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【まとめ】  

本課題は、超高齢期の血漿タンパク質の発現

変化とその機構を解析し、健康長寿バイオマ

ーカーを策定することを目的とする。本研究

期間内には、血漿タンパク質プロテオームの

問題点であった低濃度タンパク質の濃縮方法

を確立し、酸化ストレス関連タンパク質の

ELISA 解析を行った。その結果、超高齢期に

おいては酸化ストレスマーカーが増加するも

のの抗酸化酵素も増加し、レドックスバラン

スを保っていることが示唆された。 

 

1. 研究の目的 

 社会の高齢化に伴い、健康で自立度の高い

長寿を達成することは、個人の希望であるば

かりでなく社会的要請も高いと考えられる。

このため、老化に伴うさまざまな機能変化の

機構を明らかにし、疾病の予防、診断、治療

に役立つ老化マーカーを探索することは、高

齢化社会における老化研究の重要な柱となる。

近年、ヒトを含む様々な種のゲノム情報が明

らかになり、遺伝情報に基づいた分子生物学

的老化研究の進展には著しいものがある。し

かし、実際の機能分子であるタンパク質レベ

ルでの老化過程の詳細は、まだ明らかになっ

ていないのが現状である。このため、老化機

構の研究には遺伝情報レベルの研究だけでは

なく、タンパク質の研究こそが必要である。 

  我々は今までに、若齢群と超百寿者群の

血漿プロテオミクス解析を行い、酸化ストレ

ス関連タンパク質が変動することから、ヒト

の老化において酸化ストレスが具体的に関与

することを報告した。本研究は、この手法を

さらに発展させて健康長寿バイオマーカーの

策定につなげるため、長期縦断的コホート研

究を行っているSONIC(Septuagenarians, 

Octogenarians, Nonagenarians 

Investigation with Centenarians)研究チー

ム（代表・石崎達郎東京都健康長寿医療セン

ター研究所研究部長）との共同研究により、

QOLデータ、臨床データ、心理学データ等の

背景因子データファイルの整った血漿サンプ

ルの提供を受ける。プロテオミクス解析によ

り得られるバイオマーカー候補タンパク質に

ついて、生物学的意義を解明するとともに、



臨床データのみならずQOLレベルや心理学的

背景因子との相関性を調べ、社会生活や心理

学的背景を含めた健康長寿バイオマーカーの

策定を図る。 

 

2. 研究の方法と経過 

 2-1 ヒト血漿サンプル 

  ヒト血漿サンプルは、SONIC 研究の関東

調査により得られたサンプルのうち、70歳 40

例、80 歳 40 例、90 歳 40 例、超百寿(105 歳

以上)40例を無作為に選んだ。 

 

 2-2 全自動二次元電気泳動装置 (Auto2D)

を用いた血漿タンパク質の前処理方法の検討 

  血漿タンパク質の濃度は、ダイナミック

レンジが非常に大きい。このため二次元電気

泳動による解析においては、高濃度タンパク

質のスポットのために低濃度タンパク質のス

ポットが検出されない、などの問題がある。

その点を改善するため、高濃度タンパク質を

除去する方法について、全自動二次元電気泳

動装置(Auto2D; Sharp Co.)を用いて検討した。 

Auto2Dの泳動条件 (参考文献1） 

等電点電気泳動用膨潤液：6 M urea, 2 M 

thiourea, 4% CHAPS, 20 mM DTT, and 

0.5% Pharmalyte (pH 3-10) 

等電点電気泳動条件： 

200 V, 5 min, constant; to 1000 V, 5 min, 

linear increment; 1000 V, 5 min, constant; 

to 6000 V, 10 min, linear increment; 6000 V, 

5 min, constant. 

