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Summary The i叫γ聞記 in oxidized forms of proteins ir>cluding carbonyls, n>ethionine sulfoxide 
"'】dcro田 links has been reported by many groups in addition to the accurmrlation of heat-labile and 
less.aclive enzym出 mag民1 animal t凶山s. Since oxidized forms of proteins are therrn吋ynamical

ly ullstable. thc partially ullfoldcd prot凹ns <tre a田llmed to be more sllsceptible to irregular 
proleolysis 川 aged animal ti田ues. Here we report a decrease in the relative abundance of 
ca lmodulin, UCH-L1 and nm2:~. J'v1 1 in aged mou田 hippocampus detccted by two.dimensional gel 
c1ectrophorcsis and quantitative image analysis. To investigale the involvement of oxidation in the 
down-regulation of these proteins , th(' 1eve1 of methioninc su1foxiclc w出 analyzed by high 
throughput MALDl-TOF mass s問ctrometry with post 剖urce decay fragmentation. As a r田ult of 
proteomic analysis , increa担d methionir>e oxidation was detected in those proteins in aged mo出C

hippocampus. Our observation sugg出ts that the oxidalion of calmodulin , UCH-Ll and nrn23-Ml 
Illight be involved in the down-regulation of these [) r 叫c rns 111 時抗1 I1lUU出 hippocam 1丸"
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1 は じめに

我々は，おおよそ思春j聞を過ぎた頃から少しずつ身

体機能に衰えを感じ始め，さらに年齢が進むと，皮府

にはしわやしみが目立ち始め，髪は薄くなって白髪も

哨え， 視力や聴力が衰え，そのうちに物忘れがだんだ

んひどくなってくる.我々の身体にこのような加齢変

化が現点ること自体は生物学的に不可避て由り ， すべ

ての人が甘んじて受け入れなければな ら伝いことであ

る ー しかしながら，身体機能の低下によって訳版や周

囲の人たちか ら介護の世盟百を受けなければならなくな

ったり ， 寝たきりになって自立した生活が常めなくな

っ たりすることだ吋は， できれば避けたいものである

それを実現させるためには 『どうして老化は起きるの

かJ ， r老イじが進むとなぜ身体機能が低下するのか1 と

いった 『老化の分干 メカニズム』 を解明しなければな

らないー

2 線虫の寿命遺伝子から見えてくる老化の根本原因

老化の除、閣として， これまでにさまざまな仮説が捉

唱され， 仮説を証明すべく多くの研究者が独自に研究

を重ねてきた 1_4 ) その結巣， ilk近にな っ て少しずつ

老化の本質が解き明かされ始めてきているー

ワ!ソンとクリックが DNA の二重蛇旋構造を発表

してからゴ度初 年自の節目に当たる 2叩3 年に ， ヒト

の全ゲノム DNA の解説が完了 し，我々ヒトの体は，

当初の予想を大幅に下回る約 32 ， 0聞の遺伝子によっ

て作られていることが明らかとな っ た;."にこれによ

って ， 今後さまざま主辿伝性疾忠の原因遺伝子が見つ

け出されるものと期待さ れているド約. しかし， 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，その発現制節にかかわる I↑百報1 に過

ぎ "{.加l胞内で尖際に生型活性を有L. ， 物質代謝やエ

ネノレギー代謝， シグす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』 であ

る . では， タンパク質0)1111齢変化とは，いったいどの

ようなものであろうか また ， その変化を引き起こす

老化の根本原凶とはいったいどのようなものか. その

答えを導き出すためのヒン卜が，掛l虫の寿命逃伝子に

陣!ずる研究によ っ て侍られている

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 2 1 日と短い. 体を椛成する細胞も

1 ， 000 倒足らずと少佐く ， 全遺伝子が岐に判明してお
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り ， 寿命の長短を左右する迫伝子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，間四/という遺伝子

に異常があることを発見している川 この遺伝子は，

ミトコンドリアの屯子伝達系の complex !I を構成す

る Succinate dehydrogenase cytochrome b 5削とし、

う酵素をコ ドしてお り ， この遺伝子にh~常がある と

クヱツ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被紫の

発生が上昇1.-.これが寿命の短縮を引き起こ している

らしい この発見は， 老化と活性酸素の関係を示唆し

ており，大変間味深いものである .

