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《研究の概要》 
 

研究目的： 秦の始皇帝の時代より、「老いない、死なない」は人類究極の願いであり、これを実現すべ

く「老化研究」が発展してきた。「ヒトは血管とともに老いる」といわれるように、老化に伴う血管病は

その中心課題である。本研究は、老化に伴う心血管病において、蛋白質翻訳後修飾・代謝解析を用いて

その病因解明・新規マーカー開発を目的とする。すなわち本心血管研究では、遺伝子解析では全く同定

できない老化に伴う蛋白質機能変化を代謝・翻訳後修飾変化から検討すると共に、心血管内及び血中の

蛋白質修飾・代謝産物同定を進める。これは遺伝的素因が大きくない、心血管病・癌研究には非常に有

効な手法である事が期待される。これらを包括的に検討するために以下の検討を行った。 

1） 酸化ストレス標的蛋白質のプロテオミクス：酸化ストレス説は加齢を科学的に説明する重要な仮説

である。そこで、我々は心筋ホモジェネートを用いて酸化ストレスで標的となるグルタチオン化蛋白

質のプロテオミクス解析で、約20種の蛋白質を検出した。 

2） ヒト血小板放出因子のプロテオミクスにより、約10種類の蛋白質を同定した。 

3） 加齢は虚血耐性を低下させるが、カロリー制限（CR）はこれを軽減させる。この作用にアディポネ

クチン/AMP-activated kinaseに依存する事が判明した。 

4） 肥満・メタボリックシンドロームは現在中高齢者の合併症として極めて重要な問題となっている。

この代表的動物モデルである Zucker Rat の血管について代謝・プロテオミクス解析を行い、以下の

結果を得た。a)代謝解析にて含硫抗酸化物質の低下、アルギニン代謝の変化、メチオニン代謝の変化

を認めた。b)メチオニン代謝において、メチル化供与体 S-adenosylmethionine (SAM)の著明な低下

を認めた。この事はメチル化蛋白質（Assymmmetrical dimethyl arginine (ADMA)修飾蛋白質）の減

少を伴った。 

5） Zucker Rat の血管ではNO過剰産生による血管収縮能の低下が認められた。 

6） 加齢マウスモデルについて心筋の代謝検討を基盤として、血管機能の検討を行った。内皮機能の低

下が観察され、現在機序の検討中である。 

7） これら、代謝変化・蛋白質変化、酸化ストレスをひと血液検体での評価にtranslational research を

計画中である。 

 

従って、加齢に伴う心血管病に付き以上の新規知見を得た。今後それらの病態への関与に付き更なる

基礎検討を行う事により、臨床応用が可能であると考えられた。 
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研究報告 

 

