLDN: Claudin 
CLE: Cutaneous lupus erythematosus 
CM: Conditioned media 
CypA: Cyclophilin A 
DMEM: Dulbecco’s modified eagle’s medium 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
dNTP: Deoxyribonucleotides 
D+Q: Dasatinib＋Quercetin 
EGF：Epidermal growth factor 
EGFR: Epidermal growth factor receptor  
EPH: Ephrin 
FBS: Fetal bovine serum 
FDR: False discovery rate 
GAP: Growth-associated protein 
GEO: Gene Expression Omnibus 
GO: Gene ontology  
GSEA: Gene set enrichment analysis 
HBEGF: Heparin-binding EGF-like growth factor 
H&E: Hematoxylin・eosin 
HLA: Human leukocyte antigen 
HMGB1: High mobility group box 1 
ICLE: Intermittent CLE  
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IGFBP: Insulin-like growth factor binding protein 
JAM: Junctional adhesion molecule 
JCRB: Japanese Collection of Research Bioresources 
KC: Keratinocytes 
LINE1: Long interspersed nuclear element-1 
MAPK: Mitogen-activated protein kinase 
MHC: Major histocompatibility complex 
MIF: Macrophage migration inhibitory factor 
mRNA: Messenger RNA 
NCBI: National Center for Biotechnology Information 
NES: Normalized enrichment scores 
NF-κB: Nuclear factor-κb 
NHEK: Normal human epidermal keratinocytes  
NK: Natural killer 
One-way ANOVA: One-way analysis of variance 
PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells 
PBS-T: Phosphate buffered saline with tween 20 
PCA: Principal component analysis 
pDC: Plasmacytoid dendritic cells 
p-EGFR: Phospho-EGFR 
PFA: Paraformaldehyde 
PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase 
PS: Penicillin streptomycin 
SASP: Senescence-associated secretory phenotype 
SCAPs: Senescent cell anti-apoptotic pathways 
SCLE: Subacute CLE 
SLE: Systemic lupus erythematosus 
SPiDER-β Gal: SPiDER-β Galactosidase 
scRNA-seq: Single-cell RNA-sequencing 
STAT1: Signal transducer and activator of transcription 1 
STING: Stimulator of interferon genes 
TBS-T: Tris buffered saline with tween 20 
TCR: T cell receptor  
THBS: Thrombospondin 
TNFa: Tumor necrosis factor alpha 
UMAP: Uniform manifold approximation and projection 
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UV: Ultraviolet 
UVB: Ultraviolet B 
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第 1 章 諸言 
 
1-1. 全身性エリテマトーデス（Systemic lupus erythematosus [SLE]）と皮膚エ

リテマトーデス（Cutaneous lupus erythematosus[CLE]） 
 SLE は、皮膚、血管、脳、肺、腎臓、関節など全身の臓器に臨床症状を呈す

る自己免疫疾患である 1。有病率は人口 10万人あたり 20-150例と報告され、妊

娠可能年齢の女性に多く、男女比はおよそ 1:10 である 2,3。SLE の発症要因は未

だ明らかでなく、遺伝的要因、エピジェネティックな変化、ホルモンおよび環

境因子（紫外線曝露、薬剤など）が複合的に関与していると考えられている。 

CLE は、単独の皮膚疾患として、また SLE 症状の一つとして約 70-80%の SLE
患者に現れる炎症性疾患である。臨床像は、瘢痕を残さない急性の発疹から、

慢性的な病変まで多岐にわたり、患者の生活の質に深刻な影響を及ぼす。CLE
は、急性皮膚エリテマトーデス（Acute CLE [ACLE]）、亜急性皮膚エリテマト

ーデス（Subacute CLE [SCLE]）、慢性皮膚エリテマトーデス（Chronic CLE 
[CCLE]）、間欠性皮膚エリテマトーデス（Intermittent CLE [ICLE]）の 4 つの主

要カテゴリーに大別される。表 1 に、代表的なサブタイプの特徴と主な鑑別診

断をまとめる 4。また、CLE で認められる「頬部紅斑」「円板状皮疹」「光線

過敏症」「口腔内潰瘍」などの症状は、2019年ヨーロッパリウマチ学会/アメ

リカリウマチ学会における SLE の診断基準に組み込まれており、CLE の診断は

SLE の早期発見と評価において極めて重要な役割を果たしており 4、CLE の複

雑な病態メカニズムの理解は SLE 診断法の開発と、次世代の治療戦略を確立す

るための鍵となると考えられる。 
 
表 1. CLE の分類と臨床的・組織学的特徴 
サブタイプ  臨床的特徴  組織学的特徴 主な鑑別診断  
ACLE 頬骨部に見られる対

称性の紅斑（蝶形紅

斑）が典型的。鼻唇

溝を避ける特徴があ

る。全身性では薬疹

に似た紅斑が広範囲

に出現する。 

顕著な Interface 
dermatitis、基底細胞

の液状変性、真皮上

層の浮腫。表皮剥離

を伴うこともある。 

酒さ、接触皮

膚炎、薬疹、

薬剤性光線過

敏症 

SCLE 日光曝露部に好発す

る、環状または乾癬

様の鱗屑を伴う紅斑

性丘疹・局面。瘢痕

ACLE より軽度の

Interface dermatitis。
真皮のムチン沈着は

少ない。 

乾癬、環状肉

芽腫、体部白

癬、薬剤性光

線過敏症 
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を残さずに治癒する

が、色素脱失を伴う

ことが多い。 
円板状 CLE
（CCLE の

代表） 

境界明瞭な、鱗屑と

毛孔一致性の角栓を

伴う紅斑性局面。慢

性化すると中心部の

萎縮、瘢痕、色素沈

着・脱失を来す。顔

面、耳、頭部に好

発。 

著明な Interface 
dermatitis に加え、毛

包周囲および血管周

囲の密なリンパ球浸

潤、毛孔角栓、真皮

のムチン沈着。 

乾癬、皮膚 T
細胞性リンパ

腫、サルコイ

ドーシス、多

形日光疹 

腫脹性 CLE
（ICLE の代

表） 

境界不明瞭で浮腫性

の、蕁麻疹様の紅斑

性局面。表皮の変化

（鱗屑や萎縮）を伴

わない。日光曝露部

に好発し、瘢痕を残

さない。 

Interface dermatitis を
欠く。真皮の著明な

ムチン沈着と血管周

囲のリンパ球浸潤が

特徴。 

偽リンパ腫、

多形日光疹、

環状肉芽腫 

 
1-2. CLE の分子病態 
CLE では表 1 のように臨床的・組織学的な多様性があるが、腫脹性 CLE を除

く主要サブタイプに共通して「Interface dermatitis（境界部皮膚炎）」が認めら

れる。Interface dermatitis では、Type I Interferon（I 型 IFN）シグナルによって誘

導されるケラチノサイト（Keratinocytes [KC]）への免疫細胞による細胞傷害性

が認められ、CLE 病変の慢性化や瘢痕化は、I 型 IFN シグナルの強度や持続性

に関連していると考えられている 4。また近年では、CLE において一見正常に

見える非病変部の皮膚でも、IFN シグナル関連遺伝子群の発現が持続的に上昇

していることが報告され、慢性的な IFN の活性化状態が、CLE の病態形成の基

盤をなしていると推測されている 4。CLE における I 型 IFN の産生は、自然免

疫系の核酸センサーが自己由来の核酸を誤って認識することによって引き起こ

され、細胞質内に漏れ出た自己 DNA を cyclic GMP-AMP synthase（cGAS）- 
stimulator of interferon genes（STING）経路を介することで、I 型 IFN 産生を強

力に活性化することが報告され 4、Z 型コンフォメーションをとる特殊な自己

DNA を認識するセンサーである ZBP1 が cGAS-STING経路を増強する報告が

ある 4。 
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紫外線（Ultraviolet [UV]）は、CLE 患者の多くが報告する光線過敏症の誘導因

子として知られる。UV照射は KC にミトコンドリアの酸化ストレスを引き起

こし、酸化されたミトコンドリア DNA が細胞質へ放出される。この DNA は Z
型コンフォメーションをとりやすくなり、ZBP1 がこの Z-DNA を安定化させ、

cGAS による認識を促進し、その結果、STING経路が強力に活性化され、大量

の I 型 IFN が産生され KC のアポトーシスが亢進することが報告されている 5。

また、CLE の病変部では、複数の免疫細胞と皮膚構成細胞が相互に作用し、自

己増幅的な炎症回路が形成されている 6。活性化した KC は、CXCL9、
CXCL10、CXCL11 などのケモカインを大量に産生する 6。これらのケモカイン

は、その受容体である CXCR3 を発現する CD8+細胞傷害性 T 細胞や Th1 細胞

を強力に病変部へ誘引する 6。浸潤した T 細胞は IFN-γ などを放出し、KC をさ

らに刺激してケモカイン産生を増幅させる 7。 
SLE における I 型 IFN を過剰産生する原因細胞については、以前から形質細

胞様樹状細胞（Plasmacytoid dendritic cells [pDC]）の関与が推測されていた 8。

pDC は核酸を含む免疫複合体に反応することで IFN を産生し、その他の免疫系

を活性化させる 8。しかし、近年の前臨床試験では、pDC はエフェクター細胞

として機能せず、疾患活動性や循環 IFN濃度に関わらず、Toll様受容体を介し

たサイトカインの産生や T 細胞の活性化を誘導しないことが明らかになった
9,10。すなわち、pDC以外の細胞が IFN を産生し、CLE 発症を誘引しているこ

とが考えられるが、KC なのか、それとも他の細胞なのか同定されておらず、

IFN を産生する原因細胞とその特徴については、明らかになっていない。 
 
1-3. CLE と細胞老化 
細胞老化は不可逆的な細胞周期停止を特徴とし、テロメア短縮 11,12、がん遺伝

子活性化 13、放射線 14、高レベルの活性酸素種 15、ミトコンドリア機能不全 16、

炎症性サイトカインおよびケモカイン 17、メカニカルストレス 18、タンパク質凝

集 19、オートファジーの低下 20、リボソームストレス 21,22、成長因子 23 などさま

ざまなストレス因子によって引き起こされ、 senescence-associated secretory 
phenotype （SASP）として知られるサイトカイン、ケモカイン、プロテアーゼな

ど炎症誘導性因子の分泌を促進する形質となる 24。本来、細胞老化は、細胞周期

を停止することで腫瘍形成を抑制する防御機構として機能するが、SASP を介し

て、加齢関連疾患や慢性炎症を引き起こすことが知られている 25。 
細胞老化の誘導には、p21 WAF1/CIP1 および p16 INK4a が関与しており、細胞周期停

止の中心的な役割を果たす。これらは cyclin-dependent kinases（CDK）の活性を

阻害し、低リン酸化状態の retinoblastoma、p107 および p130 を介して、E2F転写
活性およびその標的遺伝子（Cyclin Eや Cyclin D など）の転写が抑制され、細胞
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周期は G1 期で停止する 26。SLE 患者の皮膚病変の免疫組織化学解析において

も、p21 WAF1/CIP1 および p16 INK4A陽性の表皮基底細胞が同定されている 27。しか

し、老化細胞が CLE 病態に関与しているのか、CLE 病態で中心的な役割を果た

す IFN との関係性は未だ不明である。 
また、老化細胞は、long interspersed nuclear element-1（LINE-1）retrotransposable 

elements の脱抑制を示し、その結果、LINE-1 相補的 DNA の細胞質蓄積と強力

な I 型 IFN 応答の活性化が起こすことがわかっている 22。この活性化は

inflammaging として知られる加齢関連の慢性炎症を駆動する要因であることが

わかっており、LINE-1逆転写産物である相補的 DNA が cGAS-STING経路を刺

激することによって媒介される 22。このように、CLE の病態に細胞老化が関与

している可能性が示唆されているものの、IFN 産生における老化細胞の関与や炎

症の増幅サイクルにおけるその機能については十分に解明されていない。 
 
1-4. 本論文の目的 
本研究では、CLE 皮膚組織で老化細胞の存在と、それらが I 型 IFN 産生や免疫

細胞との相互作用を通じて病態を誘導するメカニズムを検証した。具体的には、

CLE および SLE 患者皮膚組織の遺伝子アレイおよび single-cell RNA-sequencing
（scRNA-seq）解析と、ヒト不死化 KC を用いた in vitro 実験によって検証した。

