
〉会

プロテオミクスと創薬
第2部:プロテオミクスの創薬への応用

[[J老化とプ口テオ
ーム解析

とだ としふさ

.戸田年総
東京都老人総合研究所

プロテオ}ム共同研究グループ

Abstract 

生命のしくみの根源がDNA にあ ることは明ら

かである 。 しかし，細胞内で実際に働くのはタ

ンパク質である 。 特に老化や疾患では，活性酸

素などの般化ストレスが， タンパク質の構造や

機能に与える影響が問題となる 。 プロテオーム

解析法は，翻訳後修飾の定量的 ・ 定性的に解析

に最適なタンパク質分析法である 。 修飾によ っ

てタンパク質の等電点や分子量が変化した場合

には二次元電気泳動上のスポァト位置のずれと

して ， 発現レベルの変化はスポット濃度の変化

として現れる 。 タンパク質の同定や ， 修飾構造
の確認は質量:分析言|によ って行われる 。

はじめに

すべての生物個体は， DNA の塩基配列の中

に記録された遺伝子情報に基づいてタンパク

質を合成し，タンパク質の機能に よ って細胞

を作り出し ， エネルギーを産生し，物質代謝

を営むことによって生命を維持している 。 し

かしながら，経時的な細胞内環境の変化の中

には不可逆的なプロセスが含まれているため

に ， やがては生命の維持が困難な状態に陥る

ものと考えられる 。 この不可逆的なプロセス

こそが老化であり 。生命維持が可能な最長期

間が個体の寿命である 。 生物が種を保存する
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ためには，個体が寿命に到達する前に次世代

を再生産し，生命維持に最も適した DNA を伝

える必要があるが， 我々人類を含め地球上に

現存する全ての生物は ， このような再生産を

繰り返してきた。

老化そのものは避けることのできない生物

現象であるが，老化に伴っ て進行する身体機

能の低下によ っ て疾病を患い ， 自立した生活

を営むことができなくなるようなことだけ

は，できれば避けたいものである 。 それには ，

先に述べた「細胞内で進行する不可逆的なプ

ロセス 」 とはどのようなものか，なぜそのよ

うなことが起きるのか， それによってなぜ疾

患が発生しやすくなるのかといったことを解

明しなければならない。

1. 線虫の寿命遺伝子研究でわかったこと

ヒトの最長寿命は 1 20歳前後，ネズ ミは 3

年程度，線虫は l カ月程度といった ように，

生物穫によって最長寿命が異なるが，これは

DNA に記録された情報が異なるためである 。

このことを根拠に，老化のメカニズムは遺伝

子の中に「プロ グラム」されているとする仮
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説が， かつて提唱されたことがある。これは

