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【総　　説】

βアミロイドによるcalsyntenin-3の誘導と神経変性

内田　洋子
東京都健康長寿医療センター研究所・老化制御チーム

要約
　アルツハイマー病の原因物質はßアミロイド (Aß) oligomerであり、その最初期病変はシナプス
機能障害であることが確認されつつある。しかし、Aßによるシナプス機能障害の分子機構につい
ては、不明な点が多い。私たちは、Aß oligomerによる遺伝子発現誘導を網羅的に検索し、シナプ
ス蛋白の遺伝子calsyntenin-3を同定した。Calsyntenin-3はアルツハイマー病で脆弱なニューロ
ンに主として分布することから、Aßと神経変性を結びつける重要な分子の一つと考えている。本
稿では、calsyntenin-3のシナプス機能障害への関与について、私たちの研究を中心に紹介する。

キーワード：アルツハイマー病、ßアミロイド、Calsyntenin-3、γ-secretase
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oligomer（βアミロイド斑ではない）が増加する→ ② 
シナプスの数が減少し、その機能が低下する→ ③ Aßが
沈着する（アミロイド斑の出現）という順に病変が現れ
る。そして、アルツハイマー病患者脳にもAß oligomer
が存在することがわかり、認知機能の低下は、老人斑の
密度ではなく、Aß oligomer量と相関することが明らか
となった[9,10]。つまり、Aß oligomerによるシナプス
機能低下が、最初期病変であることが示唆されるに至っ
た。　それでは、(1)Aβがどのような機構でシナプスの
変性をひき起こすのか？　(2) Aßは大脳皮質全体に分布
するのに対し、なぜ、特定の領域のニューロンだけが変
性するのか？ 
　この問いに答えるため、私たちは、可溶性のAß oligo-
merが、どのような遺伝子の発現を変化させるのかを網
羅的に検索した。その結果、Aß oligomerによって発現
誘導される遺伝子として、アルツハイマー病で脆弱な
ニューロンに多く分布するシナプス蛋白の遺伝子、 
calsyntenin-3を同定した。

はじめに
　アルツハイマー病は、原因不明の進行性の認知症で、
大脳皮質や皮質下に老人斑や神経原線維変化が出現し、
ニューロンが脱落する。老人斑は、βアミロイド (Aß)
がニューロン外に沈着したものであり、神経原線維変化
は、主としてリン酸化されたタウ蛋白から成る
PHF(paired helical filament)がニューロン内に蓄積し
たものである。そして、多数の剖検脳の観察から、最初
に老人斑が出現し、それから長い年月を経て、神経原線
維変化や神経細胞の脱落が見られるようになると推測さ
れてきた。しかも、認知障害のない老人の脳にも多数の
老人斑が出現していることや、認知機能の低下と老人斑
密度は必ずしも相関しないことから、Aßの沈着が直接
アルツハイマー病の発症を引き起こすという仮説には疑
問が投げかけられていた。
　アルツハイマー病のなかには特定の遺伝子に変異が認
められる家族性アルツハイマー病があり、これまでに3
種類の原因遺伝子(amyloid precursor protein, APP; 
presenilin-1, PS1; presenilin-2, PS2)が同定された。
APPはAßの前駆体蛋白であり、PS1やPS2はAßを前駆
体から切り出す酵素（γ-secretase）の構成蛋白である。
そして、それらの点突然変異は、いずれもAß1-42の合
成・分泌を促進することがわかった[1]。さらに、APPや
PS1に変異を持つモデル動物（マウス）が作製され、変
異APPマウスの脳内にAß斑（老人斑）ができることや[2-
5]、変異PS1の導入によって早期にAß斑が出現すること
が確かめられた[6,7]。さらに、どのような順番で病変が
現れるかを調べられるようになり、次のような順で病変
が現れることがわかった[8]（図1）。① 可溶性のAß 
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図1. ADマウスモデルから推測されるAD病変の経時変化
（文献8より改変）
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1. Aß oligomerによるcalsyntenin-3の選択的発現誘
導と大脳ニューロンの脆弱性
(1) Calsyntenin-3はAß oligomerによって選択的に発現
誘導される
　Calsyntenin familyは、cadherin superfamilyに属す
るtype I膜貫通蛋白で、脳のシナプス膜に存在する[11]。
Calsyntenin familyと し て ３ 種 類（calsyntenin-1, 
calsyntenin-2, calsyntenin-3）が同定されており[12]、
いずれのC-末端にもWDDS motifが存在し、　kinesin-
1 light chainに結合すると考えられている[13]（図2A）。

図3.　Aßによるcalsyntenin-3の選択的誘導
（Ａ）Aß oligomer添加による培養大脳ニューロンでの

calsyntenin family mRNAsの発現変化
（Ｂ）24ヵ月令のADマウスモデルでのcalsyntenin family 

mRNAsの発現変化（文献18より改変）

図2.
（A） Calsyntenin familyの分子構造　KBS（kinesin light chain 1 binding segment）（文献12, 13より改変）
（B） Calsyntenin-1のcargo-docking proteinとしての役割の模式図（文献13, 14より改変）

れるのは、calsyntenin-3だけなのか、それとも、すべて
のcalsynteninが発現誘導されているのかを、Aß処理し
た培養大脳ニューロンとADマウスモデル (APP670/671
に変異の入ったAPPを持つTgマウス, Tg2576)の大脳皮
質 で 調 べ た。そ の 結 果、in vitro, in vivo共 に、
calsyntenin-3 mRNAの発現のみがAßによって誘導さ
れ て い る こ と が わ か っ た[18]（図3）。さ ら に、
calsyntenin-3の発現を誘導するのは、Aß oligomerなの
かAß fibrilなのかを培養大脳ニューロンを用い調べた
と こ ろ、Aß fibrilよ り もAß oligomerに よ っ て
calsyntenin-3は発現誘導されることがわかった[18]。

(2) 大脳皮質では、calsyntenin-3は第２/３層と第５層の
ニューロン以外にAß 斑周囲の変性突起にも分布する
[18]
　Calsyntenin familyの脳内分布は、それぞれの蛋白に
より異なる。例えば、大脳皮質では、calsyntenin-1はど
のニューロンにもほぼ均一に分布するのに対し、
calsyntenin-2は、第５、６層のニューロンに多く、
calsyntenin-3は第２／３層と第５層のニューロンに多
く分布することが知られている[12]。それでは、ADマ
ウスモデルであるTg2576では、どの部分でcalsyntenin-
3が増加しているのか？　
　私たちはcalsyntenin-3のC-末端部分のペプチドに対
する抗体を作製し、immunoflourescenceを行った。老

個々のcalsyntenin蛋白がそれぞれどのような機能を
担っているのかは、わかっていない。Calsyntenin-1に
関しては、kinesin-1を介した膜小胞の輸送の際に、
cargo-docking proteinとして働くこと[13,14]（図2B）、
また、線虫ではcalsyntenin-1のorthologであるCASY-1
が学習・記憶に重要な役割を果たしていることがわかっ
ている[15,16]。Calsyntenin-2, とcalsynteni-3につい
て明らかとなっているのは、アミノ酸配列と代謝切断部
位、そして、脳内における局在のみである[12,17]。
　そこで、私たちは、Aß oligomerによって発現誘導さ

齢の野生型マウスでは、calsyntenin-3は大脳皮質第２－
３層と第５層ニューロンに中程度の蛍光が認められるの
に対し、老齢Tg2576マウスでは、第２－３、５層ニュー
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calsyntenin-3の過剰発現は、ニューロンの脆弱性を高め
ることが想像される。そこで、私たちは、myc-または
flag-tagをつけた calsyntenin-3 constructsを作製し、
培養大脳ニューロンに導入し、その後、培地からの血清
除去によって、細胞死を誘導させた。細胞死の指標とし
て、Myc-またはflag-tagの付いたニューロンのうち、核
が濃縮・断片化した細胞を数えた。その結果、
calsyntenin-3を過剰発現したニューロンは、血清除去に
よる細胞死に対し、脆弱であることが明らかとなった
（図5）。
　アルツハイマー病では、Aß斑は大脳皮質全体に沈着
するのに対し、ニューロンの変性は、第２／３層と第５
層（錐体細胞）に出現する。これは、ニューロンによっ
てAßに対する感受性が異なり、大脳皮質第２／３層と
第５層のニューロンはAß感受性が高いためではないか
と推測される。そして、この感受性の違いは、ニューロ
ン内の遺伝子発現の違いによって規定される可能性があ
る。Calsyntenin-3は、他のcalsynteninとは異なり、大
脳皮質では第２／３層と第５層のニューロンに多く分布
することから、calsyntenin-3を多く発現するニューロン
がアルツハイマー病で変性しやすくなると考えてもおか
しくはない。実際に、培養ニューロンでのcalsyntenin-3
の過剰発現はニューロンの脆弱性を増加させ、また、AD
マウスモデルでは、Aß斑周囲のニューロンの突起に
calsyntenin-3が蓄積していて、変性突起を形成している
ことは、この仮説の裏付けとなっていると考える。

2. Calsyntenin-3の代謝とその代謝産物の作用
　Calsyntenin-3は他のcalsynteninと同様に、APPと類
似した２段階の蛋白代謝を受けることが知られている
（図6A）[17]。すなわち、α-secretaseによって、まず、

図4.　Calsyntenin-3の局在（AとB）
（AとC）　21ヵ月令の野生型マウス大脳では、calsyntenin-3
は皮質第2/3層と第5層のニューロンに主として分布する。
（BとD） 21ヵ月令のADマウスモデル大脳では、calsyntenin-
3は第2/3層と第5層のニューロンへの局在に加え、Aß斑周囲
の変性突起に蓄積している。 CとDは、Hoechst33342による
核染色。

ロン以外に、Aß 斑周囲の変性突起
にも強い蛍光が認められた（図4）。
Aß 斑 周 囲 の 変 性 突 起 で の
calsyntenin-3の染色パターンは、リ
ン酸化タウの蛍光パターンとは異な
り、むしろ、Aß 斑形成初期に現れ
るリン酸化APP (T668)の染色パ
ターンと類似していた。
　Aß 斑 周 囲 の 変 性 突 起 に
calsyntenin-3が沈着することは、培
養系での実験結果（calsyntenin-3の
発現を誘導するのは、Aß fibrilでは
なくAß oligomerであること）と矛
盾するように見える。しかし、Aß 
oligomerはAß 斑 (core) 周囲に大
量に存在することがわかっているた
め[19]、Aß 斑周囲に突起を伸ばし
ているニューロンに、Aß oligomer
がcalsyntenin-3を誘導させ、突起内
に蓄積させると考えても矛盾はない。

(3) Calsyntenin-3の過剰発現は培
養大脳ニューロンを脆弱にする[18]
　それでは、Aß oligomerによるcalsyntenin-3の過剰発
現は、大脳ニューロンにどのような影響をあたえるの
か？　Calsyntenin-3が、アルツハイマー病で変性しや
すいニューロンに多く存在することと、Aß 斑周囲の変
性突起にcalsyntenin-3が蓄積していることから、

図5.　 Calsyntenin-3の過剰発現は培養大脳ニューロンを脆弱にする
（Ａ）使用した２種類のcalsyntenin-3 constructs
（Ｂ）Myc-tag付加したcalsyntenin-3とflag-tag付加したcalsyntenin-3の培養大脳ニュー

ロンでの発現をWestern blottingで確認。
（Ｃ）Calsyntenin-3遺伝子導入による大脳ニューロン脆弱性の変化。培養大脳ニューロ

ンにcalsyntenin-3遺伝子を導入し、血清除去により細胞死を誘導した。細胞死の
指標として、核が濃縮・断片化したmyc-tagおよびflag-tag陽性ニューロンの数を数
えた。
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細胞外ドメイン（N-末端ଆ）sCst-
3と、ບ؏通部分を含むN-末端ଆ断
ย CTFに分解され、さらに、CTF
はγ-secretaseによって、p3ϖプν
ドと細胞内ドメインICDに分解され
る。　sCst-3とp3ϖプνドは細胞外
（脳ӷ中）に分ൻされ、CTFと
ICDは細胞内に残る。それでは、Aß
斑周囲の変性突起にணした
calsyntenin-3は、全長蛋白なのか、
それとも、代謝産物CTFやICDなの
か？さらに、calsyntenin-3の代謝産
物も全長蛋白と同様に、その過剰発
現によって、大脳ニューロンの脆弱
性を増加させるのか？

(1) ADマウスモデルにおけるCalsyntenin-3の代謝[20] 
　私たちは、まず、マウス大脳でのcalsyntenin-3代謝を
C-末端抗体を用いたWestern blottingによって調べた。
若齢から老齢の近交系マウスC57B6では、全長
calsyntenin-3量に加齢変化はないのに対し、CTF量は
加齢に伴い減少していた。ICDに相当する位置にはバン
ドは認められなかった。そして、老齢Tg2576と老齢野
生型マウスでのCTF量を比較したところ、Tg2576マウ
スではCTF量が有意に増加していることがわかった。
全長calsyntenin-3量はTg2576と野生型との間で差はな
かった。
　次に、calsyntenin-3のN-末端細胞外ドメインを認識
する抗体を入手し、老齢Tg2576と老齢野生型マウスに
対し、immunoflourescenceを行った。この抗体は、C-
末端部分の抗体とは異なり、野生型およびTg2576マウ
スの大脳皮質第２／３層と第５層のニューロンを染める
が、Tg2576マウスに見られるAß斑周囲の変性突起を染
めないことがわかった。
　以上の結果は、老齢Tg2576の大脳では、全長の
calsyntenin-3が増加しているのではなく、代謝産物
CTFが、特に、Aß斑周囲の変性突起で蓄積していること
を示唆した。

(2) Calsyntenin-3のα-代謝産物、CTFの蓄積は、大脳
ニューロンの脆弱性を増加させるが、CTFのγ-代謝産
物は大脳ニューロンの脆弱性を増加させない[20]
　老齢Tg2576の大脳、特にAß斑周囲の変性突起にCTF
が蓄積していることから、CTFがシナプスなどニューロ
ンの突起を変性させている可能性がある。そこで私たち
は、この点を確かめるために、CTF constructやICD 
constructを作製し、EYFP vectorと共発現させ、それら
の過剰発現が培養大脳ニューロンの脆弱性を増加させる
か ど う か を 調 べ た。CTFの 過 剰 発 現 は、全 長
calsyntenin-3のそれと同様に大脳ニューロンの脆弱性
を増加させたが、ICDの過剰発現は、ニューロンの脆弱
性を増加させなかった。また、p3 peptideを培地に添加
して、神経毒性を調べたが、0.2〜5 μMのp3 peptideに

は神経毒性は見られなかった（図 6B）。　
　以上の結果は、Aß斑周囲のニューロンの突起に蓄積
するCTFには神経毒性があり、それが変性突起を誘導す
ることを示唆した。また、CTFをγ-切断すると神経毒
性がみられなくなることから、障害からニューロンを
rescueするためには、γ-切断を促進することが必要で
あると考えた。
　
(3) Calsyntenin-3のα-代謝産物、sCst-3にはニューロ
ンへの保護作用があり、CTFを過剰発現したニューロン
の脆弱性を減少させる[20]。
　それでは、Calsyntenin-3のもう一つのα-代謝産物、
sCst-3にも神経毒性があるのか？私たちはCOS7細胞に
発現させたsCst-3を精製し、培養大脳ニューロンを使い、
その毒性を調べた。sCst-3には、5 nM 以上の濃度で、
　MTT還元能を上昇させ、ニューロン死を抑制するこ
とがわかった（図 6B）。さらに、全長calsyntenin-3や
CTFを過剰発現したニューロンの脆弱性を減少させる
ことも明らかとなった。
　これらの結果は、APPの細胞外ドメインsAPPに神経
保護作用があること[21-26]や、CASY-1の細胞外ドメイ
ンが学習記憶に必要であること[16]と、共通しており、
興味深い。