さらに SLE モデルマウスの皮膚病変に対する老化細胞除去薬の効果を検証する

ことで、老化細胞の CLE 皮膚病態への関与を in vivo で明らかにした。 
 
第 2 章 CLE 皮膚組織における老化細胞の検証 
 
2-1. 緒言 
前述のように、これまで CLE において老化細胞の病態への関与が推測され、細

胞老化関連遺伝子である p21 WAF1/CIP1 および p16 INK4a陽性の表皮細胞の存在が報

告されてきた 27。しかしながら、遺伝子発現解析による老化細胞の同定について

は p21 WAF1/CIP1および p16 INK4aの発現上昇に加え、SASP 因子を同定することで、

同じく細胞周期抑制因子を上昇させる休止細胞や終末分化細胞と区別し、老化

細胞を同定できる 28。そこで、本研究においては CLE 患者皮膚の網羅的遺伝子

発現解析によって、細胞老化関連遺伝子の発現を検証する。さらに、単一細胞に

よる scRNA-seq解析によって、皮膚病変に存在する老化細胞の細胞種を同定し、

老化細胞と IFN 産生細胞、さらには他の細胞との細胞間コミュニケーションに

ついて、バイオインフォマティクス解析によって明らかにした。 
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2-2. 対象と方法 
 
2-2-1. 遺伝子発現データおよび解析方法 
CLE 患者皮膚の遺伝子発現データは、米国 National Center for Biotechnology 

Information（NCBI）が運営・管理している公共のデータベースである Gene 
Expression Omnibus（GEO）から取得した（GSE184989）29。本データセットには、

ACLE（n = 20）、SCLE（n = 22）、慢性円板状皮膚エリテマトーデス（chronic 
discoid lupus erythematosus[DLE]：n = 26）および健常対照者（control：n = 4）の

パラフィン包埋皮膚生検サンプルを用いたマイクロアレイによる網羅的遺伝子

発現データで構成された。データ解析は R（https://www.r-project.org/）および

Transcriptome Analysis Consoleソフトウェア（Thermo Fisher Scientific、Waltham、

MA、USA）を用いて実施した。Gene set enrichment analysis（GSEA）は Broad 
Institute が提供する GSEA ソフトウェア 30 を用いて行い、遺伝子セットは細胞

老化関連遺伝子セット（SenMayo）28 および Hallmark 遺伝子セット 31 を使用し

た。GSEA における統計的有意性の判定には、Signal2Noise 法を用い、false 
discovery rate（FDR）法によって q-value を算出した。 
 
2-2-2. scRNA-seq 解析 
scRNA-seq データは Accelerating Medicines Partnership®（AMP®）により公開さ

れた AMP® Phase1-Metro32 データセットであり、Single Cell Portal 
（https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell）から quality-controlled 発現マトリ

ックスデータとして取得した。GSE18647633 は NCBI の GEO から取得した。 
データの前処理は、Rプログラミング言語を用い、Seurat（ver. 4.3.0）34パッケ

ージで行った。AMP® Phase1-Metro データセットには、SLE 患者 14例の皮膚サ

ンプルが含まれている。また、GSE186476 データセットには、CLE 患者 7例お

よび健常対照 14例の皮膚サンプルが含まれている。GSE186476 データセットに

ついては、CLE および健常皮膚由来のシングルセルデータを用い、遺伝子が 3 細

胞以上で検出されていること、各細胞あたり検出遺伝子数が 100〜5,000 の範囲

であること、ミトコンドリア遺伝子発現率が 10%未満であることの条件でフィ

ルタリングを行った。データは“NormalizeData”関数を用いて正規化し、

“FindVariableFeatures”関数により 2,000 個の高変動遺伝子を同定した。

“FindIntegrationAnchors”および“IntegrateData”関数を用いてバッチ効果を補正

した後、データをスケーリングし、principal component analysis（PCA）により次

元を削減した。可視化には uniform manifold approximation and projection（UMAP） 
を使用した。クラスタリングは、“FindNeighbors”および“FindClusters”関数を

用い、resolution 0.2 で実施した。既知のマーカー遺伝子に基づき、以下のように
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細胞群をアノテーションした。表皮基底細胞（KRT5、 KRT14）、有棘細胞（KRT1、
KRT10、DSG1）、顆粒細胞（KRT2、DSC1）、メラノサイト（MLANA）、汗腺細

胞（DCD）。Single-sample GSEA（ssGSEA）35 は、escape（ver. 1.6.0）および dittoSeq
（ver. 1.8.1） パッケージを用いて実施した。細胞老化関連遺伝子セットとして、

Casella36、Fridman37、SenMayo28、Global Senescence Literature Curated 202038、SASP 
Literature Curated39、 Purcell40、Hernandez41 を使用した。また、Type I IFN 関連遺

伝子セットとして、type I IFN production（GO:0032606）、response to type I IFN
（GO:0034340）、および interferon-alpha response（GO:0035455）を用いた。さら

に、EGFR signaling（R-HSA-177929）、MHC-I-mediated antigen processing and 
presentation（R-HSA-983169）、MHC-II antigen presentation（R-HSA-2132295）、

immune system process（GO:0002376）、および immune response（GO:0006955）
に関連する遺伝子セットを使用した。また、CellChat（ver. 1.6.1）を用いて、リ

ガンド–レセプター相互作用に基づく細胞間コミュニケーション解析を行った 42。

Communication probability の統計的有意性は permutation test により評価し、P < 
0.05 を有意水準とした。 
 
2-2-3. 統計処理 
定量データは Rプログラミング言語を用いて可視化し、箱ヒゲ図およびバイ

オリンプロットで示した。また、各サンプルの定量値をドットプロットで示し

た。2群間の比較に t 検定を用い、3群以上の差の評価には one-way analysis of 
variance（ANOVA）を実施した。One-way ANOVA で統計的有意性が示された

場合のみ、多重比較が行われた。多重比較の P値は tukey 法または bonferroni
で補正した。統計解析は R のグラフィカルユーザーインターフェイスである

EZR を用いて行った 43。 
 
2-3. 結果 
 
2-3-1. 細胞老化関連遺伝子セットでの GSEA 
CLE 患者の皮膚組織における細胞老化を検証するため、GEO データベース 
（GSE184989）29 から取得した CLE 患者の遺伝子発現データにて、細胞老化関

連遺伝子セット（SenMayo）28 を用いて、GSEA30 を実施した。GSEA により、

CLE 患者の皮膚組織では正常皮膚組織（Ctrl）と比較して SenMayo 遺伝子セ

ットがエンリッチしていることが明らかになった（図 1a）。さらに、CLE 
pathomorphology29 に基づいて分類された ACLE、SCLE、DLE のサブタイプを

解析したところ、すべてのサブタイプで SenMayo 遺伝子セットがエンリッチし

ていることが示された（図 1a）。さらに、細胞老化関連遺伝子として代表され
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る CDKN1A と CDKN2A の発現が、CLE 患者のすべてのサブタイプで正常皮膚

と比較して、上昇していた（図 1b）。また、表皮基底細胞の解析では、真皮乳

頭周囲の表皮基底細胞に豊富に含まれる表皮幹細胞因子 COL17A1、ASS1、
POSTN の発現が有意に低下していた（図 1c）。一方、KRT14、PTTG1、
CDC20、RRM2、GJB2、HELLS、UHRF1、PCLAF、KRT16、KRT6A などの他の

基底細胞マーカーの発現には有意な差は認められなかった（図 1c）。 
 

 
図 1. CLE における細胞老化関連遺伝子の発現 
（a）正常皮膚（Ctrl: n=4）と比較した CLE（n = 68）、ACLE（n = 20）、SCLE
（n = 22）および DLE（n = 26）の遺伝子アレイデータと SenMayo の GSEA。

Normalized enrichment scores：NES。（b）細胞老化関連遺伝子（CDKN1A、
CDKN2A）および、（c）表皮基底細胞因子（KRT14、PTTG1、CDC20、
RRM2、COL17A1、ASS1、POSTN、GJB2、HELLS、UHRF1、PCLAF、KRT16、
KRT6A）の log2 変換された遺伝子発現量。定量データは箱ヒゲ図と各サンプル

の定量値をドットプロットで示した。GSEA の統計解析には t 統計量に基づく

ランキング法である Signal2Noise 法を用いて P値を算出し、FDR 法によって q
値を算出した。各遺伝子発現の 4群間の比較には one-way ANOVA を用いた。P
値が 0.05未満は統計的に有意であるとみなした。 
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2-3-2. Hallmark 遺伝子セットでの GSEA 
2-3-1 と同様に遺伝子発現データを用いて、Hallmark 遺伝子セット 31 を用いた

GSEA30 を実施した。GSEA により、CLE 患者の皮膚組織では正常皮膚組織と

比較して、炎症反応に関連する遺伝子と補体系の成分をコードする遺伝子が有

意にエンリッチされることが示された（図 2）。 
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- 15 - 

図 2. CLE における炎症反応および補体関連因子の発現 
正常皮膚（Ctrl：n=4）と CLE（n = 68）で、GSEA を実施し、有意にエンリッ

チされた Hallmark 遺伝子セット。Normalized enrichment scores：NES。GSEA の

統計解析には t 統計量に基づくランキング法である Signal2Noise 法を用いて P
値を算出し、FDR 法によって q値を算出した。 
 
2-3-3. SLE 皮膚由来表皮細胞のクラスター化 
SLE 皮膚病変における細胞老化に関与する細胞タイプを同定するため、SLE 患

者の皮膚から採取した scRNA-seq データセット（AMP® Phase1-Metro）32 を解析

し、ssGSEA35 を実施した。はじめに、皮膚由来 KC を抽出し、基底細胞マーカー

KRT5 および KRT14 を発現する表皮基底細胞を同定した（図 3）。結果、5 つの

表皮基底細胞クラスターが同定された。 
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図 3. SLE 患者由来の各細胞クラスターにおける UMAP およびバイオリンプロ

ット 
（a）SLE 患者の皮膚由来細胞を抽出し、UMAP により可視化したプロット。（b） 
各細胞クラスターにおけるマーカー遺伝子のバイオリンプロット。クラスター

はそれぞれ、有棘細胞クラスター（SPN）、基底細胞クラスター（BAS_1〜5）、

顆粒細胞クラスター（GRN）、メラノサイトクラスター（Melanocyte）、および

汗腺クラスター（Sweat_gland）を指す。 
 
2-3-4. 老化細胞による I 型 IFN 産生 
次に、2-3-3 で同定した表皮基底細胞の 5 つのクラスターについて、遺伝子発現

に基づき、COL17A1-high（COL17）、CDKN1A-high（CDKN1A）、BAS1、BAS2、
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BAS3 クラスター（図 4a および b）として同定した。ssGSEA により、細胞老化

関連遺伝子セットを最もエンリッチするクラスターは、CDKN1A クラスターで

あることがわかり、これを老化細胞クラスター（SEN）と同定した（図 4c）。ま

た、DecoupleR 解析により、SEN クラスターで p53、nuclear factor-κb（NF-κB）、

mitogen-activated protein kinase（MAPK）、vascular endothelial growth factor （VEGF）、
epidermal growth factor receptor（EGFR）、transforming growth factor β （TGFb）、

hypoxia、androgen activity の増加が示された（図 4d）。Gene ontology（GO）エン

リッチメント解析により、COL17 クラスターでは「Epidermis development」が有

意にエンリッチメントされ、SEN クラスターでは「Viral Process」と「Negative 
regulation of cell cycle」が有意にエンリッチメントされていることが明らかにな

った（図 5）。さらに、SEN クラスターで、細胞老化に寄与する DNA損傷応答
に関連する GO タームが有意に増加していることが示された（図 6）24。最後に、

I 型 IFN 関連遺伝子セットを検証したところ、SEN クラスターで有意にエンリ

ッチメントされていることが明らかになった（図 7）。 
 

 

図 4. SLE 患者の皮膚における老化表皮基底細胞クラスターの同定 
（a）SLE 患者の皮膚からの表皮基底細胞の UMAP。（b）表皮基底細胞の 5 つ

の細胞クラスターにわたる差次的発現遺伝子のヒートマップ。（c）7 つの老化

関連遺伝子セットのエンリッチメントスコアの中央値のバイオリンプロット。

細胞老化関連遺伝子セットには、Casella UP、Fridman UP、SenMayo、Global 
Senescence Literature Curated 2020、SASP Literature Curated gene set、Purcell、およ
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び Hernandez を使用した。（d）COL17A1 -high および CDKN1A -high 老化クラ

スター間の差次的パスウェイ活性を示すヒートマップ。定量データはバイオリ

ンプロットで示した。5 群間の比較には one-way ANOVA を使用し、多重比較の

P 値は tukey 法で補正した。P 値が 0.05 未満は統計的に有意であるとみなした

（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; 
TNFa, tumor necrosis factor alpha. 
 

