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老化を促進する酸化損傷タンパク質の機能プロテオミクス解析と

病的老化予防法の開発

研究成果

【目的】

日本人の平均寿命は､衛生 ･公衆衛生学の寄与で男女とも世界の中で トップクラスとな

るに至った｡しかしその一方で､急速な高齢化が進み老年疾患の雁患率が上昇している｡

その主要な原因の一つとして酸化ストレスが注目され､活性酸素種により酸化損傷された

タンパク質の増加 ･蓄積が老化促進につながると考えられている｡しかし､老化に伴って

蓄積する酸化損傷タンパク質の種類や機能はほとんど解明されていない｡

本研究では､酸化ス トレスによって修飾 (カルボニル化やリン酸化など)される個々の

タンパク質を以下の各種モデル動物を用い機能プロテオミクス解析により明らかにする｡

また､内因性の酸化ストレス生成機構や酸化ストレスによる老化促進の分子機構について

もあわせて解明する｡(1)老化促進モデルマウス(SAM)系で特に脳機能障害を示す sAMP8

や sAMPIOは酸化ストレス状態であることが示されている｡本研究では､SAMP8とsAMPIOを

用いて､老年期脳機能障害に関与する可能性がある酸化 (カルボニル化)やリン酸化タン

パク質を機能プロテオミクス解析を用いて明らかにする｡(2)内因性の酸化ストレス生成

機構を解明するため､ドーパミンやその代謝物による活性酸素生成機構を明らかにする｡

(3)酸化ストレスによる新たな老化制御因子 SIRTlの活性低下を介した細胞老化促進機

構についても解明を行う｡さらに､慢性腎不全や脳虚血をヒトにおける病的老化のモデル

のひとつとしてとらえ､本研究において､(4)慢性腎不全を示すコラーゲン ⅠⅤ型ノック

アウトマウスの腎臓および (5)虚血再還流による酸化ストレス暴露サルの脳を用いてプ

ロテオミクス解析を行い､酸化ス トレス高感受性タンパク質を明らかにする｡

【研究成果】

(1)老化促進モデルマウス SAMP8､SAMPIOにおけるタンパク質の修飾と発現量変化のプ

ロテオミクス解析

高酸化ストレス状態にあるSAMP8において､Cu,Zn-SODや seleniumbindingprotein

などの抗酸化タンパ ク質および 78kDa glucose-regulatedprotein や protein

disulfideisomeraseといった分子シャペロンが酸化傷害を受けている事が明らかにな

った｡また､cu,Zn-SODの酸化修飾には過酸化水素が重要な働きをしており､SAMP8の

高酸化ストレス状態の主要な因子の一つと考えられる｡

さらに､加齢に伴い大脳萎縮が認められる SAMPIOにおいて､萎縮部位でα

弓nternexinやpyridoxalphosphatephosphataseなどが顕著に増加していることが明

らかになった｡加えて､α-internexinのリン酸化も認められた｡α-1nternexinは､



前頭側頭型認知症において封入体の成分として観察されるとい う報告や internexln類

のリン酸化はタンパク質の凝集に関与するとの報告もあることから､α-internexinは

sAMPIOの神経変性に重要な役割を果たしていると考えられる｡

(2) ドーパミンやその代謝物による活性酸素生成機構

ドーパミンは､銅の存在下で過酸化水素を生成することが認められた｡その生成量

は､マンガンや生体内還元物質NADHの存在下において著しく増強された｡また職業性

パーキンソニズムの原因物質と考えられているマンガンは､神経細胞の培養モデル

