
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年６月１０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2006～2008 

課題番号：１８５９０２２４ 

研究課題名（和文） 老化促進モデルマウスＰ８系の離乳期からの加齢速度促進機構の解明に

向けた研究  

研究課題名（英文） INVESTIGATION OF THE MECHANISMS OF ACCELERATED AGING AFTER WEANING 

IN SENESCENCE ACCELELATED MOUSE P8 STRAIN   

研究代表者 

高橋 良哉 (TAKAHASHI RYOYA) 

東邦大学・薬学部・教授 

研究者番号：４０１９７１９０ 

 
 
 
研究成果の概要：老化促進モデルマウス（SAM）P8 系の離乳期にはじまる促進老化現象の原

因を探るため行った組織タンパク質の解析から肝臓型脂肪酸結合タンパク質のアミノ酸配列に

促進老化型 P8 系と正常老化型 R1 系マウスに違いがあること見出した。最終的に SAMP8 の

促進老化の原因の特定には至らなかったが、促進老化型 P8 系マウスは高脂肪餌に対する感受

性が高い系統であり、老化や老化関連疾患の基礎研究に重要なモデル動物となり得る可能性が

高いことが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
老化促進モデルマウス(SAM)は，アミロイ

ドーシスや学習記憶障害などの老化兆候を
早期に示すマウスの一群である。これらのマ
ウスはそれぞれの特性からP1系～P11系に分
類されているが、いずれも寿命は正常老化を
示すR1系マウスの約1/2の約１～1年半であ
る。しかし、P 系マウスがどのような原因で
短命となっているかは明らかでない。 
これまでに申請者は， SAM の P 系マウスの

加齢特性を明らかにするために、短命な P8
系と長命な R1 系マウスの脳や肝臓における

構成的遺伝子発現（cyclophilin，hsc70 mRNA
など）や組織特異的遺伝子発現（major 
urinary protein mRNA など）の加齢変化を生
後 1日から生涯に渡り調べてきた。その結果、
調べたすべての遺伝子において、生後 1日～
20日齢まではP8系とR1系の遺伝子発現変化
パターンに差がなかったが、離乳期を過ぎた
ころから（20～30 日齢）P8 系の遺伝子発現
の加齢変化が長命な R1 系マウスと比べ相対
的に速まっていた。その加齢変化パターンは
R1 系マウスのものを寿命の差と同じ割合で
縮小したものであった。すなわち、P8 系マウ



スは、単に特定の病気が原因で短命となって
いるのではなく、離乳期を境に加齢速度を加
速させる変化を起こした動物であることが
示唆された。 
P8 系マウスの離乳期を境に起こる加齢に

伴う遺伝子発現変化の促進現象には幾つか
の原因が考えられる。例えば、離乳期におけ
る母乳から固形飼料への食餌変化により発
現が開始あるいは終了すべき遺伝子（群）の
発現量調節に何らかの異常があり加齢速度
が変化している可能性や加齢速度に直接あ
るいは間接的に影響を与える遺伝子に変異
があり加齢速度が変化している可能性など
である。 
 
２．研究の目的 
本研究では，P8 系マウスにおける遺伝子

発現の促進メカニズムを明らかにする研究
の一環として、R1 系マウスを比較対照とし
ながら P8 系マウスで離乳期前後に①発現量
が変化する遺伝子あるいは②タンパク質の
質的変化を伴う遺伝子変異が存在するか否
かを調べ、得られた遺伝子情報から更に加齢
速度に影響を与える遺伝子の探索を行う。す
なわち、P8 系マウスで遺伝子発現量（mRNA
量）が変化している遺伝子は、比較的短時間
で多くの遺伝子について調べることのでき
るディファレンシャルディスプレイ法によ
り実施する。しかし、このようなスクリーニ
ングでは塩基置換などによりミッセンス変
異などを起こした変異遺伝子は見逃してし
まう。そこで、このような遺伝子については、
タンパク質側からの解析を進めることにす
る。すなわち、P8 系と R1 系の組織（あるい
は細胞小器官）のタンパク質を蛍光標識二次
元ディファレンス電気泳動（2D-DIGE）で解
析し、P8 系マウスで特有の動きを示すもの
を探す。P8 系マウスに特有なものが存在す
る場合は、さらに、質量分析器（TOF-MASS）
で同定を行った後、そのタンパク質の遺伝子
をクローニングし構造解析を行う。どちらの
スクリーニング方法も長所と短所が存在す
るが、互いにそれぞれの方法の短所を補いな
がら網羅的な探索を行う。 
 
