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研究成果の概要（和文）：加齢とともに血管平滑筋細胞の構成タンパクが変化し、血管機能を低下させると想定
されている。本研究ではヒト大動脈中膜の加齢性変化をプロテオーム解析した。対象は高齢群、中年群、若年群
の病理解剖大動脈サンプルである。プロテオーム解析は2D-DIGEおよびiTRAQ法を用いた。加齢に伴いアクチンフ
ァミリー、細胞外基質、抗酸化のタンパクに発現の変動を認めた。すなわちアクチンファミリータンパクではア
クチンの減少および他のアクチン関連タンパクの増加を、また抗酸化タンパクおよび酸化マーカーの増加を高齢
者に認めた。以上よりアクチンとアクチン関連タンパクのインバランスおよび抗酸化タンパク質の増加を高齢者
に認めた。

研究成果の概要（英文）：Previous studies reported that several proteins produced in vascular smooth 
muscle cells altered with aging, resulting in the deterioration of vascular function. We performed a
 proteomic study on the human aortic media with chronological aging, using autopsy samples of the 
aortic media from elderly, middle-aged, and young subjects. Two proteomic approaches, 2D-DIGE and 
iTRAQ, were performed. Differentially expressed proteins with aging were categorized into three 
groups: actin family proteins, extracellular matrix proteins, and antioxidant proteins. A decrease 
in actin and increase in other actin-related proteins in elderly media were found. The 
immunohistochemical analysis showed that expressions of antioxidant proteins and oxidation 
stress-marker proteins were higher in the elderly than in the young. In conclusions, the imbalance 
between actin and actin-related proteins occur with human aortic aging, and antioxidant proteins 
were induced by elevations in oxidative stress with aging.

研究分野：人体病理学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 動脈老化の研究動向 

「人は血管と共に老いる」と言われ、加齢と

共に動脈は老化し、硬くなる。広く動脈硬化

と呼ばれるこの現象は病理学的には内膜を

中心とした粥状硬化症と、中膜を中心とした

「加齢性中膜変性硬化症」に分かれる。加齢

性中膜変性硬化症では弾性動脈（大動脈、頸

動脈）が拡張し、動脈壁が硬化する。その結

果として、大動脈瘤、収縮期高血圧、うっ血

性心不全、冠不全、大動脈弁逆流症などの高

齢者に特有の病態を引き起こす。加齢性中膜

変性硬化症の原因としては①エラスチンの

機械的疲弊（量の減少、断裂、架橋の減少）、

②エラスチン、コラーゲンの糖化・糖酸化、

③酸化脂質による細胞障害、④D体アミノ酸

の増加、⑤中膜アミロイド中間物質である

medin oligomerによる細胞障害、などが想定

されている。最近、海外では動脈老化につい

て関心が高まっており、主に培養細胞、実験

動物を対象として優れた業績が出つつある。 

(2) 大動脈解離の研究動向 

 大動脈解離は心タンポナーデ・縦隔出血を

起こす致死性疾患である。多くの症例は孤発

性であり原因や発生機序に関しては不明の

点が多い。遺伝性動脈中膜変性症としては

Marfan 症候群、Ehlers-Danlos 症候群（2

型）などが知られており、原因となる遺伝子

異常が同定されている。中膜平滑筋細胞の機

能維持には、fibrillin 1, elastin, fibulin 5, 

emilin などの間質を構成する構造分子と共

に TGFβシグナルが重要とされており、これ

らの遺伝子異常が遺伝性中膜変性症を引き

起こす。 

(3) 動脈老化・大動脈解離のプロテオーム解

析 

我々は平成 23～25年度で基盤研究(C)「動脈

老化と動脈中膜変性疾患（大動脈解離、脳動

脈瘤、脳動脈解離）のプロテオーム解析」の

補助を得て２次元ディファレンスゲル電気

泳動を用いたプロテーム解析を行い、タンパ

ク質に加齢に伴う変動をいくつか同定した。

海外では幾つかの研究機関でプロテオーム

解析が進んでいるが、日本では癌研究以外の

領域ではプロテオーム解析はほとんど応用

されていない。 

 