 
図 5. 表皮基底細胞における生物学的プロセスの上位 10 項目の GO タームのバ

ブルプロット 
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図 6. SEN クラスターにおいて同定された DNA損傷関連の生物学的プロセスに

関する GO タームのバブルプロット 
 

 
図 7. I 型 IFN 産生の ssGSEA スコアのバイオリンプロット 
定量データはバイオリンプロットで示した。5 群間の比較には one-way ANOVA
を使用し、多重比較の P 値は tukey 法で補正した。P 値が 0.05 未満は統計的に

有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
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2-3-5. 表皮基底細胞の細胞間コミュニケーション解析 
老化細胞は、SASP を介して、慢性炎症性病態における微小環境を形成するこ

とが知られている 24。scRNA-seq データを用いて、細胞間コミュニケーションネ

ットワークを解析可能な CellChat42 を用いて、コミュニケーション強度が高い上

位 20 シグナルを可視化した。解析の結果、SEN クラスターはその他の非老化ク

ラスターよりも細胞間コミュニケーションが活発で、epidermal growth factor（EGF）
シグナル伝達が強いことが分かった（図 8a）。SEN クラスターは EGF シグナル

伝達のリガンド発現がエンリッチしており、SEN、BAS2、BAS3、COL17 クラス

ターではその受容体発現が高かった（図 8b および c）。次に、EGF pathway の
詳細なリガンドとレセプターを解析した。結果、EGF pathway の中では、heparin-
binding EGF-like growth factor（HBEGF）–EGFR および amphiregulin（AREG）–

EGFR の相互作用が SEN クラスターで有意に増加しており、HBEGF-EGFR の相

互作用がより強いことが明らかになった（図 8d および e）。  
以上の結果から、SEN クラスターは BAS2 および BAS3 の間で EGF シグナル

伝達ネットワークは相互作用の増加を示し（図 8d）、さらにオートクラインシ

グナルを通して、非常に強い EGF シグナル伝達を示した（図 8d）。 
 

 
図 8. SLE 患者の皮膚由来表皮基底細胞の細胞間コミュニケーション解析 
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（a）Outgoing シグナル伝達（左）と Incoming シグナル伝達（右）を示す上位 20 
のシグナル伝達分子の相対的強度のヒートマップ。（b）細胞間コミュニケーシ

ョンネットワークの散布図。x 軸と y 軸はそれぞれ outgoing または incoming 
communication probability の合計を示す。ドットのサイズは inferred links の数に

比例する。（c）EGF シグナル伝達の相対的強度のヒートマップ。（d）HBEGF-
EGFR および AREG-EGFR シグナル伝達のバブルプロット。色は communication 
probability を表し、青と赤はそれぞれ最小値と最大値を示す。（e）HBEGF-EGFR
ネットワークのコード図。ANGPTL, angiopoietin-like protein; CDH, cadherin; CLDN, 
claudin; CypA, cyclophilin A; EPH, ephrin; GAP, growth-associated protein; IGFBP, 
insulin-like growth factor binding protein; JAM, junctional adhesion molecule; MIF, 
macrophage migration inhibitory factor; THBS, thrombospondin. 
 
2-3-6. CLE 患者皮膚における HLA-I 発現の検証 
I 型 IFN は SLE の発症と進行に重要な長期的な HLA（Human leukocyte antigen） 
（I および II）発現を誘導することが知られている 44。HLA は HLA クラス I
（HLA-I）と HLA クラス II（HLA-II）に分類される。HLA-I は古典的 HLA-I（HLA-
A、HLA-B、HLA-C）と非古典的 HLA-I（HLA-E、HLA-F、HLA-G）が含まれる。

古典的 HLA-I と非古典的 HLA-E は有核細胞に発現し、細胞質および核由来のタ

ンパクを CD8+T 細胞へ提示するほか、natural killer（NK）細胞とも相互作用す

る 45。HLA-I の発現は tumor necrosis factor alphaや IFN などの炎症性サイトカイ

ン刺激に応答して誘導されることが知られている。一方で、EGFR シグナルは、

下流の MAPK経路などを通して、major histocompatibility complex（MHC）の発

現を負に制御する可能性が報告されている 46。したがって、MHC の発現レベル

は、これらシグナルのバランスにより調節されていると考えられる。これらの関

係を検証するため、CLE 患者と健常対照者の皮膚 scRNA-seq データセット

（GSE186476）33 を解析した。CLE 患者の病変部組織と非病変部組織ともに

UMAP 解析し、13 の細胞クラスターを同定した。I 型 IFN の産生に関して、健

常対照者と比較して、病変部と非病変部の皮膚の両方で I 型 IFN 産生が高い表

皮細胞の割合が有意に増加していることが示された。なお、CLE 患者の病変部

と非病変部では有意差は認められなかった。以降、解析は CLE 患者の病変部皮

膚と対照者の皮膚を用いて行った（図 9）。はじめに、UMAP を用いて皮膚由来

の細胞をクラスター化し、KRT5、KRT14、COL17A1 を発現する表皮基底細胞を

同定した（図 10a）。CLE 皮膚病変由来の表皮基底細胞は、健常対照と比較して、

細胞老化関連遺伝子セットと I 型 IFN 関連遺伝子セットが上昇した（図 10b お

よび c）。また、HLA-I（HLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-E）（図 10d）および HLA-
II（HLA-DRA、HLA-DRB1、HLA-DQB1）の発現が上昇していた（図 11）。 
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図 9. 健常対照および CLE 患者皮膚サンプルの scRNA-seq 解析 
（a）健常対照（Ctrl、左）、CLE 病変部（中央）、および CLE 非病変部（右）

の皮膚サンプルにおいて同定された細胞クラスターの UMAPプロット。各ドッ

トは 1 個の細胞を表し、クラスターに応じて色分けされている。細胞タイプは

ラベルで示した。（b）健常対照、CLE 病変部、CLE 非病変部皮膚サンプルにお

ける GO 生物学的プロセス「Type I IFN Production」に関する ssGSEA エンリッ

チメントスコアの UMAPプロット。カラースケールは相対的なエンリッチメン

トスコアを示す。P値は bonferroni 法で補正した。 
 

 

図 10. SLE 患者皮膚の表皮基底細胞における I 型 IFN シグナル関連遺伝子セッ

トおよび古典的 HLA-I の発現 
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（a）健常対照（Ctrl）および SLE 患者由来の表皮基底細胞（SLE）の UMAPプ
ロットと、KRT5、KRT14、COL17A1、KRT1 の featureプロット。（b）老化関連

遺伝子セット、（c）I 型 IFN シグナル関連遺伝子セット、（d）HLA-A、-B、-C、
-E の発現を示すバイオリンプロット。定量データはバイオリンプロットで示し

た。2 群間の比較には student の t 検定を用い、P < 0.05 を統計学的有意とした

（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 

 
図 11. SLE 患者皮膚の表皮基底細胞における古典的 HLA-II の発現 
健常対照（Ctrl）および SLE 患者由来の表皮基底細胞（SLE）における HLA-DRA、
-DRB1、-DQA1、-DQB1 の発現を示すバイオリンプロット。定量データはバイオ

リンプロットで示した。2群間の比較には student の t 検定を用い、P < 0.05 を統

計学的有意とした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
2-3-7. SLE 患者皮膚由来老化表皮基底細胞での HLA-I 発現の検証 
次に、SLE 患者由来の表皮基底細胞を UMAP によって、クラスター化し、

CDKN1A-low COL17A1-high 非老化表皮基底細胞（NSEN）および CDKN1A-high 
COL17A1-low 老化表皮基底細胞（SEN）の 2 つのクラスターを同定した（図 12a
および b）。SEN クラスターは NSEN クラスターと比較して、細胞老化関連遺伝

子のエンリッチメントスコアが高く（図 12c）、古典的 HLA-I 分子（HLA-B およ

び HLA-C）および MHC class I（MHC-I）antigen-processing and presentation machinery
（APM）分子（β2 microglobulin [B2M]）の発現が低下していた（図 12d）。対照

的に、非古典的 HLA-I 分子である HLA-E は SEN クラスターでより高かった（図

12d）。HLA-II 分子である HLA-DRA および HLA-DQA1 の発現は NSEN クラスタ

ーと比較して SEN クラスターで上昇していた（図 13）。 
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図 12. SLE 患者由来の老化表皮基底細胞における古典的 HLA-I の発現 
（a）SLE 患者皮膚由来の表皮基底細胞の UMAPプロット。（b）CDKN1A およ

び COL17A1 の発現、（c）老化関連遺伝子セット （d） HLA-A、-B、-C、-E、
B2M の発現を非老化クラスター（NSEN）および老化クラスター（SEN）で示し

たバイオリンプロット。定量データはバイオリンプロットで示した。2群間の比

較には student の t 検定を用い、P < 0.05 を統計学的有意とした（*P < 0.05、**P 
< 0.01 および***P < 0.001）。 
 

 
図 13. SLE 患者由来の老化表皮基底細胞における古典的 HLA-II の発現 
SLE 患者由来の非老化クラスター（NSEN）と老化クラスター（SEN）における

HLA-DRA、-DRB1、-DQA1、-DQB1 の発現を示すバイオリンプロット。定量デー

タはバイオリンプロットで示した。2群間の比較には student の t 検定を用い、P 
< 0.05 を統計学的有意とした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
2-3-8. SLE 患者皮膚由来老化表皮基底細胞での I 型 IFN 関連遺伝子および

EGFR シグナル関連遺伝子発現の検証 
次に、EGF シグナル伝達は IFN によって増加する HLA-I 発現を抑制すること

が知られているため 46、I 型 IFN 産生、I 型 IFN応答および EGFR シグナル伝達

について ssGSEA35 を実施した。結果、SEN クラスターは、NSEN クラスターと

比較して、I 型 IFN 産生のエンリッチメントスコアが高いが、I 型 IFN応答は低
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く、EGFR シグナル伝達が高くなった（図 14a および b）。EGFR は SEN クラス

ターで優勢で、IFN α/β受容体（IFNAR）と I 型 IFN応答は NSEN クラスターで

優勢だった（図 14c および d）。 
 

 

図 14. SLE 患者由来の老化表皮基底細胞における I 型 IFN シグナル関連遺伝子

および EGFR シグナル関連遺伝子の発現 
（a）I 型 IFN シグナル関連遺伝子セット、（b）EGFR シグナル関連遺伝子セッ

トのバイオリンプロットおよび（c）EGFR と IFN応答の比。（d）EGFR経路活
性の feature プロット。定量データはバイオリンプロットで示した。2 群間の比

較には student の t 検定を用い、P < 0.05 を統計学的有意とした（*P < 0.05、**P 
< 0.01 および***P < 0.001）。 
 
2-3-9. SLE 患者皮膚由来非老化表皮基底細胞における HLA-I 発現の検証 
NSEN クラスターを IFN 応答レベルに基づいてさらに分類すると、IFN 応答-

high クラスターでは HLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-E および B2M の発現が上昇

していることが明らかになった（図 15a および b）。さらに、IFN応答-high クラ

スターは、MHC-I を介した抗原処理および提示、免疫システムプロセスのエン

リッチメントスコアが高かったが、MHC-II を介した抗原提示には違いがなかっ

た（図 15c-e）。 
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図 15. SLE患者由来の非老化表皮基底細胞（IFN応答-highおよび IFN応答-low）

における I 型 IFN シグナル関連遺伝子および EGFR シグナル関連遺伝子

の発現 
（a）SLE 患者皮膚由来の非老化表皮基底細胞（NSEN）の UMAP プロットと I
型 IFN応答関連遺伝子セットおよび（b）HLA-A、-B、-C、-E、B2M の発現を示

すバイオリンプロット、（c）MHC-I を介した抗原提示、（d）MHC-II を介した

抗原提示、（e）免疫系プロセス/応答のバイオリンプロット。定量データはバイ

オリンプロットで示した。2群間の比較には student の t 検定を用い、P < 0.05 を

統計学的有意とした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
2-3-10. 老化表皮基底細胞と CD8+T 細胞の細胞間コミュニケーション解析 
CD8+T 細胞と SEN および NSEN クラスターとの細胞間コミュニケーションを