一見真理のようにも思えるが，現存する全て

の生物種は，上述のように次世代を再生産し

DNA を伝えることが必然であり ， 個体を消滅

させることは必然ではないので， そのような

情報が進化の過程で維持されたと考える こ と

には無理がある 。 それでは，寿命の差は遺伝

子のどのような部分の違いによるものであろ

うか。 これを解明するために ， 同じ動物種の

中の寿命の異なるミュータントの遺伝子を調

べることが行われてきた。

線虫は，体長 1 ミリのミミズのような体を

持つ動物で，平均寿命が21 日と短い。 体を構

成する細胞も 1 ，000個足らずと少なく，全遺

伝子が既に判明しており，寿命の長短を左右

する遺伝T も相次いで見つか っ ている 。 例え

ば東海大学助教授石井直明博士らは，寿命の

短い線虫の系統の一部では me v- J という遺

伝子に異常があることを発見している 。 この

遺伝子は ， ミ ト コンド リ アの電子伝達系の

complex II を構成する Succinate dehydrogenase 

cytochrome b560 という酵素をコ ー ドしてお

り，この遺伝子に異常があるとクエン酸から

ユピキノンへの電子伝達が正常に行われなく

なる。その結果，ミトコ ン ドリアでの活性酸

素の発生が上昇し ， これが寿命の短縮を引き

起こすらしい。 この発見は，活性酸素が老化

を引き起こしている可能性があることを示し

ており ， 大変興味深い。

一方 ， daf-2や age- J という遺伝子に異常が起

きると ， 逆に線虫の寿命が通常の 2 - 3倍に延

びることがわかっ た。 これらの遺伝子は， イン

スリンシグナルの受容と伝達に関与するタンパ

ク質をコードしていることカぎわかっ ており ， こ

れらの遺伝子の異常に よ ってエネルギ一代謝が

低下し， 結果的に活性酸素の発生が抑制される

64 (1196) BIO Clini回 1 9 (14) , 2004 

問匂

こ とによって寿命が延長されているものと見ら

れる 。 これらの寿命遺伝子の発見も，寿命と活

性酸素との関係を強く示唆している。

2 老化に伴うタンパク質の変化

ワトソンとク リ ックがDNA の二重螺旋構造

を発表してからちょうど 50年目に当たる 2003

年に，ヒ ト の全ゲノム DNA の解読が完了し，

我々ヒトの体はおお よ そ 32 ，000 の遺伝子によ

っ て作られていることが明らかとな っ た。 こ

れによって ， 今後さまざまな遺伝性疾患の原

因遺伝子が見つかっ てくるものと期待される

が， 実際DNA上に記録されているのはタンパ

ク質の一次構造 (アミノ酸配列 ) と，その発

現調節に関わる『情報j に過ぎず， 細胞内で

実際に生理活性を有し ， 物質代謝やエネルギ

一代謝， シグナル伝達などを行っ ているのは

タンパク質である 。 したがって，加齢に伴う

細胞機能の低下の直接的な原因は『タンパク

質の加齢変化J である 。 では ， タンパク質の

加齢変化とは ， い っ たいどのようなものであ

ろうか。 線虫の寿命遺伝子に関する研究によ

って得られた結果を踏まえ，活性酸素などに

よる酸化ストレスが老化の根本原因であると

考えた場合， 図 1 のような「老化の構図」が

浮かび上がってくる 。 実際に，高齢者の脳や

血管，腎臓などの組織においては ， 老人斑な

どの異常なタンパク質やペプチドの蓄積が観

察されており ， 酸化スト レスがタンパク質の

変性の原因になっている可能性が高い。

異常なタンパク質の蓄積が，病気を引き起

こす原因 となりえることを明 らにしてくれた

のは， BSE におけるプリオンの発見であった。

その後，様々な神経変性疾患で見られる類似

のタンパク質の不溶化が，プ リ オンタンパク

質の不溶化と極めてよく似ており ， いずれも
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図 1 老化機構の作業仮説 主にミ ト コンド リアで発生した ROS (Reactive Oxygen S中即時s ) や RNS (Reactive 
Nitrogen Species ) などの酸化ストレス分子種は， DNAや即~A， タンパク質，脂質などを酸化的に修飾すると考えられ，
その結果:生じる異常なタンパク質やペプチドが細胞傷害を引き起こすことが個体老化の直接的な原因にな っている考
えられる 。

rß シート構造』 というタンパク質のコンフ

オ ーメ ー ションに関わる病気であることがわ

かっ た 。 これらのうち若齢で発症した症例に

おいては家族性が見られ，遺伝子の異常見つ

かっ ているが， 高齢で発症する弧発性の症例

では遺伝子の異常が見つからないことが多

い。・遺伝子に異常が無くても結果としてタン

パク質に異常蓄積が起きるのは，タンパク質

が作られた後で，タンパク質構造に異常が発

生する何かが酸化ストレスの影響によって起

きていることを示唆している。

3. 老化に関係するタンパク質のプロテ

オーム解析

現在行われているプロテオーム解析は ， 主

に二次元電気泳動に基づくものと， 二次元LC

に基づくものに二分される 。 老化に関係する

タンパク質を見つけ出すためには，量的な変

化と質的な変化の両面で解析を行うことが重

要であるが，それには図 2 に示すような流れ

に沿ったプロテオーム解析が最適である。酸

化ストレスによ っ て構造上に異常を起こした

タンパク質の多くは ， ユピキチン化を受け，

プロテア ソームなどで分解除去されると考え

られているが， 二次元電気泳動のパターン上

には，タンパク質の合成，修飾，分解のすべ

ての過程が写し出される 。

我々が実施した「脳のタンパク質の加齢変

化のプロテオーム解析」の I 例を図 3 に示す。

生後6 カ月， 1 2 カ月，およ び24 カ月 のマウス

の脳の海馬領域のタンパク質を抽出し， 二次

元電気泳動で分離後，高感度の SYPRO Ruby 
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サ ン プル
二次元電気泳動 函像解析

