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はじめに

近年さまざまな生命科学研究において、 genomlcs や

transcriptomics, proteomics, glycomics, 

metabolomics などのいわゆる『ーomics~ 研究が盛んに

行われているが、 W-omics~ 研究は基礎老化研究において

も有効なアブローチになり得るのであろうか。特に老化

のプロテオーム解析について、その切り口から見えてく

るものを考えてみたい。

1 ヒトゲノムプロジェクトの終了と W-omi CS~ 時代の到来

ヒトゲノム計画の成果により、ヒトの生命は 2 万~2

万 5 千の遺伝子によってコードされていることが明らか

となった [1]。この中から、分化細胞においては約 10%

ほどの遺伝子がタンパク質に転写糊訳され、細胞の形態

形成や生命維持、 および分化機能の発現に寄与している

と推定されている。プロテオーム [2] は、このように実

際に発現しているタンパク質の集合体として 「ひとまと

めJ にしたものであり、プロテオームこそが細胞の形態

や機能を直接支配している物質的実体である。プロテオ

ミクスは、このようなプロテオームを網羅的に研究する

ことによって生命の仕組みを明らかにしようというアプ

ローチであるが、その後この動きは RNA や糖鎖、代謝

物にまで及び、様々なーomics 研究が行われるように

なった。

2 . 基礎老化研究におけるプロテオミクス

プロテオーム研究がスター卜したのは 1995 年である

が、老化研究で利用されるようになるのは 2000 年頃か

らである。 2000 年に発表された老化のプロテオーム解

析に関する論文はわずか 8 件であったが、その年、我々

は老化研究におけるプロテオ一ム解

[同3剖]、マウスの脳の老化に伴うタンパク質の発現変化をプ

ロテオーム解析して、 Electrophoresis に発表した [4] 。

その後、老化のプロテオーム解析に関する論文数は年々

増え続け、本年 9 月末の時点で老化と関連が深い酸化ス

トレスに関する論文を含めると 597 件が報告されている。

老化の原因について様々な作業仮説が提唱されてきた

が、細胞が好気的エネルギー代謝を行っている以上必ず

発生する酸化ス、トレスが老化を促進し、老化に伴う様々

な細胞傷害の根本的な原因のーっとなっていることは、

もはや否定のできない事実である。しかし、酸化ストレ

スがもたらす機能撹乱の分子メカニズムについては、あ

まりよくわかっていない。直接の影響としては脂質の過
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酸化や DNA のダメージ、タンパク質の酸化的修飾の 3

つが考えられるが、 近年のフロテオミクスの技術的進歩

によって、タンパク質の酸化的修飾の関与が次第に明ら

かになってきている。

3 . 老化のプロテオミクスで見えてくるもの

二次元電気泳動法に基づ‘いたディファレンシャルプロ

テオミクスには、 タンパク質の発現変化のみならず、翻

訳後修飾などの構造変化も捉えることもできるという利

点がある [5]。実際我々が行ったマウス海馬の加齢変化

に関するプロテオーム解析 [6] でも、 Calmidulin (CaM)、

Ubiquitin C-terminal hydrolase-L1 (UCH -L1)、およ

び nm23-M1 (NDPK ゚  )の発現レベルが老齢マウスで

低下する傾向が認められたが、さらに質量分析による詳

細な構造解析を行っ た結果、 C末端側の Ca2+ 結合ドメ

インに位置する 2 箇所のメチオニンが選択的に酸化され

ること、および高齢マウスでは酸化型が増加しているこ

とがわかった。その後 Anbanandam 博士らの研究に

よ って [7 ， 8]、酸化型の CaM は細胞膜上の Ca(2+)-AT­

Pase (PMCA)や種々の標的タ ンパク質に結合し、 細胞

の代謝を抑制することが報告され、 CaM酸化の生理的

意義が次第に明らかになってきている。さらに我々は、

CaM 本来の機能であるカルシウムシグナリ ングにも酸

化の影響が及ぶのではないかと考え、タンパク質相互作

用解析装置 AnaLight Bio200 を用いて解析を行っ た結

果、酸化 CaM は Ca2+ 親和性が低いことが明らかとなっ

た(投稿準備中)。この結果は、酸化ストレスは CaM の

酸化を介して CaM kinase 11 の下流の細胞内シグナル

伝達にも影響を及ぼすことを示しており、大変興味深い。

プロテオミクスが酸化ストレス応答のメカニズムの解

明に大きな貢献を果たした、もう一つの重要な研究は、

抗酸化酵素 Peroxiredoxin (Prx) に関するものである。

今後の老化制御研究において重要な標的タンパク質の一

つになるものと思われるので少し詳しく紹介する。

Prx は、日南乳動物では少なくとも 6 種類のアイソ

フォームとして発現されていることがわかっているが

(図 1 )、そのうち Prx 1, 11, III および IV (2 - Cys 型

Prx) は活性に直接関わる 2 つの Cys を持 っ ている。

Prx V (atypical 2-Cys 型Trx) も活性に関与する 2 つ

の Cys を有しているが、上記 4 種との配列相向性が低い。

これに対し Prx VI (l-Cys 型 Prx) はN末端側の Cys の

みが活性に関わっており反応のメカニズムが若干異なる

と考えられている。
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図1. ヒトのPrx アイソフォームの相向性