3.　おわりに
　アルツハイマー病の最初期病変は、Aß oligomerによ
るシナプス機能障害であることが確認されつつある。そ
れでは、どのような分子機構で、シナプス機能障害がお
こるのか？答えは、まだよくわかっていない。しかし、
私たちが述べてきた、「Aß oligomerによるcalsyntenin-
3の選択的発現誘導があり、その代謝産物の蓄積が
ニューロンの突起を変性させる」という仮説が、Aß 
oligomerによるシナプス機能障害を説明できるかもしれ
ない。特に、calsyntenin-3が、アルツハイマー病で変性
しやすいニューロンに多いことは、神経変性のregional 
specificityを説明できる可能性が高い。 私たちはあえ
て、アルツハイマー病患者脳を研究対象とせず、変異

図6.　Calsyntenin-3の代謝様式とその代謝産物の生理作用
（A）  Calsyntenin-3の代謝様式（文献17より改変）
（B）  Calsyntenin-3の代謝産物の生理作用
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APPマウス脳を使い研究を進めてきた。このマウスで
はAß産生の増加とAß斑の出現、学習記憶障害が認めら
れるものの、神経原線維変化やニューロンの脱落は見ら
れない。そのため、「神経原線維変化を無視しているの
は、けしからん」というお叱りを受けるかもしれない。
しかし、神経原線維変化の出現より前に、すでに、シナ
プス機能の障害が起きており、その分子機構を探ること
の方が重要と考えている。また、私たちが最初期病変に
こだわったのは、後発病変の分子機構を探ろうとすると、
得られた実験結果が、ある現象の原因なのか結果なのか
判断に窮することが多いためでもある。
　我々が使用した変異APPマウスでは、神経変性はAß
斑周囲に限局している。そして、Aßは、Aß斑周囲の
ニューロンの突起に直接作用して毒性を発揮する[27]と
言われていることから、病変は次のような時系列でAß
斑周囲のニューロンの突起に起きると考えられる。まず、
Aß斑周囲のニューロンでcalsyntenin-3が増加する→α-
secretaseによってcalsyntenin-3が代謝され、細胞内に
CTFが残る→何らかの理由でγ-secretase活性が抑えら
れているため、ICDへの代謝が進まず、CTFが細胞内に
蓄積する→ CTFの蓄積がニューロンの突起を変性させ
る。　この仮説は、「ニューロンの突起変性を阻止するた
めには、α-secretaseとγ-secretaseを活性化させる必要
がある」ことを示唆しており、これまでのアルツハイ
マー病治療薬の探索・開発に注意を喚起することになる
と思われる。
　アルツハイマー病の根本治療薬として、γ-secretase
阻害剤（GSI, Aßの生成を抑制）が注目されて久しい。
γ-secretaseはAPPのみならずNotchの切断も阻害する
ことから、GSIの副作用には注意が払われてきた。しか
し、著明な副作用のないGSIとして期待が集まっていた
Semagacestatは、第III相治験途中、病気の進行を遅ら
せることはできず、かえって認知機能の低下を引き起こ
すことがわかり、開発が中止された。Aßの生成を抑制
する薬物としてγ-secretase阻害剤を探索することは理
にかなっているのかもしれない。しかし、γ-secretase
はAPPやNotchだけではなく、calsyntenin familyを含
め、かなり多くの蛋白を基質としているため、γ-secre-
tase がAPPを切断する場合にのみ働くγ-secretase 
modulatorでないと意味が無いと言える。そのためにも、
APPやその類似蛋白 (calsyntenin familyを含む)の代謝
調節機構全容の解明が待たれる。
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Possible role of calsyntenin-3 accumulation in layer-specific vulnerability of 
cortical neurons in Alzheimer’s disease.

Yoko Uchida

Molecular Neurobiology, Research Team for Functional Biogerontology,
Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology

Abstract
　ß-amyloid (Aß) may play an important role in the pathogenesis of Alzheimer’s disease.  However, a causal 
relationship between Aß oligomers and layer-specific neurodegeneration has not been clarified.  Here we re-
view possible role of calsyntenin-3 in layer-specific vulnerability of cortical neurons in Alzheimer’s disease. 
Calsyntenin-3 was cloned as a homolog of calsyntenin-1, which is type 1 transmembrane protein of cadherin 
superfamily and is found in the synaptic membrane in the adult brain.  Little was known about the func-
tion and the regulation of calsyntenin-3, except its distribution in brain: calsyntenin-3 is distributed in 
large neurons in layers 2-3 and 5 of the cerebral cortex.  Recently, we found that calsyntenin-3 is selec-
tively up-regulated in cultured neurons treated with Aß oligomers and in Tg2576 mice.  Calsyntenin-3 im-
munoreactivity is accumulated in dystrophic neurites surrounding Aß-plaques in Tg2576 mice.  
Overexpression of calsyntenin-3 in cultured cortical neurons increases in vulnerability of neurons.  
Calsyntenin-3 undergoes two-step proteolytic processing like amyloid precursor protein: The primary cleav-
age with α-secretase generates a N-terminal ectodomain and a C-terminal fragment.  The C-terminal frag-
ment is subsequently cleaved into p3 peptide and an intracellular domain by γ-secretase.  We found that 
the C-terminal fragment increased in Tg2576 mouse brain, especially in dystrophic neurites surrounding Aß 
plaques.  Transfection experiments with calsyntenin-3 fragments revealed that the overexpression of the C-
terminal fragment but not of the intracellular domain in cortical neurons resulted in the acceleration of neu-
ronal death.  The addition of p3 peptide to the culture medium did not accelerate neuronal death.  Moreo-
ver, purified N-terminal ectodomain attenuated death of cortical neurons overexpressing the full length or C-
terminal fragment of calsyntenin-3.  These findings suggest that accumulation of neurotoxic C-terminal frag-
ment in neurites surrounding Aß plaques may lead to synaptic dysfunction.  Proteolytic processing of 
calsyntenin-3 by α- and γ-secretase may attenuate neuronal dysfunction by Aß.

Keywords: calsyntenin-3, ß-amyloid, gene expression, neurotoxicity
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【総　　説】

社会心理的ストレスによる老化の促進とテアニンの抗ストレス作用

海野けい子
静岡県立大学薬学部

要約
　多くの人が日常生活において何らかのストレスを感じている。ストレスの負荷が長期間続くと
心身の疾患を引き起こすとともに、老化を促進させると考えられている。本研究ではマウス間で
社会心理的ストレスが負荷されるような実験系を作成し、老化への影響を検討した。その結果、
長期にわたり社会心理的ストレスを負荷されたマウスでは寿命が短縮し、さらに大脳萎縮および
学習能低下などの脳の老化が促進することを明らかにした。
　また、ストレスによる生体への影響を緩和することができる抗ストレス作用物質として、緑茶
中に含まれるテアニンの有効性を検討した。その結果、テアニンを摂取していたマウスでは、ス
トレスが負荷されていた場合でも寿命短縮が抑制されるとともに、脳の老化が抑制された。これ
らの結果から、社会心理的ストレスの蓄積により老化が促進され、テアニン摂取はストレスによ
る老化の促進を抑制する効果があることが明らかとなった。

キーワード：Psychosocial stress, aging, longevity, brain dysfunction, theanine

基礎老化研究　35(4);9崖15,2011

物においても、ヒトでのストレス状態に近い社会心理的
ストレスが負荷されるような実験条件を設定し、その影
響を調べてみる必要があると考え、従来用いられてきた
方法に改良を加えた実験系を作成し、マウスを用いて寿
命および脳機能への影響を検討した。
　ところでテアニン（図１）は、茶葉に含まれるアミノ
酸の中で量的に最も多いアミノ酸である。緑茶のまろや
かな旨味は、主にこのテアニンに由来する。茶葉の種類、
産地、収穫時期などによりその含量には変動があるが、
緑茶の侵出液中には1.6-3.4％、紅茶には0.5-4.1％含まれ
ていると報告されている[9]。テアニンはグルタミン酸
誘導体であり、カフェインによる興奮作用を抑制する作
用[10]、脳に対する保護作用[11-16]、神経伝達物質への

1. はじめに
　現代はストレス社会と言われ、多くの人が何らかのス
トレスを抱えている。適度なストレスは必要であり生体
に良い効果をもたらすと考えられているが、ストレスが
長期にわたり負荷された場合、「うつ」や気分障害、心血
管系疾患、加齢関連疾患など様々な疾病を引き起こすと
考えられている[1-6]。また長期のストレスはアルツハ
イマー病の潜在的危険因子であることも報告されている
[7]。したがってストレスによって生ずる悪影響を抑制
あるいは軽減することは、多くの疾病の予防・軽減につ
ながる重要な鍵となると考えられる。
　ヒトが「ストレス」と感じる様々な要因の中で、職場
や学校、家庭における対人関係に起因する社会心理的ス
トレスは主要なストレスと考えられる。これまで多くの
実験動物を用いたストレスによる生体への影響が検討さ
れているが、ストレス負荷実験としてよく用いられてい
る方法は、電気ショックや拘束、強制水泳などの物理的
苦痛を与える方法である[8]。これらの方法は簡便で結
果が得られやすいことなどにより、よく用いられている。
しかし、身体に直接加えられる強いストレスが比較的短
期間に加えられた場合と、直接的危害が加わるのではな
いが心理的ストレスが長期間にわたり負荷された場合と
では、共通してみられるストレス応答もあるが、異なる
生体の応答も生じる可能性が考えられる。そこで実験動

連絡先：〒422-8526　静岡市駿河区谷田52-1
TEL: 054-264-5731
FAX: 054-264-5909
E-mail: unno@u-shizuoka-ken.ac.jp 図１．テアニンおよびグルタミン酸の構造
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独飼育の条件下でも少なくともニオイの情報は共有して
いることから、同じケージ仲間として認識していること
が、激しい攻撃には至らない一因ではないかと推察して
いる。
　ここで紹介する実験系では、1月齢で購入したマウス
を１ヶ月間、仕切り板を入れたケージで単独飼育を行っ
た後、２月齢の時点で仕切り板を外して対面飼育を開始
し、寿命への影響を見る場合は死亡するまで、また脳機
能等を測定する場合は９月齢になるまで対面飼育を継続
した。対照群としては、１ケージ６匹での群飼育群のマ
ウスを用いた。

3. 寿命の変化
　実験には老化促進モデルマウス(SAMP10)を用いた。
このマウスは生後4-5ヶ月で正常に成熟期に達するが、
その後老化徴候が早期に現れ、平均生存期間が通常のマ
ウスに比べやや短いという特徴を示す。われわれの実験
施設で飼育した場合、群飼育のSAMP10マウスの平均生
存期間は17.6 ± 1.2月齢であった。一方、対面飼育下に
あったマウスでは成熟後早い時期から死亡するマウスが
見られ、平均生存期間は13.6 ± 1.5月齢であった。（図
３a）。これら早期に死亡したマウスに外傷はみられな
かった。対面飼育のマウスでは群飼育のマウスに比べ約
4ヶ月寿命が短くなっており、ストレス負荷により生存
期間が3/4に短縮されたことになる。
　次に対面飼育の条件下で、マウスの飲水中にテアニン
を20 µg/mlの濃度に溶解し自由摂取させた。テアニン
の摂取量は5-6 mg/kgであった。テアニン摂取群と水摂
取群では、摂水量および体重に違いは認められなかった。
しかし対面飼育下にあるにもかかわらず、テアニン摂取
群では平均生存期間が17.9 ± 1.4月齢に延長しており、
群飼育の場合とほぼ同じ平均生存期間となった（図３b）。
群飼育群のマウスに同様にテアニンを摂取させた場合は
16.9 ± 1.4月齢であり、水摂取群と変わらない平均生存
期間であった（図３c）。このことからテアニンの寿命延
長効果は、対面飼育により生じた寿命短縮作用を打ち消
しているものであり、通常の群飼育の条件下ではそれ以
上の寿命延長効果をもたらすものではないことが示され
た。

4. ストレス負荷による副腎の肥大と大脳の萎縮
　対面飼育条件下で、マウスは実際にストレスを感じて
いたのだろうか？　ストレスが負荷された時、ヒトも他
の動物も共通して内分泌系および神経系を介したストレ
ス応答がおこり、生体はストレスに対処していると考え
られている。内分泌系では、視床下部の室傍核から副腎
皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRH)が放出され、次い
で下垂体前葉から副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)が、そ
して副腎皮質からグルココルチコイドが血中に放出され
る視床下部－下垂体－副腎(HPA)軸の機能の活性化がお
こることが知られている。また自律神経系では視床下部
－交感神経－副腎髄質系を介して、副腎髄質からアドレ
ナリンが分泌される。このように副腎は感受性の高い重

影響[17, 18]、短期ストレス時の軽減効果[19]などがこ
れまでに報告されている。今回、テアニンを長期間摂取
した場合の抗ストレス効果について検討した。

2. 社会心理的ストレスの負荷方法
　実験動物に社会心理的ストレスを負荷する方法の一つ
としてよく用いられているのは、オス動物のナワバリ意
識を利用した対面飼育という方法である[20-24]。居住
者（マウス、ラットなど）のケージに、別のケージから
侵入者を入れ対面させる。この場合、侵入者は居住者か
ら激しい攻撃を受けるため、社会心理的ストレスだけで
なく、身体への直接的ストレスも無視できない。また
ケージが変わるという物理的ストレスも侵入者には加わ
ることになる。
　そこでこれらを改善した新たな方法を考案した[25]。
２匹の雄マウスを、ステンレス製の仕切り板で２つに区
切ったケージに１匹ずつ入れ単独飼育を行うことで、マ
ウスにナワバリ意識を確立させた後、仕切り板を外して
２匹の対面飼育を行う（図２）。マウスは互いを侵入者と
みなすが、これらマウスは２匹とも居住者でもある。仕
切り板を外した直後に２匹の間では互いのニオイを嗅ぐ、
追いかける、一方が他方に乗りかかる、などの行動が観
察されることから、２匹の間には優劣の関係が成立して
いる。しかしその後２匹のマウスはどちらも外傷を負う
ことはなく平常に生活し、体重の減少なども認められな
い。
　マウス等がナワバリ意識に基づき相手を攻撃する際の
シグナルの一つは、相手がオスであることで、去勢した
オスには攻撃が減少する[26]。また、若い時から同じ
ケージで飼育したマウス同士にはほとんど攻撃しないこ
とから、マウスは同じ群れの仲間であるかどうか、とい
うことを認識しており、その情報源の一つが尿のニオイ
である[27]。仕切り板を用いた対面飼育の方法では、単

図２．対面飼育法
２匹のマウスを、仕切り板を入れたケージで１匹ずつ単独飼
育を行い、ナワバリ意識を確立させた。その後、仕切り板を
除いて対面飼育を行った。対照として、群飼育（6匹/ケージ）
のマウスを用いた。
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重量を測定した結果，群飼育群に比べ有意に大脳の萎縮
が促進していることが見いだされた（図４b）。一方、テ
アニンを摂取していた場合は対面飼育条件下でも大脳の
萎縮は促進していなかった。