ー一一一ー- ーー--

質量分析とデータベース検索

スポ y 卜切り出しとゲル内消化

ー

図 2 二次元電気泳動に基づいたプロテオーム解析の流れ 組織や細胞から抽出されたタンパク nは ， r固定化 pH 勾
配等電収電気臥jlfJJ J で分離 した後に蛍光色素で染色し ， コンピュ ー タで画像解析する 。 加齢に伴って変化したタンパ
ク質スポ ット を切り出し，ゲル内で消化した後に質量分析を行い， データベースを検索して同定する。
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図 3 ?ウスの脳のタンパク質の加齢変化 6 カ月齢， 12 カ月齢 ， 24 カ 月例のマウスの海馬領域よりタンパク 'i'! を抽
出。二次元電気泳動で分離した後に，経時的変化をJË訟的に画像解析した。

66 (1198) BIOClinica 19 ( 14) , 2004 



一
プロテオミクスと創薬

第2部:プロテオミクスの創薬への応用

蛍光色素にて染色し， レーザー励起型の蛍光

スキャナーで画像を読み取り ， 各タンパク質

の加齢に伴う変化を画像解析した。 その結果，

12 カ月齢から 2 4 カ月齢の 聞に， HSP60 , 

HSP70, HSC71 とい っ た，タンパク質の立体

構造 ( フ ォ ールデイング) の維持管理におい

て重要な役割を果たしている分子シャベロン

が上昇する一方で，ユピキチン化プロテアソ

ーム分解系の最終段階に関わる UCH- Ll

(Ubiquitin c-terminal hydrolase L-l ) や，カル

シウム濃度依存的にタンパク質の機能を調節

B 

するカルモテ'ュ リ ンなどが減少する傾向 を示

した。 分子シャベロンやラジカルス カ ベンジ

ャーの上昇は，老齢マウスの脳内でラジカル

の発生が高まっていることへの応答であると

思われた。 そこ で我々 は，これらの タンパク

質は老化に伴いより強く酸化を受けているの

ではないかと考え，これを磁かめるため に ，

老齢マウスの海馬からカルモテーュ リンを単離

し， 質量分析で酸化修飾の有無を調べてみた。

その結果，老化したマウスの海馬のカルモデ

ユリンでは特に C末端に近い位置のメチオニ
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図 4 質量分析剖を用いた酸化メチオニン (Meth ionine sul fox ide) の分析:メチオニンの般化が伺われたカルモデユ リ
ンの 2506 Da のペプチドについては PSD (Post -sour田 deωy ) モードでMULDI-TOF/MS を行っ た結栄，メチオニンの際
化に よ る 64 Da の質量減少 (ニ ュ ート ラルロス ) が観察された。
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図 5 6 ヶ月齢と 24 ヶ月例のマウスの海馬から抽出されたカルモデュリ ン. nm23-M 1. UCH-L1 について ， 質量分析を
行い，酸化型と還元型のタンパク質の比率を調べた結果。 老齢ラ γ トの海鳥では，それぞれのタンパク質で酸化却が
増加していることがわかっ た。

ンが強く酸化されている ことがわかった

4 )。 メチオニンの酸化は ， 試験管内でタン

パク質を取り扱っている過程においても 比較

的起きやすいので，抽出から二次元電気泳動，

染色 ， トリプシン消化に至るすべてのプロセ

スにおいて常に還元剤を加えた条件でタンパ

ク質を取り扱い ， メチオニンの酸化状態の比

較を行った。 その結果 ， 12 カ月例のマウスに

比べ 24 カ月のマウスの海馬では，

ンパク質のメチオニン酸化が上昇しているこ

とがわかった。 これは，老化に伴いカルモデ

ユリンの量が減少する原因の一つが，

飾による変性であることを示唆している 。

しかし ， 酸化されたタンパク質は ， 常に

速やかに分解されるというわけではなく，

リ ジンやアルギニンが酸化されてカルボニ

カルモ デユリンが

それによっ

ル化されたものについては ， 一部は酸化さ

れた状態のまま細胞内に貯留されると考え

ら れる 。 現在私たちは ，

酸化を受けたときに，どの よ うなコンフォ

メーション変化を起こすのか ，

てカルモデュリンの生理活性にどのような

(図

変化が生じるかといった点についても解析

を進めている 。 これまでに予備的に行 っ た

分析では ，

対する親和性が酸化に よ って低下すること

を示唆するデー タを得ており ， 酸化は単に

分解を促進する だけでなく ， 酸化タンパク

質による機能撹乱も引き 起こ している可能

性がある 。

カルモデュリンのカルシウムに

これらのタ

酸化修
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