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【まとめ】  

本課題は、長期縦断コホートを用いてフレイル

による血漿タンパク質の発現変化を調べ、初期

フレイルのタンパク質バイオマーカーを探索

することを目的とした。継続的な握力低下を指

標としてコホートから解析対象者を抽出し、個

人差による変動を排除した効率的なプロテオ

ーム解析を行って、運動機能の低下による血漿

タンパク質変化を明らかにした。これらのタン

パク質は、初期フレイルのバイオマーカー候補

と考えられる。 

 

1. 研究の目的 

 フレイルは、サルコペニアとともに高齢者の

Quality of Life (QOL)を低下させる大きな原因と

なっている。初期のフレイルを発見し速やかな

介入を行うことは、高齢者が健康な生活をおく

るための大きな目標であり、このため高い精度

で判定できるバイオマーカーの策定が社会的

要請となっている。フレイルは遺伝的要因より

も環境的要因（運動習慣、栄養習慣、社会的状

況など）に大きく依存するため、環境的要因を

反映して高感度に変化するバイオマーカー、即

ち、タンパク質やその翻訳後修飾を指標とする

バイオマーカーの策定が有望と考えられる。と

ころが今までのプロテオーム解析による疾患

バイオマーカー探索研究では、別人である「患

者」と「健常者」を比較していたため個人差が

大きく、疾患による変化を見つけることが難し

かった (Fig. 1 上)。 

 そこで本研究では長期縦断コホートと協力

して、同一人の「健常状態」と「虚弱状態」の

比較を行うことで、個人差を抑制し、フレイル

によるタンパク質の発現変化をより効率よく

探索する (Fig. 1 下)。本研究は、他では得られ

ない大規模長期縦断調査のサンプルを用い、個

人差による変動を排除した効率的なプロテオ

ミクス解析を行う。 

Fig. 1 研究のねらい 

 



初期フレイルの指標となるタンパク質及びそ

の翻訳後修飾を発見することにより、新たな健

康管理システムの開発に繋がり、健康な超高齢

社会の実現に向けて大きく貢献する。 

 

2. 研究の方法と経過 

2-1 SONIC 調査と解析対象者の抽出 

 SONIC 調査 (Septuagenarians, Octogenarians, 

Nonagenarians Investigation with Centenarians)は、

3 年ごとに 70 歳、80 歳、90歳の継続調査を行

う会場招待型の大規模長期縦断調査である。地

域に特化しがちな縦断調査の弱点を克服し、現

代社会のきわめて多様な高齢者のデータを取

得するため、調査地域は関西と関東の都市部と

非都市部を網羅している。調査項目は、運動機

能（バランス、歩行、握力等）の他に、認知機

能（MoCA-J、MMSE）、心理・社会学、歯学、医

学（栄養調査、生化学検査など）について、幅

広くデータを集めており、多因子の関連するフ

レイルの研究にはきわめて有利である。今回は、

運動機能調査のデータをもとに、初回調査に比

べて追跡調査(3 年後及び 6 年後)において、継

続的に一定以上、握力が低下したグループを解

析対象者として抽出した。解析対象者の初回調

査 (1wave)と 6 年後調査 (3wave)、すなわち握

力低下前と低下後の血漿サンプルのプロテオ

ームを比較解析することとした。 

2-2 サンプルの前処理 

 血漿は、タンパク質のダイナミックレンジが

大きく、メジャーなタンパク質がマイナーなタ

ンパク質の検出を妨害する。そこで、すべての

サンプルについて血漿中のメジャータンパク

質であるアルブミンと IgG を、Albumin & IgG 

depletion spin trap (GEヘルスケア)を用いて取り

除いた。前処理を行ったサンプルのタンパク質

を定量した。 

2-3 二次元電気泳動によるプロテオーム解析  

 蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳

動法 (2D-DIGE)を用いてプロテオーム解析を行

った。まず、すべての解析対象サンプルを等量

ずつ混合し、標準サンプルを作製した。標準サ

ンプルと解析対象サンプルを異なる蛍光色素

（標準サンプル；IC3-OSu, 解析対象サンプル；

IC5-OSu：同仁化学）を用いて蛍光標識した。次

に、標準サンプルとそれぞれの解析対象サンプ

ルを等量ずつ混合し、電気泳動サンプルを作製

した。ProteoExtract™ Protein Precipitation kit 

(Calbiochem)を用いてサンプルのクリーンアッ

プを行った後、pH4-7 の pH 勾配固定化ストリ

ップゲル (Immobiline DryStrip: GE ヘルスケア)