I 研究目的 

  秦の始皇帝の時代より、「老いない、死なない」は人類究極の願いであり、これを実現すべく「老化研

究」が発展してきた。「ヒトは血管とともに老いる」といわれるように、老化に伴う血管病はその中心課題で

ある。本研究は、老化に伴う心血管病において、蛋白質翻訳後修飾・代謝解析を用いてその病因解明・新規マ

ーカー開発を目的とする。足立は米国ボストン大学NIH proteomics Centerにおいて酸化修飾プロテオミクス

の手法を開発した。それを本研究目的である加齢による心血管内酸化修飾解析(グルタチオン化、ニトロソ化、

亜硫酸化修飾検出)に応用でする。特に、慶應義塾大学医科学研究棟内に設立したプロテオミクス研究室で、

Ettan Dige 法を用いた二次元電気泳動のディファレンシャル解析装置と、同ビル内の MALDI-TOF Mass 

Spectrometry（MS）、Liquid Chromatography(LC) MS/MS を駆使して循環器疾患プロテオミクスの推進を行な

った。加齢による動脈硬化症は典型的な後天性疾患であり、食生活、運動を含む生活習慣の要因が強く関与し、

これらは細胞内代謝変動をもたらす。従って、細胞内レドックスやエネルギー産生系が強く関与する酸化修飾

に加え、アミノ酸代謝が関与するメチル化修飾、糖・脂質代謝が関与するアセチル化修飾は、現代の心血管病

の危険因子として最大の問題である加齢・肥満に深く関わっており、メチル化、アセチル化修飾蛋白質のプロ

テオミクス解析を推進する。また、蛋白質翻訳後修飾は代謝と深く関わっており、代謝解析も会わせて行なう。

従って、本心血管研究では、遺伝子解析では全く同定できない老化に伴う蛋白質機能変化を代謝・翻訳後修飾

変化から解析すると共に、心血管内及び血中の蛋白質修飾・代謝産物同定を進める。これは遺伝的素因が大き

くない、心血管病・癌研究には非常に有効な手法である事が期待される。また、血栓性動脈硬化疾患を考える

に当たり、血小板機能の加齢変化は重要な要因であり、血小板放出因子の評価も行なう。カロリー制限（CR）

は加齢に伴う心血管病に対する最も有効な治療法であり、虚血耐性についてその機序を検討する。すなわち本

心血管研究では、遺伝子解析では全く同定できない老化に伴う蛋白質機能変化を代謝・翻訳後修飾変化から解

析すると共に、心血管内及び血中の蛋白質修飾・代謝産物の同定を行い、病態マーカー検索と病態の機序に付

き検討を行う。これは遺伝的素因が大きくない、心血管病・癌研究には非常に有効な手法であると想定される。 



II 研究計画及び材料と方法 

1 プロテオミクス解析 

１）量的プロテオミクス解析・二群の発現量の違う蛋白質の同定：（足立、川田） 加齢により細胞内局所

での蛋白質発現量がどのように変わるかは重要な課題である。また、蛋白質翻訳後修飾を比較するに当たり、

その発現が違うものは比較が困難であり、予備的に検討する必要がある。これについて、Differential 

Display 法を用いて蛋白質の二次元マッピングを行なった。この方法に細胞・組織の分画化を組み合わせた。

加齢に伴い、細胞膜NADPH oxidase (Adachi et al. Circ Res 2007)、ミトコンドリア呼吸鎖からの活性酸

素放出が増大していることについては多数の報告があり、細胞膜・ミトコンドリア膜上の蛋白質局在の違いは

新たな老化の病理につながる可能性が想定された。 

図1：血管内メチル化

修飾蛋白質のEttanDige

法による質的プロテオ

ミクス：蛋白質を Cy5―

Dye（赤）で蛍光染色し

た後に、二次元電気泳動

法で分離し、抗メチルア

ルギニン抗体によりメ

チル化蛋白質を Cy2―蛍

光（緑）で蛍光染色した。

蛍光二重染色によりメ

チル化の起こっている蛋白質のマッピングを成功した。 

２）質的プロテオミクス解析・蛋白質翻訳後修飾解析： 足立は独自の Ettan Dige を用いた二次元電気泳

動法による蛋白質翻訳後修飾解析のシステムを開発した。(図1)この方法により、血管内のメチル化アルギニ

ン修飾蛋白質の検出法を確立し、プロテオーム解析を行った。蛋白質の二次元マップをメンブレン上で蛋白質

をCy5-Dye（赤）で、メチル化アルギニン（ADMA：Asymmetrical Dimethyl-Arginine）に対する特異的抗体に

よる二次元ウエスタン・ブロットを ECL-PLUS(Cy2:緑)で蛍光染色する事により、修飾蛋白質のマッピングを