２．研究の目的 

動脈老化は高齢者の高血圧、うっ血性心不全、

大動脈瘤の原因であり、大動脈解離症は循環

器系致死性疾患である。動脈老化の分子機構

は不明であり、非症候性大動脈解離症の原因

は不明である。本研究の目的は大動脈中膜組

織のプロテオーム解析により動脈老化、大動

脈解離症のタンパク質発現、タンパク質翻訳

後修飾の病態を明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

(1) 研究対象 

動脈老化研究に用いた症例は 3群であり、高

齢群が 3例（平均年齢 90歳）、中年群が 5例

（同 57歳）、若年群が 3例（同 27歳）であ

る。大動脈解離研究に用いた症例は年齢を調

整した動脈解離群が 5例、対照群が 6例であ

る。解剖時に胸部下行大動脈を採取し中膜組

織のみを用いた。 

(2) iTRAQ法によるプロテオーム解析 

検体からタンパク質を抽出し、アセトン沈殿、

還元、アルキル化、トリプシン消化しペプチ

ドに分解する。これらのペプチドを、レポー

ター部分に安定同位体元素を持ち、質量分析

で比較定量が可能な iTRAQ試薬で標識する。

それぞれ異なる分子量の iTRAQ 試薬で標識

した若年群、中年群、高齢群を混合し、

nano-LC/MALDI-TOF/TOF 5800 (KYA 

Tech./Sciex)にて分析する。解析ソフト

ProteinPilot (Sciex)を用いて、iTRAQ試薬レ

ポーターイオンのシグナル強度比によるデ

ィファレンシャル解析とタンパク質の同定

を同時に行い、動脈老化に特異的に変動する



タンパク質を明らかにする。 

(3) 免疫組織化学的検討 

上記研究で変動の認められたタンパク質、修

飾タンパク質については、組織標本切片上で

免疫組織化学的方法により同定し病理組織

学的に検討する。 

(4) 病態及び病因との関連性の検討 

プロテオーム解析や免疫組織化学的解析に

より、動脈老化との関連性が示唆されたタン

パク質について、正常ヒト大動脈血管平滑筋

細胞を用いて、遺伝子改変を行い、病態及び

病因との関連性について明らかにする。

RNAi により発現を低下させたり、トランス

フェクションにより強発現させたりするこ

とにより、動脈老化において引き起こされる

様々な細胞学的変化やタンパク質発現変化

が生じるかどうかを調べる。 

 

４．研究成果 

(1) iTRAQ法によるプロテオーム解析 

iTRAQ 法を用いたプロテオーム解析により

1.5 倍以上の変動が見られたタンパク質につ

いて検討を行った。 動脈老化では有意に増

加したタンパク質は 30 であり、減少したタ

ンパク質は 26であった(表１)。一方、大動脈

解離では有意に増加したタンパク質は 20、減

少したタンパク質は 12 であった。動脈老化

では主に平滑筋収縮関連タンパク質のアク

チンが減少し、アクチン結合タンパク質、ト

ロポミオシン、ミオシンなどが増加、アクチ

ンの脱重合関連タンパク質が減少すること

が明らかになった。細胞外基質タンパクとし

ては、プロテオグリカンの変化として、リン

クタンパクの増加、ケラタン硫酸成分(ルミカ

ン)の減少、ミクロフィブリル関連タンパクの

減少、ヴィトロネクチンの増加を認めた。以

前報告した蛍光二次元ディファレンスゲル

電気泳動(2D-DIGE)によるプロテオーム解

析 と 比 べ る と 、

検出感度がよいため、タンパク質の検出数も

変化したタンパク数も多かった。しかし、加

齢に伴って変化したタンパク質のカテゴリ

ーは同様であり（表１）、アクチン、細胞外

マトリクス、抗酸化酵素などの関連タンパク

質が変動することが明らかになった。 

 

表１．加齢に伴う大動脈中膜のプロテオーム

解析結果 

 
Protein Description 2D-DIGE iTRAQ 

Actin , actin related proteins and intermediate filament 

 

Actin, aortic smooth 

muscle  
Down Down 

 

Myosin regulatory light 

chain 12A  
Up Up 

 
Transgelin  Up Up 

 
Transgelin-2  Up Up 

 
Vimentin  Up Up 

 
Gelsolin  Up, Down Down 

Extracellular matrix and glycoproteins 

 

Hyaluronan and 

proteoglycan link protein 1  
Up Up 

 
Galectin-1 Up Down 

 
Lumican  Down Down 

 

Microfibril-associated 

glycoprotein 4  
Down Down 

 
Vitronectin  Up Up 

Antioxidant proteins 
  

 
Peroxiredoxin-2  Down Down 

 
Thioredoxin  Up Up 

 

(2) 酸化ストレス関連タンパク質の変動 

酸化ストレス関連タンパク質である

Extracellular SOD (EC-SOD), Glutathione 

S-transferase (GST), Thioredoxin (Trx)など

が 増 加 し て い た 。 ES-SOD, Trx, 

Peroxiredoxin 2 (Perx2)に関してはウェスタ

ンブロット、免疫組織化学的検討により高齢

者で発現が増加していた(図 1)。さらに、酸

化 ス ト レ ス マ ー カ ー で あ る



8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), N

ε-(Carboxymethyl)lysine (CML)の含量を

免疫組織化学的に検討したところ、高齢者で

増加していた(図 2)。以上より、高齢者では

酸化ストレスの亢進によって抗酸化酵素や

それらの関連タンパク質が増加することが

示唆された。 

 
図１．酸化ストレス関連タンパク質の加齢に

よる変化 

 

 

図２．酸化ストレスマーカーの加齢による変

化 

 

(3) ACTA2の発現抑制実験 

プロテオーム解析の結果を検証するため、特

異的抗体を用いたウェスタンブロットを行

ったところ、超高齢においてα-アクチン

(ACTA2)が減少し、アクチン関連タンパク質

であるトランスゲリン 2(TAGLN2)、ミオシ

ン(MYL9)などが増加することが確認された。

そこで、ACTA2 の減少とアクチン関連タン

パク質の増加について関連性があるかどう

かを調べるため、ヒト正常血管平滑筋細胞を

用いた細胞培養系においてACTA2の siRNA

を行い、ACTA2 のノックダウンによる

TAGLN2、MYL9、MYL12Aの発現変化につ

いて調べた。タンパク質の検出 (WB)と

mRNAの検出(quantitative RT-PCR)の両方

について行ったが、どちらにおいても、アク

チン関連タンパク質の有意な変動は認めら

れなかった。この結果から、siRNAのような

短期間(72時間)の ACTA2ノックダウンにお

いては、アクチン関連タンパク質の顕著な発

現増加は認められないことが示唆された。 
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