要なストレス応答器官であり、ストレスの指標の一つと
して副腎の肥大が共通して見られる。
　対面飼育を行ったマウスについて、９月齢の時点で副
腎湿重量を比較した結果、対面飼育群では群飼育群のマ
ウスに比べ副腎の湿重量が有意に増加していた（図４ 
a）。対面飼育を開始してから７ヶ月経過した時点でも、
ストレスに応答するHPA軸が活性化していることが示
唆された。
　ところで、対面飼育下の２匹のマウスの間では優劣の
関係が成立していたが、劣位のマウスの方が優位のマウ
スに比べ副腎がわずかに大きい傾向が見られたものの両
者の差はわずかであり、優位および劣位どちらのマウス
の副腎も、群飼育群のマウスに比べ顕著に肥大していた。
このことから、優劣の違いはあっても対面飼育下では２
匹のマウスはほぼ同等のストレス応答反応がおきている
ことが示された。一方、テアニンを摂取していたマウス
では対面飼育条件下でも、副腎の肥大は観察されなかっ
た（図４a）。
　本実験に用いたSAMP10の場合、寿命の短縮に加え加
齢に伴い大脳が萎縮するという特徴を示し、若齢のマウ
スの脳に比べ高齢マウスでは大脳前部に萎縮が認められ
るようになる[28，32]。対面飼育群のマウスの大脳の湿

図３．対面飼育下でのマウスの寿命
対面飼育群および群飼育群のマウスについて、生存期間を比較した。（a）対面飼育群（□）の平均生存期間（13.6 ± 1.5 月齢）は
群飼育群（◯）の平均生存期間（17.6 ± 1.2 月齢）に比べ有意に短かった。（b）対面飼育下でテアニン（20 µg/ml）を摂取して
いたマウス（■）の平均生存期間（17.9 ± 1.4 月齢）は、水を摂取していた場合に比べ有意に長くなった。（c）群飼育下でテアニ
ンを摂取していたマウス（●）の平均生存期間（16.9 ± 1.4 月齢）は、水を摂取していた場合と変わらなかった。（n=12, *p<0.05）

図4．対面飼育による副腎および大脳への影響
対面飼育および群飼育条件下で、テアニン（closed column）
あるいは水（open column） を摂取していたマウスの、副腎
（a）および大脳（b）の湿重量を9月齢の時点で比較した（n=19-
32, *p<0.05）。
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のことから、テアニンは緑茶カテキンとは異なる作用経
路を介して、ストレス負荷時にのみ脳内の酸化傷害の蓄
積を抑制しているものと考えられる。

5. ストレス負荷による脳機能低下の促進
　（１）学習能
　対面飼育の条件下で飼育したマウスについて、ステッ
プスルー装置を用いた受動回避試験を行った。予めマウ
スを明室に入れ、となりの暗室への入口を開けると、マ
ウスは暗所を好むことから素早く暗室に移動する。暗室
に入った時に床に弱い電流を流し、暗室に入ると電気
ショックが与えられることを学習させる。暗室から明室
にマウスを移動し上記の作業をくり返すと、若いマウス
ではすぐに学習し暗室に入らず明室に留まるようになる
が、高齢になると学習能力が低下し、繰り返し暗室に
入ってしまい明室になかなか留まることができず、学習
に要する時間が長くなる。SAMP10の場合、大脳の萎縮
に伴い学習記憶能も低下し、通常の群飼育では11月齢以
降になると有意に学習能が低下する[28]。　
　８月齢の時点で対面飼育群と群飼育群のマウスの学習
能を比較した結果、対面飼育群のマウスでは顕著に学習
に要する時間が長くなり、学習能が低下していることが
見いだされた（図５a）。群飼育群のマウスでは、8月齢の
時点ではまだ有意な学習能の低下は観察されなかったこ
とから、対面飼育により脳機能の低下が促進されること
が見いだされた。一方、テアニンを摂取していた対面飼
育群のマウスでは脳機能の低下は認められなかった。

（２）脳の酸化傷害の蓄積
　脳は大量の酸素を消費することから、代謝の過程で多
くの活性酸素種(ROS)を産生し、抗酸化酵素が他の組織
に比べ少ないこと等により、酸化傷害に脆弱な組織であ
る[29]。SAMP10では通常のマウスに比べ若齢時から脳
内で産生されるROSが多いこと[30]、ならびに抗酸化酵
素の中のグルタチオンペルオキシダーゼの活性が高齢マ
ウスで低下していること等により[31]、他の系統のマウ
スに比べDNAの酸化傷害が蓄積しやすい。
　対面飼育群のマウスについて９月齢の時点で解剖し、
大脳皮質DNAの酸化傷害の程度を調べた。酸化傷害の
マーカーとして8-oxodeoxyguanosineのレベルを比較し
た結果、対面飼育群では同じ月齢の群飼育群のマウスに
比べ有意に酸化傷害が高まっていることが見いだされた
（図５b）。しかし、テアニン摂取により対面飼育下でも
酸化傷害の蓄積は有意に抑制されていた。テアニンには
直接的な抗酸化作用は見られないことから、テアニンは
脳内におけるROS産生／消去のバランス保持に対し間
接的に作用し、酸化傷害の軽減をもたらしているものと
考えられる。
　ところで著者らはこれまでに強い抗酸化作用を示す緑
茶カテキンが、脳のDNA酸化傷害の蓄積および脳機能
低下を抑制することを明らかにしてきた[28，32]。そこ
で緑茶カテキンについても、対面飼育群のマウスに対す
る作用を検討した。しかし残念ながら緑茶カテキンには
テアニンのような、対面飼育時における脳機能低下に対
する抑制効果は認められなかった。一方、群飼育下のマ
ウスに対し認められた緑茶カテキンの脳機能低下抑制効
果と同等の作用は、テアニンには認められなかった。こ

図5．対面飼育による脳への影響
対面飼育および群飼育条件下で、テアニン（closed column）
あるいは水（open column） を摂取していたマウスについて、
学習能（a）を8月齢の時点で、大脳皮質DNAの酸化傷害（b）を9
月齢の時点で比較した（n=6-12, *p<0.05）。

図６．対面飼育によるうつ様行動への影響
対面飼育条件下で、テアニン（closed column）あるいは水
(open column) を摂取していたマウスについてうつ様行動を、
尾懸垂（a）強制水泳（b）により9月齢の時点で比較した（n=5-
6, *p<0.05）。

（３）うつ様行動
　長期にわたるストレスの負荷は、「うつ」の要因となる
と考えられている。テアニン摂取により対面飼育群のマ
ウスについて、うつ様行動が変化するか観察した。強制
水泳および尾懸垂試験により、諦めて動かなくなってし
まう時間を測定することにより「うつ」の状態を推測し
た。その結果、いずれの測定方法においても対面飼育群
のマウスおいて、水を摂取していたマウスに比べテアニ
ンを摂取していたマウスでは、諦めて動かなくなってし
まう時間が短縮していたことから、テアニンの摂取は
「うつ様行動」を抑制していることが見いだされた（図
６）。

（４）ストレスと脳内グルタミン酸代謝
　テアニンは飲水として摂取された後小腸から吸収され、
一部は脳血液関門のL－システムを介して脳内に取り込
まれる[33，34]。脳内に取り込まれたテアニンはグルタ
ミントランスポーターに強力に作用し、細胞外のグルタ
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ミンの神経細胞内への取込みを阻害す
る。グルタミン酸はグルタミンからグ
ルタミナーゼによって変換され供給さ
れていることから、テアニンはグルタ
ミン酸の供給を抑制していることが考
えられる[17，35]。グルタミン酸は主
要な興奮性神経伝達物質であり、視床
下部の室傍核にあるグルタミン酸受容
体を介してHPA軸を調節しているこ
とから[36]、テアニンは脳内における
グルタミン酸代謝を調節することによ
り、HPA軸の活性化および副腎の肥大
を抑制していることが考えられる（図
７）。

6. まとめ
　長期にわたるストレスの負荷は、心
身の健康に有害に作用すると考えられ
ている。本研究では、ヒトが対人関係
により生じる社会心理的ストレスに近
いと考えられるストレス状態を、マウ
スに負荷する実験系を作成した。２匹
のマウスを、仕切り板を入れたケージ
内で１匹ずつ飼育した後、仕切り板を除いて対面飼育を
行った。単独飼育によりマウスにはナワバリ意識が生じ
るが、同一ケージにいたことによる仲間意識（尿のニオ
イ等の情報）により、ナワバリ意識から生ずる攻撃性が
軽減されているものと考えられる。このような対面飼育
の条件下で飼育されたマウスでは、身体の創傷、体重減
少等は認められなかったが、ストレス応答反応の一つで
ある副腎肥大が認められたことから、確かにマウスはス
トレスを感じていたことが示された。
　対面飼育下のマウスでは通常の群飼育のマウスに比べ
平均生存期間が短縮しており、また脳の萎縮、学習能の
低下、大脳皮質での酸化傷害の蓄積等が認められ、老化
が促進されていることが明らかとなった。一方、対面飼
育条件下においても、テアニンを含む水を飲水として摂
取していたマウスでは、老化の促進は全く認められな
かった。このことから、テアニンはストレスを緩和する
ことにより、老化の促進を抑制していることが示唆され
た。テアニンは脳内におけるグルタミン酸代謝を介して
作用を及ぼしていることが考えられるが、今後テアニン
の作用機構については更なる研究が必要である。また老
化の機構解明の切り口の一つとして、社会心的ストレス
による老化促進についての例を今回紹介した。今後、ス
トレスと老化との密接な関係を更に明らかにしたいと考
えている。
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Aging Acceleration under Psychosocial Stress and Anti-stress Effect of 
Theanine

Keiko Unno
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　To evaluate the psychosocial effect on lifespan and cognitive function, this study investigated the effect of 
confrontational housing on mice because conflict among male mice is a psychosocial stress. In addition, we 
investigated the anti-stress effect of theanine (γ-glutamylethylamide), an amino acid in tea. Two male mice 
were separately housed in the same cage with a partition for establishing the territorial imperative in each 
mouse. Then, the partition was removed and mice were co-housed confrontationally (confrontational hous-
ing) using a model mouse of accelerated-senescence (SAMP10) that exhibited cerebral atrophy and cognitive 
dysfunction with ageing. It was found that mice began to die earlier under confrontational housing than 
group housed control mice. Additionally, it was found that cerebral atrophy and learning impairment were 
higher in mice under the stressed condition of confrontational housing than age-matched mice under group 
housing. Furthermore, the level of oxidative damage in cerebral DNA was higher in mice housed confronta-
tionally than group housed control mice. On the other hand, the consumption of purified theanine (20 μ
g/ml, 5－6 mg/kg) suppressed the shortened lifespan, cerebral atrophy, learning impairment, and oxidative 
damage in cerebral DNA. These results suggest that psychosocial stress accelerates age-related alterations 
such as oxidative damage, lifespan and cognitive dysfunction. The intake of theanine might be a potential 
candidate for suppression of disadvantage under psychosocial stress.
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【総　　説】

活性酸素の生理機能

－エネルギー代謝亢進の解除時における活性酸素の生成亢進－

佐々木　徹
地方独立行政法人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
　活性酸素の生成とエネルギー代謝には相関関係があると考えられている。筆者らは、脳生組織
を対象にex-vivo光イメージング法を用いて、活性酸素とエネルギー代謝の関係を調べた。その結
果、活性酸素の生成とエネルギー代謝は単純な正の相関関係にないこと、活性酸素の生成は組織
のエネルギー代謝の亢進に伴って生ずる低酸素の解除により亢進することが示された。このこと
は、組織の活性酸素の生成が活動時ではなく、活動から休止に移行する過程で亢進することを意
味する。この現象の背景には、組織の低酸素とそれを原因とする「還元ストレス」の関与が示唆
された。近年、活性酸素にはレドックスシグナルとしての役割があることがわかってきた。今回、
筆者らは生理的に生成する活性酸素の一端を捉えることができたと考えている。これまで、「活性
酸素毒性説」による説明が試みられてきた老化や疾患の理論を、「活性酸素の生理機能」の視点で
再構築する必要がある。

キーワード：活性酸素、酸化還元ストレス、エネルギー代謝、低酸素、生理機能

基礎老化研究　35(4);17崖26,2011

物質、レドックスシグナル分子としての役割があること
がわかってきた[3,4]。本稿では、脳の虚血-再灌流や加
齢と活性酸素の関係について、筆者らが開発したイメー
ジング法を用いて、「活性酸素毒性説」の視点で進めてき
た研究結果を示すとともに、「活動状態にある組織が休
止に移行する過程で活性酸素の生成が亢進すること」を
示す最近の研究結果を提示して、「生理機能調節因子」と
しての活性酸素の可能性についても述べる。

２．インビボとインビトロをつなぐ新しいイメージング
法の開発
　「バイオラジオグラフィ法」は、生きて機能している
組織の代謝や機能を、ラジオルミノグラフィ上に放射性
探索子（主にポジトロン断層撮像法用トレーサ）の二次
元分子画像として記録して、それを繰り返すことで動的
に解析する方法論である[5]。筆者らは、この画像収集
（放射線計測）と化学発光計測を融合して、複合の二次
元分子画像としてリアルタイムに解析する方法「リアル
タイムバイオラジオグラフィ法」を開発した[6-8]（図１）。
ここで対象とする生組織では、生体と同様に糖代謝や酸
素代謝が、脳組織では加えて神経伝達物質の生合成と放
出、神経受容体への結合、細胞応答機能も維持されてい
る。本法は、それらの過程をインビトロ実験に準じた精
度で解析することができる[9-16]。活性酸素は、生体分
子と反応する性質が強く、寿命が極めて短いため、他の
物質のように測定することは容易でない。そこで筆者ら
は、このイメージング法を活性酸素の動的解析に応用し

１． はじめに
　老化の進行や寿命は、身体内外の環境因子の影響を受
ける。環境因子の一つとして有力視されるのが酸化スト
レスである。老化のフリーラジカル学説は、酸化ストレ
スの原因物質である活性酸素が生体分子を酸化的に損傷
し、その蓄積によって細胞機能低下を招き、老化の原因
となるという考え方である[1]。活性酸素は老化だけで
はなく、様々な疾患の原因として考えられている。そこ
で、毒性因子としての活性酸素を制御することで疾患の
治療を目指す「抗酸化療法」が考案されている。しかし、
動物実験レベルで一定の学術的根拠は得られているが、
臨床応用にまで至ったものは一例のみである[2]。一方
で、脆弱な学術的根拠をもって、抗酸化療法を標榜した
民間療法が先行している現状もある。
　活性酸素は、外因のみならず内要因によっても生成さ
れる。ミトコンドリアでは、エネルギー産生の過程で副
生成物として活性酸素が生成する。ある種の食細胞は、
細菌などの異物処理のために活性酸素を産生する。活性
酸素は必ずしも生物に都合の悪い存在ではない側面もあ
る。活性酸素の一種でもある一酸化窒素の生体内での役
割の再発見は、活性酸素を「シグナル分子」として捉え
る契機となった。その後の研究で、活性酸素に生理活性

連絡先：〒173-0015　板橋区栄町35-2
TEL: 03-3964-3241（内3061）
FAX: 03-3579-4776
E-mail: tsasaki@center.tmig.or.jp
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質修復・分解系、の三
要因によって決定され
る。筆者らは、酸化修
飾物質の量を規定する
因子を明らかにすべく、
活性酸素の組織レベル
の加齢変化を、上述の
イメージング法を用い
て検討した。その結果、
脳組織の活性酸素レベ
ルは加齢に伴い直線的
に増加し、その増加率
は動物種固有の最大寿
命と逆相関があること