pc12細胞の細胞死と8-oXodGの生成を増強した｡従って､NADHやマンガンにより､ド

ーパミンの自動酸化に伴 う過酸化水素の生成が促進されることが明らかになった｡さ

らに､ドーパミン代謝物テ トラハイ ドロパパベロリン､6-ヒドロキシドーパミン､ノ

ルサルソリノ-ルについても金属イオン存在下で過酸化水素の生成を認めている｡

(3)酸化ストレスによるSIRTl活性低下を介した細胞老化促進機構

活性酸素 (H202) によるDNA損傷が細胞内NAD十の減少を誘引し､新たな老化制御因子

であるSIRTlの活性低下を介してアセチル化 p53が増加し､引き続きp21が発現する

ことにより細胞分裂を停止させ､細胞老化を促進するという新しい老化促進機構を明

らかにした｡

(4)慢性腎不全を示すコラーゲンIV型ノックアウトマウスの機能プロテオミクス解析

発現プロテオミクス解析では､コントロールに対しノックアウトマウスで有意に増

加傾向を示した 19スポットと減少傾向を示した 33スポットが認められた｡これらの

スポットは､α-チュプリンや RhoGDIlなどと同定され､現在これらのタンパク質の

変動が慢性腎不全に及ぼす影響を解明している｡

(5)虚血再還流による酸化ス トレス暴露サル海馬におけるプロテオミクス解析

一過性脳虚血において海馬CAl領域では選択的な神経細胞死が起こり､記憶障害に至

ることが示唆されている｡また､血流再開に伴い強い酸化ス トレスが曝露されることも

よく知られている｡本研究では虚血再潅流を行ったサル海馬CAl領域を用いて機能プロ

テオミクス解析を行い､各々のタンパク質の酸化損傷度について検討した｡更に発現プ

ロテオミクス解析を行い､タンパク質発現量の経時変化についても同時に検討を行った｡

その結果､細胞死抑制機能が知られているHeatshock70kDaprotein1(Hsp70-1)が

非常に強く酸化損傷を受けていることを初めて明らかにした｡Hsp70-1の顕著な酸化損

傷は虚血再潅流における神経細胞死誘導機構に重要な役割を果たしていると考えられ

る｡またDlhydropyrimidinase-like2(DRP2)は神経細胞死のバイオマーカーになる可

能性が示唆された｡
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pinlaor,S.,Sripa,B･,Ma,N･,Hiraku,Y･,Yongvanit,P･,Wongkham,S･, pp･105-110

pairojkul,C.,Bhudhisawasdi,V.,Oikawa､S･,Murata,M･,Semba,R･and

Kawanishi,S.

NitrativeandoxidativeDNA damageinintrahepaticcholanglOCarCinoma

patientsinrelationtotumorinvasion･

WorldJGastTOeDteml,ll,4644-4649.

piao,F.,Ma,N.,Hiraku,Y･,Murata,M･,Oikawa･S･,Cheng,F･,Zhong,L･, pp･1111115

Yamauchi,T.,Kawanishi,S.andYokoyama,K.



pp .148-154

0ⅩidativeDNAdamageinrelationtoneurotoxicityinthebrainofmiceexposed
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10-13日,Portugal.

