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特集:血管のシステムバイオロジー

老化のプロテオーム解析

主旦盟思草草

高齢者に多い血管性の疾患を予防するには，血管の

老化を遅延させることが重要である.それには，血管

構成細胞の生理的老化のメカニズムを明らかにする必

要がある.細胞の老化には，非常に多くの蛋白質が

量的， 構造的，機能的に関わっており，それらの蛋

白質集団のネットワークシステム全体の歪みが，細胞

の機能低下をもたらしていると考えられるが，これを分

析するのに愚適な手段のひとつがプロテオーム解析で

ある.そもそもプロテオーム解析は，微量のサンプル

中に含まれる全蛋白質を手早く分離する手法と，それ

を高速で同定する手段を組み合わせたものであり，さ

まざまな方法が提案されているが， 老化や病態のプロ

テオーム解析に最も適しているのは「二次元電気泳

動で分離し，画像解析でディファレンシャル分析を行

った後に酵素消化し，質量分析で同定する」もので

ある.

。プロテオーム O蛋白質
。酸化ストレス Oユビキチン化

。プロテアソーム

川ÙSQ Toda @ 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 ブ

一一

はじめに

厚生労働省が発表した人口動態統計による と， 全年

齢での人口 10 万人当たり原因別死亡率はトップが悪

性新生物で，心疾患， 脳血管疾患が 2 位， 3 位となっ

ているが， 年齢階層別にみる と， 高齢になるにつれて ，

血管の老化が原因とみられる心疾患と脳血管疾患が急

速に増えている(図1). これは， 他の疾患に比べて血

管系の疾患には，加齢による血管の変性が大きく影響

していることを示している .

血管の老化 と，他の体細胞の老化が同じ原因で起こ

り ， 同じスピー ドで進行するものか. 血管の老化には，

血管独自の特殊事情が関わっているのかといった点に

ついては現在のところ不明であるが，血管は直接血液

に接しているために， 酸化ストレスなどの環境の影響

を受けやすしその一方で老化の制御も行いやすい組

織であるので， 高齢で増加する血管|生の疾患を予防す

るうえで，血管の老化の機序を明らかにすることは大

変重要である .

本特集のテーマは 「血管のシステムバイオロジー」

ということであるが， そもそもプロテオームという概

念が，特定の細胞種(たとえば血管の内皮細胞)が，特
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年齢階層

図 1 . 年次別，年齢階層別にみた死因の推移
全年齢では悪性新生物による死亡が増えているが，心疾患や脳血管疾患などの血管系の老化が関わっているとみられる疾患では，特に高齢において

死亡率が急速に増加している.

定の環境条件に置かれた時に発現するすべての蛋白質

の集合体を意味しており ，これを網羅的に解析しよう

とするプロテオーム解析は w蛋白質レベルのシステ

ムバイオロジー』 そのものであるといっても過言では

ない

すでにわれわれは，血管内皮細胞が高酸素濃度条件

にさらされた時に多数の細胞内蛋白質が変化すること

を， 二次元電気泳動と画像解析によ って確認している

が，それらの『酸化ストレス応答蛋白質』の同定につ

いては現在進行中であるので， 本稿では，当共同研究

グループが行っている老化のプロテオーム解析の基本

的なストラテジーとこれまでに明らかになった結果の

一部を紹介し，今後の 「血管のシステムバイオロジ

ー」研究にどのように応用が可能であるかを考察して

みたい
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血管と老化

老化に伴う血管の変化はさまざまな形で現れるが，

最も典型的な変化は動脈硬化であろう . 高齢者の動脈

では， 硬化の初期病変とみられる黄色で扇平な脂肪の

沈着による fatty streak が観察されることが多い. こ

れが進行すると内腔側に fibrous plaque を形成し，

さらには石灰化などを来して， 表面に血栓の形成をみ

るようになる.動脈硬化のメカニズムは， まだ不明な

点が多いが，最初に何らかの原因で発生した活性酸素

分子種 (reactive oxygen species ; ROS) の影響によ

って内膜に傷害が起こり ， 露出した内弾性板の上に血

小板が凝集し，そこから放出される増殖因子によ って，

内膜面での平滑筋細胞の増殖か誘導されると考え られ

ている(図 2). この時， 硬化部位に，コレステロール

をはじめとする脂質の取り込みがみられるものが粥状

硬化症となるために，あたかも脂質が主因のように考



図 2. 動脈硬化の発症初期の様子

酸化ス ト レスの影響によって血管内皮細胞が老化あるいは傷害を受け，

変性脱落することが，動脈硬化の初期病変であると考えられている.