を示した。一方、抗酸化酵素の活性は加齢に伴って変化
しないことから、活性酸素の生成が第一義的に酸化修飾
物質の量を決定すると考えられた[8,22,23](図２)。さら
に、活性酸素の消去能の評価に関する研究も行った。組
織の活性酸素レベルは、抗酸化物質であるアスコルビン
酸の欠損[24]、スーパーオキシドデスムターゼの欠損
[25]で増加、SODミミックの添加[8]、水素ガス処理[26]
で低下することを示した（詳細は総説等を参照されたい）。

４．低酸素-再酸素過程における活性酸素の生成機序
　虚血-再灌流過程の活性酸素生成の分子機序解明は、
脳、腎、心虚血の治療法や臓器移植医療の開発に重要で
ある。活性酸素は虚血-再灌流、低酸素-再酸素過程に見
られる細胞傷害の機序に重要な役割を果たすと考えられ
ている[27-29]。虚血-再灌流過程の活性酸素の生成には、
キサンチンオキシダーゼ[30-33]、ミトコンドリア電子伝
達系[34-36]、シクロオキシゲナーゼ、 NADPHオキシ

ダーゼ、ミエロペルオキシダーゼ[27,29]の
関与が示唆されている。
　脳は酸化ストレスに特に脆弱である。臓
器重量は体重の２％であるにもかかわらず、
吸入した酸素の20％を消費する[37]。活性
酸素の標的になる多価不飽和脂肪酸を多く
含む一方で、脳の抗酸化物質、酵素レベル
は他の臓器に比べ低い[38]。筆者らは、虚
血-再灌流のモデル実験として、ラット脳
生切片を対象に低酸素-再酸素過程におけ
るスーパーオキシド生成をルシゲニンによ
る化学発光から、糖代謝を FDGの集積か
ら、リアルタイムバイオラジオグラフィ装
置で画像化・解析した[8] 。その結果、スー
パーオキシド依存性の化学発光は再酸素処
理時に著しく増強し、その部位に局在性が
認められた（図３）。この化学発光強度は、
細胞膜透過性を有するSODミミック
（EUK-8）の添加で減少するが、Cu,Zn-
SOD添加では変化しなかったことから、計
測された化学発光は細胞内のスーパーオキ
シドレベルを反映するものと結論された。

た。その結果、スーパーオキシド生成をルシゲニンによ
る化学発光から、糖代謝を [18F]２-フルオロ２-デオキ
シグルコース（FDG）集積から、画像化・解析すること
に成功した[6-8]。本法は、培養細胞や生体成分を用いた
インビトロ計測法と、個体を対象とするインビボ計測法
の中間に位置づけられ、インビトロの研究成果を臨床に
結びつけるための有用な基礎データを提供するほか、基
礎医学研究に有用な手段として期待される。

３．老化の過程で活性酸素の生成亢進と寿命との関係
　「老化のフリーラジカル説」は、活性酸素・フリーラ
ジカルを「毒性因子」として捉え、老化を説明するする
[1]。実際、加齢に伴って酸化修飾を受けた生体内分子
（タンパク質、脂質、DNA）の組織濃量が増加すること
が報告されており、この説の傍証とされる[17-21]。酸化
ストレスの指標となる組織の酸化修飾物質の量は、（１）
活性酸素生成、（２）活性酸素消去系、（３）酸化修飾物

図1.　リアルタイムバイオラジオグラフィ法 
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図2.　脳の活性酸素生成と寿命の関係 
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体Ⅳの阻害剤であるシアンによる
処理によって、複合体ⅠとⅢから
の活性酸素の放出が亢進すること
が単離ミトコンドリアと亜ミトコ
ンドリア粒子において示されてい
る[40-45]。しかし、複合体Ⅱの阻
害剤である3-ニトロプロピオン
酸処理では化学発光の亢進を認め
なかった。これは複合体ⅠとⅡの
酸化還元反応中心は、複合体Ⅱの
阻害部位の上流には存在しないた
めと考えられる[41,45]。また、ミ
トコンドリアの熱産生に関連して、
脱共役剤の影響を検討した（図４）。
プロトン勾配を解消する脱共役剤
のシアン化カルボニルm-クロロ
フェニルヒドラゾン（CCCP）は、
化学発光強度を低下させ、脱共役
タ ン パ ク 質2 (uncoupling 
protein2)の阻害剤であるゲニピ
ンはそれを亢進した。一方、キサ
ンチンオキシダーゼの阻害剤であ
るアロプリノールとNADPHオキ

シダーゼの阻害剤であるアポサイニン処理による変化は
認められなかった。スーパーオキシドの分解酵素である
SODには３種類のアイソザイムが存在する。そのうち
Cu,Zn-SOD（SOD1）は細胞質に、Mn-SOD（SOD2）
はミトコンドリアに局在する。脳特異的Mn-SOD欠損
マウス、Cu,Zn-SOD欠損マウスから作成した脳組織生
切片のスーパーオキシド依存性化学発光を野生マウスの
ものと比較することで、細胞質とミトコンドリアのスー
パーオキシドのレベルに関する情報を得ることを試みた
[25]。定常状態の化学発光は、SOD1欠損とSOD2欠損で
野生に比べて亢進した。それぞれの亢進の割合の比較か

ら、定常状態の細胞質とミトコン
ドリアのスーパーオキシドの総量
は、同等か細胞質の方が多いと見
積られた。一方、再酸素時の発光
亢進はSOD2欠損が顕著で、再酸
素時には特にミトコンドリアで
スーパーオキシドの生成が亢進す
ると考えられた。さらに、ミトコ
ンドリアの体積(細胞の１/５程度)
を考慮して、スーパーオキシドを
濃度で比較すると、ミトコンドリ
アのスーパーオキシドは定常状態
で細胞質の２倍程度、再酸素時で
８倍程度に達すると見積られた。
以上の検討結果から、虚血-再灌
流における活性酸素の生成に対す
るミトコンドリア電子伝達系の関
与が示唆された。

細胞内におけるスーパーオキシドの生成に関して、ミト
コンドリアを有力とするいくつかの証拠が得られている。
ミトコンドリア電子伝達系の阻害剤であるシアン、ロテ
ノン、アンチマイシンAでの処理は化学発光強度を一過
性に亢進した。ミトコンドリア電子伝達系での活性酸素
の主要な生成場所として、複合体ⅠとⅢが示唆されてい
る[39-43]。ミトコンドリア電子伝達系を阻害すると、活
性酸素の放出は阻害部位の上流に位置する酸化還元反応
中心で亢進する一方で、下流の放出は低下すると考えら
れている（図４）[39-43]。複合体Ⅰの阻害剤であるロテ
ノン、複合体Ⅲの阻害剤であるアンチマイシンA、複合

図3.　低酸素-再酸素過程における脳の活性酸素の生成と糖代謝の時間変化 

図4.　ミトコンドリアの電子伝達阻害剤、脱共役剤および阻害剤の作用部位 
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の活性酸素や酸化修飾物質の量が増加する[53,54]。一
方、否定的な報告も知られる。（１）運動を嗜好する「ラ
ンナーマウス」は対照マウスより～30％エネルギー消費
が増加していたが、寿命は対照マウスと変わらなかった
[55]。（２）ミトコンドリアのState 3（ADP 存在下の促
進呼吸で生体の活動亢進に相当）の活性酸素の生成は、
State 4（ADP 非存在下の抑制呼吸で活動休止に相当）
の生成量より低い。State 4の活性酸素の生成は加齢に
伴って増加あるいはカロリー制限によって低下するが、
State 3にはそのような変化は認めない[56-58]。また、
State 4の活性酸素の生成は動物の寿命と逆相関を示す
が、State 3とは相関を認めない[59]。

６．供給性低酸素と需要性低酸素
　筆者らは、再酸素時の活性酸素の生成がエネルギー代
謝率と一致して亢進することを発見した（図５）。当初、
この現象の理解は困難であったが、低酸素の背景にある
二つの要因に着目するに至った。一つは、酸素の供給低
下による低酸素であり、もう一つは、組織、細胞の酸素
消費が亢進した結果生ずる低酸素である。低酸素は、単
に組織、細胞の環境の酸素濃度が低くなった状態ではな
い。血流による酸素の供給と組織の酸素消費のバランス
で考えるべきである。酸素の消費の低下した状態(低体
温、冬眠など)では、呼吸が緩慢になり酸素の供給は低下
するが、低酸素とはならない。一方、酸素消費が亢進し
た状態（運動時、病的な例ではてんかんの発作時など）
では、酸素は供給されるが低酸素の状態に相当すると考
えた。筆者らは、先に酸素の供給低下による「供給性低
酸素」に続く再酸素時（低酸素を解除した時）に、活性
酸素の生成亢進が認められることを示したが(図３)、酸
素消費亢進による「需要性低酸素」を解除した時にも、
活性酸素の生成亢進が起こるという作業仮説を立てた
（図６）。その検証のために、濃度の異なるカリウム処
理を組み合わせた実験をデザインした。その結果、高カ
リウム処理によって亢進したエネルギー代謝の状態を解
除（低カリウム処理）した時に、活性酸素の生成が亢進
することを認めた。一方、カリウム処理の順序を逆転
（低濃度→高濃度）させたネガティブコントロールでは
そのような変化は認めなかった（図７）。

５．生活代謝学説と活性酸素・フリーラジカル学説の接
点
　寿命とエネルギー代謝率は反比例の関係にあり、老化
は代謝率が高いほど早く進行する。生活代謝学説では、
老化・寿命をエネルギー消費の視点から説明している
[46-48]。この説は、ミトコンドリアを介して、活性酸
素・フリーラジカル学説と接点を持つと考えられる。す
なわち、ミトコンドリアはエネルギー産生の場であり、
生体内の主要な活性酸素の生成の場とされる。外呼吸で
取り込んだ酸素の90％以上は、内呼吸の場であるミトコ
ンドリアでエネルギー（ATP）産生のために消費される。
その際、最終電子受容体として酸素が使われるが、一部
（1-2％）が活性酸素に変わると考えられている[49]
（0.1％程度という説もある[48]）。酸素消費はエネル
ギー需要の亢進により増加するので、一般にはエネル
ギー代謝が亢進すると活性酸素の生成も増加すると考え
られる。
　筆者らは、活性酸素の生成とエネルギー代謝の関係を
明らかにすべく、上述の脳生組織を対象にした低酸素-
再酸素モデルにおいて、溶液中のカリウムの濃度を段階
的に増加させ、活性酸素の生成量を調べた。体内の酸素
消費の80％はATP合成に共役する。そのATPの20％を
Na/K-ATPaseが消費するが、特に脳ではそれが70％に
も達する[50]。実際に、エネルギー代謝率がカリウム濃
度に依存して亢進することが、エネルギー指標（糖代謝
率と酸素摂取率）の変化から確認された（図５）。しかし、
このような状況にもかかわらず、定常状態のスーパーオ
キシドの生成は変化せず、逆に減少傾向を示した。この
結果は、活性酸素の生成とエネルギー代謝は単純な正の
関係にはないことを示唆する。「エネルギー代謝が亢進
すると活性酸素の生成は増加する」と考える根拠として
は、以下の現象が知られている。（１）動物の寿命は体重
あたりのエネルギー代謝率と逆相関を示す。身体サイズ
の小さい動物の単位体積あたりの体表面積は大きい。こ
のような動物は体重あたりのエネルギー代謝率は大きく
なり、単位体積あたりの活性酸素生成率は高い[46-48]）。
（２）寿命延長効果が知られるカロリー制限下ではエネ
ルギー代謝率の低下と酸化ストレスの軽減を認める
[51,52]。（３）エネルギー消費の亢進を伴う運動で、組織

図5.　活性酸素の生成とエネルギー代謝の関係 
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図7.　需要性低酸素の解除時における活性酸素の生成亢進 

　現時点で、この活性酸素の生成機序は明らかにはなっ
ていないが、低酸素を解除したタイミングで活性酸素の
生成が亢進したことから、基本的には供給性低酸素の再
酸素モデルと同様に、ミトコンドリアに関連していると
考えている。脳生組織において、低酸素と酸化還元状態
（レドックス）の変化に関連して、以下のことが知られ
ている。脳組織を高カリウム処理や電気的に刺激すると、
エネルギー消費の亢進とそれに伴うエネルギー産生の賦
活が起こる。エネルギー産生は酸素を要求するため、組
織の酸素消費の亢進に伴う酸素濃度の低下が起こり、レ
ドックスが還元側にシフトする。このような還元シフト
は、血流の低下などによる供給性の低酸素時にも、
NADH/NAD+比を指標にして示されている[62-64]。好
気的環境下では、ミトコンドリアの酸化的リン酸化に
よって効率的にATPを合成することができる。解糖と酸

７．活性酸素：毒性因子から生理機能因子へ
　筆者らは、酸素の供給低下による低酸素に続く再酸素
時に、活性酸素の生成亢進が認められることを示した (
図３)が、今回、酸素消費亢進による低酸素を解除した時
にも、活性酸素の生成が亢進することを発見した(図７)。
前者は虚血-再灌流のモデルという病的な状況下に生成
する活性酸素を再現した。一方、後者は生理的に発生す
る活性酸素「生理的活性酸素」を捉えたと考えられる。身
体活動の強化と緩和は日常的に繰り返されている。身体
活動の強化はエネルギー消費を高め、新たなエネルギー
産生のために、より多くの酸素が消費される。これに伴
い、組織内の酸素濃度は一時的に低下（低酸素）する[60]。
ミトコンドリアの酸素濃度は酸素の供給と消費によって、
3－30μMの範囲で変動する[61]。今回の発見は、活性
酸素の生成が身体活動を強化した時ではなく、それを緩
和した時に亢進することを示唆する。