一方， daf2 やぺge- l という遺伝子に興常が起きる

と ， 逆に線虫の寿命が通常の 2-3 伯に延びる.これ

らの遺伝子は， インスリンシグナル受容と伝達に附与

するタンパク質をコ ー ドしている こ とがわかっており，

遺伝子の異常によってエネルギ一代謝が低下1.-.結果

的に活性酸素の発生が低減されることによ っ て寿命が

延長されるものと考えられている . これらの寿命遺伝

子の発見も ， 寿命と活性酸紫との関係を強く示唆する

ものである . 線虫の寿命にかかわる遺伝子は他にもあ

る 生命活動を緩慢にするCI.ん l という遺伝子がカナ

ダの研究者によ っ て 1996 年に発見されたが. この遺

伝子に異常がある線虫も寿命が約 1.5 倍に延びていた .

その後， この遺伝子はミトコンドリアのタンパク質を

コ ー ドし， 運動のリズムを制御している と とがわかり ，

やはり造伝子の異常によって活性酸素の発生が荊lえら

れていたのである川

これらのことから ， 少なくとも線虫では， 活性酸素

の発生が増加する遺伝子変撲は寿命を額納1.- . 逆に活

性禄紫の発生を抑制する遺伝子変異は寿命を延長する

ことが明白 と な っ た .

3 哨乳動物の老化を制御する因子

線虫では ， daf2 や age- I 遺伝子の変興によって帯

命が延びたが，マウスなどの時目乳動物でも ， とれらの

遺伝子変具によって同じように寿命が延長するのであ

ろうか.これを調べるための実験が， 東京都老人総合

研究所の内部卓百j博士らによって行われている その

結果， ある意味では予想、きれたとおりであるが，線虫

の daf2 に対応するマ ウ スのインスリン受容体遺伝子

に P 1195 L 変異を導入 したホモ接合体遺伝子改変マ

ウスでは， 糖尿病が発症1.- . 強いケ卜アゾドーシスを

起こして生後 48 時間以内に死亡してしまった. この

こと は， もともと血精調節という機能を持たとどい線虫

の場合 ， インスリン受容体遺伝子の変異は単純にエネ

ルギ代謝を低下させ，活性酸素の発生を抑制する効

果としてだけ働き ， 寿命延長に結びついたが， 高等な

哨乳動物の場合， これが血糖の調節という別の重裂な

機能を持ってしまっているために，この遺伝子の異常

が血糖調節の異常をもたらし， 結果的に寿命を短縮さ

せることになってしまったと言える . さらに d.ιl 欠

損マウスは胎生期に致死となり，寿命の延長どころで

はなかった ー このあた りが寿命遺伝子を研究するよで

最も大きな問題山であり，種を超えて同じように働く

寿命遺伝子を見つけることの難しさを示している.

その一方で， 京都大学の鍋島陽一博士らは， 短寿命

の klotho マウスの解析から μotho 迫伝子と老化の結

びつきを見出している 12.13>

この んlotho 遺伝子変異マ ウス は劣性遺伝であり ，

ホモ接合マウスは椎乳WIの生後 3 巡回ま Cは野~.却と

同様に発育するが. 3 週目を超えると発育が止まり，

平均寿命は 60 臼じきわめて短命である 6 遡齢頃

からパーキンソン病様の歩行障害が現れるが， それと

同時に， 中限の石灰化と内阪の肥厚を特徴とする助脈

硬化や骨密度σ: 低下，小脳のプルキンエ細胞の脱落，

卵巣 ・ 子宮 ・ 精，*0)顕著な萎縮，胸腺の顕著な萎紡，

胃i~1:，皮I首，気管，心臓の弁など軟部組織の石灰化，

皮府のE喜和~í.毛恨の減少， 皮下脆!防の消失， 脳下垂体

の機i古典常など，ヒト早老症の診断基華に合致するさ

まざまな症状が現れてくる

ん白!lw 遺伝子は. C 末端に脱，'[通ドメイン構造を

持つ 1.014 個のアミノ酸からなる膜タンパク質をコー

ドしており ， 細胞外の配列は β グルコシダ ゼに相

向性を持つ 2 つのドメインより構成されていることが

わかっている . この遺伝子の変異によって ， なぜ早期

老化が起きるのか，これまでのところまだ明確な説明

ができるだけの情報は得 られてはいないが， }dotJw 

遺伝子変異マウスでは， 生後 5 遡齢あたりからマロン

アルデヒドなどの過骸化脂質や 8-0Hーデオキシグア

ノシンなどの際化 DNA のレベルが正常マウス に比べ

て有意に上昇していることが報告されており川やは

りん/01110 出伝子変異マウスに見られる早老性の背崇

にも ， 活性厳索。'JI.則与があることを強くうかがわせる .