えられがちであるが， 実は最も初期の段階で重要な病

因は， 一連の反応の引き金となる内膜の傷害であ る.

内膜が傷害を受けると，通常は内膜を構成する内皮細

胞が分裂を開始し，内膜は速やかに修復されると考え

られているが，そもそも正常な内皮細胞の分裂寿命は

有限であるために， 個体の加齢に伴い分裂能が低下し，

やがては内膜の修復が遅れてくるものと考えられる.

この修復の遅れが，動脈硬化の引き金になっている可

能性は高い. しかも，内皮細胞は大血管から毛細血管

までのすべての血管の内壁に存在し，血球の付着を抑

える重要な役割を果たしていることから ， 高齢で多発

特集:血管のシステムバイオロジー

するあ らゆる血管系の疾患を予防するためには，内皮

細胞の生理的な老化を理解し，病理的な老化の進行を

食い止めることが重要である.

Gヰニニ

酸他ストレスと老化

内皮細胞のみならず，ヒ トの線維芽細胞や角化細胞

など多くの正常二倍体細胞が有限の分裂寿命を持つこ

とはよく知られた事実であるが1)へそのメ カニズム

はまだ完全に解明されたとはいえない. 造血系細胞や

免疫系細胞を含め，このような再生系の細胞は，組織

の損傷などで細胞が脱落した時に r細胞分裂」とい

う形で組織を再生し，機能を維持している.しかしな

がら，老化に伴い分裂能が低下すると，傷害部位の修

復が遅れたり，不完全なものとなる. これが動脈硬化

の原因のひとつとなっている可能性があることは，先

に述べたとおりである.

このような細胞レベルでの老化の原因として最も重

要であると考えられているもののひとつが酸化ストレ

スである . 病理的な血管内皮の傷害では，好中球やマ

クロファージが発生する炎症性の活性酸素の影響を無

視できないが， 生理的な細胞老化においては，むしろ

ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化の過程で発生

する内因性の ROS が果たす役割が大きい.これに関

して， 最近興味深い実験結果が報告された.

1ω99卯9 年に NIH の Lee ら

入によつて r悶as 蛋白質を高発現させたヒトの線維芽細

胞においては，細胞老化のマーカーである β ガラ ク

トシダーゼ活性の誘導と，不可逆的な細胞増殖停止が

起こることを報告したが，この時， p 21 や p 53, 

p 16 の発現が充進すると同時に，ミトコンドリアに

おける活性酸素の上昇が起こることを観察している.

さらに興味深いことに，この時，活性酸素を消去する

スカペンジャーを投与すると，細胞老化の誘導が抑止

されたのである.可逆的な細胞噌殖抑制を引き起こす

p 53 遺伝子の導入だけではミトコンドリアでの活性

酸素の上昇は起こらず，不可逆的な細胞周期停止をも
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たらす p 21 遺伝子の導入では，やはりミトコ ン ドリ

アにおける活性酸素の上昇が起こることから，細胞老

化には，シグナル伝達の異常のみならず，活性酸素に

よる細胞へのダメ ー ジ叫5)が深く関わっていることを

強く示唆している .

G二=ニニニニ

細胞老化のプロテオーム解析

血管内皮細胞や線維芽細胞などの増殖性紛l胞と，脳

の神経細胞のような非増殖性の細胞では，老化の様子

が全く異なるが，もしも酸化ストレスが老化の根本的

な要因であるならば， すべての細胞に共通のメカニズ

二次元電気泳動

"" 

ムが存在するはずである.近年の老化防止研究は，も

っぱら酸化ス トレスの消去能を高める方向で進め られ

ているが，細胞内で発生する活性酸素を完全に抑える

ことは不可能でトあり，活性酸素が細胞に与えるダメー

ジをいかに食い止めるかが，より重要な課題となる .