可能にした（図１）。メチル化を受けた蛋白質は同時に用意したゲルから切り出し、LC/MS/MS で同定を行っ

た。この方法はアセチル化蛋白質の同定にも用いた。 

2. ex vivo flow chamberを用いた血管壁と血球細胞の相互作用のイメージングと血管の老化に関与する血球

細胞の役割の検討 (後藤、足立) 後藤らは、ヒト血液を用いた ex vivo 実験により、血管内皮細胞と血球

細胞の相互作用を3次元イメージングすることを可能とする装置を確立した（Goto S, et al. J Am Coll Cardiol, 

2005, 2006）。本法は小動物のin vivo実験への応用も可能である（Kimura Y, et al. Thromb Res, submitting）。

血管の内層に存在する血管内皮細胞には常に、血小板、白血球などの血球細胞が接着し、ころがりながら全身

を循環している。血小板は濃染顆粒、α顆粒などに蓄積したセロトニン、CD40 Ligand, 各種サイトカインな

どを刺激に応じて局所放出し、血管内皮細胞の機能に影響を与えている。核を有する白血球細胞は血管内皮と

の相互作用の過程で組織因子、サイトカインなどを細胞内で産生することにより、さらに複雑な血管機能調節

に関与している。これら血球細胞から局所放出される物質の役割は従来十分に検討されていなかった。 

1) 加齢時の抗血小板剤の薬効評価： 人高齢者の血小板、もしくは動物加齢モデル（Fisher Rat、mADH

ADMA抗体 Protein Overlay



欠損マウス）の血小板を用いる事により、上記薬剤の高齢者における有効性の評価を行う。若年者で認

められたと同様に、血小板凝集抑制効果は少ないものの、コラーゲン受容体GPVI, ADP受容体P2Y1, P2Y12

の阻害によりex vivoの血栓形成が強く抑制できる事が、高齢者にも適応されるか否かを検討した。２） 

血小板放出因子のプロテオーム解析：血小板を高ずり応力に曝露して活性化させ、活性化血小板の放出

する物質が血管・虚血性心筋傷害に影響を与えるか否かを明らかにする。以前、後藤等は活性血小板が

IL-10を放出する事を見出した。同様に活性化血小板が放出した蛋白質を含むmediumを濃縮して、プロテ

オミクス解析を行なった。 

3．摘出灌流心を用いた虚血再灌流傷害軽減効果の評価（新村・足立）  

本申請は加齢による血管病を対象中心としているが、高齢者の動脈血栓性疾患の最終標的臓器は脳、

心臓（心筋細胞）であり、冠動脈閉塞とそれに伴う再還流障害に与える加齢の影響は、本申請の最終テ

ーマである高齢者のQOL 改善のための最重要事項である。また、血液-冠動脈-心筋の間で取り交わされ

る情報伝達機構の加齢変化が、虚血時の心機能低下に関与していることも想定される。従って、加齢動

物モデルを用いて心筋虚血再還流障害を作成して、加齢関連心筋保護因子、有効薬剤評価を行い、細胞

内シグナル伝達機構の探索から加齢時の心筋保護に関与する分子機構を解明する。 

若年および加齢ラット、マウスを用いる。麻酔下に心臓を摘出し、Langendorff 手技を用いて心臓を

95%O2/5%CO2ガスで飽和したKrebs-Henseleit緩衝液により灌流する。バルーンつきカテーテルを左室内

に挿入し、左室拡張末期圧 10 mmHg の際の左室内圧、その微分成分である dp/dt、心拍数を測定する。

30分の完全虚血後、120分間の再灌流を作成し、左室機能の回復の程度、灌流液中のCK、LDHの逸脱量、

TTC染色による心筋梗塞サイズを指標とし、虚血再灌流傷害の程度を評価する。加齢心に加えて受容体、

細胞内シグナルの一部をノックアウトしたマウスや過剰発現させたマウス心を用いることにより、臓器

レベルでの虚血保護に至る細胞内シグナリングを検討した。 

4.プロテオーム解析を用いたカロリー制限療法における抗加齢効果仲介因子の解明（新村・足立）老化

制御の観点からこれまでに開発されてきたさまざまな抗老化療法のなかで、遺伝子改変を除き、多くの

動物種で再現性を持って抗老化効果を認めた唯一のinterventionは、カロリー制限(CR)である。CRとは、

栄養失調を起こさない程度のカロリー制限を生涯継続する一種の栄養療法であり、一般に食餌摂取量を

自由摂取群から30‐50％まで制限する。このカロリー制限は、平均及び最長寿命を大幅に延長するばか