図6.　供給性低酸素と需要性低酸素の解除時における活性酸素の生成亢進 
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化的リン酸化により、一分子のブドウ糖から合わせて38
分子のATPが得られる。一方、嫌気的環境下の解糖は非
効率で、ATPの生成は2分子である。このような嫌気的
環境下では、ワールブルグ効果（がん組織に見られる、
低酸素時の代償的な解糖系の賦活）[65]と同様に、より
多くのブドウ糖を取り込むことになる。筆者らは、低酸
素処理による酸素代謝の低下（図３）とブドウ糖代謝の
亢進を脳スライスで示した[6]。低酸素条件下では、解糖
によって生成するNADHとピルビン酸の一部は乳酸脱
水素酵素によってNAD+と乳酸に変換されるが[66,67]、
NADHの還元力をミトコンドリアの電子伝達を介して
受け取るのに十分な酸素が供給されないため、組織の
NADH/NAD+比は還元側にシフトする[62-64]。脳組織
の酸素濃度は、酸素の供給量の低下や酸素消費の亢進
（高カリウム処理や電気刺激等による）によって低下す
る。このような低酸素時の活性酸素の生成は、定常時よ
り低いことも明らかになった（図３）。一方で、ミトコン
ドリアからの活性酸素の生成は酸素濃度に依存すると考
えられるが、低酸素処理下で活性酸素の生成の亢進が観
察されるという事実が知られている。酸素から生成する
活性酸素が、低酸素下で生成する矛盾「低酸素パラドク
ス」と呼ばれる[68,69]。この現象の説明として、（１）
低酸素による、complex IIIのユビセミキノンラジカル
（ubisemiquinone radical）の安定化[70]や抗酸化酵素
の阻害 [70-72]、（２）低酸素の実験の酸素濃度が、体内
酸素濃度に比して十分低くないこと[70, 71]、などが示
唆されている。活性酸素の生成亢進の背景因子として、
CoQH2/CoQ、NADH/NAD+比の上昇による組織の還元
シフトが示唆されているが[69]、活性酸素が分子状酸素
から生成されるならば、その生成には一定量の酸素の存
在が必須である。したがって、活性酸素生成の背景には
組織の過剰な還元（過還元）が必要であるが、その状態
下で活性酸素が生成するのではなく、この過還元が酸素
の存在によって酸化側へ移行（レドックスシフト）する
ことが重要であると考えられる。このようなレドックス
シフトは生体内で実際に起こっている。脳組織のレドッ
クスが、活動亢進に伴い一過性に還元シフトしたのち、
血流の増加に伴って酸化側に変化することが知られてい
る[60]。機能的磁気共鳴画像（fMRI）や近赤外光脳機能
イメージング装置(fNIRS)は、脳の神経細胞の活動に
伴って還元状態となった組織が、脳血流量の増加により
酸化側に移行する過程を、脳血管内のヘモグロビンの酸
化還元状態の磁気あるいは光画像として収集する。それ
らの画像データを解析することで、脳の活動部位を評価
する[73,74]。筆者らの実験結果は、活性酸素の生成は活
動時（還元状態）ではなく、休止（酸化状態）へ移行す
る過程で亢進することを示唆した。近年、活性酸素やガ
ス状低分子化合物を一括にシグナル分子と捉える考え方
が示されている[75]。今回、活性酸素の生成が身体活動
の亢進と休止に伴う組織酸素需要と供給のバランスに呼
応して変化することを示した。今後、酸素センサーやエ
ネルギー調節因子としての活性酸素の役割を検討する必
要があると考える。

8．終わりに
　生命存続の基本的要素の一つは、内部環境の恒常性の
維持である。恒常性の一つが生体内の酸化と還元のバラ
ンスによって調節されるレドックスホメオステイタスで、
それが酸化に偏った状態が酸化ストレスである。筆者ら
は、活性酸素の生成に組織のレドックス還元シフトが関
与することを示唆した。過還元状態（「還元ストレス」と
呼称）を活性酸素の生成亢進の背景因子とするモデルを
提案する（図８）。本研究では生理的に生成する活性酸素
を捉えた可能性がある。これまで「活性酸素毒性説」で
論じられてきた、老化や疾患の機序を活性酸素の生理機
能の視点で捉え直し、理論を再構築する必要があると考
える。
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Increasing a generation of reactive oxygen in brain tissue at resting period 
after the enhanced energy metabolism

-Physiological functions of reactive oxygen-

Toru Sasaki
Research Team for Mechanism of Aging, Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology

Abstract
　Energy metabolic rate is known to correlate with the generation of reactive oxygen.  To clarify the rela-
tionship between reactive oxygen generation and energy metabolic rate, we examined reactive oxygen-de-
pendent chemiluminescent signals in ex-vivo brain slices using a novel photonic imaging method "real-time 
bioradiography". The results indicated that reactive oxygen generation is not correlated with metabolic rate, 
and that is transiently enhanced after the cancelation of hypoxia, which is induced by enhanced metabolic 
demand with high potassium treatment. The state of “hyper-reduction” under the hypoxia would be cause 
of the enhanced reactive oxygen generation. Recent reports indicate that reactive oxygen and free radical 
could be kinds of chemical messengers to play important roles in cell signaling, a process termed redox sig-
naling.  Here we show the physiologically generated reactive oxygen in brain tissue, which increases follow-
ing the transient metabolic stimulation.  We suggest that mechanism of aging and various diseases which 
had been elucidated by “reactive oxygen toxicity theory” has to reconstruct with “physiology of reactive 
oxygen”.

Keywords:reactive oxygen species, oxidative-reductive stress, energy metabolism, hypoxia, physiological func-
tion
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哺乳動物の加齢に伴うDNAメチル化の変動

下田　修義
国立長寿医療研究センター再生再建医学研究部門

要約
　DNA のメチル化やヒストン修飾などのエピジェネティック変化が老化に重要な役割を果たし
ているのではないかという見方が広まりつつある。これはひとつにはエピジェネティック修飾が
環境により変化する、また細胞分化のために変化するように運命づけられているなどの、多少の
不安定性を内包していることによる。しかしその最大の理由は哺乳動物の初期発生においてエピ
ジェネティック修飾が完全にリセットされることにあると筆者は考える。本稿では哺乳動物の加
齢に伴う DNA メチル化の変化を記載した論文について方法論にやや重点を置いて紹介する。

キーワード：DNA methylation, CpG island, CpG island shore

化しているか否かはっきりしないが、受精後の胚におい
て前世代でつくられた構造が一度解消され､新たに作り
出される。これが哺乳動物ゲノムのメチル化で見られ
る [8-11]。この現象はこれまでインプリンティングや
細胞の初期化を理解するための研究対象とされてきたが、
変化が次世代でリセットされることから老化の視点から
見てもおもしろい。そのためか最近のエピジェネティク
ス研究の興隆に伴い、一時下火となっていた、加齢に伴
うDNAメチル化の増減を記載した研究が再び報告され
るようになってきた。ただしそれらは研究ごとに採用さ
れた手法が異なるため、読み比べするのにも骨が折れる。
そこで本稿ではそれぞれの手法をやや詳しく解説しつつ、
哺乳動物の加齢に伴うDNAメチル化の変化を追跡した
研究を解説する。読者の方々がメチル化解析を自身の研
究に取り入れる際の参考になれば幸いである。

２．脊椎動物におけるDNAメチル化のパターン
　哺乳類染色体 DNAの5% のシトシンはピリミジン環
5位の炭素にメチル基が共有結合している。メチル化を
受けるシトシンはCpG というパリンドロミックな並び
のシトシンに限られていて、CpG配列のシトシンはその
７割がメチル化を受けている[12,13]。それ以外の並び
の、非パリンドロミックなCpA, CpT, CpC、のシトシン
がメチル化されるケースは体細胞ではほとんどない[12]。
この CpG 配列の新規のメチル化は DNAメチル化酵素
（DNA methyltransferase, Dnmt）、Dnmt3aと 
Dnmt3bが行い、複製の際のメチル化の維持をDnmt1が
担当する（図1）[14,15]。Dnmt1はDNA複製の際にDNA
複製機構に局在しており、親鎖のCpG がメチル化され
ていると、それを認識して新生鎖の相補的な CpG 配列
をメチル化することでメチル化パターンを維持する 
[16,17]。
　哺乳動物ゲノムの半分を占めるレトロトランスポゾン
をはじめ、遺伝子間領域、さらに大部分のジーンボディ、

１．はじめに
　加齢とともに何らかの生体内高分子が微細な構造変化
（ダメージ）を蓄積していき、それがやがて老化個体の
表現型として表出されると古くから推測されている。こ
の推測が正しければ、寿命は世代ごとにリセットされる
から、変化した老化原因分子を次世代に伝えないための
仕組みが存在するはずである。見方を変えれば次世代の
スタート時､すなわち受精前後に加齢変化が解消されて
いる分子は老化原因分子の候補になる。このような分子
について次の三つのタイプが知られている。
　一つ目は不変タイプで、体細胞でおこる加齢変化が例
外的に生殖細胞では起きない。核ゲノムの一次構造がそ
れで、体細胞のDNA 配列は活性酸素や紫外線などの遺
伝毒性ストレス（genotoxic stress）により徐々に突然
変異を蓄積するのに対し、生殖細胞での変異は体細胞に
比べ低く抑えられているという[1,2]。ただしこれには
反論もある[3,4]。また体細胞では複製のたびに短縮し
てしまうヒトのテロメア配列も生殖細胞は高いテロメ
レース活性をもつため一次構造が保存される。
　二つ目は除外タイプで、加齢変化した分子が生殖細胞
形成時に､あるいは初期胚で選択的に排除される。いく
つかの生物種で加齢に伴いカルボニル化されたタンパク
質が増えることが観察されているが、成熟期にある線虫
の卵やマウスの栄養外胚葉からカルボニル化されたタン
パク質が除去される [5,6]。また最近、老化した出芽酵
母から配偶子(胞子)が形成される時に、老化酵母に蓄積
した凝集タンパク質や染色体外環状リボソーム DNAが
配偶子には伝わらないことが示された[7]。
　三つ目は新生タイプで、その構造が生殖細胞で加齢変

連絡先：〒474-8522
愛知県大府市森岡町源吾３５
電話・ファックス： 0562-46-8629
Email address: shimoda@ncgg.go.jp
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[11]。またCpG アイランドに隣接した、シトシンやグア
ニンがそれほど密に存在しないおよそ 2 kb 以内の領
域は CpG アイランドショアと名付けられ、ヒトの異な
る組織の間やガン細胞と正常細胞の間[21]、造血前駆細
胞の分化の過程[22]、あるいはiPS 細胞とその元になっ
た繊維芽細胞の間 [23] でメチル化を比較したときに差
異が頻繁に見られる領域として注目されている [24]。
　このように哺乳動物核ゲノムのメチル化レベルは大ま
かに3つに分けられる：（1）CpG アイランド(非メチル
化状態、プロモーター周辺に多い)、（2）CpG アイラン
ドショア(中程度のメチル化、)、（3）非 CpG アイラン
ド(高メチル化状態、ゲノムの大半を占める)。

３．DNA メチル化の役割
　Dnmt1, 3a, 3b のどれを欠損しても胚性、あるいは
出生後致死となることから、DNA メチル化は哺乳動物
の生存に不可欠であることが判明した[25,26]。Dnmt1
ノックアウトマウスではゲノム全体が極度に低メチル化
し、遺伝子間領域やイントロンに存在するレトロエレメ
ント IAP が過剰発現する[27]。一方、ガン細胞におい
てガン抑制遺伝子が抑制されているときにそのCpG ア
イランドがメチル化されていること [28]、脱メチル化剤
の5-アザシチジン処理すると、メチル化されたCpGアイ
ランドのメチル化が外れ遺伝子発現が回復することなど
から[29]、DNAメチル化は転写を抑制する機能を持つこ
とがわかっている。
　DNA メチル化の発現抑制が哺乳動物の正常な発生過
程において果たす役割としてはX染色体の不活性化とゲ
ノムインプリンティングが有名である。X染色体の不活
性化ではメスの2本ある X 染色体の内１本が発生初期
にほぼ全域にわたって不活性化されるが、そのとき不活
性X染色体上の数百の CpG アイランドは活性 X 染色
体上のそれに比べ高度にメチル化されている[29]。一方、
ゲノムインプリンティングではインプリント遺伝子の発
現調節に関わるメチル化可変領域 (CpG アイランド)を
性別に依存してメチル化する。これによりインプリント
遺伝子が父親のみ、あるいは母親のみで発現するように
なる[30]。Dnmt1 変異胚ではメチル化可変領域の脱メ
チル化とともにインプリント遺伝子の発現異常が認めら
れる[31]。
　そのほか個別の遺伝子についてメチル化・脱メチル化
が遺伝子発現のオン・オフに関与している例も見つかり
つつあるがここでは文献を挙げるにとどめる[32-34]。

４．DNA メチル化と老化の関連
　DNA メチル化が老化の原因であることを実験的に示
した例はない。そのことを示唆するデータが一例あるの
みである [35]。ここではその一例と、そのほかは加齢に
伴うメチル化変動を記載した研究について紹介する。そ
の記載は重要である。加齢に伴うメチル化変動の正確な
記載があってはじめて､将来そこに介入する有効な手立
てをたてられ､その評価が可能になるからである。

すなわち遺伝子の転写領域部分も通常は重度にメチル化
されている（図2）[18]。例外はおよそ 70% の遺伝子の
プロモーター領域周辺に見つかる「CpG アイランド」
と名付けられた領域である [19]。CpG アイランドはシ
トシンとグアニンに富む平均して 1kb の領域で、この
領域における CpG 配列は基本的に転写の有無によらず、
ほぼ完全にメチル化を免れている [20]。CpG アイラン
ドがどのようにしてメチル化を免れているのかは未だ解
明されていないが、脱メチル化酵素の本命候補と目され
ている Tetタンパク質が関与している可能性がある 

図１　哺乳動物のシトシンメチル化機構
新規メチル化酵素 Dnmt3a と Dnmt3b が CpG ジヌクレオ
チドのシトシンをメチル化する。複製に際してヘミメチル化
状態になった DNA を維持メチル化酵素 Dnmt1 がメチル化
することで、複製後もメチル化のパターンが保たれる。

図２　脊椎動物ゲノムにおけるメチル化シトシンの分布様式
哺乳類を含め脊椎動物のゲノムは重度にメチル化されている。
例外は遺伝子の上流にある CpG アイランドで、この領域は
通常転写の有無にかかわらずほぼ完全にメチル化を免れる。
CpG アイランドの端にはしばしば中間的なメチル化レベルを
示す CpG アイランドショアが存在する。
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られることがある。ばらつきの度合いは細胞の種類やゲ
ノム領域により異なる。このようにゲノムのメチル化は
確率的なものであるが、集団としてみると細胞のタイプ
に典型的なゲノムのメチル化パターン（エピゲノム）を
もつ。したがって、緩慢と予想されるメチル化加齢変化
を見出すには、できるだけ正確に、かつ多くのサンプル
についてメチル化の変化を測定し、統計学的な検定にか
ける必要がある。この技術的および労力的な問題が加齢
とメチル化の関連を調べる研究の壁となってきたが、バ
イサルファイト法にスループットの高い塩基配列解析装
置を組み合わせることでその問題も克服できるように
なってきた。それらの技術が開発される以前の研究を含
めて、以下に加齢とメチル化の関連を調べた研究を手法
ごとに紹介する。現在老化のメチル化解析に用いられる
手法は大別して、メチル化感受性制限酵素かバイサル
ファイト法のどちらかあるいは両方を基礎として用いて
いる。これらの他にもう一つ、抗メチル化シトシン抗体
やメチル化シトシン結合タンパク質を利用するメチル化
解析法があるが、この手法はまだ老化研究に適応された
報告がないので本稿では省略する。

a) TLC/HPLC

　1983 年に、マウスとヒトの初代培養細胞に含まれる
メチル化シトシン量が時間経過とともに低下することが
薄層クロマトグラフィー(TLC)を用いて示された [38]。
これを端緒として加齢に伴うメチル化シトシン量の変化
を、液体クロマトグラフィー(HPLC) を用いて記載する
研究が続いた。そこではヒトやマウスのいくつかの組織
でも加齢によりゲノムのメチル化シトシン含量が低下見
られると報告されたが [39,40]、それに加えて、組織に
よっては加齢変化しない [41,42]、細胞の種類によって
は、むしろ上昇するというデータも含まれていた [43]。
これらの結果は生物の種や組織ごとのメチル化変動の違
いを反映したものと見なせる一方で、加齢に伴う組織の
メチル化変動をゲノム全体のレベルで解析することの難
しさを示したとも考えられる。その理由は、TLC や
HPLC によるメチル化解析では、ゲノム DNA をモノ
ヌクレオシドやモノヌクレオチドにまで分解し、もとも
と全塩基のうちおよそ１％しか含まれないメチル化シト
シンの増減を検出するという技術が求められる上に、後
でわかったことだが、組織では加齢によりメチル化の上
昇する領域と低下する領域が存在し、それらが相殺され
ることによりメチル化シトシンのゲノム含量の変化が
TLC やHPLCの検出限界付近の微々たるものになる可
能性があるからである。また当然のことながらTLC や
HPLCでは、メチル化シトシンが増減するゲノム領域ま
では不明であった。

b) メチル化感受性制限酵素

　制限酵素にはその認識配列の中にある CpG 部位がメ
チル化されていると切断できないメチル化感受性制限酵

１）メチル化低下によるマウスの早期老化症

　クロマチンリモデリング因子である SNF に似た 
PASG/Lsh (proliferation associated SNF-2-like 
gene/lymphoid specific helicase)のノックアウトマウ
スのゲノムではリピート領域とシングルコピー領域がと
もに低メチル化し、出生前後に死亡する [35,36]。
PASG/ Lsh それ自身はメチル化酵素活性をもたないが、
DNA メチル化酵素 Dnmt3a および 3b と複合体を形
成する [37]。Arceci らが PASG/ Lsh の機能低下型マ
ウスを作製したところ、その6割は生後数日で死ぬが、
残りの４割は数週間生き延び、そのとき成長遅滞と骨粗
鬆症、脊柱後湾症、白髪、皮下脂肪の減少、悪液質等の
老化の症状を示した（図3）[35]。その PASG /Lshの機
能低下マウスでもゲノムの低メチル化が見られ、またい
くつかの組織で老化のバイオマーカーとされる SA-β
ガラクトシダーゼ の発現が見られたことから、ゲノム
のメチル化異常により老化表現型がもたらされることが
示唆された。しかし PASG/Lsh の機能低下で見られる
ようなリピート領域の低メチル化は正常な加齢の過程で
は見られないことから、老化の表現型というアウトプッ
トは似ているかもしれないが、そこに至る経路について
は正常な老化の場合と異なることも予想される。

