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タンパク質の酸化修飾と老化

戸田　年総
東京都健康長寿医療センター研究所　老化機構研究チーム

要約
　酵母や線虫で見つかった寿命遺伝子の多くはミトコンドリア機能やエネルギー代謝の制御、酸
化傷害の防御修復などに関わっており、酸化ストレスが老化の速度を規定する要因の一つである
ことはまちがいない。ミトコンドリアなどで発生したスーパーオキシドはSODなどによって過酸
化水素に変わり、さらにカタラーゼやペルオキシダーの働きで無害化されるが、一部はヒドロキ
シラジカルを経て生体分子を酸化する。タンパク質の酸化についてはリシンやアルギニンのカル
ボニル化がよく知られているが、実際タンパク質の中ではメチオニン残基が最も酸化を受けやす
く、細胞内の酸化ストレスに素早く反応してスルホキシド型となる。多くの細胞はこれを還元修
復する酵素を発現し対応していると考えられているが、老化動物の組織中で特定のタンパク質に
おいてメチオニンスルホキシドの上昇が観察されており、老化に伴う細胞機能の低下に関わって
いる可能性が高い。
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して行われたものである。

2. フリーラジカルと活性酸素種
　フリーラジカルは不対電子を有する原子や分子の総称
で、ミトコンドリアのなどの酸化還元酵素複合体におい
て反応の副生成物として出てくるスーパーオキシド
（O2－・）や、過酸化水素水に鉄イオンなどが働いたときに
できるヒドロキシラジカル（・OH）、一酸化窒素合成酵素
によって生理的に作られる一酸化窒素（NO）などがこ
れにあたる。これに対し活性酸素種（reactive oxygen 
species：ROS）は、通常の酸素分子（O2）よりも活性化
された状態の酸素分子誘導体を指し、上記のフリーラジ
カルの他に過酸化水素（H2O2）やペルオキシナイトライ
ト（ONOO-）、過酸化脂質なども含まれる。
　スーパーオキシドは日常の生活の中で常に発生してい
るものであるが、酸化力は弱く、スーパーオキシドディ
スムターゼ（SOD）によって速やかに過酸化水素に変換
されており、後述のメチオニンのスルホキシド化を除き、
直接タンパク質などを酸化することは少ないとされてい
る[32]。過酸化水素（hydrogen peroxide）も酸化力は
弱いが、寿命が長く、生体膜を容易に通過する。生体内
の過酸化水素はカタラーゼやグルタチオンペルオキシ
ダーゼ、チオレドキシンペルオキシダーセなどによって
水と酸素に分解されると考えられるが、生体内の鉄イオ
ン（Fe2+）や銅イオン（Cu+）などと接触するとフェント
ン反応によって、ヒドロキシルラジカルに変化する。ヒ
ドロキシルラジカルの寿命は100万分の1秒間と非常に
短いが、酸化力が強く、生体内でのタンパク質や脂質、
核酸（DNA、RNA）の酸化は主にヒドロキシルラジカ

1. はじめに
　老化のメカニズムとしてこれまで多くの仮説が提唱さ
れ、それぞれの仮説に基づいて研究が行われてきた。そ
の中でも有力な二大仮説はプログラム説[1-4]とフリー
ラジカル説[5-8]である。前者は、「老化は遺伝子の中に
プログラムされている」とするもので、この仮説に基づ
いて寿命の長短を規定する遺伝子（寿命遺伝子・長寿遺
伝子）を探索する研究が行われてきた[9-12]。一方、フ
リーラジカル説は、「生体内で発生するフリーラジカル
によってDNAやタンパク質が酸化的な修飾を受け、こ
れが蓄積することによって最終的に細胞機能が破綻す
る」という考え方であり、この仮説に基づき、生体内に
おけるフリーラジカルの発生およびその制御に関する研
究[13-16]や、DNAの酸化およびその修復系酵素に関す
る研究[17,18]、タンパク質の酸化およびその分解／修復
系酵素に関する研究[19-24]が行われてきた。また、培養
細胞や線虫などの培養条件で酸素濃度が寿命に及ぼす影
響を調べる研究[25-27]も、フリーラジカル説がベースに
なっており、さらに最初に酵母で研究され、その後線虫、
ショウジョウバエ、ネズミ、さらにはサルでその効果が
確かめられたカロリー制限による寿命延長効果[28-31]
も、基本的にはエネルギー代謝のレベルを下げ、フリー
ラジカルの発生を抑えることで寿命が延びることを期待
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ルによるものと考えられている[32]。