白抜きの Cys が、活性に必須であるとされている . Prx 1 では Thr90

の リ ン酸化が知られている。

このような抗酸化酵素の存在が確認されるきっかけと

なったのは、 Stadtman らの研究室で行われたグルタミ

ン合成酵素に関する研究である。 精製された酵母のグル

タミン合成酵素は非常に失活しやすく、特に DTT と鉄

イオンが共存すると、それによって発生する OH ・ ラジカ

ルの作用によって酸化的に分解を受けることがわかった

[9]。しかしこの酵素は酵母の粗抽出液中では非常に安

定なので、酸化的分解を防ぐ未知の抗酸化物質が存在す

るのではないかと考え探索した結果、 25 kDa の "pro­

tector protein ，，(当時は 27 kDa と報告)が得られた [10] 0

これが後の Prx である。 1990 年代に入ると、晴乳動物

の脳組織などから遺伝子が次々にクローニングされ、 6

種類のアイソフォームとして存在することが明らかと

なった。

これらの酵素は、図 l で白抜きにした Cys を置換する

と活性を失うことから、 Cys が活性に重要な役割を果た

していることはわかっていたが、詳しい反応のメカニズ

ムは不明であった。 これに明確な答えを出したのが、

2002 年にフランスの Rabilloud ら [11] と、米国 NIH

の Rhee ら [12] によ ってそれぞれ独立に実施されたプ

ロテオーム解析である。

二次元電気泳動でヒトやマウスの細胞の Prx を分離

すると、各アイソフォームは、等電点が異なる 2 個 l 対

のスポ ッ トとして検出されるが、般化ストレスが加わる

と Prx 活性の低下に伴って塩基性側の側のスポ ッ トが

減少し、代わって酸性側のスポ ッ トが増加することがわ

かった。 そこでプロテオミクスの常道に従い、 それぞれ

のスポ ッ トをゲルから切り出し、 トリプシン、 Glu-C 

(V8 プロテアーゼ)、 Asp-N などでゲル内消化した後に

質量分析を行った結果、塩基性側のスポ ッ トのタンパク

質は、図 2 の左側の楕円内にあるチオール型、スルフエ

ン型、ジスルフィド型の Prx であり、酸化ストレスで

増加する酸性側のスポ ッ トのタンパク質は、右側の楕円

内のスルフィン型とスルホン酸型の Prx (失活状態の酵

素)であることが明らかとなった。

その後、酵母でATP依然的にスルフィン酸型の Prx を

スルフェン酸型に還元する酵素(スルフィレドキシン ;

略称 Srx) が発見され [13]、さらにヒト 、 マウスおよび

ラ ッ トでこれに対するホモローグ遺伝子がクローニング
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図 2. 2-Cys型Prxについて明らかにされた酸化ストレス

傷害防御機構

破線の矢印で示した部分は、まだ十分な証明がなされていない.

されたことによって、スルフィン酸型の Prx は再活性化

されることもわかっ た [14]。図 2 は、これまでに明らか

になったことをまとめたものである。スルホン自主型の

Prx を還元修復できる酵素はまだ見つかっておらず、強

い酸化ストレスが加わると Prx は ATP 依存的に分解さ

れることもわかっていることから、スルホン酸型は活性

型に戻らず分解される可能性が高い。以上が、 Prx によ

る酸化ストレス傷害防御システムの全貌であるが、残さ

れた課題はスルフエン型の Prx が引きがねとなって発生

すると見られている抗酸化ストレスシグナル応答の解明

である。

まとめ

二次元電気泳動に基づくプロテオーム解析には、タン

パク質の定量的な発現変化の解析とタンパク質の同定に

加え、酸化修飾などの酸化ストレスに伴うタンパク質の

構造変化を解析することもできるという利点がある。

CaM や Prx の例に見られたように、プロテオーム解析

によ ってタンパク質の翻訳後修飾の解析が進めば、今後

さらに数多くの老化促進性タンパク質/老化抑制性タン

パク質の作用機作が明らかになってくるものと期待され

る。
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