２）加齢に伴うメチル化の変化

　バイサルファイトクローニング法（後述）をするとわ
かるが、あるゲノム領域をみたとき、それが同じ組織由
来であっても個々の CpG 部位でのメチル化の有無には
多少のばらつきがみられる。つまり DNA 配列とは異
なり DNA のメチル化は隣り合う細胞の間で違いが見

図３　DNA 低メチル化変異体 PASG-/-
PASG/Lsh のノックアウトマウスではゲノムのさまざまな領
域で低メチル化が生じ、機能低下型の変異体では成長遅滞 
(A, 矢印)の他、白髪やはげ (B)、筋萎縮（C）、脊椎後湾症（D）
など早期老化症の表現型が現れる（Arceci 博士より提供）。
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b)－2　Methylated CpG island Amplification (MCA)と
の組み合わせ

　Issa グループの豊田らは、XmaI/SmaI というともに
CCCGGG配列を認識するアイソシゾマーを巧妙に使い
分けることで、ガン細胞で異常なメチル化を受けた 
CpG アイランドを増幅できることを示し、この方法を
Methylated CpG island Amplification (MCA) と名付
けた [49]。大腸ガンから得られた33のMCAクローンの
うちのひとつ Versican (CSPG2) を詳細に解析し、ER 
遺伝子同様、加齢依存的なメチル化を受けること、同時
に発現量が減少することを示した。彼らはこの Versi-
can を含め、他4つの MCAクローンが CpG アイラン
ドの端、つまり CpG アイランドショアに位置すること
を記述している。なお筆者が上記33の MCA クローン
を現在のヒトゲノムデータベースに照らし合わせると､
そのおよそ半数が CpG アイランドショアと予想される
領域に位置しており、その数はCpG アイランドの内部
に由来する MCA クローン数より多かった。MCA で
使用されたXmaI/SmaI部位の出現頻度は CpG アイラ
ンドショアより CpG アイランド内部の方が高いはずだ
が、それにもかかわらずCpG アイランドショア由来の
DNAが濃縮されたということは、CpG アイランドショ
アがガン細胞でメチル化されやすい領域であることを示
唆する。その後、豊田らは大腸がんでメチル化される30
個の MCA クローンを新たに単離し、そのうちの19ク
ローン（63％）が正常な大腸において加齢によるメチル
化を受けることを見出した [50]。彼らはこれらの結果
から、加齢に伴う遺伝子のメチル化が大腸ガンのリスク
ファクターになると考えた。
　同じく Issa グループのMaegawa らはMCA にマイ
クロアレイを組み合わせたMCAM という方法で、マウ
ス小腸の加齢依存的メチル化変化を網羅的に調べた 
[51]。彼らはまず3ヶ月齢と35ヶ月齢マウスのそれぞれ
の小腸ゲノムからMCA を行った。これによりメチル化
された CpG アイランドおよびその周辺が選択的に増幅
すると期待された。次いでそれぞれのアンプリコンを 
Cy3, Cy5 で別々にラベルした後、市販のプロモーター
オリゴヌクレオチドアレイにかけ､メチル化の差のある
遺伝子をスクリーニングした。これにより総遺伝子の1
割程度、3,627 遺伝子がサーベイできると見積もられた
がそのうち、加齢に伴いメチル化が亢進する遺伝子が2
割、低下する遺伝子が1割、合計3割もの遺伝子において
メチル化の変化が認められた。一方、いくつかの反復性
配列には加齢変化が検出されなかった。彼らはメチル化
の変化する遺伝子数が予想以上に高いので、いくつかの
遺伝子についてそのプロモーター領域の近辺についてパ
イロシーケンス法（後述）やバイサルファイトシーケン
ス法という別の手法でもメチル化レベルを調べ、加齢変
化を確かめた。さらに彼らは同じ方法でヒトの大腸に対
しても調べ、サーベイした遺伝子の内1割が加齢による
メチル化を受け、1% が低メチル化することを報告した。

素が多くある。その一方で同じ認識配列をもちながら
（アイソシゾマー）メチル化に非感受性の酵素もあり、
両者を対にして用いるとメチル化の差を切断頻度の差に
変換できる。この差を直接可視化したり、さらに PCR 
の増幅効率や増幅限界に転換したりすることでメチル化
レベルを測定できる。当然ながら解析の対象となる領域
は制限酵素部位の存在する領域に制限されるが、逆にそ
れを利用してCpG アイランドや CpG アイランドショ
アに出現しやすい酵素を使えば、それらの領域における
メチル化変動を効率よく調べることもできる。

b)－1　サザンハイブリダイゼーションとの組み合わせ

　特定の遺伝子領域における加齢に伴うメチル化変化を
調べるため、最初に用いられたのがメチル化感受性制限
酵素とサザンハイブリダイゼーションの組み合わせであ
る。これはメチル化レベルの変化を、X線フィルム上の
バンドパターンの変化としてとらえる。後述のバイサル
ファイトシーケンス法に比べれば一度に広い領域を調査
できるという利点はあるが、解析したい領域に必ずしも
適切な制限酵素部位が見つかるわけではないという点や、
微妙なバンドの変化をもとにメチル化の定量を行うとい
う手技上の難しさもあり、この解析法は現在あまり用い
られない。しかし小野らはこの手法でマウスやヒトの 
c-fos、c-myc 遺伝子を詳細に解析し、いくつかの重要な
知見を得た [44,45]。たとえば 1) これらの遺伝子にお
いてDNA メチル化レベルが加齢により上昇し、その上
昇が現在でいうCpG アイランドショアに限定して起こ
ること、2) c-fos の場合メチル化の上昇に伴い発現が低
下すること、3) もともと同じ遺伝子でも組織によりメ
チル化レベルは異なり、加齢によるメチル化の変化も組
織により異なること、4) 老化だけでなく発生の時期に
も遺伝子のメチル化の変動は起こること。そして加齢の
過程で見られるメチル化変動は、発生時期に起こる変動
の傾向が続いたものであること、などである。小野らは
この最後の知見から、老化は「発生過程の継続」による
という着想を得た。
　一方、Issa の研究グループはヒト大腸の腫瘍で発現
が抑制されていたエストロジェン受容体遺伝子 (ER) 
のメチル化をサザンハイブリダイゼーションにより調べ
た [46]。その結果、腫瘍では ER の CpG アイランド
がメチル化していることがわかったが、予期せぬことに、
ERの CpG アイランドは正常な大腸粘膜においても加
齢に伴い徐々にメチル化されていくことを見出した。彼
らはその後、同じ手法で IGF2 [47]や MYOD [48]とい
う遺伝子にも大腸粘膜で加齢依存的に CpG アイランド
のメチル化が見られることを報告した。これらの結果は
加齢が危険因子となる病気について、その下地にメチル
化異常が潜んでいることを示唆した点で重要である。
DNA のメチル化は確率的なもので、個体間である程度
の差が生じる。この問題を克服するため、彼らはさまざ
まな年齢から多数の検体を得て解析することで、加齢依
存的なメチル化を回帰分析により証明した。
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c)－1　ダイレクトシーケンスとの組み合わせ

　Eckhardt らはバイサルファイト法を初めて染色体レ
ベルの網羅的解析に利用し、加齢によるメチル化の変化
の有無を調べた [53]。彼らはまず3つのヒト染色体を選
び、それらを Ensemble のアノテーションに基づき、あ
らかじめ6つのカテゴリー (5’-UTR、コーティング領域、
ノンコーディング領域など)に分けた。次に６つのカテ
ゴリーの領域からアンプリコン (バイサルファイト処理
した初代培養細胞や組織ゲノム由来の PCR 産物)を合
計2,524 個作製し、それらのダイレクトシーケンスを
行った。これは PCR 産物を直接シーケンサーにかけ、
CpG のシトシンの位置でのメチル化シトシンのピーク
と非メチル化シトシンのピークの高さを比較することで
メチル化レベルを計測する手法である。彼らは、肝臓、
骨格筋、心筋について平均26歳と68歳のグループを比較
したが、どのカテゴリー配列においても有意なメチル化
の差を認めなかった。この結果からEckhardt らは、メ
チル化の加齢変化はゲノムの中でかなり限定的に、上記
のカテゴリーに収まらない領域で生じている可能性、あ
るいは彼らが使ったメチル化の測定法（検出限界を 20%
のメチル化の差としている）では見過ごされる可能性が
あることを示唆した。ちなみにこの研究を指揮した 
Beck は後にこのプロジェクト（おそらく他の染色体も
解析対象とする）は失敗したとサイエンス誌に語ってい
るところをみると [54]、彼らが採った手法には問題が
あったのかもしれない。

c)－2　クローンシーケンス法

　現在メチル化解析のスタンダードとされている方法で、
他の手法で得られた結果を確認するため､あるいは試す
前の予備実験としてもしばしば用いられる。まずゲノム
をバイサルファイト処理後、MethPrimer などのソフト
でバイサルファイト PCR 用のプライマーを選ぶ。こ
のときプライマーは CpG 配列を含まない領域から選ぶ
ことで、テンプレートのメチル化状態が増幅に偏りを与
えないようにする。次にメチル化の解析をしたい領域
を PCR で増幅後、適当なベクターにクローニングし、
複数シーケンスして CpG 部位のメチル化、非メチル化
を調べる。Jiang らは加齢によるインシュリン感受性
の減少の原因を探るため、ラットの肝臓における糖分解
の主要な酵素であるグルコキナーゼ遺伝子の発現量とメ
チル化を調べた [55]。彼らは30のクローンをシーケン
スすることでグルコキナーゼ遺伝子のプロモーター領域
が、幼若（14週齢）からアダルト（40週齢）、そして老
化（80週齢）のどのステージの間でもメチル化が亢進す
ることを示した。そしてリアルタイム PCR で、その発
現がメチル化に反比例して加齢とともに低下していくこ
とを明らかにした。

b)－3　HELP 法

　HpaII tiny fragment Enrichment by Ligation-me-
diated PCR の略称で、MCAM 法と同じく、メチル化
感受性制限酵素とマイクロアレイの組み合わせでメチル
化の変動した領域を同定する手法である。ただし制限酵
素にはHpaII（メチル化感受性）と MspI（メチル化非
感受性）というどちらも CCGG を認識するアイソシゾ
マーを用いる。２種類のゲノムをそれぞれの制限酵素で
消化し、200 bp ~ 2,000 bp の断片を回収後、それぞれ
をPCR でCy3、Cy5標識しつつアンプリコンを作成し、
最後にアレイにかける。Thompson らはラットの肝臓
と脂肪細胞での加齢に伴うメチル化変化を HELP で調
べるためにカスタムメイドのアレイを作製した [52]。
まずラットゲノムのデータベースから in silico で４万
のHpaII フラグメントを抽出し、それらの断片にハイブ
リダイズするオリゴヌクレオチドを設計、アレイに搭載
した。彼らの解析では､肝臓と脂肪とも5% 程度の領域
で変化が見られること、ただし肝臓と脂肪ではメチル化
に変動する領域に差があることが示された。この値は
Maegawa が認めたマウスの３割の領域における加齢依
存的なメチル化変動と比較すると随分低い。さらに、
Thompson らは CpG アイランドやプロモーター領域
でメチル化は変動するが、その割合が解析した他の領域
､たとえば遺伝子間領域より低いという結果を得ている。
このことは加齢依存的メチル化変化が CpG アイランド、
もしくは CpG アイランドショアで好んで起こるという
他の研究結果と異なる。これらの違いは実験上のいくつ
かの違い、たとえば使用された制限酵素やラベリング法、
アレイのタイプによる感度の違い、種と組織の違い、な
どの複合的な要因によりもたらされたのかもしれない。
また彼らは遺伝子近傍に存在し、メチル化変動した 347
の領域について、対応する遺伝子の発現を調べた結果、
はっきりした変化を示したのはそのうちのおよそ１割で
あった。

c) バイサルファイトシーケンス法

　現在さまざまな手法でメチル化解析が行われているが、
その多くに前段階として早津によりその原理が見出され
た、非メチル化シトシンをウラシルに変換させるバイサ
ルファイト法が用いられる。このバイサルファイト反応
後、さまざまな下流の分析の手法と組み合わせることで
目的や予算に応じたメチル化解析を選択できる。たとえ
ばゲノムの局所的なメチル化解析には、COBRA 法や 
MSP 法、あるいは手間は少しかかるが取り組みやすい
クローンシーケンス法、機械が高額だがハイスループッ
トで高い定量性が得られるパイロシーケンス法や質量分
析法が用いられる。一方、ゲノム全体を対象にしたメチ
ル化解析には、メチル化解析用のマイクロアレイが用い
られている。以下に老化研究に用いられた例を紹介する。
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c)－3　MSP 法