培養細胞を用いたこれまでの研究で，老化した細胞

や組織は若い和If胞や組織に比べ， 高酸素淡度のF織を

より強く受けることが観察されていることから，老化

に伴い，酸化ストレスによるダメ ージを最小限に食い

止めるための機械に，機能的な変化が生じてくること

が考えられる . そこでわれわれは， とれをプロテオー

ムの観点から確かめるべく，まずは老人研で樹立され

画像解析

二次元蛋白質マップ h 

, 

質量分析

図 3. 現在主流となっている「二次元電気泳動と画像解析，スポットカッティング， In-Gel 消化，および質量分析の組

み合わせ」によるプロテオーム解析の流れ
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るようになったことである . そこであらためて注目さ

れたのが，一度に数千個の蛋白質を分けることのでき

る O'FarreIl の二次元電気泳動8)であった.同定法も，

従来のアミノ酸配列の相向性によるものから ， トリプ

シン消化ペプチドの質量スペクトル(これを「ペプチ

ドマスフィンガープリン ト 」という)を，

ス検索にかける方法9)10)に変わり，同定のスピードと

効率が飛躍的に向上した.最近では，二次元電気泳動

の代わりに「二次元 HPLCJ を行う方法川も出てき

ているが，定量性やディフアレンシャル解析の容易さ

の点で，やはり二次元電気泳動の方が勝っている . 実

際にわれわれが行っているプロテオーム解析の流れを

データベー

た正常ヒト二倍体線維芽細胞の分裂加齢に伴う蛋白質

の変化を解析した.

プロテオーム解析の方法については，

色々な実験書など6)7)で紹介しているので， 詳しくは

それらをご覧いただきたいが，従来の蛋白質科学と大

きく異なる点は，大量の蛋白質を長い時間と労力をか

けて精製する必要がなくなったということである.興

味深い蛋白質を見つけた時には，やはり同定を行いた

いものであるが，近年の質量分析技術の進歩により，

従来のエドマンシークエンサー法に比べて 2 桁以上も

高感度で同定が行えるようになったため，電気泳動で

分離される程度の微量の蛋白質で，十分に同定が行え

これまでに

マウス脳の海馬領域の細胞の

組織内加齢に伴う蛋白質の変化

問
。
)
咽
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ヒ卜正常二倍体線維芽細胞の

分裂加齢に伴う蛋白質の変化

(
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小
魚

非増殖性細胞に固有の変化

〆/

両細胞に共通の加齢変化

5.0 

増殖性細胞に固有の変化
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図 4. プロテオーム解析における高次のディファレンシャル分析
異なる種類の細胞の老化をプロテオーム解析し 結果を比較分析することによって 普遍的な老化に関わる蛋白質を見つけ出すことができ る.
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図 3 に示す.

この流れに従って，老化の各段階の細胞から抽出し

た蛋白質の二次元電気泳動ノfタ ーンを画像解析し，加

齢に伴う変化を数値化する一方で， 主要な蛋白質スポ

ッ トを切 り取ってトリプシン消化し，質量分析による

ペプチドマスフィンガープリンティングとデータベー

ス検索による同定を行った. その結果，細胞の老化に

伴う蛋白質の変化は， あるものは増加し，あるものは

減少するといった一方向性のものばかりでなく，老化

の初期には増加し，後半は減少に転じるなど，非常に

複雑多岐にわたるものであることがわかった. 得られ

た結果の多くは，老人研プロテオーム共同研究センタ

.... 炉E・E・-・E・-

¥ 

ーのウェブサーバー (http: //proteome.tmig. or.jp/ 

2 D)上で公開しているので，詳しくはそちらをご覧

いただきたいが，総論としていえることは，老化は特

定の蛋白質の変化で起こる単純なものではなく ， 多く

の蛋白質の機能的なネットワークシステム全体の歪み

によって生じる形質であるということである.さらに，

個々の蛋白質の変化を詳細に観察する と，増加するも

のと減少するものとの間にも機能的な相関関係を有す

るものが数多くみられたことから，これらの中から ，

多くの細胞種に共通するいわば『普遍的な老イ七』に関

わる蛋白質を絞り込むことができるのではないかと考

えられた. そこで次に，ヒトの培養線維芽細胞とは全

@ 

C!Ii>C!Ii> 

ADP+Pl@ eb 
@ 

消化断片ペプチド

。。。

02 。

@ 

遊離のユピキチン

ーポ
。ωωC!Ii>C脚

切れ残ったポリユピキチン

図 5. 活性酸素の影響によって変性を受けた蛋白質の選択的排除システム
加齢に伴って変化する蛋白質の多くは この蛋白質の選択的排除システムに関わっている ことから 細胞の老化に伴う機能的な変化には何らかの形