を用いて等電点電気泳動を行った。泳動後のス

トリップゲルは、還元化とアルキル化処理を行

い、SDS-PAGE で分離した。1 サンプルあたり、

2 回ずつ電気泳動を行い、蛍光スキャナー

(Typhoon FLA9500: GE ヘルスケア)を用いて二次

元電気泳動像を取得し、Progenesis SameSpots 

(TotalLab)を用いて画像解析を行った。それぞれ

のタンパク質スポットは、それぞれのゲルの標

準サンプルスポットの蛍光強度でノーマライ

ズした。スポットの発現（相対蛍光強度）が、

初回調査時に比べて 1.5 倍以上変化したスポッ

ト、あるいは分散分析により有意な変化を示し

たスポットを、発現の変動したタンパク質スポ

ットとして抽出した。これらのタンパク質スポ

ットを、自動スポットピッキング装置 (Ettan 

Spot Picker: GEヘルスケア)を用いて電気泳動ゲ



ルから切り取り、トリプシンによるゲル内消化

を行った。トリプシン消化物を、ナノ LC オー

トインジェクタースポッターシステム  (KYA 

Technology) を 用 い て 分 離 後 、 質 量 分 析 

(MALDI-TOF/TOF 5800, ABCIEX)を行った。得られ

たペプチドの質量分析データを Protein Pilot™ 

(ABCIEX)を用いてデータベース検索し、タンパ

ク質を同定した。 

 

3. 研究の成果 

3-1 解析対象者の抽出 

 SONIC の 70 歳調査では、運動機能のパラメ

ーターとして、バランス、ステッピング、いす

からの立ち上がり速度、歩行速度、握力などを

測定している。そこでまず、これらを総合的に

評価できる Short Physical Performance Battery 

(SPPB：0〜12 点)の低下から、解析対象者を抽

出することにした。しかし、初回と 3 年後のデ

ータから SPPB を求めたところ、3 年間で SPPB

が下がる人がほとんどいなかったため、握力を

指標として解析対象者を抽出しすることとし

た。具体的には、初回調査に比べ、3 年後、6

年後の調査で継続的に握力が一定以上低下し

ている人を解析対象者とした。対象者は、男性

10 人、女性 16 人が抽出された。そこで、これ

らの解析対象者の初回調査の血漿サンプルと 6

年後の継続調査の血漿サンプルのプロテオー

ムを、比較することとした。 

3-2 2D-DIGE を用いた握力低下前と低下後の

プロテオームの比較 

  血漿タンパク質の二次元電気泳動を行っ

たところ、Fig 2のような画像が得られた。 

 

Fig. 2 血漿タンパク質の二次元電気泳動像 

 

Progenesis SameSpots を用いて、スポットのア

ラインメント、バックグラウンド補正、発現変

化したスポットの抽出を行ったところ、全部で

524 スポットを検出し、握力低下前に比べて発

現が増加したスポットが 30 スポット、発現が

低下したスポットが 36スポットであった。 

 これらのスポットをゲルから切り取り、トリ

プシンを用いたゲル内消化を行ってタンパク

質を同定したところ、プロテアーゼインヒビタ

ーなどが増加し、ヘモグロビン結合タンパク質

などが減少することが明らかになった。 

 また、同じタンパク質と同定される複数のス

ポットのうち、増加するスポットと減少するス

ポットの両方あるものも数多く見られた。これ

らは、翻訳後修飾の変化が示唆されるタンパク

質と考えられた。 

 

4. 今後の課題 

 SONIC の 70 歳調査の中から、初回調査、3 年

後の継続調査、6 年後の継続調査において、継



続的に握力の低下した人を、運動機能低下群と

して抽出した。そして、初回調査と 6年後の継

続調査における採血から得た EDTA-血漿を解析

サンプルとし、運動機能の低下前と低下後にお

けるタンパク質の変化について、二次元電気泳

動を用いたプロテオーム解析により、網羅的に

解析した。 

 今後、健康な人（握力が低下しなかった人）

の 6 年間の経年変化を調べ、これらのスポット

をさらに絞り込む必要がある。また、同じタン

パク質として同定される複数のスポットの変

動が異なるため、変動するスポットの翻訳後修

飾についても明らかにする必要があると考え

られる。 

 

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。 