8. 村田真理子､古川絢子､平工雄介､及川伸二､川西正祐

プロテオーム解析によるタイ肝吸虫関連胆管癌におけるcytokeratln19の検出

第 66回日本癌学会学術総会､2007年 10月 3-5日､横浜

9. 古川絢子､及川伸二､島田厚良､細川昌則

老化促進モデルマウスSAMPIOの大脳萎縮に伴 うタンパク質の発現変動

日本プロテオーム機構 第5回大会､2007年 7月 30-31日､東京

10. 古川絢子､及川伸二､島田厚良､細川呂則

プ ロテオミクス解析を用いたsAMPIOの加齢性大脳萎縮に伴 うタンパク質の発現変動



第 20回老化促進モデルマウス(SAM)研究協議会､2007年 7月26-27日､酒田市

ll. 及川 (多田)佐枝子､及川伸二､平山淳也､平川和貴､川西正祐

ポルフィリン類 TMPyPによる細胞死誘導とDNA損傷機構 :光線力学的療法-の応用

の可能性

第29回 日本光医学 ･光生物学会､2007年 7月 13日､富山市

12. 小林果､及川伸二

L-DOPA代謝物tetrahydropapaverolineによるアポ トーシス誘導と酸化的DNA損傷機

構

日本基礎老化学会第30回大会､2007年 6月 20-22日､札幌市

13. 古川絢子､及川 (多田)佐枝子､川西正祐､及川伸二

過酸化水素によるSIRTlの機能低下を介したアセチル化 p53の蓄積による細胞老化

促進機構

日本基礎老化学会第 30回大会､2007年 6月 20-22日､札幌市

14. 及川伸二､古川絢子､原田夏菓子､杉山浩一､川西正祐

アミトロールによる発がん機構の解明

第 29回日本フリーラジカル学会学術集会､2007年 6月 9-10日､名古屋市

15. 竹内士紘､村田真理子､及川伸二､平工雄介､川西正祐

NOと02~による8-nitroguanineおよび8-oXodG生成の定量と塩基配列特異性の解析

第7回日本NO学会学術集会､2007年5月17-18日､大津市

16. 古川絢子､原田夏菜子､及川伸二､川西正祐

発がん物質アミトロールの代謝物によるDNA損傷機構

第 77回日本衛生学会総会､2007年 3月 25-28日､大阪

17. 小林果､梅村想､及川伸二

6-ヒドロキシドーパミンによる酸化的DNA損傷機構:パーキンソン病との関連

第 77回日本衛生学会総会､2007年 3月 25-28日､大阪市

18. 古川絢子､及川 (多田)佐枝子､川西正祐､及川伸二

過酸化水素によるSirtlを介した細胞老化促進機構の解明

日本分子生物学会 2006フォーラム､2006年 12月 6-8日､名古屋市



19. 及川伸二､川西正祐

ポルフィリン類 TMPyPの光増感反応による一重項酸素の生成とDNA損傷 :光線力学

的療法-の応用の可能性

第 65回日本癌学会学術総会､2006年 09月 30日､横浜

20. 小林果､平工雄介､及川伸二､村田真理子､吉田利通､川西正祐

ビルハルツ住血吸虫感染患者におけるNOを介したDNA損傷 :膜朕癌発症との関連性

第 65回日本癌学会総会､2006年 9月 28-30日､横浜市

21. 古川絢子､及川伸二､島田厚良､箱田奈南､細川昌則､川西正祐

sAMP8の脳内タンパク質発現量変化と酸化傷害タンパク質のプロテオミクス

解析

第21回老化促進モデルマウス(SAM)研究協議会､2006年7月27-28日､名古屋

市

22. 古川絢子､島田厚良､箱田奈南､細川昌則､川西正祐､及川伸二

老化促進モデルマウスを用いた海馬タンパク質発現量変化と酸化傷害タンパ

ク質のプロテオミクス解析

日本ヒトプロテオーム機構第4回大会､2006年7月18-19日､東京

23. 及川伸二､佐々木航､川西正祐

UvA照射下クロルプロマジンによるDNA損傷機構

第28回日本光医学 ･光生物学会､2006年7月7日､徳島

24. SaekoT.Oikawa,SomchaiPinlaor,PuangratYongvanit,YusukeHiraku,

NingMa,MarlkoMurata,ShinjlOikawa,ShosukeKawanishi,

MechanismofiNOS-dependentDNAdamageinhamstersinfectedwith

Cpl'stj20rChl'svl'verrl'Dl':amodelofinflammation--relatedcarcinogenesis･

20thIUBMBInternationalCongressofBiochemistryandMolecularBiology

andllthFAOBMBCongress. 2006年6月22日､京都市

25. AyakoFurukawa,ShinjiOikawa,SaekoTada-01kawaandShosukeKawanlshi,

H202acceleratescellularsenescencebyacetylationofp53viadecrease

ofNAD+-dependentdeacetylaseactivityofSIRT1.