で蛋白質分解系の破綻が絡んでいるものと恩われる .
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く性質の異なるマウスの脳の神経系細胞の個体内老化

に伴う蛋白質の変化を解析し，ヒトの線維芽細胞の分

裂加齢に伴う変化との突き合わせを行った(図 4). そ

の結果，増殖性の線維芽細胞の分裂加齢と脳の海馬領

域の細胞の組織内老化に伴う蛋白質の変化には，大変

興味深い共通点があることがわかった.

その変化のひとつは SOD-l の上昇である.この酵

素は活性酸素ラジカルを過酸化水素に変える働きをす

るもので，線維芽細胞では，細胞老化が最終段階に突

入した時に一過性に上昇し，その後再び減少に転じて

いる. 一方，脳の老化の過程においても，マウスの月

齢が進むにつれてゆるやかに上昇を続けることが確認

された.また，ヒトの線維芽細胞では HSP 60，マウ

スの海馬の組織細胞では HSP70 と分子種は異なるも

のの，いずれも熱ショックで誘導される蛋白質が老化

に伴い上昇していることもわかった.これらの変化は，

「老化細胞で活性酸素の発生が上昇し，これに応答し

て活性酸素の消去を行う酵素や，活性酸素によって変

性した蛋白質の立体構造的修復を行う分子シャペロン

の誘導が起こっている」ことを示している.これらを，

蛋白質代謝経路の中に書き込むと図 5 のようになる .

これはどうやら 「酸化ス トレスの発生と消去のバラン

スの崩れが老化の根本原因で，これによって変性した

蛋白質が蓄積し，除去システムが崩壊するに至って細

胞機能の破綻が生じる」ということらしい. 高齢者の

脳で発生する神経変性疾患や種々の組織にみられるア

ミロイド症は，このような蛋白質代謝の破綻の過程で

起こってくる疾患であるものと考えられる.さらに，

血管内皮細胞もおそらくは，これと類似したプロセス

で老化をして，動脈硬化のリス クファクターとなって

くるものと思われる.

活性酸素の影響は， DNA， 蛋白質，脂質など， さ

まざまな分子種に及ぶと考えられるが，特に蛋白質が

酸化的修飾を受けた場合には 3 次元的な折り畳み構造

に異常を来し，互いに重合して不溶化やアミロイド様

の線維化を起こすおそれがあるため， 正常な細胞では

ポリユビキチン化/プロテアソーム分解系によって速

特集:血管のシステムバイオロジー

やかに分解除去されているものと考えられる.ところ

が老化した細胞では，プロテアソーム分解の最終産物

であるポリユビキチンを分解し，ユビキチンのリサイ

クリングを行う UCH-L1 が減少するために，ポリユ

ビキチン化/プロテアソーム分解系のスループットが

低下し，その結果，蛋白質の異常蓄積が起こりやすい

状況に追い込まれているものと考えられる. これらの

変化は， 一つひとつはさほど大きな変化ではないが，

システム全体で見ると一定の方向を示しており rプ

ロテオーム解析による老化のシステムバイオロジー研

究」の意義は大きい.

おわりに

われわれが行ってきたこれまでの研究は，血管系の

細胞の老化を直接調べたものではないが，血管内皮細

胞の老化においても 『普遍的な老化』が起きている可

能性は高く，内皮細胞の老化によって活性酸素の発生

が高まる一方で，酸化された蛋白質の分解活性は低下

し，不溶化した蛋白質が増加するにつれて，小胞体ス

トレスを介したアポト ーシスの誘導1 2ト 14)が起こりや

すくなってくることが十分に考えられる.現在，老人

研プロテオーム共同研究ク.ループでは，培養条件下で

高酸素雰囲気にさらした内皮細胞のプロテオーム解析

を行っており，内皮細胞の老化と酸化ストレスの関係

にも新たな知見が加わるものと期待している.
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