りか、癌などの老化関連疾患の発症を抑制し、加齢による臓器虚血耐性低下を改善する。最近の基礎老

化研究の成果から、その機序として、酸化ストレスの軽減やIGF-1-成長ホルモン系抑制を機軸としたス

トレス応答とエネルギー応答の変化を推測しているが、その詳細な分子メカニズムは充分には解明され

ていない。新村はCRによる虚血耐性獲得がアディポネクチン・AMP-activatedキナーゼ経路に依存するこ

とを発表した。（Shinmura, Circulation、2007）本研究ではこの知見をさらに発展させて、プロテオー

ム解析によりCRの標的リン酸化蛋白質の同定の為に、アディポネクチン・AMP-activatedキナーゼの下流

標的をプロテオーム解析する。また、CRは細胞内代謝変化により引き起こされるメチル化、アセチル化

修飾を大きく変化させることが想定される。特に、ヒストン脱アセチル化酵素 Sirt１の活性化は抗加齢

に働くことが多数報告されている。従って、心筋代謝の中心をなすミトコンドリア内蛋白質のアセチル

化修飾蛋白質のプロテオミクス解析を、CR・加齢マウスの心筋に行なった。 

5．加齢が血管機能に及ぼす影響(足立、佐野)：血管機能低下は加齢における血管障害に深く関わる。20

世紀の Vascular Biologyの発展により、内皮依存性血管拡張の低下が血管障害の最も鋭敏な指標である

事が明らかとなった。血管の張力測定器により加齢による内皮機能変化や、上述の新規加齢関連因子・

薬物の血管機能に与える影響を検討する。特に、ミトコンドリア・アルデヒド・デヒドロゲナーゼ変異



（DAL）マウスは、若年から加齢phenotype(骨粗鬆症、脱毛、痴呆)が進行する貴重なモデルである。し

かも、生存期間が短縮しない事から、未知の抗加齢因子が働いている可能性がある。本年度は、DALマウ

スにおける心筋の抗加齢作用について代謝の側面から研究を報告した。（Endo et al.,Circ Res 2009）

佐野、足立はこのモデルを含む加齢動物モデルにおける血管機能の変化、及び血管機能に関わる因子の

解明に努める。また、この加齢マウスとApo-Eノックアウトマウス との交配により加齢動脈硬化症モデ

ルを製作して、その血管障害について検討を進める。 

6．加齢に伴う心血管内代謝産物解析（メタボローム解析の応用）(足立、佐野) : NADPH oxidaseやミ

トコンドリア呼吸鎖から発生するフリーラジカルは、加齢に伴い蛋白質チオール酸化修飾を引き起こす。

抗酸化能の検出のためにGSH/GSSGや各種酸化ストレスマーカーについてHPLC測定を用いて行う。特に防

衛医科大学内に設置されたクールアレー法は様々な酸化ストレスマーカーや抗酸化物の測定が可能であ

る。加齢、肥満によるエネルギー代謝変化評価のために、ATP/ADP/AMP測定法も確立した。また、細胞内

メチル化を評価するために、その基質であるメチオニン、S-アデニルメチオニン（SAM）、S-アデニルホ

モシステイン（SAH）、ホモシステインの測定系と、メチル化アルギニン（ADMA/SDMA/L-NMMA）の測定系

を確立した。これらを駆使して、心血管の代謝解析を行ない、加齢が代謝に及ぼす影響を検討する。こ

れらの代謝変化は細胞内蛋白質翻訳後修飾に直接影響を与えると考えられる。 

7.加齢による血管障害関連因子の血液マーカーの開発（川田、後藤、足立、新村） 本研究は、プロテ

オミクスと代謝解析を駆使した加齢血管病標的蛋白質と有効薬剤の評価を細胞・動物レベルで行うと共

に、その臨床応用を評価するTranslational Research を目的とする。昨年度より代謝解析が加わり、

ホモシステイン上昇、SAM の低下、ADMA 上昇、アミノ酸分布変化が加齢血清で変わると考えられた。そ

こで、高齢心不全患者、また加齢クリニック患者の血清を用いて、代謝産物、蛋白質、酸化ストレス測

定を行ない、基礎研究を臨床応用へ結びつける。 

III 研究成果 1プロテオミクス解析： グルタチオン化蛋白質のプロテオミクス解析：（図2） 

 

No. Score Cover mass pI

1 602 41% Actin, aortic smooth muscle 41982 5.23
2 118 8% Aconitate hydratase, mitochondrial precursor 85380 7.87
3
4 204 19% Heat shock protein HSP 90-beta 83229 4.97