検証するため、NicheNet47 解析を行った。図 16 は、CD8+T 細胞と NSEN クラス

ターまたは SEN クラスターとの間で同定されたリガンド受容体ペアを示すが、

NSEN クラスターと CD8+ T 細胞の間で同定されたリガンド受容体ペアの数は、

双方向で同数であった。一方、SEN クラスターと CD8+ T 細胞との相互作用は、

SEN クラスターのリガンドと CD8+T 細胞の受容体のペアが多かった。これは、

老化細胞が CD8+T 細胞に及ぼす影響が強いことを示唆している（図 16）。これ

らの結果は、CLE 患者の皮膚において、HLA-I および APM が上昇した非老化表

皮基底細胞が CD8+T 細胞の標的となる可能性がある一方、老化表皮基底細胞は

腫瘍細胞で報告されているのと同様に免疫回避する性質を持っている可能性を

示唆している 48。 
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図 16. CD8+T 細胞と非老化または老化表皮基底細胞間のリガンド–レセプター

相互作用に関する NicheNet 解析 
（a–b）非老化または老化表皮基底細胞と CD8+T 細胞との相互作用を媒介する

リガンドおよびレセプターの上位を示すヒートマップ。（c–d）リガンド–レセプ

ター相互作用を示すドットプロット。ドットの色はリガンド発現細胞における

リガンドの平均発現量を、ドットの大きさはそのリガンドを発現する細胞の割

合を示す。（e–f）非老化または老化表皮基底細胞と CD8+T 細胞間のシグナル伝

達に関与するリガンド–レセプターペアの模式図。矢印はシグナル伝達の推定方

向を示す。 
 
2-4. 考察 
老化表皮基底細胞は非老化表皮基底細胞と比較して、HLA-I の発現が低下して

いた。老化表皮基底細胞で、HLA-I の発現が低下した要因として、細胞間コミュ

ニケーション解析の結果から、EGF のオートクライン効果によるものであると

推測した。先行研究では、がん細胞において、IFN-γ および EGFR 阻害剤または

MEK阻害剤を添加すると、HLA分子の発現が上昇することが実証されている 48。

これらより、EGF経路は IFN刺激によるHLA-Iの発現を抑制すると推測できる。

scRNA-seq データは、老化表皮基底細胞が I 型 IFN の産生を増加させたものの、

I 型 IFN応答は低く、EGFR シグナルとの比を検証すると、老化表皮基底細胞で

は、EGFR シグナルが優位であった。一方、非老化表皮基底細胞は、I 型 IFN応
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答が優位で、I 型 IFN応答のレベルで、高低の 2群に分けたところ、I 型 IFN応
答が高い非老化表皮基底細胞は、より免疫応答やMHC-I を介した抗原処理およ

び提示の遺伝子セットが高かった。 
本章ではいくつかの研究限界がある。HLA-E の発現は SEN クラスターでより

エンリッチしていた。老化真皮線維芽細胞は非古典的 MHC 分子 HLA-E を発現

することが知られている。これは NK 細胞および late-differentiated CD8+ T 細胞

上の抑制様レセプターnatural killer cell receptor group 2A と相互作用し、老化細胞

に対する免疫応答を抑制する 49。HLA-E のレベルは SEN クラスターで上昇して

いた。そのため、HLA-E の発現増加により CD8+ T 細胞または NK 細胞の細胞

傷害性が抑制される可能性がある。NKT 細胞は conserved MHC class I-like 
molecule CD1d依存性で、従来の T 細胞とは異なり、細胞表面に CD1d 分子を認

識するインバリアント T cell receptor α chain (TCR-α)が存在するため、インバリ

アント NKT 細胞または I 型 NKT 細胞と呼ばれている 50。NKT 細胞には CD1d
非依存性 NKT 細胞のサブタイプがあるが、SLE 患者の病態には CD1d依存性イ

ンバリアント NKT 細胞の関与が示唆されている 50。本研究の scRNA-seq 解析で

は、SEN クラスターでも NSEN クラスターでも CD1d 遺伝子発現は確認されな

かったが、NKT 細胞と老化細胞の関係は検証されていない。 
 
2-5. 結論  
本章では、SLE 患者由来の老化表皮基底細胞で HLA-I の発現が低下しているこ

とが明らかになった。老化表皮基底細胞は EGFR シグナルの発現が優位なのに

対して、非老化表皮基底細胞は IFN応答が優位であることが示された。さらに、

CD8+T 細胞との相互作用解析で非老化表皮基底細胞は CD8+T 細胞の標的にな

る可能性がある一方で、老化表皮基底細胞は免疫回避している可能性が示され

た。 
 
第 3 章 SASP 因子が与える HLA-I 発現および免疫回避への影響の検証 
 
3-1. 緒言 
老化細胞が分泌する SASP 因子は、オートクライン効果およびパラクライン効

果を通じて、自身や周囲の細胞の機能に多様な影響を与える 24。オートクライン

効果では、SASP 因子が自らの老化状態を強化する一方で、パラクライン効果で

は、周囲の正常細胞に老化関連形質を誘導し、炎症性サイトカインの発現を亢進

する 51。このように、SASP は組織の微小環境を大きく変化させ、慢性炎症など

の病態形成に寄与する。また、前章で非老化表皮細胞にて発現上昇を認めた古典

的 HLA-I 分子には抗原ペプチドが提示され、CD8+T 細胞は TCR を通して認識・
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結合する。活性化された CD8+T 細胞は、細胞傷害性を示し、パーフォリンやグ

ランザイム B などの細胞傷害性顆粒を放出することで、標的細胞にカスパーゼ

依存性アポトーシスを誘導する 52。そのため、本章では in vitro において表皮細

胞に細胞老化を誘導し、老化表皮細胞の特徴を明らかにすると同時に、非老化細

胞との老化細胞、さらに CD8+T 細胞とのインタラクションを検証した。 
 
3-2. 対象と方法 
 
3-2-1. 細胞培養および細胞老化誘導 
ヒト不死化 KC である HaCaT 細胞は、札幌医科大学細胞バンク（札幌医科大

学、札幌、日本）から入手した。HaCaT 細胞は 10% fetal bovine serum（FBS）お

よび 1% penicillin streptomycin（PS）含有 dulbecco’s modified eagle’s medium（DMEM）

-high glucose 培地で継代培養した。細胞老化は ultraviolet B（UVB）を照射して誘

導した。6well透明プレートにそれぞれ 1well あたり 450,000 細胞播種し、3日後
のコンフルエント HaCaT 細胞に UV 照射器（UVP Crosslinker CL-3000M; 
Analyticjena、Jena、Germany）を用いて 50mJ の UVB照射を行い、2日後に回収

したものを解析に使用した。コントロール細胞は播種後 3 日後コンフルエント

になった時点で回収したものを使用した。 
 
3-2-2. 初代ヒト表皮 KC（Normal human epidermal keratinocytes [NHEK]）の

培養および細胞老化誘導 
NHEK（HT-5224-K）は、健常な 1歳男性ドナー由来の細胞を Japanese Collection 

of Research Bioresources（JCRB）細胞バンクより入手した。細胞は、KGM-Gold 
BulletKit（LONZA、Basel、Switzerland）を用いて継代培養した。細胞老化は UVB
を照射して誘導した。96well黒色プレートにそれぞれ 1well あたり、26,250 細胞

播種し、1日後のコンフルエント NHEK に UV照射器（UVP Crosslinker CL-3000M; 
Analytikjena）を用いて 50 mJ の UVB照射を行い、2日後に回収したものを解析

に使用した。コントロール細胞は播種後 1 日後コンフルエントになった時点で

回収したものを使用した。 
 
3-2-3. SPiDER-β Galactosidase（SPiDER-β Gal）染色 
HaCaT 細胞を 4% paraformaldehyde（PFA）により室温で 5 分間固定し、phosphate-

buffered saline（PBS）で洗浄後、SPiDER-β Gal 染色液（1:50 in McIlvaine Buffer 
Solution、pH 6.0、Dojindo、熊本、日本）を用いて 37℃で 30 分間インキュベー

トした。その後、細胞を PBS で洗浄し、再び室温で 4% PFA により 10 分間固定

し、phosphate buffered saline with tween 20（PBS-T）で洗浄した。細胞核は DAPI
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（1:1000; Dojindo）で染色した。画像は蛍光顕微鏡（Axio Observer 7; ZEISS、Jena、
Germany）を用いて撮影した。蛍光画像の定量解析は ZEN Zeiss 解析ソフトウェ

アを用いて行い、SPiDER-β Gal陽性細胞の割合は、SPiDER-β Gal陽性細胞数を

DAPI陽性細胞数で割ることで算出した。蛍光強度はランダムに選択した細胞に

て測定した。 
 
3-2-4. SASP conditioned media（CM）回収 
HaCaT 細胞を前述の方法に従い UVB照射した後、洗浄し、0.2% FBS および 1% 

PS 含有 DMEM 培地で 48 時間培養した。さらに、PBS で 2 回洗浄した後、1% 
PS含有 phenol red-free DMEMで 24時間培養した培養上清を回収し、これを SASP 
CM とした。コントロールの培地（Ctrl CM）は、同様の手順で UVB照射を行わ

ずに培養した HaCaT 細胞から採取した。 
 
3-2-5. HLA-I 発現の免疫細胞化学染色 
HaCaT 細胞（25,000〜50,000 細胞/well）を 8wellチャンバースライド（µ-Slide 8 

Well; ibidi、Gräfelfing、Germany）に播種し、前述の方法に従って UVB照射およ

び CM 処理を行った。細胞は 4℃のメタノールで 5 分間固定し、22.52 mg/mL グ

リシンおよび 1% bovine serum albumin（BSA）を含む PBS-T で室温、30 分間ブ

ロッキングした。PBS で洗浄後、rabbit anti-HLA class 1 ABC Abs（1:250; EPR22172、
ab225636、Abcam、Cambridge、UK）を室温で 1時間反応させた。続いて、PBS
で 3 回（各 5 分）洗浄し、二次抗体として、goat anti-rabbit IgG（H+L） Highly 
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ Plus 647（8µg/mL; #A32733, 
Thermo Fisher Scientific）を暗所・室温で 1時間反応させた。Cellstain DAPI溶液
（1:1000; Dojindo）で核染色を行った。画像は蛍光顕微鏡（Axio Observer 7; ZEISS）
を用いて撮影した。蛍光画像の定量解析は、ZEN Zeiss 解析ソフトウェアを用い

て行い、蛍光強度はランダムに選択した細胞にて測定した。 
 
3-2-6. Total RNA 抽出および定量的リアルタイム PCR 
Total RNA の抽出は、TRI Reagent（Molecular Research Center、Cincinnati、OH、

USA）または SuperPrep® Cell Lysis for qPCR（TOYOBO、大阪、日本）を用いて

行った。RNA は、 iScript Advanced cDNA Synthesis Kit（#1725038、Bio-Rad 
Laboratories、CA、USA）または 5× RT Master Mix（TOYOBO）を使用して逆

転写し、cDNA を合成した。定量的リアルタイム PCR は、SsoAdvanced™ Universal 
SYBR® Green Supermix（Bio-Rad Laboratories）または THUNDERBIRD Next® 
SYBR® qPCR Mix（TOYOBO）を用い、CFX Connect™ Real-Time PCR 解析シス

テム（Bio-Rad Laboratories）で実施した。サイクリング条件は 95℃、30 秒、40
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サイクルの増幅（95℃、15秒または 5秒、60℃、30秒）で設定した。各遺伝子

の発現量は、HaCaT 細胞では ACTB、HPRT1、TBP、NHEK では ACTB、HPRT1、
TBP、GAPDH で補正し、データの比較には ΔΔCt 法 を用いた。 
使用したプライマー配列は以下表 2 に記載した。 