３．研究の方法 
 P8 系マウスの遺伝子発現の加齢変化の促
進現象が離乳期（20～30 日齢）を過ぎたこ
ろからはじまる。そこで、本実験では，P8
系および R1 系マウスを 21 日齢で離乳させ、
その前後で mRNA 発現量やタンパク質の量
的や質的変化を両系統間で比較する。実験に
使用する動物は、離乳前の動物として餌の摂
取がはじまっていない 10 日齢、離乳時の 21
日齢、離乳後の動物として 35 日齢の 3 グル
ープを用いる。 

実験に使用する組織は，すでに遺伝子発現

の加齢変化の促進現象を認めている脳各部
域（大脳，脳幹，小脳）と肝臓の他に離乳期
において遺伝子発現の急激な変化が予想さ
れる消化器系などを加える。実験で解析に用
いる組織の優先順位は大脳，脳幹，小脳，肝
臓，小腸（3 部域），腎臓，血漿などの順番と
する。 
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(1) P8 系マウスに特異的に発現量が変化して
いる遺伝子のスクリーニング：ディファレン
シャルディスプレイ法 
 P8系とR1系の各日齢グループの組織から
精製した poly(A)+mRNA を用いて定法に従
い、ディファレンシャルディスプレイ法によ
り mRNA 発現量の異なる遺伝子のスクリー
ニングを行う。方法の概略は以下の通りであ
る。 

RNA サンプルをオリゴ dT12 の 3’末端に
2 mer 付加したプライマーで逆転写反応を行
い、合成された cDNA を鋳型として、10 mer
の任意の配列を持ったプライマー（AP プラ
イマー）と逆転写反応に用いたプライマーで
PCR を行う。この条件で増幅される様々な産
物をシーケンスゲルに泳動して分離するこ
とにより、発現量の違いを捉える。発現量に
差が認められる DNA 断片は、ゲルから抽出
しプローブとして、Northern blot 法や
RT-PCR 法で差があることを確認する。発現
量の差が確認できた場合は、シークエンスを
決定し、データベースで既知か未知かを調べ
る。未知である場合は、cDNA の全長をクロ
ーニングして、cDNA 配列やアミノ酸配列の



ホモロジー検索を行い、機能推定を行う。 
(2) タンパク質の質的変化を引き起こす変異
遺伝子のスクリーニング：蛍光標識二次元デ
ィファレンス電気泳動（2D-DIGE）解析 
前述の(1)ディファレンシャルディスプレイ
解析では捉えられないようなミッセンス変
異などを起こしタンパク質の質を変化させ
るような遺伝子のスクリーニングを行うた
めに蛍光標識二次元ディファレンス電気泳
動（2D-DIGE）解析を行い、タンパク質側か
らの変化からの遺伝子のスクリーニングを
行う。方法の概略は次の通りである。 
P8系とR1系の各組織タンパク質あるいは細
胞小器官タンパク質をそれぞれ蛍光色素
(Cy2,Cy3 または Cy5)で標識し，2 次元電気
泳動を行う。泳動後のゲル解析は現有の
Ettan DIGE システムを用いて行う。発現量
あるいは挙動の異なるタンパク質は，ゲルご
とスポットを切り出し，トリプシンなどによ
りインゲル消化を行い，生じるペプチド質量
を質量分析装置（TOF-MASS）で解析する。
得られたペプチドフラグメントの質量から、
既存であるか未知であるかをデータベース
で検索を行う（ペプチドフラグメント法）。
タンパク質が既存の場合は、cDNA データを
もとに P8 系および R1 系の組織から全長
cDNA をクローニングし、シークエンスを行
い、塩基配列をもとに翻訳したタンパク質と
2D-DIGE で得られた等電点や分子量の系統
差について検証する。両系統の cDNA からの
タンパク質の一次構造に差が認められなか
った場合は、翻訳後修飾の違いが予想される
ので、TOF-MASS や抗体による翻訳後修飾
の解析を行い、その修飾に関わる酵素に系統
差が見られないかを更に調べる。タンパク質
が未知の場合は、MS/MS 法などにより部分
アミノ酸配列を決定し、全長 cDNA クローニ
ングとシークエンスを行う。得られた cDNA
塩基配列やアミノ酸配列をもとにホモロジ
ー検索を行い、タンパク質機能を推定する。 
 