150 8% Heat shock protein HSP 90-alpha 84762 4.93
5 142 29% Vimentin 53700 5.06
6 203 18% Tubulin beta-2C chain 49769 4.79

178 19% Tubulin beta-5 chain 49639 4.78
127 16% Tubulin beta-2A chain 49875 4.78
127 16% Tubulin beta-2B chain 49921 4.78

7
8 229 14% Alpha-actinin-1 102896 5.23

175 12% Alpha-actinin-4 104849 5.27
9

10
11 324 28% ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor 59717 9.22
12 35 2% 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component, mitochondrial precursor 116221 6.30
13 38 2% Gelsolin precursor 86014 5.76
14 41 8% 14-3-3 protein epsilon 29155 4.63
15 73 5% Serum albumin precursor 68686 6.09
16 149 10% Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 35805 8.14
17 151 37% Transgelin 22588 8.87
18
19 252 22% ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor 59717 9.22
20 448 39% ATP synthase subunit beta, mitochondrial precursor 56318 5.19
21
22
23 57 18% Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial precursor 56493 6.63
24
25 116 14% Calponin-1 33323 8.92  

図2．心筋ホモジェネートにおけるin vitroグルタチオン化プロテインのLC/MS/MS解析 

加齢には酸化ストレスが強く関与していることが示唆されている。酸化ストレスは心血管内蛋白質の

グルタチオン化に働く。グルタチオン蛋白質の同定は老化のマーカーとなると共に、その分子機構に関

与する重要課題である。そこで、われわれはラット心筋内グルタチオン化蛋白質のプロテオミクス解析

を行った。GSH-Beadsと心筋ホモジェネートを混合後peroxynitrite(100 microM) を加えてグルタチオ



ン化蛋白質をBeads上で作成した。（Adachi et al. Nat Med 2004）DTT処理で蛋白質を放出後、二次元

電気泳動 で分離を行った。Sypro-Ruby蛍光染色後、スポットを切り取り、トリプシン消化、LC/MS/MS

法にて解析を行った。解析は昨年よりさらに進んだ。興味深いことに、ミトコンドリア蛋白質

（Mitochondrial Aldehyde Dehydrogenase, ATP synthase）を含む代謝酵素が心筋のチオール標的蛋白

質として同定された。心筋の加齢変化が代謝と深く結び付いていること、虚血再還流にミトコンドリア

からの活性酸素種による酸化ストレスが関与することを考えると、加齢心筋疾患とミトコンドリアのチ

オール酸化との関連が示唆された。 

図３血管内メチル化蛋白質 

２）血管内メチル化アルギニン蛋白質のプロテオミクス解析：（図 1、3）アルギニンのメチル化修飾

（ADMA 修飾）は様々な蛋白質に起こることが示唆されているが、その詳細は不明である。また、その

Degradation Product の Free ADMA は内因性のNO 合成酵素阻害物質として知られており、心血管病、

腎疾患と深い関係がある。そこで、我々は血管内 ADMA 修飾蛋白質のプロテオーム解析を行った。血

管の homogenate を Cy5 で蛋白質蛍光染色後二次元展開をして PVDF 膜に Transfer を行った。抗 ADMA

抗体によるウエスタン・ブロットをCy2 蛍光 で取り込み二重蛍光をイメージングとして取り込み、メ

チル化蛋白質のマップを作成した（図 2）。これに基づき、蛍光染色したゲルから対応する spot を切り取

り、トリプシン消化してLC/MS/MS 解析を行った。その結果、骨格蛋白質、カルシウム制御、代謝制御

に働く蛋白質が同定された。肥満ではメチル化が低下傾向にあったが、個々の蛋白質での検討が必要で

ある。特に、14-3-3、HSP90/70、PDI 等のインスリンシグナル関連分子も同定されている。

No. Score Cover mass pI

1 698 36% Serum albumin precursor 69321 5.92

2 500 29% Serum albumin precursor 69321 5.92

3 436 40% Alpha-1-antitrypsin precursor 46707 5.37

4 197 34% Actin, cytoplasmic 1 41710 5.29

5 238 33% Haptoglobin precursor 45177 6.13

576 64% Apolipoprotein A-I precursor 30759 5.56

6 277 32% Fibrinogen gamma chain precursor 51479 7.14

7 187 28% Antithrombin-III precursor 52569 6.32

157 18% Vitamin D-binding protein precursor 52929 5.40

8 194 15% Ceruloplasmin precursor 122128 5.44

9 300 13% Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy ch 103261 6.51

11 101 18% Alpha-1-acid glycoprotein 2 precurso 23588 5.03  

 