表 2. 第 3 章で使用したプライマー配列 

Gene Forward 5′ to 3′ Reverse 5′ to 3′ 
AREG GCACCTGGAAGCAGTAACAT

GC  
GGCAGCTATGGCTGCTAATG
CA 

B2M CCACTGAAAAAGATGAGTAT
GCCT  

CCAATCCAAATGCGGCATCT
TCA  

CASP3 GGAAGCGAATCAATGGACT
CTGG 

GCATCGACATCTGTACCAGA
CC 

CASP8 AGAAGAGGGTCATCCTGGG
AGA 

TCAGGACTTCCTTCAAGGCT
GC 

CASP9 GTTTGAGGACCTTCGACCAG
CT 

CAACGTACCAGGAGCCACTC
TT 

CDKN1A AGGTGGACCTGGAGACTCTC
AG  

TCCTCTTGGAGAAGATCAGC
CG  

COL17A1 GCTCTTGGCATTCCTAGTGG
TC 

GATGTACTGCTGAATCTCCT
GGC  

HBEGF TGTATCCACGGACCAGCTGC
TA  

TGCTCCTCCTTGTTTGGTGTG
G  

HLA-A AGATACACCTGCCATGTGCA
GC  

GATCACAGCTCCAAGGAGA
ACC  

HLA-B CTGCTGTGATGTGTAGGAGG
AAG  

GCTGTGAGAGACACATCAG
AGC  

HLA-C GGAGACACAGAAGTACAAG
CGC  

ACATCCTCTGGAGGGTGTGA
GA  

HLA-E CGGCTACTACAATCAGAGCG
AG  

AATCCTTGCCGTCGTAGGCG
AA  

IFNA CAGTTCCAGAAGGCTCCAGC  TCCTCATCCCAAGCAGCAG  
IFNA10 GTTCCAGAAGGCTCAAGCCA

TC  
TAGGAGGCTCTGTTCCCAAG
CA  

IRF5 TTCTCTCCTGGGCTGTCTCTG  CTATACAGCTAGGCCCCAGG
G  



 
 

- 32 - 

IRF7 GCAGCGTGAGGGTGTGTCTT  GCTCCATAAGGAAGCACTCG
AT  

ACTB CCAACCGCGAGAAGATGA  CCAGAGGCGTACAGGGATA
G  

GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC 
HPRT1 CATTATGCTGAGGATTTGGA

AAGG  
CTTGAGCACACAGAGGGCTA
CA  

TBP TGTATCCACAGTGAATCTTG
GTTG  

GGTTCGTGGCTCTCTTATCCT
C   

 
3-2-7. HBEGF 中和抗体と HaCaT 細胞培養 
HaCaT 細胞および UVB 照射により老化を誘導した UVB HaCaT 細胞を、2% 

FBS 含有 DMEM-high glucose 培地に HBEGF 中和抗体（Anti-Human HB-EGF 
Affinity Purified Polyclonal Antibody; AF-259-SP、R&D Systems、MN、USA）を 0.05、
0.1、0.2 µg/mL の濃度で添加し、48時間培養した。 
 
3-2-8. In-cell Western アッセイ 
HaCaT 細胞（8,750〜17,500 細胞/well）を 96well 黒色プレートに播種し、前述

の方法に従って UVB照射および HBEGF 中和抗体（Anti-Human HB-EGF Affinity 
Purified Polyclonal Antibody; R&D Systems）0.2µg/mL による処理を行った。 
細胞を 4%PFA で、室温、15 分間固定し、メタノールで、-20℃、 10 分間処理

した。その後、5% BSA含有 tris buffered saline with tween 20（TBS-T）溶液で 1
時間ブロッキングを行った。次に、rabbit anti-STAT1（1:1000; D1K9Y、#14994、
Cell Signaling Technology、Danvers、MA、USA）または rabbit anti-pSTAT1（Tyr701）
Abs（1:1000; 58D6、#9167、Cell Signaling Technology）を用い、4℃で一晩反応さ

せた。その後、TBS-T で洗浄し、IRDye® 800CW goat anti-rabbit IgG secondary 
antibody（1:600; LI-COR、Lincoln、NE、USA）および hFAB rhodamine anti-tubulin 
primary antibody（1:1000; Bio-Rad Laboratories）を用いて室温で 1 時間反応させ

た。蛍光画像は ChemiDoc MP（Bio-Rad Laboratories）で取得し、Image Labsoft ware
（Bio-Rad Laboratories）を用いて定量解析を行った。各タンパク質の発現量は、

tubulin の発現量で補正した。 
 
3-2-9. CM および I 型 IFN 中和抗体存在下での細胞培養 
HaCaT 細胞を 24well透明プレートに 100,000 細胞/well の密度で播種し、3日培

養した。その後、2% FBS 含有 Ctrl CM または SASP CM（0µg/mL）および 2% 
FBS含有 Ctrl CM または SASP CM に、IFN-α 中和抗体（Human IFN-alpha Antibody; 
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# MMHA-2、21100-1、R&D Systems）または IFN-β 中和抗体（Human IFN-beta 
Antibody; # 76703、MAB814-100、R&D Systems）を添加し、48時間（IFN-α: 5 or 
10μg/mL; IFN-β: 7.5 or 15μg/mL）培養した。 
 
3-2-10. Peripheral blood mononuclear cells（PBMCs）からの CD8+T 細胞の分離 
PBMCs（CC-2704、22TL227189; LONZA）を CTS™ AIM V™ SFM（Thermo Fisher 

Scientific）に 5% CTS™ Immune Cell SR（Thermo Fisher Scientific）を添加した培

地中で、1,000,000 細胞/mL の濃度で播種した。PBMC は、Dynabeads™ Human T-
Activator CD3/CD28（Thermo Fisher Scientific）を PBMC と等量添加し、さらに 30 
U/mL のリコンビナントヒト IL-2（Peprotech、NJ、USA）を加えて T 細胞を増殖

させた。5日間、T 細胞増殖させた後、MojoSort Human CD8 T-Cell Isolation Kit
（BioLegend、CA、USA）を用い、プロトコルに従って CD8+T 細胞を分離した。 
 
3-2-11. HaCaT 細胞と CD8+T 細胞の共培養および Caspase 3/7 の蛍光強度 
PKH26（Sigma-Aldrich、MO、USA）で染色した HaCaT 細胞を、老化 HaCaT 細

胞と共に、2% FBS含有 phenol red-free DMEM または 2% FBS含有 SASP CM で

培養した。HaCaT 細胞を 2日培養後、CellEvent™ Caspase-3/7 Detection Reagent
および 100,000個の CD8+T 細胞を添加した。共培養 5時間後に、蛍光プレート

リーダー（Infinite® 200 PRO; TECAN）を用いて Caspase 3/7 の蛍光強度を測定し

た。その後、PBS で洗浄し、4%PFA で、室温、15 分間固定し、DAPI溶液（1:1000; 
Dojindo）で細胞核を染色した。蛍光画像は、蛍光顕微鏡（Axio Observer 7; ZEISS）
を用いて取得した。蛍光強度は、CD8+T 細胞非共培養群にて、正規化した。 
 
3-2-12. 統計処理 
定量データは Rプログラミング言語を用いて可視化し、箱ヒゲ図で示した。

また、各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2群間の比較に t 検定

を用い、3群以上の差の評価には one-way ANOVA を実施した。One-way 
ANOVA で統計的有意性が示された場合のみ、多重比較が行われた。多重比較

の P値は tukey 法で補正した。統計解析は R のグラフィカルユーザーインター

フェイスである EZR を用いて行った 43。 
 
3-3. 結果 
 
3-3-1. 老化細胞の HLA 発現に関する in vitro 検証 
SASP の微小環境への影響はオートクラインおよびパラクライン機構によって

媒介されるため、SASP 因子が老化細胞と非老化細胞における HLA-I 発現の差
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に寄与しているのではないかと推測した。そこで、ヒト不死化 KC である HaCaT
に UVB を照射し、細胞老化を表皮細胞に誘導した。CLE および SLE の発症と

進行のリスク因子である UVB曝露は 6、DNA損傷を介して細胞老化を誘発する

ことが知られている 24。UVB HaCaT 細胞では、老化細胞のマーカーである

SPiDER-β Gal陽性細胞の増加を認めた（図 17a および b）24。UVB HaCaT 細胞

では、scRNA-seq 解析によって同定した老化表皮基底細胞と同様に、CDKN1A の

発現上昇と COL17A1 の発現低下を示した（図 17c）。また、UVB HaCaT 細胞は 
EGF シグナルリガンドである HBEGF および AREG の発現増加 (図 17d ) と自然

免疫応答および SLE 病態に関与する interferon regulatory transcription factorファ
ミリーのメンバーである IRF5、IRF7 および IFNA、IFNA10 の発現が増加した（図

17e および f）53。 
さらに、表皮細胞および UVB 照射老化表皮細胞に対する SASP CM の培養実

験（図 18a）から、UVB HaCaT 細胞では HLA-I 発現レベルが有意に低下したの

に対し、SASP CM で処理した非老化 HaCaT 細胞では有意に高い発現レベル（図

18b および c）を示した。遺伝子発現解析により、UVB HaCaT 細胞では HLA-I
（HLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-E：図 19）および B2M（図 20）の発現低下が確

認された。 
同様に、NHEK への UVB照射は CDKN1A および HBEGF の発現を増加させた

が、HaCaT 細胞および SLE 患者の scRNA-seq データとは異なり、HLA-I 発現

（HLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-E）は有意に増加した（図 21）。次に、表皮細

胞の HLA 発現と免疫原性の SASP を介したメカニズムを探るため、本研究で老

化表皮細胞由来の SASP 因子として特定された HBEGF と I 型 IFN に対する中

和抗体の効果を試験した。HBEGF 中和抗体は UVB照射によって低下した HLA-
I 発現を回復させ（図 19）、I 型 IFN 中和抗体は SASP によって増加した HLA-I
発現を抑制した（図 22）。この事から、HBEGF は老化表皮細胞でオートクライ

ン的に HLA-I レベルを低下させるのに対し、I 型 IFN は非老化表皮細胞でパラ

クリン的に HLA-I 発現を増強することが実証された（図 19 および 22）。この結

果は scRNA-seq 解析によって裏付けられ、老化表皮基底細胞クラスターでは

EGFR が優勢なシグナル伝達経路であることが明らかになった。対照的に、非老

化表皮基底細胞クラスターでは IFNAR と I 型 IFN応答シグナル伝達経路が優勢

であった（図 14c）。  
 



 
 

- 35 - 

 
図 17. UVB照射による HaCaT 細胞の細胞老化誘導 
（a）HaCaT細胞（Ctrl）およびUVB照射により老化を誘導したHaCaT細胞（UVB）
における SPiDER-β Gal 染色の代表画像。（b）SPiDER-β Gal陽性細胞の割合（各

n = 6）および SPiDER-β Gal 蛍光強度（各 n = 6 細胞 × 5視野）の定量解析。

（c）Ctrl および UVB HaCaT 細胞における CDKN1A および COL17A1 の遺伝子

発現量（各 n = 12）。（d）Ctrl および UVB HaCaT 細胞における HBEGF および

AREG の遺伝子発現量（各 n = 12）。（e）Ctrl および UVB HaCaT 細胞における

IRF5 および IRF7 の遺伝子発現量（各 n = 12）。（f）Ctrl および UVB HaCaT 細

胞における IFNA および IFNA10 の遺伝子発現量（各 n = 12）。定量データは箱

ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2 群間の比較には

student の t 検定を用いた。P値が 0.05未満は統計的に有意であるとみなした（*P 
< 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 

 
図 18. 老化 HaCaT 細胞および CM 添加 HaCaT 細胞における HLA-I 発現 
（a）老化誘導および CM 処理の手順を示す模式図。（b）HLA-I の免疫細胞化学

染色の代表画像および（c）蛍光強度（各 n = 3 細胞 × 5視野）。 
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定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。4群間

の比較には one-way ANOVA を使用し、多重比較の P値は tukey 法で補正した。

P値が 0.05未満は統計的に有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および

***P < 0.001）。 
 

 
図 19. 老化 HaCaT 細胞における HLA-I 発現 
（a）HBEGF 中和抗体を添加した HaCaT 細胞および UVB HaCaT 細胞における

HLA-A、-B、-C、-E の遺伝子発現ヒートマップおよび（b）抗体濃度との相関（各

n = 4）。Ab, antibody; mRNA, messenger RNA. 
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図 20. HaCaT 細胞（Ctrl）、UVB HaCaT 細胞（UVB）、および Ctrl CM または

SASP CM を添加した HaCaT 細胞における B2M 遺伝子の発現量（各 n = 
12） 

定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2群間

の比較には student の t 検定を用いた。P値が 0.05未満は統計的に有意であると

みなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
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図 21. UVB を照射した HaCaT 細胞および NHEK の遺伝子発現レベル 
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定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2群
間の比較には student の t 検定を用いた。P値が 0.05未満は統計的に有意である

とみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 

 
図 22. SASP CM 処理 HaCaT 細胞における HLA-I 発現 
（a）IFN-α および IFN-β 中和抗体を添加した Ctrl CM および SASP CM 処理細胞

における HLA-A、-B、-C、-E の遺伝子発現ヒートマップおよび（b）抗体濃度と

の相関（Ctrl CM: n = 6、SASP CM: n = 3）。Ab, antibody; mRNA, messenger RNA. 
 