これとは別に韓国の Park 博士ら同は， んlο!lw マ

ウスとは別の系統の短寿命系マウス (SAM) におい

て， ミトコンドリア内で発生する活性敵索の処理を行

う酵素 SOD (Superoxide dismutase) が， 対照の長
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寿命系のマウスに比べ， 早期に低下することを見出し

ており，佐藤ら凶もやはり SAM マウスで， 大脳皮

質における酸化的ス l レスの発生が増加していること

を示すデ タを報告している.

また，遺伝的な背景が全く同じラットやマウス， サ

ルを 2 f，平に分けて行った比較実験では，カロリ ー摂取

を制限された飼育群の個体は， 自同節食で飼育された

群の個体に比し長寿命であることが報告されており ，

やはりカロリー制限がミ 卜 コンドリアにおける活性酸

素の発生を抑制し， これによって寿命が延びたことを

袈付ける解析結果が得られている 17-19)

4 活性酸素が引き起こす老化的分子メカニズム

それではいったい， 活性酸素はどのような分子メカ

ニ ズムによ って老化を引き起こしているのであろうか.

我々はこれに対 L ， ほ'1 1 に示す作業仮説を立て ， それ

を実証すべくプロテオーム解析を行っている

活性酸紫は，さまざまな生体分子に対して強い般化

作用を持っており ， 特に DNA， RNA およびタンパ

ク質に対する作用が， 細胞を老化させる直接的な製図

に壮っているのではないかと考えられている ， DNA 

の損傷に対しては，修復機構が用立されており，元通

りに修復が行われれば. ダメ ジは残らない修復機

併が働かずに損傷がそのまま残った場合には. DNA 

の複製や転写が正常に行われとまいために，細胞死(ア

ポト ーシス)に陥るものと考えられるが， その過程で

は，アポ ト シスの誘導に向付て細胞内シクブル伝達

とストレスタンパク質の動員が波動的に発生する.

DNA 修復が行われる際に塩基世換が起こ り，遺伝子

が変異するとき ， 変異がヱクソン部分に起とればタン

パク質の構造に変化が現れ， イントロン部分に起これ

ば発現に変化が現れる可能性がある. いずれにせよ ，

DNA が損傷を受けた場合にも ， 結局は何らかの形で

タンパク質の発現プロファイル(プロテオ ム)に反

映され， rタンバク質の !JII齢変化」として捉える こと

治宝て'きる

同様に， 活性般紫は mRNA や tRNA， rRNA に

も変異を引き起こす可能性があるが，これらも ， タン
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図 1 老化槽構の作業直説
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パク質のお的 ・ 質的変化となって現れ，それによって

細胞の機能異常を引き起こす可能甘が考えられる

乙のような肢般に対する活性酸京の影響は， 特に上

皮系や免疫系造1[11系の組織におけるll'ì荊性の細胞のよ

うに ， 活発に DNA 複製を行っ ている相l胞において重

大な問題であるが， lfìlrゃ心筋組織などの非哨殖性の細

胞においては， タンパク質の酸化的変性の方が，細胞

機能に対してより大きな影響を及ぼしている可能性が

ある . 事実， 高齢者に発症が多いアルツハイマ 病や

パーキンソ ン病などの神経変性疾忠では， 脳の組織内

に異常なタンパク質の蓄積が児られることが多しこ

れが，神経却問dの機能に大きな影響を与えているとと

から ， タンパク質の異常蓄積につながる よ うな酸化的

変性修飾は朝日包にとって大きなダメージとなっている
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ものと考えられる

酸化を受けたタンパク質は局所的に疎水甘を憎し，

立体構造 (3 次元的なタンパク質の折りたたみ構造)

に異常をきた L 複合体の形成や生理活性の調節に語、

大な膨響を及ぽす.その縞県， ~量化されたタンパク質

では前性や機能の調節に不具合が発生したり ， 複合体

を形成して異常な苔桜を引き起こしたりといっ た事態

を相くことになる .