3. タンパク質の酸化
　そもそもタンパク質は、酸化を受けやすいアミノ酸残
基を多数含んでおり、生体内でヒドロキシルラジカルや
ペルオキシナイトライト、NOなどの濃度が高まると
様々な酸化修飾を受ける（図1）。

3-1. カルボニル化
　カルボニル化は、酸化ストレスや加齢に伴い細胞内で
増加する酸化タンパク質の指標として最もよく調べられ
ており、リシン残基の酸化によるアリシン（Allysine, 2-
aminoadipic semialdehyde）、アルギニン残基の酸化に
よるγ-グルタミル-セミアルデヒド（γ-glutamyl 
semialdehyde）、プロリンのピロリジン環の酸化による
γ-グルタミル-セミアルデヒド（γ-glutamyl semial-
dehyde）などが知られている[33,34]（図1-A）。ただし、
このうちアリシンは、ヒドロキシラジカルによる非酵素
的酸化の他、リシルオキシダーゼによって酵素的に作ら
れることもあるので、タンパク質の酸化指標として利用
する際には注意が必要である。

3-2. チロシン残基のニトロ化
　生体内でスーパーオキシドラジカルと一酸化窒素が共
存すると、両者が反応してより酸化力が強く細胞毒性が
高いペルオキシナイトライト（peroxynitrite：ONOO-）
が産生される。ペルオキシナイトライトは特にチロシン
残基のフェノール環に結合してニトロチロシンを生成す
る（図1-B）。チロシンのニトロ化は、アルツハイマー病
患者の脳で増加することが知られており、神経変性に伴
う脳内の酸化ストレスの上昇を示すものとして注目され
ている[35]。ニトロチロシンは質量分析で 45 Daの質
量増加として検出されるほか、特異性の高い抗体が市販
されているので、Western Blottingによる検出も可能で
ある。

3-3. システイン残基の酸化
　システインのチオール基では、ジスルフィドという形
での酸化と、酸素の直接付加による酸化が競合的に起き
る（図1-C）。このうちジスルフィドはタンパク質分子内
あるいはタンパク質分子間で形成される架橋の他、シス
テインやグルタチオンなどの低分子チオール化合物との
結合（s-チオール化、s-thiolation）など多彩な形態をと
り、それぞれで異なるコンフォメーションをとるため、

図1. タンパク質の酸化修飾
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機能への影響も多様である。
　s-チオール化は可逆的な酸化であるため、老化との関
係ではあまり調べられていないが、虚血再灌流による酸
化傷害においては重要な意義を持つ。s-チオール化に
関する最初の論文は、心筋細胞の虚血モデルとしてチ
オール特異的な酸化剤であるダイアミドを投与する実験
におけるもので、クレアチンキナーゼおよびプロテイン
キナーゼC-αはs-チオール化によって失活するのに対
し、低分子量Gタンパク質 Rasは逆に活性化されること
から、s-チオール化は虚血再灌流の際の心筋細胞の傷害
組織再生シグナルに重要な役割を果たしていると考えら
れている[36]。

3-4. メチオニン残基の酸化
　メチオニンのメチルチオエーテル基は、タンパク質を
構成するアミノ酸残基の中でも特に酸化を受けやすく、
細胞内において酸化ストレスレベルが上昇すると容易に
スルホキシド型の構造に変換される。さらに強い酸化ス
トレスが加わると、最終的にメチルスルホン型の構造に
変わると考えられているが、細胞内で観察されるのは大
部分がスルホキシド型である（図1-D）。
　メチオニンのスルホキシド化による等電点および分子
量の変化はごく僅かであるため、二次元電気泳動では同
一のスポットとして観察される。メチオニンスルホキシ
ドに対するポリクローナル抗体も市販されてはいるが、
感度、特異性、定量性共に不十分であり、Western Blot-
tingでメチオニンの酸化レベルを定量的に分析すること
は難しい。これに対し、質量分析計による定量分析は比
較的容易であり、同時に同定も行える利点がある。
　メチオニンスルホキシドに対しては、特異的な還元酵
素（methionine sulfoxide reductase, MsrA, MsrB）
が存在し[37-40]、還元型（チオール型）のチオレドキシ
ンとの恊働によって元のメチオニンに戻す機能を有して