3-3-2. HBEGF 阻害が HLA 発現を回復させるメカニズムの検証 
HBEGF 阻害が HLA 発現を回復させるメカニズムがオートクライン I 型 IFN シ

グナル伝達に作用することで起こるのか、IFN シグナルとは独立したメカニズム

によるものかを検討するため、I 型 IFN 経路の下流シグナルである signal 
transducer and activator of transcription 1（STAT1）シグナル伝達について、検証し

た 54。In cell western アッセイでは、HBEGF 中和抗体はコントロールおよび UVB 
HaCaT 細胞のいずれにおいても STAT1 および pSTAT1 の発現を阻害しないこと

が示された。これらの結果は、HBEGF の阻害がオートクライン I 型 IFN の効果

とは独立して HLA 発現を回復させることを示唆している（図 23）。 
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図 23. HBEGF 抗体の有無による老化 HaCaT 細胞の In-cell Western アッセイ 
HaCaT 細胞（Ctrl）および UVB照射により老化を誘導した HaCaT 細胞（UVB）
に対して、HBEGF 中和抗体の有無で実施した In-cell Western アッセイの代表画

像。細胞は STAT1、pSTAT1、tubulin で染色し、tubulin 発現量で正規化した相対

的タンパク質発現量を定量した。定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値

をドットプロットで示した。4群間の比較には one-way ANOVA を使用し、多重

比較の P 値は tukey 法で補正した。P 値が 0.05 未満は統計的に有意であるとみ

なした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
3-3-3. CD8+ T 細胞と老化 HaCaT 細胞の相互作用の検証 
次に、老化細胞が CD8+ T 細胞を介した正常細胞の細胞死誘導に関与するかを

明らかにするために CD8+T 細胞との共培養実験を行った。共培養実験では、

UVB HaCaT 細胞または CD8+T 細胞どちらかのみと共培養した場合、HaCaT 細

胞の生存率に影響を与えないことが分かった。つまり、SASP が直接的に正常

HaCaT 細胞の細胞死誘導をしないこと、また SASP の影響を受けていない CD8+ 
T 細胞は HaCaT 細胞の細胞死誘導をしないことがわかった。しかし、老化 HaCaT
細胞を CD8+T 細胞と共培養したり、SASP 因子に曝露させたりした場合、活性

化カスパーゼ 3/7 の発現が増加した（図 24）。つまり、SASP または老化細胞と

の接触は CD8+ T 細胞による正常 HaCaT 細胞の細胞死誘導を促進することが明

らかになった。また、CD8+T 細胞のアポトーシス関連遺伝子 CASP3、CASP8、
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CASP9 の発現レベルに変化がなかったことから、UVB HaCaT 細胞との共培養も

SASP 因子への曝露も CD8+ T 細胞の生存に影響を与えないことが確認できた

（図 25）。 
 

 
図 24. CD8+T 細胞との共培養実験 
（a）活性化カスパーゼ 3/7 および PKH26 染色の代表画像。点線は UVB HaCaT
細胞を示す。（b）CD8+T 細胞の有無における UVB HaCaT 細胞または SASP 処

理 HaCaT 細胞の活性化カスパーゼ 3/7 蛍光強度（n = 4–5）。定量データは箱ヒ

ゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。4 群間の比較には one-
way ANOVA を使用し、多重比較の P値は tukey 法で補正した。P値が 0.05未満
は統計的に有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 

 

図 25. HaCaT 細胞、SASP + HaCaT 細胞、UVB HaCaT + HaCaT 細胞と共培養

した CD8+T 細胞における CASP3、CASP8、CASP9 の発現量（各 n = 4） 
定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。3群間

の比較には one-way ANOVA を使用し、多重比較の P値は tukey 法で補正した。

P値が 0.05未満は統計的に有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および

***P < 0.001）。 
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3-4. 考察 
前章での、scRNA-seq 解析では老化表皮基底細胞は HLA-I の発現を低下させた。

さらに、この老化表皮基底細胞の HLA-I の発現低下は、細胞間コミュニケーシ

ョン解析の結果から、EGF のオートクライン効果によるものと推測された。こ

れは、HBEGF 抗体を添加した際に老化表皮細胞における古典的 HLA-I の発現が

増加するという本章の in vitro 実験によって裏付けられた。さらに、CD8+T 細胞

との共培養実験で、老化表皮細胞と共存する非老化表皮細胞や SASP に暴露さ

れた非老化表皮細胞は活性化カスパーゼ 3/7 の発現を高めた。これらの結果は、

老化表皮細胞が免疫を回避できる一方で、正常表皮細胞による抗原提示を促進

することを示唆している。CLE の病変では、CD8+細胞傷害性 T 細胞の浸潤とグ

ランザイム B およびパーフォリンの発現が観察されており 55、これらの細胞が

真皮表皮境界部の KC のアポトーシスに関与することが示唆される。このこと

から、HLA-I を介した抗原提示を受けた表皮細胞が CD8+T 細胞により標的化さ

れ、アポトーシスを誘導されるという機構が、CLE 病態形成の一端を担ってい

ると考えられる。 
また、本章では、HaCaT 細胞と NHEK の UVB照射に対する反応が異なること

が分かった。老化 HaCaT 細胞では、UVB照射によって、HBEGF、AREG および

I 型 IFN 関連遺伝子の発現が上昇し、老化 NHEK でも同様であった。しかし、

HLA-I の発現は老化 NHEK で有意に増加したのに対し、HaCaT 細胞では増加し

なかった。HaCaT 細胞はヒト KC の代替モデルとして用いられてきたが、HaCaT
細胞と NHEK の間には生物学的な違いが報告されている 56。UVB 照射 8 時間

後、NHEK では p21 および p16 タンパク質の発現が認められたのに対し、HaCaT
細胞では p16 タンパク質の発現は検出されなかった 57。HaCaT 細胞における細

胞老化マーカーの増加は比較的緩やかで、UVB 照射後 1～5 日で p16、p21、
senescence-associated β-galactosidase の発現が増加する 58,59。HaCaT 細胞と NHEK
との間で UVB の反応にこのような違いが生じる理由は不明であるが、細胞老化

マーカーが異なる時点で現れ、SASP 状態を変化させることが分かっている 22。

刺激に対する老化反応の違いは、SLE 病態の理解に役立つ可能性がある。 
 
3-5. 結論 
本章では、in vitro 老化表皮細胞において、HLA-I の発現が低下することが明ら

かになった。同時に、老化表皮細胞の SASP は非老化表皮細胞の HLA-I の発現

を上昇させることがわかった。また、HBEGF と I 型 IFN に対する中和抗体の添

加実験により、HBEGF は老化表皮細胞でオートクライン的に HLA-Iレベルを低

下させるのに対し、I 型 IFN は非老化表皮細胞でパラクリン的に HLA-I 発現を
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増強することが実証された。さらに、CD8+T 細胞は老化表皮細胞や SASP と共

存した場合、非老化表皮細胞に対して、攻撃を高める可能性を示した。 
 
第 4 章 SLE モデルマウスにおける細胞老化の病態関与の検証 
 
4-1. 緒言 
MRL/lpr マウスは、Fas 遺伝子に欠損変異を有し、Fas依存性アポトーシスが障

害されることによりリンパ球の異常増殖を起こす。ヒト SLE 様の自己免疫疾患

を自然発症し、抗 double stranded 抗体をはじめとする多様な自己抗体を産生する
60。これにより、免疫複合体の沈着による糸球体腎炎を発症するほか、中枢神経

ループスと呼ばれる脳障害、リンパ節腫脹、血管炎、関節炎、皮膚炎などの症状

を呈する。また、これまで MRL/lpr マウスにて腎臓および脳組織で、老化細胞の

存在が報告されている 25,61。そこで本章では、SLE モデルマウスとして MRL/lpr
を用いて、SLE様皮膚病変における老化細胞を検証し、老化細胞除去薬（セノリ

ティクス）の効果を検証した。セノリティクスは、Dasatinib＋Quercetin（D+Q）、

Fisetin、ABT-263（Navitoclax）などが知られており、phosphatidylinositol 3-kinase 
/AKT 経路や B-cell lymphoma 2 ファミリーなどの Senescent Cell Anti-apoptotic 
Pathways（SCAPs）を阻害することで、老化細胞を選択的に除去するとされてい

る 62。本研究では、抗炎症・抗酸化作用を有するフラボノイドであり、MRL/lpr
マウスにて腎症および中枢神経ループスに対する老化細胞除去作用が報告され

ている fisetin を用いて皮膚病変に対する効果を検証した 63。 
 
4-2. 対象と方法 
 
4-2-1. 動物実験 
メスの MRL/lpr マウス（n = 33）を SLE モデルマウスとして用い、同ハプロタ

イプの MRL/MpJ マウス（n = 21）を対照群として使用した（Sankyo Lab Service、
東京、日本）。マウスは 1 ケージあたり 3〜5匹で飼育し、温度 20〜26°C、湿度

30〜70%、12時間の明暗サイクル下で、無菌（Specific Pathogen Free）条件下に

て飼育した。人道的エンドポイントは、全身状態の憎悪により明らかな衰弱状態

（実験開始時体重の 70％以下への減少、あるいは刺激による体動の著しい減少

や飲水・捕食困難）を目安として設定したが、本研究においてこれらの基準に該

当する個体は認められず、すべてのマウスを実験に使用した。全ての動物実験は、

札幌医科大学動物実験委員会の承認を得たプロトコルに従って実施した。病態

解析には、18週齢の MRL/MpJ マウス（n = 9）および MRL/lpr マウス（n = 9）
を使用した。Fisetin 投与解析には、18週齢の MRL/MpJ マウス（n = 12）および
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MRL/lpr マウス（n = 24）を使用した。Fisetin は、100 mg/kg の濃度で経口投与

し、20% PEG-400 を vehicle として、18週齢から 4週間にわたり、週 5 回投与し

た。 
Rソフトウェアを用いて、fisetin 投与群および vehicle群を無作為化した。サン

プルサイズは予備実験結果に基づいて決定した。処理順序、測定順序、ケージ位

置などの潜在的交絡因子は本研究ではコントロールしていない。マウスは 22週
齢で、メデトミジン、ミダゾラム、ブトルファノールの 3種混合麻酔による深麻

酔下で頸椎脱臼により安楽死させ、組織を採取した。 
 
4-2-2. 皮膚病変スコアリング 
皮膚病変の重症度を 0-3 段階で以下のように評価した。鼻の皮膚：0 = 病変な

し、0.5 = 部分的な病変（<50%）、1 = 広範な病変（>50%）。背部皮膚：0 = 病
変なし、0.5 = 小さな病変（<10 mm径）、1.5 = 大きな病変（>10 mm径）また

は痂皮を伴う病変。眼の皮膚：0 = 病変なし、0.5 = 病変あり。スコアリングは、

治療群を盲検化した状態で実施した。 
 
4-2-3. SLE モデルマウス皮膚の組織学的解析 
背部皮膚を採取し、4%PFA で一晩固定した後、パラフィン包埋後、5µm の切片

を作製し、hematoxylin・eosin（H&E）染色を行った。画像は倒立顕微鏡（Axio 
Observer 7; ZEISS）で取得した。表皮厚は ImageJソフトウェアを用いて 5 か所、

ランダムで測定し、平均値を算出した。 
 
4-2-4. SLE モデルマウス皮膚の免疫蛍光染色 
免疫染色は既報の方法に準じて実施した 64。切片は脱パラフィンし、再水和後、

クエン酸緩衝液（10 mM sodium citrate、pH 6.0）または ethylenediaminetetraacetic 
acid緩衝液（1 mM、pH 8.0）中で電子レンジ（95–98℃、10 分）による抗原賦活