このように ， 活性酸素はさまざまな形でタンパク質

の加齢変化を引き起こしているものと考えられること

から，我々は実際に細胞内で起こっている「タンパク

質の加荷台変化」を明らかにすることを目的として， さ

まざまなプロテオーム解析を行ってきた20-22)
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5 プロテオ ム解析によって見えてきた

タンパク質の加鶴変化

老化によって起きる臓器や探官の機能低下は，そ札

を柵成する細胞の老化によるものである . 成人目体を

構成する細胞には. 免疫幹細胞や上皮系の幹細胞のよ

うに生涯を通じて細胞分裂を繰り返す楠殖性の細胞と ，

中枢神経系の朝間包のように.個体発生後は細胞分裂を

停止し，そのままの状態で老化していく 非増地性の制

胞とがあるが， 老化に伴う機能の低下はいずれのタイ

プの細胞にも起こることから， 老化を引き起こす桜本

的な似困は，活性椴紫のようにすべての綱胞に普遍的

に発生するものであると考え られる .

一方， 老化した細胞において現実に観察される機能

の低下が細胞の極類によ って異なるのは， 活性酸素の

攻壊を受けるタンパク質が， その細胞内で発現してい

るタンパク質のプロフ 7 イ ル(すなわちプロテオー

ム)に依有するためである と考えられる . 我々は， こ

の作業仮説を検証し老化の分子メカニズムを明らかに

するために，活性酸紫の直接的な攻撃対象となってい

る 『柄性椴来高感受性タ ンパク f!J を探し当て， さら

HSP60 

ー-

にその下流でそのタンパク賀町機能変化の影響を受け

て変動し， 最終的に細胞機能の低下をもた らす『老化

形質責任タンパク質』 を特定することが必要であると

考えているが. プロテオミクス は， このよ うな老化に

伴うタンパク質の微細!な変化を網羅的に解析する目的

に I止適な手法である .

東京都老人総合研究所では， 噌殖性細胞の分裂IJII齢

(いわゆる細胞老化) のメカニズムを研究するための

そデル細胞として，ヒ ト l胎P品l'耐来的正常二倍体掛l維

脊細胞株を樹立し維持しているが， そのうち の TIG

3 株はトリプシン処理lをして細胞をはがし， 希釈して

撒きなおすと い う形で端末代情旋を繰り返していると ，

おおよそ 65~70 代日 (PDU あたりで鼠大分裂貯命

(Maximum 1ife span ) を迎え，明殖が停止 し，やが

て細胞集団全体が死滅する これが， いわゆるへイフ

リックモデルと呼ばれる mliU性調IIn包の細胞老化である .

我々はこのそテ'ル細胞を用いて， 相殖性細胞の老化に

伴うタンパク質の変化の解析を行った叩

培設長件下での紺l胞老化に伴うタンパク質の加l怖変

化を解析した結井~. 制11胞老化に伴い組曲包内の酸化スト

レスの上昇を示唆するタ ンパク質の変化 (H5Pω ゃ

HSP60 

. ,• 、.4‘ ， . • • , t ・ I • 
'. . 

'#.. • • 

t,. .ー

. . -hり ;:J-
• • • J • • • 

• -e・• • 
, • • 

• • • • • • 
図 3 マウス由脳の海鳥組縄問タンパク賀町加齢宜化
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HSP 70, SOD. j などの上昇)を見出すととも に ， 老

化細胞におげる増殖抑制に関与すると見られるタンパ

ク質を見出している(図 2) . このタンパク質は，ペ

プチドマスブィンガ プリント法でスタスミンと同定

されたが， これについては， 別の細胞を用いた rEB

ウイルス転換後の不死化に伴うプロテオームの変化の

解析I で，不死化に伴い老化の際とは逆の挙動をする

ことを見出しており，現在さらに， この変化がもたら

す生理的な意味についての詳細な解析を行っている .