いることがわかっていることから、他のアミノ酸残基の
より重大な酸化を防ぐためにラジカルスカベンジャーと
して機能しているという考え方も提唱されている。しか
し我々が調べた限り、メチオニンのスルホキシド化レベ
ルはタンパク質の種類により、また同一分子内でも部位
によって異なることから、コンフォメーション的に
MsrA/Bのアクセスが悪いなどの理由で十分に還元修復
が行えない部位もあるものと思われる。そのため網羅的
なプロテオーム解析によって、タンパク質スポットごと
にメチオニン酸化の加齢変化を調べ、機能との関係を明
らかにする必要があるのではないかと考えている。
　一例として、老齢マウスの海馬におけるカルモデュリ
ンの酸化修飾について解析を行った結果を示す。カルモ
デュリンの一次構造はXenopusからヒトまで完全に保存
されて、1分子内に4カ所のカルシウム結合ドメインを持
ち、それぞれのドメインの近傍に合計9個のメチオニン
を含んでいる（図2）。
　我々が実施した二次元電気泳動スポットの質量分析に
よって、メチオニンの酸化レベルは分子内の位置によっ
て異なること、および老齢マウスの海馬ではC末端に近
い位置にある連続した2つのメチオニン（Me144, 
Met145）が特に強く酸化を受けていることがわかった
[41]。さらに、この位置はカルシウム結合サイトに近く、
酸化カルモデュリンではカルシウムへの結合親和性およ
びカルシウム結合によるコンフォメーションの変化が共
に低下していることが、DPI法（Dual Polarization In-
terferometry）による相互作用解析によって確認されて
いる（図3）。
　カルモデュリンはCa2+/calmodulin-dependent pro-
tein kinase II (CaMKII)などの活性調節を介して、脳
機能の維持に重要な役割を果たしていることから、メチ
オニンの酸化は、加齢に伴う脳機能低下の要因の一つで
あると考えている。

図2. カルモデュリンの構造（一次構造、二次構造、カルシウム結合部位およびメチオニンの位置）
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4. まとめ
　タンパク質は、酸化を受けやすいアミノ酸残基を多数
含んでおり、とりわけメチオニンのメチルチオエーテル
基は、タンパク質を構成するアミノ酸残基の中でも最も
酸化を受けやすく、細胞内で酸化ストレスレベルの上昇
に敏感に反応してスルホキシド型の構造に変わる。メチ
オニンの酸化は、これまであまり注目されて来なかった
が、我々が行った二次元電気泳動と質量分析による網羅
的なレドックスプロテオーム解析により、タンパク質の
種類や部位によって酸化レベルが異なることが明らかと
なった。
　カルモデュリンに対して行った分析の結果から、老齢
マウスの海馬ではC末端に近い位置にある連続した2つ
のメチオニン（Me144, Met145）が特に強く酸化を受け
ていることがわかり、さらに機能の解析によって、酸化
を受けたカルモデュリンではカルシウム親和性が低下し
ていることもわかった。
　発現している全タンパク質に対し網羅的なプロテオー
ム解析を行なってメチオニンの酸化レベルを計測し、さ
らに個々のタンパク質について機能への影響を解析する
ことによって、フリーラジカル説に基づいた老化のメカ
ニズムにおけるメチオニンのスルホキシド化の意義を明
らかにできるものと考える。
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　Oxidative stress has been implicated in the process of aging, since the genes responsible for longevity of 
yeast and C. elegance were assigned to be related to mitochondrial function and regulation of energy me-
tabolism.  Superoxide radicals generated as byproducts of the electron transport system in mitochondria are 
converted to hydrogen peroxide by SOD, and eventually detoxified by the function of catalase or peroxi-
dases. However, hydroxyl radicals may be also derived from hydrogen peroxide by Fenton reaction, and oxi-
datively modify DNAs and proteins.  Carbonylation of protein has been extensively studied as an aging-
related protein oxidation, though the biological meaning of the carbonylated protein has not been under-
stood yet.  Methionine residue is the most susceptible to oxidative stress, and the increase in the level of 
methionine sulfoxide with aging has been observed in our proteomic investigations. Although most cells ex-
press methionine sulfoxide reductase (MsrA/MsrB), the Msr activity is suspected to be insufficient for repair-
ing all sites of methionine sulfoxide completely because of its steric problem. The methionine oxidation may 
be involved in the aging-related deterioration in cell functions.