化を行った。冷却後、スライドを脱イオン水で 2 回、TBS-T で 1 回（各 5 分）洗

浄した。次に、1% BSA含有 TBS-T で室温（20–26℃）15 分間ブロッキングを行

い、一次抗体と 4℃で一晩反応させた。TBS-T で 3 回洗浄（各 5 分）後、ImmPRESS 
HRP horse anti-rabbit IgG polymer reagent（MP-7401; Vector Laboratories、Newark、
CA、USA）を室温・暗所で 30 分間反応させた。再度 TBS-T で 3 回洗浄後、TSA 
Plus Working Solution（Fluorescein、Cyanine 3、Cyanine 5; AKOYA BIOSCIENCES、
Marlborough、MA、USA）で室温・暗所で 10 分間反応させた。マルチプレック

ス染色では、クエン酸緩衝液中で再度電子レンジ処理（95–98℃、10 分）による

ストリッピングを行い、その後同様にチラミド蛍光標識による染色を行った。細

胞核染色には、Cellstain DAPI 溶液（1:1000; Dojindo）を用い、VECTASHIELD
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（Vector Laboratories）で封入した。一次抗体は rabbit anti-p21（1:1000; 5G7、
ZRB1141、Sigma-Aldrich）、rabbit anti-collagen XVII （1:100; EPR18614、ab184996、
Abcam）、rabbit anti-HMGB1（1:400; D3E5、#6893、Cell Signaling Technology）、

rabbit anti-CD4 （1:200; D7D2Z、#25229 、Cell Signaling Technology）、rabbit anti-
CD8α （1:800; D4W2Z、#98941、Cell Signaling Technology)、rabbit anti-F4/80（1:500; 
D2S9R、#70076、Cell Signaling Technology）、rabbit anti-interferon alpha 2（1:100; 
ab193055、Abcam)、rabbit anti-MHC Class I（1:500; E8E7N、#76828、Cell Signaling 
Technology）、rabbit anti-phospho-EGFR（Tyr1068）（1:200; D7A5、#3777、Cell 
Signaling Technology）を用いた。これらの一次抗体は SignalStain Antibody Diluent
（Cell Signaling Technology）で希釈した。蛍光画像は蛍光顕微鏡（Axio Observer 
7; ZEISS）で取得した。免疫染色画像の定量解析は、ZEN Zeiss 解析ソフトウェ

アおよび ImageJソフトウェアを用いて行った。p21 WAF1/CIP1陽性細胞の陽性率は

表皮におけるp21 WAF1/CIP1陽性細胞数をDAPI陽性細胞数で割った数を算出した。

細胞ごとの発現強度は表皮基底層全体の発現強度をプロットし、無作為的に p21 

WAF1/CIP1 と Col17 の発現強度を選択した。High mobility group box 1（HMGB1）の

評価では表皮において HMGB1 が核外に放出されている細胞数を DAPI 陽性細

胞数で割った数を算出した。CD4、CD8α および F4/80陽性細胞の定量解析では

真皮において 6500.076µm2四方内の CD4、CD8α および F4/80陽性細胞数をカウ

ントした。MHC-I 発現量はランダムに選択した p21 WAF1/CIP1陽性細胞および陰性

細胞で比較した。IFN-α および pEGFR 発現量は表皮内の DAPI 陽性細胞数で正

規化した。 
 
4-2-5. In vitro fisetin 添加実験 
HaCaT 細胞（17,500 細胞/well）は 96well黒色プレートに播種し、前述の条件で

UVB照射を行った。Fisetin（S2298; Selleck、TX、USA）は使用前に dimethyl sulfoxide
（DMSO）に溶解し、照射 2日後に 0µM（DMSO コントロール）、5µM、10µM、

または 20µM となるように添加した。その後、細胞をさらに 2 日インキュベー

トした。コントロール HaCaT 細胞には、播種 3日後に細胞がコンフルエントに

達した時点で、同じ濃度の fisetin を添加し、さらに 2日インキュベートした。細

胞数および細胞老化は、それぞれ DAPI 染色および SPiDER-β Gal 染色を用いて

評価した。 
 
4-2-6. SPiDER-β Gal 染色 
HaCaT 細胞を室温で 4% PFA により 5 分間固定し、PBS で洗浄後、SPiDER-β 

Gal 染色液（1:50 in McIlvaine Buffer Solution、pH 6.0、Dojindo）を用いて 37℃で

30 分間インキュベートした。その後、細胞を PBS で洗浄し、再び室温で 4% PFA
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により 10 分間固定し、PBS-T で洗浄した。細胞核は DAPI（1:1000; Dojindo）で

染色した。画像は蛍光顕微鏡（Axio Observer 7; ZEISS）を用いて撮影した。相対

蛍光強度は、プレートリーダー（Infinite® 200 PRO; TECAN）を用いて、SPiDER- 
β Gal の蛍光強度を DAPI の蛍光強度で割り、0µM fisetin の値で正規化して算出

した。 
 
4-2-7. 統計処理 
定量データは Rプログラミング言語を用いて可視化し、箱ヒゲ図で示した。

また、各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2群間の比較に t 検定

を用い、3群以上の差の評価には one-way ANOVA を実施した。One-way 
ANOVA で統計的有意性が示された場合のみ、多重比較が行われた。多重比較

の P値は tukey 法または dunnett 法で補正した。統計解析は R のグラフィカル

ユーザーインターフェイスである EZR を用いて行った 43。 
 
4-3. 結果 
 
4-3-1. SLE モデルマウスにおける皮膚病変の検証 
SLE 皮膚病態に与える老化細胞の影響を検証するため、SLE モデルマウスであ

るMRL/lprマウスを用いた in vivoの検証を行なった。組織学的解析では、MRL/lpr
マウスはコントロールマウスの MRL/MpJ マウスと比較して表皮厚が有意に厚

く、皮膚病変スコアが悪化することが示された（図 26）。  
 

 
図 26. MRL/MpJ および MRL/lpr マウスにおける皮膚病変 
（a）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス背部皮膚の H&E 染色像。点線は真皮表皮

接合部を示す。E：表皮、D：真皮。（b）MRL/MpJ および MRL/lpr マウスにお

ける表皮厚の定量解析（各 n = 9）。（c）背部、眼、鼻部の皮膚病変スコア（各

n = 8）。定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示し

た。2 群間の比較には student の t 検定を用いた。P 値が 0.05 未満は統計的に有

意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
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4-3-2. SLE モデルマウスにおける細胞老化の検証 
Immunohistochemistry を用いて、p21 WAF1/CIP1 およびコラーゲン 17α1（Col17）
の発現を検証した。p21WAF1/CIP1 陽性表皮細胞の割合は、MRL/lpr マウスの方が

MRL/MpJ マウスよりも高く（図 27 a および b）、p21WAF1/CIP1 の蛍光強度が増加

し、Col17 の蛍光強度が減少した（図 27a および c）。表皮基底層の 2.5 次元図

と蛍光強度のヒストグラムは、MRL/lpr マウスの p21WAF1/CIP1陽性細胞における

Col17 の発現が低いことを示した（図 27d および e）。さらに、Lamin B1 が欠失

している表皮細胞は p21WAF1/CIP1 および 53BP1 の発現を示した（図 27f）。これ

らは DNA損傷を伴う老化細胞の特徴である 24。さらに、MRL/lpr マウスでは、

STING を介した細胞老化を制御することが知られている HMGB1 の核外放出が

増加した（図 27g および h）65。 

 
図 27. 免疫蛍光染色による MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における p21 

WAF1/CIP1 および COL17 の発現 
（a）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における p21WAF1/CIP1（赤）、COL17
（緑）、DAPI（青）の免疫蛍光染色代表画像。点線は真皮表皮接合部を示す。

E：表皮、D：真皮。（b–c）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における p21WAF1/CIP1

陽性表皮細胞の割合（各 n = 8）および表皮基底細胞における p21WAF1/CIP1 および

COL17の蛍光強度（各 n = 8細胞× 5視野）。（d–e）表皮基底層における p21WAF1/CIP1、

COL17、および DAPI の蛍光強度を示す 2.5 次元図（d）および（e）蛍光強度の

プロファイル。x軸は測定距離を示す。（f）MRL/lpr マウス皮膚における lamin 
B1（緑）、p21WAF1/CIP1（赤）、53BP1（灰色）、DAPI（青）の免疫蛍光染色代表

画像。矢印は lamin B1 低発現細胞、矢頭は lamin B1 高発現細胞を示す。（g）
MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における HMGB1（赤）、DAPI（緑）の免
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疫蛍光染色代表画像。点線は真皮表皮接合部を示す。E：表皮、D：真皮。（h）
MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における HMGB1 の核外放出率（各 n = 5）。
定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2群間

の比較には student の t 検定を用いた。P値が 0.05未満は統計的に有意であると

みなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
4-3-3. SLE モデルマウスにおける MHC と EGFR の検証 
MRL/lpr マウス皮膚の p21WAF1/CIP1陽性細胞における MHC-I 発現は、p21WAF1/CIP1

陰性細胞と比較して有意に減少していた（図 28a および b）。MRL/lpr マウスで

は phospho- EGFR（pEGFR）発現が増加しており（図 28c および d）、pEGFR 発

現レベルは p21WAF1/CIP1陽性細胞の存在と有意に相関していた（図 28e）。  
 

 

図 28. 免疫蛍光染色による MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における

MHC-I および EGFR の発現解析 
（a）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における p21WAF1/CIP1（赤）、MHC-I
（緑）、DAPI（灰色）の免疫蛍光染色代表画像。点線は真皮表皮接合部を示す。

E：表皮、D：真皮。（b）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における p21WAF1/CIP1

陽性および陰性細胞における MHC-I 蛍光強度の定量解析（各 n = 8匹 × 5 細胞 
× 3視野）。（c）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における p21WAF1/CIP1（赤）、

pEGFR（緑）、DAPI（灰色）の免疫蛍光染色代表画像。点線は真皮表皮接合部

を示す。E：表皮、D：真皮。（d）MRL/MpJ および MRL/lpr マウスにおける pEGFR
蛍光強度の定量解析（各 n = 8）。（e）p21WAF1/CIP1陽性細胞割合と pEGFR 蛍光

強度との相関（各群 n = 8）。相関はピアソンの相関係数を用いて評価し、95%
信頼区間を表示した。定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプ

ロットで示した。2群間の比較には student の t 検定を用いた。4群間の比較には 
one-way ANOVA を使用し、多重比較の P値は tukey 法で補正した。P値が 0.05
未満は統計的に有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
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4-3-4. SLE モデルマウスにおける免疫細胞の検証 
MRL/lpr マウスでは真皮層において CD4+T 細胞、CD8α+T 細胞、F4/80+マクロ

ファージの割合が高かった（図 29）。  
 

 
図 29. 免疫蛍光染色による MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における CD4、

CD8α、F4/80 の解析 
（a）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス皮膚における CD4（緑）、CD8α（赤）、

F4/80（白）、および DAPI（青）の免疫蛍光染色代表画像。点線は真皮表皮接合

部を示す。E：表皮、D：真皮。（b）MRL/MpJ および MRL/lpr マウス真皮にお

ける CD4+細胞、CD8α+細胞、F4/80+細胞の数（各 n = 8）。定量データは箱ヒゲ

図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。2 群間の比較には student
の t 検定を用いた。P値が 0.05未満は統計的に有意であるとみなした（*P < 0.05、
**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
4-3-5. SLE モデルマウスの老化細胞除去による検証 
SLE 患者の皮膚病変に細胞老化が与える影響を解明するために、老化細胞除去

薬 fisetin を用いた検証を試みた 62。まず、UVB照射した老化 HaCaT 細胞を用い

て、fisetin の効果を in vitro で検証したところ、fisetin は SPiDER-β Gal の蛍光強

度を有意に低下させた（図 30）。次に、MRL/lpr マウスおよび MRL/MpJ マウス

に、fisetin または 20% polyethylene glycol-400（Vehicle）を週 5日間、4週間経口

投与した（図 31a）。Vehicle の MRL/lpr マウスは皮膚スコアが徐々に悪化した

のに対し、fisetin 投与した MRL/lpr マウスは皮膚スコアの悪化が抑制された（図

31b および c）。組織学的解析により、fisetin 投与が表皮肥厚を改善することが

明らかになった（図 31d および e）。 
 



 
 

- 50 - 

 

図 30. 老化細胞除去薬 fisetin が老化 HaCaT 細胞に及ぼす影響 
HaCaT 細胞（Ctrl）および UVB照射によって老化を誘導した HaCaT 細胞（UVB）
に対し、fisetin（0–20µM）処理した際の SPiDER-β Gal の相対蛍光強度（n = 4）。

定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロットで示した。4群間

の比較には one-way ANOVA を使用し、多重比較の P 値は dunnett 法で補正し

た。P値が 0.05未満は統計的に有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 お

よび***P < 0.001）。 
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図 31. Fisetin 投与による MRL/lpr マウスにおける皮膚病変 
（a）MRL/MpJ および MRL/lpr マウスに対する fisetin経口投与の概要図。（b-c） 
MRL/MpJ（vehicle および fisetin、各 n = 6）および MRL/lpr（vehicle および fisetin、
各 n = 10–12）マウスの皮膚病変スコア（b）および皮膚の肉眼像（c）。 
（d）MRL/MpJ および MRL/lpr（vehicle および fisetin、各 n = 3）マウスにおける

表皮厚。（e）MRL/MpJ および MRL/lpr マウスにおける H&E 染色代表画像。点

線は真皮表皮接合部を示す。E：表皮、D：真皮。定量データは箱ヒゲ図と各サ

ンプルの定量値をドットプロットで示した。4群間の比較には one-way ANOVA
を使用し、多重比較の P 値は tukey 法で補正した。P 値が 0.05 未満は統計的に

有意であるとみなした（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。PEG, 
polyethylene glycol. 
 