　Methylation-specific PCR の略で、バイサルファイ
ト処理後のゲノムに対してPCR を行い、増幅の有無か
らターゲット領域のメチル化を調べる方法である。この
方法ではプライマーを設計する際、クローンシーケンス
法の場合と逆で、プライマー配列がCpG 部位を含むよ
うにする。プライマーの結合部位がメチル化されている
場合と、メチル化されていない場合ではそれぞれアニー
ルするプライマー配列が異なるので、両方のプライマー
セットを用意し、メチル化選択プライマーと非メチル化
選択プライマーでの増幅の度合いによりターゲット領域
のメチル化のレベルを測定する。Akintola らは老化
ラットの腎臓で N-cadherin が低下していることを見
出し、その原因としてプロモーター領域のメチル化を
疑った。そして4ヶ月齢と24ヶ月齢のラットの腎臓にお
ける N-cadherin の CpG アイランドショアを MSP 
で調べたところ、老化ラットではメチル化が起きてい
た [56]。また彼らは興味深いことに、カロリー制限によ
り老化ラットでの N-cadherinメチル化が防げることも
示した。カロリー制限が加齢によるメチル化変動を抑制
する効果があるのか、今後の研究が期待される。

c)－4　COBRA法

　バイサルファイト処理の前後で、調べたいメチル化部
位に制限酵素部位が生まれたり消えたりすることがある。
その場合、バイサルファイト処理後のゲノムに対し、調
べたい CpG サイトを挟むように PCR をかけ、続いて
制限酵素で切断すると、PCR 産物の切断・非切断の比率
からサンプル中のメチル化レベルを測定できる。これ
を COBRA 法 (combined bisulfite restriction analy-
sis) と呼ぶ。
　高杉はCOBRA法にマイクロチップ型の電気泳動を取
り入れて、CpG アイランドの外ではあるが、マウス遺
伝子の転写開始点からそれほど離れていない、316 個の
CpG 配列のメチル化レベルを若齢（3週齢）、アダルト
（17週齢）、老化マウス（83週齢）の組織間で比較した 
[57]。その結果、メチル化の加齢変化は増加と減少の両
方向あること、メチル化は若齢期からアダルトの過程で
すでに始まっていて、アダルトから老化の過程での変化
はその延長であること、などが示された。後者の結果は
前述の小野らの結果と一致しており、メチル化の加齢変
化が少なくとも老化の結果ではないことを示している。
一方でメチル化の加齢変化と発現変化については有意な
相関が見られないという結果が得られたが、その点につ
いて著者は、発現変化が偽陰性になった可能性を考察し
ている。
　
c)－5　パイロシーケンス法

　プライマーからDNA の伸長反応をさせるときに通常
は４種の塩基 (dNTP) を同時に加える。しかしここで

各塩基を個別に加えていくと、テンプレート鎖に相補的
な「当たりの」塩基を加えたときだけプライマーの伸長
反応が起きる。塩基が取り込まれたときにはピロリン
酸 (PPi) が生じる。そのピロリン酸を化学発光に変換
し、それを専用の装置で検出することができる。これを
繰り返し行い、プライマーからDNA合成をしつつ塩基
配列を決定する方法がパイロシーケンス法である。バイ
サルファイト処理後のゲノムから調べたいメチル化部位
を PCR 増幅し、そのPCR 産物を直接パイロシーケン
スにかけると、個々の CpG 部位のメチル化レベルを測
定できる。調べられる領域はせいぜい 30 bpと短く、測
定に必要とされる装置がやや高額という短所はあるが、
定量性とスループットの点で優れている。
　Issa らは大腸ガンだけでなく、前立腺ガンでも年齢
依存的な遺伝子のメチル化が見られるかをパイロシーケ
ンス法で調べた [58]。その結果、大腸ガンでのケース同
様、前立腺ガンにおいてプロモーター領域にメチル化を
受けることが知られているいくつかの遺伝子、pi-class 
glutathione S-transferase gene (GSTP1), ras asso-
ciation domain family protein 1, isoform A 
(RASSF1A), でも、正常な前立腺において年齢依存的な
メチル化を受けること、ガンではそのメチル化が亢進し
ていることを見出した。

c)－6　DNAチップ法

　イルミナ社からヒトゲノムのメチル化解析用チップが
発売されている。このチップに載るプローブは、その3’
末端がヒトゲノム上の特定の CpG 部位に来るように設
計されている。ハイブリダイゼーション後にプローブの
伸長反応を行うと、解析対象となるシトシンのメチル化、
非メチル化に応じて、蛍光ラベルした塩基が取り込まれ
る、あるいはメチル化、非メチル化に対応した異なるプ
ライマーが取り込まれるよう工夫してあり、そのシグナ
ルを読み取ることでメチル化レベルを測定する。Rak-
yan らはこのチップを用いて、ヒトの血液を対象に
DNA メチル化の加齢変化を初めてゲノム規模で解析し
た [59]。彼らはまず全血液を対象に27,578 箇所の 
CpGを調べ 213 箇所で加齢に伴う高メチル化、147 箇
所で低メチル化を検出し、高メチル化を示す CpG 部位
が CpG アイランドに集中していること、さらに血液か
ら CD4+ T 細胞と CD14+ 単球を分離して同様に測定
しても全血液サンプルと同じゲノム領域でメチル化が変
化していたことから、加齢のメチル化変化が造血前駆細
胞（中胚葉由来）に生じていることを示唆した。また血
液でメチル化の加齢変化を示した領域は口腔粘膜（外胚
葉由来）でも同様にメチル化変化していることを見つけ、
メチル化の加齢変化が異なる胚葉由来でも共通して起こ
りうることを見出した。Hernandez らはヒトの脳にお
ける加齢に伴うメチル化変化を同チップで解析し、
27,578 箇所の CpGの内、およそ４％、1,141 箇所にメ
チル化変動を見つけた [60]。特徴的なのは、その８割、
932 箇所もが CpG アイランド内に存在し、そのほぼ
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100％が加齢とともにメチル化の上昇を示したというこ
とである。そして gene ontology 解析から、加齢によ
るメチル化を受ける CpG 部位の近くには DNA 結合
因子や転写調節因子をコードする遺伝子がよく見られる
ことを明らかにした。

　本節では加齢とメチル化を調べる際に採られたいろい
ろな研究を紹介した。もともとできるだけ多くの手法を
紹介したいとの意図があったが、まず筆者が注目した研
究を列記してみたら結果として互いに手法が異なってい
た。それにも関わらず１例を除いて他はすべてメチル化
の加齢変化を検出しているということは、哺乳動物の加
齢によるメチル化変動が確実で、手技によらず検出でき
ることを示している。そして上記の結果をまとめると、
哺乳動物ゲノムにおけるメチル化の加齢変化についてい
くつかの共通項が浮かび上がってくる。一つ目は変化す
る領域の多くがCpG アイランドショアや CpG アイラ
ンド内で起こること、ただしそれは特定のショアやアイ
ランドに限られるうえ、さらに組織特異性が見られるこ
と、二つ目は、メチル化の上昇と減少の両方向の変化が
見られること、三つ目はメチル化と遺伝子の発現には負
の相関がしばしば見られること、最後はメチル化の変化
は性成熟より前に始まっており、老化の結果ではなさそ
うだということである。ここから筆者が浮かべるイメー
ジは、加齢とともに性成熟までは必然性をもっていた組
織特異的なメチル化変動が､もはやその必要がなくなっ
たアダルトにおいてもゆるやかに継続し、しまいには細
胞や組織のホメオスタシスを低下させるまでに遺伝子発
現のプロファイルをゆがめていくというものだがどうだ
ろうか。このイメージは Magalhães が主張する「老化
の発生説 (developmental theory of aging)」— 発生の
プログラムは発生終了時に完全に終わらず、アダルトか
ら老化の過程でフェードアウトしていく。したがって発
生のメカニズムがすでにそれを必要としなくなった時期
にまで及び、それが老化を引き起こす— と合う [61]。
またウイリアムズの老化の拮抗的多面発現理論にも近い。
Somel らはヒトやサルの脳で存在量が加齢変化する
メッセンジャー RNAや miRNA そしてタンパク質に
ついて、その変化がやはり発生・成長段階ですでに始
まっていたことから「老化の発生説」を支持し、老化を
発生の延長と見なしている [62]。

５．老化との因果関係の証明
　加齢に伴うメチル化の変動と老化の因果関係をモデル
動物で問うには、加齢依存的なメチル化の変動パターン
を加速あるいは遅延させられればよい。マウスやラット
でメチル化の可変領域が複数わかってきたので、その変
化をマーカーとして、メチル化の変動パターンを加速あ
るいは遅延させる変異や低分子化合物のスクリーニング
をモデル動物で行えるだろう。逆に早期老化症を示すと
されるヒトやマウスで、エピゲノムの状態がどのように
なっているかは上記の手法で直ちに解析が可能であるが
未だ報告がない。それらの症状はしばしば “acceler-

ated aging” と表現されるが、もし本当に加齢の促進が
起きているなら、DNA メチル化の変化も促進している
はずである。
　一方、ヒトにおいて加齢によるメチル化変動と老化の
因果関係は、高齢者特有の疾患の発症に関与すると認め
られるか、少なくとも発症を予見することが可能かどう
かで問えるではないか。原因か結果かは不明であるが、
高齢者で増加するガンにおいて遺伝子メチル化異常は明
らかである。また最近では脳におけるリボソーム遺伝子
のプロモーター領域のメチル化がアルツハイマー病の
マーカーになり得ることが示されるなど [63]、老年病の
発症原因としてメチル化異常がすでに注目されている。
一方、エピゲノムを発症前後の診断に利用するとなれば
細胞の非・低侵襲的なサンプリングが望まれる。たとえ
ば血液中の DNA など病変部とは別の細胞由来のエピ
ゲノムにマーカーを見つけることが必要になる。そのた
めにはまずさまざまなヒト細胞における加齢依存的なメ
チル化変動の部位と変動レベルの精緻な記載が不可欠で
ある。イルミナ社は現在、解析できるヒトゲノムの
CpG サイトを45 万カ所以上に増やし、レファレンス遺
伝子の 99% を対象としたアレイを比較的安価に発売し
ている。このアレイには CpG アイランドとは別に 
CpG アイランドショアも一つのカテゴリーとして組み
込まれるなど、メチル化を調査できる領域が格段に広
がっている。このような高密度メチル化アレイからヒト
の加齢によるメチル化変動領域が細胞種類ごとに詳細に
マッピングされるだろう。また究極的には後述の国際ヒ
トエピゲノムコンソーシアムにより、ほぼすべての 
CpG サイトについて老若の標準メチル化のレベルが次
世代シーケンサーにより決定されるだろう。そしてそれ
らの情報をもとに、将来的にはメチル化の加齢変化を示
す CpG 部位に特化したエイジチップとでも呼ばれるマ
イクロアレイが作製され、老年病に関連したメチル化多
型 (m-SNP) が見出されるようになるかもしれない。あ
るいは逆に、老年病に関連するメチル化多型を予断無く
ゲノムワイドで調べ、見つかった m-SNPが加齢変化で
生じるということがわかれば、それにより加齢によるメ
チル化変化と老化の因果関係が認められるようになるか
もしれない。そのための実験デザインがすでに提案され
ている [64]。

６．ヒトエピゲノムプロジェクト
　ヒト細胞のエピゲノムのリファレンスマップを作成す
るために国際ヒトエピゲノムコンソーシアム (IHEC) 
が 2010 年に発足し、日本も 2011 年に参加を表明し承
認された。ここでのエピゲノムは DNA メチル化の他、
ゲノム全域にわたるヒストン修飾、ノンコーディング 
RNA 解析などを含む (http://ihec-epigenomes.org/)。
解が一つしかなかったゲノムの一次配列と異なり、エピ
ゲノムは組織や幹細胞の種類、生活環境、疾患の有無、
そして年齢等によってそれぞれ異なる。そこで今後 
7~10 年の間に少なくとも 1000 のエピゲノムを解読す
ることを IHEC は目標にしている。このエピゲノムプ
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ロジェクトではiPS 細胞や疾患と並び老化が６つの主
要ターゲットのうちの一つとして選ばれており、近い将
来、老化の組織別リファレンスエピゲノムマップができ
ることが期待される。

７．まとめ
　今回取り上げたDNA メチル化の変動と老化の関連を
調べた研究は、ほぼすべて記載的なものである。それに
も関わらず実利的な IHEC がエピゲノムプロジェクト
の主要ターゲットの一つに老化を据えたのは､上記の研
究が組織や種を超えた加齢に伴うメチル化変動を明確に
示し、両者の因果関係を疑わずにはいられない説得力を
もつからであろう。
　ちなみにもし DNA メチル化のようなエピジェネ
ティクスの乱れが老化に関与しているとしたら、酵母や
線虫のようなDNA メチル化をもたない生物ではどうな
のかという疑問がわく。同じエピジェネティクスである
ヒストンの修飾変化を老化の原因に疑うのは単純に過ぎ
るだろうか。しかし寿命遺伝子として有名な sir2 はヒ
ストンの脱アセチル化酵素をコードしており、他にもヒ
ストンヒストン修飾と寿命の関連を実証的に示した例が
ある  [65,66]。総遺伝子のおよそ５％が機能阻害によ
り寿命延長効果をもたらすという線虫の結果は [67]、寿
命の変化に依る老化研究の難しさ、危うさを示しており、
その判断は慎重になるべきだが、酵母のSir2は加齢によ
り減少するというヒストン修飾タンパク質の加齢変化も
報告され [68]、ヒストン修飾が正常な老化に関与する可
能性が出てきた。DNA のメチル化修飾とヒストン修飾
は相互に依存的ともいわれ、またヒトの加齢で高メチル
化する領域はクロマチンの二価領域 (bivalent do-
main) に対応するという報告もあり [59]、老化研究に
おいて今後、DNAメチル化修飾とヒストン修飾の両者
が合わせて論じられる日も近いかもしれない。
　すでにお気づきのように上記の研究には多くの日本人
研究者が貢献している。今後も知恵と勇気を持った日本
の若い研究者がこの分野に参加することを期待したい。
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Changes in DNA methylation upon mammalian aging

Nobuyoshi Shimoda
Department of Regenerative Medicine
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　There is a growing perception that epigenetic modification, such as DNA methylation and histone modifi-
cation, may play an important role for aging of the organism partly because epigenetic modification is sus-
ceptible to environmental changes and intrinsically destined to change for cellular differentiation, thus only 
partially stable.  But I believe the main reason is that epigenetic modification is thoroughly reset during 
early development of mammals.  Here I introduce studies describing age-related DNA methylation changes 
in mammals with the methodologies used.