図３．血小板放出因子のプロテオミクス解析：右は上清中の蛋白質を濃縮後二次元展開し、蛋白質

の蛍光染色を行った。主要なスポットを切り取り、ペプチド消化後、日立Nanoflow LC/MS/MSシス

テムで測定後Mascot Serverにて蛋白質の同定を行った。 

2.血小板放出蛋白質プロテオミクス 

ヒト血小板をずり応力で刺激した際のmediumを集めて濃縮し、アセトン沈殿後二次元電気泳動で分離を行った。

Sypro-Rubyで蛍光染色を行い、主要なスポット切り取り、トリプシンにより消化してペプチドを得た。日立Nanoflow 

LC/MS/MSシステムで測定後Mascot Serverにて蛋白質の同定を行った。この検索から、約13個の蛋白質が血小

板 Medium 液中に同定された。なかでも Vitamin D-biinding Protein（VDUP）は近年抗酸化酵素チオレドキシン

（TRX）を阻害することから、Redox control の役割を果たすことが示唆されている。ずり応力や、血栓形成に血

小板や内皮における活性酸素種が働くことが多くの報告で示唆されており、血小板―内皮間の活性酸素種を介した

Redox-signalに関与することが想定される。 



3．摘出灌流心を用いた虚血再灌流傷害軽減効果の評価 

4 加齢心筋内ミトコンドリア アセチル化蛋白質のプロテオミクス解析：2)と同様に加齢心筋からミトコンドリ

アを抽出してアセチル化（リジン残基）蛋白質の解析を行った。Voltage-dependent anion channels, Cytochrome 

oxydase, Complex I, ATP synthase等にアセチル化が起こっていることが判り、現在解析を続けている。これらの

アセチル化が加齢で若年より亢進するか否か、CRで低下するか否かに付き更に検討中である。 

5.加齢血管での代謝解析DALマウスの血管リングを用いて、アセチルコリン及びSpermine NO/NOateに

よる血管拡張反応を検討中である。DAL マウス（20 週）では、これらの血管拡張反応が著明に低下して

いる。これらのデータを蓄積すると共に、加齢の内皮機能低下が酸化ストレス、アルデヒト修飾と関連

するか否かを検討する。アルデヒトはチオール修飾を引き起こすことから、１）で認めたチオール修飾

蛋白質が老化内皮機能低下に関与するか否かを検討する。 

6.メタボローム解析 

加齢血管のメタボローム解析術に先駆けて、肥満ラットの血液・血管内代謝の解析を行った。肥満動

物では血液中のホモシステイン濃度の上昇を認めた。ホモシステインは加齢、腎機能低下に伴い上昇す

ることが知られている。また、高ホモシステイン血症は低メチル化を起こすことも知られており、加齢

に伴う蛋白質低メチル化に関与している可能性がある。これらを考え、本年は血管内のメタボローム解

析術を行い、以下のデータを得た。 

図４肥満血管での高ホモシステイン血症 

 

 



 

a）血管内GSH、hypotaurineの低下、b）オルニチンの上昇、シトルリンの低下等のアルギニン代謝の変

化、c）S-adenylmethionine(SAM)の低下が認められた。このうち、a）は酸化ストレス、酸化修飾に関与

し、c）は低メチル化に関与すると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5）iNOSの関与 

大動脈リングを用いてPEによる血管収縮

を検討した。MS では血管収縮の低下を認

めた。iNOS 阻害剤 L-Nil 投与後その差は

消失した。RT-PCR法でiNOS発現を検討し

た所、上昇する傾向にあり iNOS からの

ROS/RNS が病態に関わった可能性が示唆

された。 
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