20thIUBMBInternationalCongressofB土OchemistryandMolecularBiology

andllthFAOBMBCongress. 2006年6月18-23日､京都市



26. 小林果､平工雄介､馬寧､及川伸二､村田真理子､EL-KarefAmro､吉田利通､

J廿西正祐

ビルハルツ住血吸虫感染によるiNOS依存性DNA損傷の膜朕癌における役割

第28回日本フリーラジカル学会学術集会､2006年5月13-14日､津市

27. 古川絢子､及川伸二､島田厚良､箱田奈南､細川昌則､川西正祐

老化促進モデルマウスを用いた機能プロテオミクス解析による酸化損傷タン

パク質の検出

第28回日本フリーラジカル学会学術集会､2006年5月13-14日､津市

28. 及川伸二､虞揮巌夫､及川 (多田)佐枝子､古川絢子､川西正祐

マンガンによるドーパミン依存性DNA損傷の増強機構と神経細胞死

第76回日本衛生学会総会､2006年3月25-28日､宇部市

28. 小林果､及川伸二､川西正祐

L-DOPAの代謝産物tetrahydropapaverolineによる酸化的DNA損傷機構

第28回日本分子生物学会年会､2005年12月7-10日､福岡市

29. 小林果､平工雄介､馬寧､及川伸二､村田真理子､川西正祐

RoleofnitrativeandoxidativeDNAdamageinurinarybladder

carcinogenesisinducedbyinfectionwithScAl'stosomajzaematobl'LIm

日本環境変異原学会第34回大会､2005年11月16-18日､東京都

30. 及川伸二､古川絢子､川西正祐

site-specificDNAdamageinducedbypurpurin,anaturalpigment,with

referencetocarcinogenesis

日本環境変異原学会第34回大会､2005年11月16-18日､東京都

31. 箱田奈南､福原潔､及川伸二､及川(多田)佐枝子､平工雄介､奥田晴宏､宮

田直樹､川西正祐

紫外線照射下におけるアントラセン誘導体によるDNA損傷

第64回日本癌学会総会､2005年9月14-16日､札幌市

32. 及川伸二､川西正祐

マッシュルームに含まれる発がん性 4-hydrazinobenzolcacidによるラジ

カル生成とDNA損傷機構

第64回日本癌学会総会､2005年9月14-16日､札幌市



33. 及川伸二､平山淳也､平川和貴､川西正祐

ポルフィリン類TMPyPによるDNA損傷機構 :光線力学的療法-の応用の可能性

第27回日本光医学 ･光生物学会､2005年8月6-7日､京都市

34. 及川伸二､磯野功明､川西正祐

アスピリン代謝物2,3-ジヒドロキシ安息香酸によるDNA損傷機構

第12回日本がん予防研究会･第28回日本がん疫学研究会､2005年7月14-15日､

岐阜市

35. 及川伸二､古川絢子､川西正祐

過酸化水素によるSir2を介したアセチル化p53の増加による細胞老化促進機

第28回日本基礎老化学会､2005年6月15-17日､東京都

36. 古川絢子､及川伸二､川西正祐

炭素中心ラジカルと窒素中心ラジカルによる塩基配列特異的 DNA損傷

第27回日本フリーラジカル学会学術集会､2005年6月4-5日､岡山市

37. HatasuKobayashi,ShlnjlOikawa,ShosukeKawanishl,

MechanismofoxidativedamagetocellularandisolatedDNAbygallicacid,

ametaboliteofantioxidantpropylgallate.

ISCaPSymposiumlnKyoto,2005年5月20-21日､京都市

38. 及川伸二､贋揮巌夫､川西正祐

ドーパミン依存性DNA損傷とマンガンによる増強効果:パーキンソニズムとの

関連

第 78回日本産業衛生学会､2005年4月23日､東京都