Keywords:DNA methylation, CpG island, CpG island shore
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は多くの元患者は、もはや必要は無いのですが、再発を
恐れて治癒後も服薬を続けていました。Park先生は線
虫を用いてDDSの働きを詳細に解析しました。そして
DDSは顕著に体内の活性酸素を低下させることを見つ
けました。その結果、線虫の動きが活発になり寿命を延
長させるという結論を得ました。分子生物学的には細胞
内におけるDDSが作用する体内の分子はpyruvate 
kinase-1 (pyg-1)酵素であり、DDSがこの酵素の働きを
高めた結果、特に筋肉への良い効果があり寿命の延長に
つながっているという結論です。Park先生はこの研究
を進めて、より良い健康長寿のための研究を行いたいと
のことでした。Park先生の研究経過は我々の活動に重
要な示唆を与えてくれます。現在、私達の職場でも領域
を超えた研究の連携が奨励されています。地域において
なされた様々な健康調査から得られた研究を、基礎老化
学研究者が異なった角度から見ることにより新しい展開
が開かれる可能性があります。シンポジウムでは私が尊
敬する名誉会員のByung Pal Yu先生は領域を超えた幅
広い研究に大きな期待を寄せていることを講演してくれ
ました。
　追記：韓国における国立の老化研究所の設立は政治状
況の変化に振り回されているようで、なかなか決着がつ
かないとのことでした。またSang Chul Park先生は
Gachon University（Inchon）に移られました。

　７月中旬に韓国老化学会が主催する第２１回国際シン
ポジウムに参加するために釜山を訪問しました。多くの
韓国の友人との再会と欧米からの参加者との出会いを楽
しみました。私は最初の日本人発表者として東北大震災
に対する温かいメッセージと支援に対する謝辞を述べま
した。東京に於ける放射能問題については研究者なので
皆さん冷静な判断をしていました。　多くの講演の中か
ら、私の友人であり当研究所に何度も来ているソウル大
学のSang Chul Park先生の講演についてご紹介したい
と思います。彼は韓国のハンセン病患者が収容されてい
た島で高齢者の健康調査を行いました。日本ではもう新
患者が発症していませんが、韓国も同様で新しい発症例
は無く、施設が外に対して閉ざされてはいません。しか
し社会的差別を恐れて多くの高齢の元患者が暮らしてい
ます。Park先生はこの島に住んでいる高齢者が概して
健康であることに興味を持たれて住民の健康調査を行っ
たのです。その結果、この島の住民は他の地域に居住す
る高齢者より健康状態が良いことを確認しました。
　Park先生はその理由を様々な観点から解析しました。
長い間、社会的に差別されてきたことから地域の結びつ
きが強いことも特徴的でしたが、調査の中で老化の生化
学者であるPark先生が最も興味を持ったことは、ハン
セン病の治療薬の働きでした。その薬はDDS （4,4’-
diaminophenylsulfone）という一種の抗生物質です。実
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「現代的な施設と伝統の共存」がアピールポイントであ
ることを強調しました。その観点では現在、立候補する
とされている他の国よりも極めて良い条件であることは
間違いないと思います。招待されたのが理由ではありま
せんが、必ず参加しようと思いました。タイは極めて親
日的であることを実感しました。バンコク市内を走る自
動車の９５％以上が日本車であり、それも左側を走って
います。夕食の際にお酒の話が出た時にJitapunkul先
生はタイに焼酎の製法を伝えたのは日本人ですと言われ
ました。それは誰ですかと尋ねると「ヤマダ！」と答え
ました。そう私たちが子供の頃に知っていた山田長政で
した。実際に彼が伝えたのかは知りませんが、タイが日
本に期待している事を私たちは忘れてはいけません。こ
の国が「微笑みの国」と呼ばれていることはご承知でしょ
うが、どこでも穏やかな微笑みを見る事ができ極めて楽
しい滞在となりました。タイ老年学会が私を招聘した目
的は充分に達成されたのかもしれません。

　タイ老年学会の招きでバンコクを訪れました。タイ老
年学会が主催する「Improving Geriatric and Gerontol-
ogy through Cultural Diversity」と題するセミナーで
した。講演を行ったのは私とソウル国立大学のSung 
Jae Choi先生でした。どうして２人が講演をする事に
なったのか行く前はわからなかったのですが、現地で気
がつきました。タイ老年学会は2015年のアジア・オセア
ニア老年学会議に立候補しており、その招致活動の一環
ではないかと思われます。Choi先生も私もアジア地域
のcouncil memberなのです。セミナーではChoi先生は
韓国の高齢化社会の問題とそれに関する政策決定につい
て講演しました。Choi先生はその中で韓国に於ける多
くの課題について、日本がモデルであったということを
何度も話されました。それを聴くたびに我々、日本の老
年学の課題はアジアの課題でもあり、日本が果たす役割
の重要性を認識しました。私は一般的な老化の生物学的
な事柄について私の考え方を簡単に紹介し、我々の組織
における自然科学、社会科学、そして病院との連携につ
いて紹介し、研究領域を超えた研究活動を力説しました
が、意図するところは伝わったと思われます。ただ基礎
的な研究についてはまだ体制が整ってはいないとの事で
した。現在のタイ老年学会の会長はPranom Othagan-
ont先生というチュラロンコン（Chulalongkom）大学の
看護学の教授ですが、王家とのつながりのある方で、皇
太后が看護師であったことから、王家からは様々なサ
ポートがあるとのことでした。タイでは老年看護学は勢
いがよいとのことです。次回のアジア・オセアニアの大
会長となるのは現副会長のSutthichai Jitapunkul先生
で、チュラロンコン（Chulalongkom）大学の老年医学
の教授です。彼はGGIにはよく投稿しているそうです。
講演会の後の夕食会は学会会場に予定されている国際会
議場と隣接するホテルCentara Grandで行われました
が、国際会議場は極めて立派でした。会場の周辺は極め
て近代的なオフィス・ショッピング街で、また治安も良
いとのことです。またこの地域は多くの観光寺院や王宮
が近い事もあり、実際に夜の１０時頃でも多くの市民が
歩いていました。日本からは約２０００人程の参加者を
期待しているとのことですが、韓国のChoi先生と私は多
くの参加者を期待するには「安全性、治安の良さ」と
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胞の老化、すなわち、不可逆的な分裂停止は、細胞のが
ん化を予め防ぐ為のバリアと考えられるようになりまし
た。其れとは別に、老化細胞は分裂能力は衰えたけれど
サイトカイン等の増殖や細胞遊走を刺激する因子を分泌
する能力を高めた結果、傷の修復に役立っていると考え
る人もいます。
　老化細胞で発現亢進するp53タンパクは、分裂を停止
する働きを持ちますが、一方でプログラム細胞死を誘導
する働きもあります。なのに、老化細胞は長期に生存を
続けます。個体はそれを生かし続ける理由が在るので
しょうか。
　老化細胞は、全体を考えてwiseな生き方を選んでいる
のかも知れません。

亊起こし⑦です。
　そうなるとぜひとも老化細胞を特異的に除去してその
結果をみたいですね。
　例えば、p16とp53を同時に発現する細胞を老化細胞
に見立てて、それら遺伝子プロモーターの下流にそれぞ
れが合体すれば、毒素（分解の早い）となる因子の遺伝
子をつなぎ、老化細胞で生産させるようにtransgenic 
mouseを造ってみましょう。何が起こりますか、楽しみ
です。

第９話　リンカーHistone H1を失う老化細胞
　老化細胞は、平たく大きく広がった細胞です。分裂寿
命の尽きて来た頃ですから、DNA複製や増殖に関わる
多数の遺伝子群や、細胞骨格、運動に関わるタンパクの
遺伝子群も働いていないと思われます。そこで、一般的
に遺伝子の転写が不活発になっており、クロマチンも
heterochromatin 化していると想像されます。
　もう30年も前ですが、私達は核タンパク質を抽出後、
二次元電気泳動で分離する事によって、老化で変動する
タンパクを同定した事が有ります。その中で、ヒストン
各分子種の割合が、微妙に違う事に気付きました。事の
重要性を鑑みて、アミノ酸のCまたはHを放射性物質で
標識したリジンを使って、細胞のヒストン分画への取り
込みを解析したのです。その結果、ヌクレオソームのコ
アーヒストンにあたるＨ2A、H2B,  H３、H４は一定の
比率で存在するのに対して、リンカーDNA部分に結合
する筈のヒストンH1が老化細胞で喪失する事が発見さ
れました。ECR( Mitsui et al 1980 )に、その詳細を報
告したところです。しかし、当時のクロマチン科学では、
histoneの外れる事は、転写活性が高まるだろうとの認
識にあって、深い考察は出来ませんでした。

はじめに
　大きな誤解がありそうです。老化と言えば個体のレベ
ルでも、臓器の機能障害が多くて、人のお役に立ちそう
もなく、時には老害を晒す邪魔者扱いをされていないで
しょうか？でも全体を見て、優れた判断をする老賢人も
居ますね。
　その老害イメージは、老化細胞にも有りそうです。外
観的には、平たく広がって動きも鈍く、子孫細胞をつく
れません。生体高分子にも傷害がたまり、遺伝子の発現
も低くて働きが鈍くなり、その存在は臓器、器官の機能
を阻害して邪魔者になっているかも知れません。
　でも本当にそうなのでしょうか？老化生物の発生の由
来から始めて、老化細胞のお役の立ち方まで、一緒に考
えて見ましょう。老化クロマチン迄、たどり着けるで
しょうか。

第８話　老化細胞に存在意義は？
　進化の過程で生物に寿命が生じたのは、およそ、真核
生物で有性生殖をするようになった頃だと述べました。
ここで生物の寿命とは、同一遺伝子構成の細胞からなる
個体が絶える事と、先に定義しましたね。だから、原核
生物の細菌では多くの子孫細胞を造りますが、正確な
DNA複製をすれば、同一遺伝子構成のクローンが続く
わけで、細菌に寿命は無いと言えます。
　真核生物になっても、単細胞生物のゾウリムシは無性
的な分裂と有性の接合との両方で増えます。また、多細
胞生物のヒドラも、無性的な出芽に加えて、配偶子を
使った有性生殖も行います。つまり寿命をリセットする
機構を獲得したのです。自然界では環境の悪化が起こり
ますから、遺伝子の組み換えで、それに対処する仕組み
を作ったようです。そのつど新しいクローン個体の誕生
です。遺伝子プールとしては、確実にすべてが次世代に
受け継がれますから、問題は生じません。
　むしろ問題はもう一方の古いクローン個体です。細胞
の寿命から言えば、テロメラーゼや、ALT機構の獲得、
進化によって、DNAのend replication問題はせっかく
解決したのに関わらず、体細胞ではどうしてTERTの発
現を抑制してしまい、分裂寿命に至るのでしょう。老化
細胞、即ち、老化生物出現の謎です。
　個体レベルからすれば、生殖の意味で役目を果たし終
えた老化生物に、余分なエネルギーを割けないと言う事
でしょうか。
　こうした老化細胞は死を待つだけの細胞なのでしょう
か。いいえ、最近では過形成や良性腫瘍の組織内に、老
化細胞が出現して来る事や、がん遺伝子を人為的に発現
させると細胞は急速に老化が誘導されるところから、細
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　ところが25年以上経った2006年、石川冬木教授のグ
ループが、ヒストンH1の喪失と言う事実を、違う視点か
ら再発見してくれたのです。それはクロマチンの凝縮、
hetero-chromatinization との関係です。老化細胞で、
histone H1が失われて、代わりに競合するHMGAとい
う非ヒストンタンパクが、リンカーDNAに結合してし
まって、nucleosomeが折り畳まれ、ヘテロクロマチン化
が起こるということです。但し、これだけでは有りませ
ん。

第10話　老化細胞のSAHFで、役者は踊る
　それより３年前の2003年、米国のM.Naritaらは老化
関連へテロクロマチン斑（senescence-associated het-
erochromatin foci: SAHF ）を初めて報告しました。
DAPI染色すると、DNAが凝縮している部分、即ちヘテ
ロクロマチン領域は、濃く染まります。老化細胞の核を
DAPI染色すると、上図aの左２番目にあるように、focus
が30-50個も見られます。不活化X染色体の染まり方に
そっくりのようです。個々のfocusは、それぞれ１個の
chromosomeを示すと分かってきました。SAHFには、
数種のhistone variantsだけでなく転写抑制に働くhet-
erochromatin protein１（HP1）が入り込みます。そし
て、老化細胞では、Rbの低リン酸化が起こりますから、

E2Fを結合して不活性化し、そのtarget遺伝子群の転写
を出来なくして細胞増殖を止めるのですが、老化細胞の
SAHFにおいて、このE2F target geneにHP1γが結合
して安定的な転写抑制をおこし、非可逆的な分裂停止を
もたらすと、Naritaらは主張しています。老化の不可逆
性の説明です。
　ヘテロクロマチン化は、動原体付近、核小体付近、そ
してテロメア領域などの反復配列部域に生ずるだけでな
く、不活性X染色体や特定の分化における転写の不活化
でもおきます。老化の場合とちがいは有るのでしょうか。
ヒストンの修飾については、アセチル化、リン酸化、ユ
ビキチン化、そしてメチル化がおこりますが、老化では
先ずヒストンの脱アセチル化が関わります。サチューイ
ンはそのinhibitorであることは、ご存知でしょう。メチ
ル化については、ヒストンH3の9番目のリジンでメチル
化(H3K9me2/3)の起こる事が重要です。
　ここに、HP1が結合して転写を抑制するのです。しか
しH3のメチル化といっても、4番目リジンのメチル化や、
9番目リジンの最初のメチル化(H3K9me1)は、むしろ転
写を上げるほうで、老化に関わりません。しかも、その
近隣に有るH3の10番目セリンのリン酸化は先のHP1を
追い出してしまいますが、これは細胞分裂期における
chromosome凝縮で起こることです。ついでに云えば、

図　老化細胞におけるリンカーhistone H1の喪失とSAHFの形成
a DAPI染色によるSAHFを示す。Focus一つが各chromosomeにあたる。 
b 若い細胞のnucleosomeをつなぐリンカーDNAに結合していたhistone H1は、老化細胞で喪失し、代わりにHMGAが結合する。
 生じたSAHFにhistone variantsのmacroH2AやH3.3が入り込む。Heterochromatin proteinのHP１sも入る。
 AsF1aやHIRAは、SAHFに組み込まれないが、その形成を助ける。Chromosoma 116, 431-440, 2007（R Funayama, F Ishikawa）より
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H3の27番目のリジンのメチル化は、転写抑制タンパク
のpolycombであるPRC1を結合させますが、近隣の28番
目セリンのリン酸化がおこれば、PRC1をはずして、転
写をあげるというのです。
　一方で、ヒストンH1、H2、H3には、多数のvariants
が存在していて、遺伝子の活性化、修復、分化、転写抑
制に関わります。その内、老化細胞のSAHFに含まれる
のが、macroH2A及びH3.3として注目されています。
　更には、こうした老化細胞SAHFの形成やその維持に
関わるタンパクとして，histone chaperoneが重要です。
特にHIRAやASF1aの造るcomplexが注目されています。
それ自身はSAHF内には取り込まれないものの、ヒスト
ンvariants、特にH3.3のfoldingとSAHFへの取り込みに
関与するのです。
　先に、テロメア領域はくり返し配列を持ち、ヘテロク
ロマチン化していると言いましたが、老化細胞において
それは、短縮化あるいは構造異常にあるわけで、SAHF
には取り込まれていないと言うのは、示唆的であります。
　こうして述べたSAHFは、生体内でも老化細胞や前が
ん組織で確認出来ますが、完全な普遍性が有るか気にな
ります。
　ヒト細胞の分裂老化でも、WI38やIMR90とちがって
BJ細胞ではその形成が弱い事、ヒトとマウスでその形
成度が違う事等が指摘されています。

亊起こし⑧です。
　とは言え、SAHFを構成する重要なタンパク、例えば
HMGAをknockdownすると、in vitroでは、SAHFができ

ません。マウス個体では、どうなるでしょう。老化は？
腫瘍形成は？是非やってみたいですね。　

第11話  老賢人なのか
　さて、こうしたクロマチンをつくるタンパクは、安定
しているのでしょうか。
　一般に、DNA 複製をする増殖細胞では、複製時にク
ロマチン構造がほどけますから、元の構造に再構築され
る必要が有ります。そのヘテロクロマチン領域でも、S
期の初めか終わりに、短時間で複製を行い、転写抑制の
クロマチン構造を再現するのです。
　では、分裂停止にいたった老化細胞では、クロマチン
はDNAに固定されているのでしょうか。いいえ、そう
ではありません。DNAからmRNAに転写する折には、
ほどけるでしょう。老化細胞は意外と代謝が盛んです。
事実、いろいろな増殖因子、プロテアーゼ、炎症性サイ
トカインなどsecretomeをより多く分泌する事が知られ
ています。更には、DNAへの傷害が多くなっています
から、repairのDNA合成も盛んな筈です。
　かくして老化細胞でも、そのクロマチンの各タンパク
は、大変に動的でありながら、物質的にも高次構造的に
も、再現性よく再統合されていると考えられます。そう
であるからには、老化細胞は単に死を待つ細胞でなく、
がん抑制、傷修復、そして分化機能発揮だけでなく、さ
らにwiseな働きを果たしているかも知れません。その
ことに，SAHFがどれほど貢献しているかも、知りたい
ですねー。
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