一方， 非嫡殖性組問包の老化研究では培養細胞を使用

タるととができないので，生後 6 ヶ月， 1 2 ヶ月 ， お

よび 24 ヶ月白マウスの脳の海馬組織のタンパク質を

抽出L. ， 三次元電気掠動て'分離後， 高感!阜の SYPRO

Ruby 蛍光色素にてタンパク質スポットを染色し， レ

ーザー励起蛍光スキャナ で画像を取り込んで画像解

析を行ない， 各タンパク質のIJll齢変化を解析したm

その結果， 12 ヶ月齢から 24 ヶ月齢までの問に，

HSP 60 や HSP 70, HSC 71 などの， タンパク質の

M 

K"施。1$ PCAxJrr瑚 C f:RV221
鴨川 目 mV38 mV :?Q;mv 

B 
MALDI-PSD-TOF.爪1S

t凹

曲 1 I c 
'" 
40 

20 

0 

MALDI-PSD-TOFIMS 

立体構造(フォールディング)の維持管理において重

型な役割を果たしている分子シャペロンが上昇する反

面で， ユビキチンプロテアソーム分解系の最終段断

。〉掃除役である UCH . L 1 (Ubiquitin C-termﾎnal 

hydrolase L -l)や，カルシウム濃度を介したタンパ

ク質の機能調節に重要な役割を果たしているカルモデ

ュリンなどが減少する傾向を示した(図 3)，分子シ

ヤペロンやラジカノレ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を示

唆しており ， このことと UOI.L j やカルモデュリン

などの減少の間には何らかの因果関係があるものと考

えられる . そ こ で我々は， 活性酸紫によってこれらの

タンパク質が般化を受付易いのではないかと考え， 老

齢マウスの海馬からカルモデュリンを単離し， 質量分

析に掛けて般化修飾の有無を解析した その結果， 老

化したマウスの海馬のカルモテ'ユリンでは特に C 末

端に近い位置のメ チオニ ンが強く限化されていること

がわかった(図 4) メチオニンの酸化は， 試験管内

自

Ion gate: 2491 -2515 Da 

''''D禽

10n gate: 2475 -2499 Da 

21曲 目印 2200 2250 羽田 23叩 2400 24叩 2目。 25日

Mぉ'""同'.. 

図 4 質畳分析によって横出された老齢マウス海馬のカルモデュリンにおけるメチオニン町酸化
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でタンパク質を取り扱っている過程においても比較的

起きやすいものであり ， 抽出から二次元電気泳動， 染

色. 卜リプシン消化に至るすべてのプロセスにおいて

常に還元剤を共存させてタンパク質を単離し， 同じよ

うにメチオニンの酸化状態の比較を行ったー その結果.

1 2 ヶ月齢のマウスに比べ 24 ヶ月のマウスの海馬では.

これらのタンパク質のメチオニン酸化が有意に上昇し

ていた(図 5) この結巣は， 老齢マウスの海馬組織

では酸化ストレスが高まり ， これによってカルモテ・ユ

リ ンなどの酸化ストレスに感受性が高いタンパク質が

選択的に酸化を受けて.分解を受けやすくなっている

こと を強く示唆する叫.

しかし， 酸化を受けたタンバク質は， 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

が酸化されてカルポニル化き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罰されることも

考えられる . 現在我々は， カルモデュリンが酸化を受

けたときに， コンフォメーションに一体どのような変

化を生じるのか，それによ ってカルモデュリ ンの生理

活性にどのような変化が生じるかと いった点について

解析を進めている これまでに予備的に行った分析で

は，カルモデュ リンのカルシウムに対する親和性が酸

化によ って低下することがわかっており . 単に分解が

促進されるだ貯でなく，酸化フォ ムによる機能撹乱

も起こっている可能性がある. このことから，これま

でに報告されている老化組織や老化細胞での熱不安定

な酵素の出現や，酵3tf比活性の低下なども . rタンパ

ク質の般化変性』 によって引き起こされたものである

と考え ら札る . 今後は， これまでに変化が報告されて

いる酵素やタンパク質について，老化に押う酸化的修

飾の有無と量的変化を詳しく筑いfdしてみる必要があ

ると考えている
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図 5 マウスの海馬町加障に伴うメチオニン酷化レベルの上昇
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