４．研究成果 
老化促進モデルマウス（SAM）P8 系の加

齢促進に関わる因子の解析は、タンパク質の
変化が捉えられる蛍光標識二次元ディファ
レンス電気泳動（2D-DIGE）解析から実施し
た。その結果、肝臓に両系統で等電点の異な
る分子量約 14kDa のタンパク質が存在する
ことを見出した。これらは同定の結果、肝臓
型脂肪酸結合タンパク質(L-FABP)であるこ
とがわかった。さらに、L-FABP 等電点の系
統差は cDNA塩基配列から1塩基多型に基づ
く 1 アミノ酸残基の違いによること、その位
置がL-FABPの脂肪酸結合能部位に隣接する
ことが明らかになった。そこで次に、L-FABP
遺伝子多型が脂肪酸結合能に与える影響を
調べるために、両系統のマウス肝臓から

L-FABP をゲルろ過カラムクロマトグラフィ
ー等で精製し脂肪酸結合能を比較した。精製
した（>90%）L-FABP の[14C]-パルミチン
酸(PA)の結合能は、R1 系マウスに比べ P8 系
でやや高い傾向にあったが統計的に有意で
なかった。しかし、パルミチン酸以外のステ
アリン酸、オレイン酸、リノール酸などの脂
肪酸結合能や脂肪酸の細胞内への取り込み
にL-FABPの遺伝子多型が影響している可能
性がある。 
次に、L-FABP 遺伝子多型による構造の系統

差が老化促進や加齢に伴う肥満などに何ら
かの影響を与えているものと考え、高脂肪食
が両系統の成長や脂肪蓄積に及ぼす影響な
どを調べた。本実験には、促進老化型（SAMP8）、
正常老化型（SAMR1)、糖尿病モデル (KKAy)
および野生型 (C57BL/6J, DBA2)の 5 系統の
マウスを用いた。15%ラードをコントロール
餌（CRF1）に添加した高脂肪食を約 12 週間
与え、体重および各組織重量、血清パラメー
タなどを調べた。その結果、高脂肪食による
成長に系統差が認められ、SAMP8 が最も高い
体重増加を示した。 
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図2 老化促進モデルマウスSAMP8とSAMR1の通
常餌と高脂肪含有餌飼育における体重変化  

 

血糖値は SAMP8で高脂肪食摂食により著し
く上昇したが、血清インスリンレベルは KKAy
とは異なり相対的に低い状態であった。また、
脂肪蓄積に関しては、SAMP8 は皮下脂肪が、
SAMR1 は内臓脂肪が多い傾向にあった。さら
に、SAMP8 では顕著な肝重量増加を伴った肝



脂肪蓄積が認められた。以上のように、本研
究により老化促進型 SAMP8系マウスは高脂肪
餌に対する感受性が高い系統であり、老化や
老化関連疾患の基礎研究に重要なモデル動
物となり得る可能性が高いことが示された。 
なお、ディファレンシャルディスプレイ法

による P8 系マウスに特異的に発現量が変化
している遺伝子のスクリーニングにおいて
は十分な成果を得ることができなかった。  
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