還元化溶液：500 mM Tris-HCl (pH 6.6), 50 

mM DTT, 4% SDS, and 12.5% glycerol  

SDS-PAGE 泳動条件： 

7.5% acrylamide and 0.1% SDS  (gel size; 

6 cm x 4.8 cm) 20 mA, 35 min 

 

 2-3 二次元電気泳動により分離したタン

パク質スポットの同定（参考文献1） 

  最も効率的かつ簡便に、サンプルのクリ

ーニングを行う方法を決定し、その方法を用

いてラージゲル二次元電気泳動を行った。自

動スポットピッキング装置(Ettan Spot 

Picker; GE Healthcare)を用いて、スポット

を切り出し、トリプシンによるゲル内消化を

行った後、質量分析装置 (MALDI-TOF/TOF 

5800; ABCIEX) に よ る 質 量 分 析 と

ProteinPilot (ABCIEX)によるデータベース

検索によりタンパク質を同定した。 

 

 2-4  酸化ストレス関連マーカーの ELISA 

(Enzyme-linked Immunosorbent assay)測定 

 酸化ストレス関連マーカータンパク質とし

て、Extracellular SOD (EC-SOD)(Cloud-Clone 

Corp.)、PON1 (Aviscera Bioscience)、酸化

LDL (Immunodiagnostik AG)について、ELISA

により測定した。ELISA の方法は、それぞれ

のプロトコールに従って行った。測定及び定

量解析はマイクロプレートリーダー (iMark; 

BioRad)を用いて行った。 

 

3. 研究の成果 

 3-1 全自動二次元電気泳動装置 (Auto2D)

を用いた血漿タンパク質の前処理方法の検討 

  血漿タンパク質に高濃度含まれる血清ア



ルブミンやイムノグロブリンなどを除去し、

低濃度タンパク質のスポットを感度良く検出

するため、Method 1、2、3の 3つの方法を比

較した。その結果、Method 3が最も高濃度タ

ンパク質の除去を効率よく行い、低濃度タン

パク質を濃縮できることが明らかになった

(図)。 

  また、等電点電気泳動のpHレンジについ

ても検討を行い、高濃度タンパク質除去後の

血漿サンプルの等電点電気泳動はpH 4-7で行

うこととした。 

 

 3-2 二次元電気泳動により分離したタン

パク質スポットの同定 

  Method 3を用いて血漿サンプルを処理し

た後、タンパク質を蛍光標識し、ラージゲル

による二次元電気泳動を行った。主なスポッ

トについてスポットピッキングを行い、タン

パク質を同定した。高濃度タンパク質を除去

することで低濃度タンパク質が濃縮され、よ

りマイナーなスポットも同定されることが明

らかになった。 

 

 3-3 酸化ストレス関連マーカーの ELISA

測定 

  今までに我々は、超百寿者と若齢者の血

漿タンパク質プロテオーム解析により、ヒト

の老化において酸化ストレスが具体的に関与

することを報告した (参考文献 2） 。そこで、

酸化ストレス関連マーカーについて 70 歳、

80 歳、90 歳、超百寿 40 例ずつについて

ELISA 測定を行った。 

 その結果、低密度リポタンパク質 (LDL)の

酸化を抑制することが知られているPON1は、

70歳以降、加齢に伴って低下する傾向があり、

酸化LDLは増加する傾向があることが示唆さ

れた。また、抗酸化酵素である EC-SOD は 70

歳以降、加齢に伴って増加することが示唆さ

れた。これらの結果より、超高齢期において

は、加齢に伴って酸化LDLなどの酸化ストレ

スが増加傾向にあるものの、抗酸化酵素も増

加し、レドックスバランスが崩れないよう保

たれていることが示唆された。 

 

4. 今後の課題 

 本研究期間内に、血漿サンプル中に含まれ

る低濃度タンパク質の二次元電気泳動による

解析方法を確立した。今後、この方法を用い

てヒト血漿タンパク質のプロテオーム解析を

行い、健康長寿マーカータンパク質の探索を

行う。また、酸化ストレス関連マーカーにつ

いては、高齢期において酸化 LDL の増加と

EC-SODの増加が認められた。今後、同じ人の

追跡調査（3、6、9 年後）のサンプルを調べ

ることで、これらのタンパク質マーカーが、

同じ人でも長寿になるに従って増加していく

のか、あるいは、抗酸化酵素レベルの高い人

が長寿を達成するのか、明らかにできるもの

と思われる。 

 

5. 研究成果の公表方法 

 本研究結果は、学会発表を含めまだ公表し

ていないが、得られた成果は論文にまとめ、

英文誌に投稿する予定である。 
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      図 Method 3 による低濃度タンパク質濃縮後の電気泳動像 (Auto2D) 

             