4-3-6. SLE モデルマウスへの fisetin 投与による老化細胞の検証 
Fisetin 投与による皮膚炎の改善が、老化細胞除去によって起こったかを検証す

るため、介入後の MRL/lpr マウスの皮膚組織を用いた immunohistochemistry 解析
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を実施した。Fisetin を投与した MRL/lpr では、vehicle の MRL/lpr マウスと比較

して、表皮細胞における p21 WAF1 /CIP1陽性細胞の割合の減少、および p21 WAF1 /CIP1

の発現強度の減少、COL17 の発現強度の増加、HMGB1 の核外放出が有意に減少

した（図 32）。 
 

 
図 32. Fisetin 投与による MRL/lpr マウスにおける p21WAF1/CIP1陽性細胞 
（a）MRL/MpJ および MRL/lpr マウスにおける p21WAF1/CIP1、COL17、HMGB1 の

免疫蛍光染色代表画像。点線は真皮表皮接合部を示す。E：表皮、D：真皮。（b-
c）表皮基底層における蛍光強度のプロットおよび p21WAF1/CIP1、COL17、DAPI の
蛍光強度を示す 2.5 次元図。x軸は測定距離を示す。（d）表皮における p21WAF1/CIP1

陽性細胞の割合および（e）表皮基底細胞における p21WAF1/CIP1 および COL17 の

蛍光強度（マウス 1匹あたり 5視野；MRL/MpJ: n = 4、MRL/lpr: n = 8）。 
（f） MRL/MpJ および MRL/lpr（vehicle および fisetin、各 n = 4）における HMGB1
核外放出率の定量。定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をドットプロ

ットで示した。4群間の比較には one-way ANOVA を使用し、多重比較の P値は

tukey 法で補正した。P 値が 0.05 未満は統計的に有意であるとみなした（*P < 
0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
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4-3-7. SLE モデルマウスへの fisetin 投与による免疫細胞と EGFR と IFN の検証 
Fisetin 投与により、vehicle の MRL/lpr マウスで増加していた pEGFR および

IFN-α の発現、CD4+T 細胞、CD8α+T 細胞、および F4/80+マクロファージの数も

減少した（図 33）。これらの結果は、p21 WAF1/CIP1陽性老化表皮基底細胞が SLE 
患者の皮膚病変の発症に関与していることを示している。 
 

 
図 33. Fisetin 投与による MRL/lpr マウスにおける免疫細胞、EGFR、IFN の発

現 
（a-d）pEGFR、IFN-A、CD4、CD8α、F4/80 の染色像および定量解析（MRL/MpJ: 
各 n = 4、MRL/lpr: 各 n = 8）。定量データは箱ヒゲ図と各サンプルの定量値をド

ットプロットで示した。4群間の比較には one-way ANOVA を使用し、多重比較

の P 値は tukey 法で補正した。P 値が 0.05 未満は統計的に有意であるとみなし

た（*P < 0.05、**P < 0.01 および***P < 0.001）。 
 
4-4. 考察 
本章では、SLE マウスモデルにおいて、CDKN1A（p21WAF1/CIP1）陽性老化表皮

細胞が存在し、COL17 発現の低下を示した。また、老化細胞除去薬である fisetin
を MRL/lpr マウスに投与すると p21 WAF1/CIP1 陽性の老化表皮細胞が減少し、

COL17 の発現も回復した。さらに、fisetin 投与は、炎症細胞浸潤や皮膚病変を改

善することがわかった。老化細胞は、生存を SCAP に依存しており 62、老化細胞

除去薬は、SCAP を阻害することで非老化細胞に影響を与えず、老化細胞に選択

的なアポトーシスを誘導すると言われている 62。本章では、老化細胞を除去する
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ことで皮膚病変が改善した。Fisetin の老化細胞に対する特異的効果については、

本章では明らかにしていないが、老化細胞が除去されたことにより、皮膚病変が

改善されたことは、老化細胞が SLE 様皮膚病変を形成していた可能性があり、

将来的に老化表皮細胞を標的とした CLE治療が有効である可能性が示唆された。

しかしながら、本研究においては fisetin がどのシグナル経路を介して老化細胞

除去効果を発揮したのか検討していない。さらに、fisetin以外の薬剤についても

より効果が認められる可能性は否定できない。今後は、fisetin以外の老化細胞除

去薬も含めて、検証する必要性がある。 
 
4-5. 結論 
本章では、SLE モデルマウスを用いた in vivo 実験において、p21 WAF1/CIP1陽性

の老化表皮基底細胞は MHC-I の低下、EGFR の発現上昇を示すことを明らかに

した。さらに、老化細胞除去薬である fisetin は老化表皮基底細胞を除去し、免疫

細胞浸潤や IFN の発現上昇を改善し、皮膚病変が改善された。これにより、老

化細胞が皮膚病変の形成に関与する可能性を示した。 

 
第 5 章 総合考察 
本研究では、CLE 患者および SLE 患者の皮膚組織および SLE マウスモデルを

用いて、全身性エリテマトーデスの皮膚病変と細胞老化の関連性について検証

を行なった。本研究では、SLE 患者皮膚で CDKN1A（p21 WAF1/CIP1）-high COL17A1
（COL17）-low 老化表皮基底細胞を同定した。p21 WAF1/CIP1陽性細胞は E2F転写
活性を阻害し、retinoblastoma ファミリーを持続的に活性化し、cyclin-dependent 
kinase 2 を阻害することで細胞増殖を制御する 24。細胞老化は多くの場合、p16 
Ink4a または p21WAF1/CIP1 によって引き起こされる 24。近年の研究では、機能不全の

テロメアを持つ老化細胞、特に p21 WAF1/CIP1 を発現しているが p16 Ink4a を発現し

ていない老化細胞を除去すると、放射線によって誘発された SASP に関連する

いくつかの炎症誘発性因子を減らすことができることが示されている 66。表皮

幹細胞マーカーでタイプ II 膜貫通タンパク質である COL17 は、表皮を真皮界

面に接着させ、細胞接着分子を基底膜に局在させる機能を持つ 67。幹細胞の DNA
損傷応答は、COL17（COL17A1/BP180）タンパク質分解を引き起こすことが知

られており 68、CLE 患者における DNA 損傷が、COL17 発現の減少の原因であ

る可能性がある 6。また、scRNA-seq データでは、表皮基底細胞クラスターであ

る BAS2 と BAS3 も CDKN1A-high クラスターほどではないものの、老化関連遺

伝子セットのスコアが高いことが示された。BAS2 クラスターは KRT16 と

KRT6A を高発現しており、これら I 型および II 型ケラチンは皮膚の初期の炎症

と自然免疫を制御する 69。基底細胞での KRT16 の過剰発現は過剰増殖、ケラチ
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ンフィラメントネットワークが変化、細胞間接着の減少につながるため、ケラチ

ノサイトの活性化における役割が示唆されている 70。Krt16 トランスジェニック

マウスの皮膚は、EGFR を介したシグナル伝達が活性化した皮膚と類似した特徴

を持つ可能性が示唆された 70。円板状エリテマトーデス患者の皮膚でも KRT16
の発現増加が示されている 71。BAS3 は RRM2 と HELLS を高発現していた。

RRM2 の蓄積は ATR-Chk1 経路および E2F1 の安定化により促進され、DNA 合

成の構成要素である deoxyribonucleotides（dNTP）を供給して DNA損傷と細胞死

を防ぐ 72。RRM2 はケラチノサイトの分化中に dNTP プールを維持する。BAS3
はケラチノサイトと表皮の分化に関連した GO タームと関連していた。EGFR シ

グナル伝達は retinoblastoma tumor suppressor を活性化することにより、E2F1 誘

導性アポトーシスを阻害する 73。このことから、BAS3は表皮基底細胞で分化し、

抗アポトーシスの特性を示す可能性がある。BAS2 と BAS3 も CDKN1A の発現

が増加したが、「negative regulation of cell cycle」は CDKN1A -high クラスターで

エンリッチされていたため、本研究では CDKN1A -high クラスターのみに焦点を

当てた。しかし、BAS2 および BAS3 における EGF シグナル伝達も SLE 病態

に影響を及ぼす可能性があり、今後の研究でさらなる検証が必要である。 
また、本研究では、細胞老化が SLE 皮膚病態を形成するメカニズムを一つ提唱

したが、SLE 皮膚において、なぜ細胞老化が誘導されるか、特定の要因について

は検証しなかった。しかし、UVB照射は老化誘導および EGFR シグナル伝達と

IFN 活性化を引き起こすことから、CLE 患者の皮膚病変において細胞老化の引

き金となる可能性がある。UVB 曝露は DNA 損傷を誘導し、cGAS-STING 経路
の活性化につながる可能性がある。これは様々な細胞タイプで観察される反応

であり 24,65,74、SLE の病態生理に限られるものではない。細胞外空間に放出され

た断片化された核 DNA によっても細胞老化が引き起こされ、cGAS-STING経路
への別の刺激となる可能性があり 75、SLE における細胞老化の誘導因子を明ら

かにするには、今後さらなる調査が必要である。 
 
第 6 章 結論 
本研究論文では第１に scRNA-seqデータを用いたバイオインフォマティクス解

析によって、CLE および SLE 皮膚における老化表皮基底細胞と正常表皮基底細

胞との細胞間コミュニケーションを検証した。第 2 に in vitro モデルを用いて、

老化表皮細胞と正常表皮細胞の細胞間コミュニケーションに関与するシグナル

伝達経路を検証した。第 3 に SLE マウスモデルを用いて、老化細胞除去薬であ

る fisetin を投与し、老化表皮細胞の皮膚病態への関与と効果を検証した。以上

の検証を踏まえ、以下の結論を得た（図 34）。 
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1. CLE および SLE 皮膚において、老化した表皮基底細胞は、CDKN1A 発現の

上昇および COL17A1 発現の低下を特徴とし、正常皮膚と比較して、CLE お

よび SLE 皮膚で多く存在していた。 
2. 老化表皮基底細胞は、I 型 IFNや EGFR リガンドを含む SASP 因子を分泌

し、老化表皮基底細胞内での EGFR リガンドはオートクライン作用によ

り、HLA-I 発現を低下させた。一方、非老化表皮基底細胞では老化細胞が

分泌する SASP によって、I 型 IFN応答を高め、HLA-I 発現および抗原処

理・提示機能が亢進し、結果として CD8+T 細胞依存性のアポトーシスが誘

導された。 
3. SLE マウスモデルにおいて、老化細胞除去により皮膚病変が改善した。結

果、老化細胞は皮膚病変や病態の形成に関与することが明らかになった。 
 
本研究の結果は、老化表皮基底細胞が CLE及び SLE 皮膚病態形成に重要な役

割を果たすことを示唆した。これは、老化細胞が CLE の新規治療標的になる可

能性がある。 
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図 34. 老化表皮基底細胞が SLE/CLE 皮膚病態に寄与するメカニズムの模式図 
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