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研究成果の概要（和文）：細胞の寿命の１つに、分裂を止めた状態でどれだけの期間生存できるかという「経時寿命」
がある。経時老化は我々の臓器など分裂を停止した細胞の寿命制御機構を研究する良いモデルだが、細胞の寿命をその
場で測定する方法がないために研究が遅れている。そこで本研究では即時に細胞の老化度を測定できるシステムを開発
することを目指した。老化に伴って量が変動するタンパク質を分裂酵母の全5,000種類のタンパク質から探し出した。
それらに蛍光タンパク質を融合することにより、目的タンパク質の量を可視化し、老化度と蛍光強度が相関するものを
見出した。その結果、細胞の蛍光輝度を測定するだけで老化度が測定できるようになった。

研究成果の概要（英文）：Chronological lifespan (CLS) is defined as the length of time a cell can survive 
without cell division, which may serve as a good model for studying the mechanisms regulating life span 
of differentiated cells that are generally non-dividing. Chronological age of cells has been estimated by 
measuring colony forming units of cells in stationary phase. However, this method is a very 
time-consuming and daunting task. To address this issue, we tried to develop molecular markers that can 
provide an indirect measure of chronological age of a cell using fission yeast. Using the strain 
collection, a set of strains that can express each of the fission yeast ORFs with small epitope tags, we 
identified proteins whose expression levels were altered according to the time in stationary phase. 
Tagging of these candidates with fluorescent proteins allows immediate measuring of cell age from the 
fluorescence intensity. These aging markers will help identify factors regulating CLS.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 経時老化　リバースプロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
我々は老化がどのようなことを意味して

いるのかを直感的には理解しているが、近年
ようやく酵母や線虫、ショウジョウバエなど
のモデル生物でその制御因子が少しずつ見
え始めたに過ぎず、老化のメカニズムの大部
分はまだ謎に包まれている。哺乳類に限らず、
多くの生物で老化を遅らせ、寿命を延長させ
る唯一の確実な方法はカロリー制限である
が、この一見普遍的な現象の裏に潜む分子メ
カニズムについてもまだ諸説混沌としてお
り、現在においても普遍的に説明できる仮説
はない。 
細胞の寿命には、一つの細胞が何回分裂す

るかで規定される「複製寿命」と、分裂を止
めた状態でどれだけの期間生存できるかと
いう「経時寿命」がある。複製寿命は幹細胞
など生涯を通じて分裂を続ける細胞の寿命
についての良いモデルである。一方で我々の
皮膚や臓器など分化した細胞は通常もう分
裂しない。経時寿命はこれら分裂しない細胞
の寿命制御機構を研究する良いモデルであ
るが、その研究は複製寿命に比べて遅れてい
る。経時寿命は増殖を停止させた細胞集団を
増殖可能な条件に戻した時に再び増殖でき
る細胞の割合（コロニー形成率）で測定する
ため、その場ですぐに老化度を知ることがで
きず、いちいち細胞をプレートに蒔いてコロ
ニー数を測るために操作が面倒で時間を要
する。これが経時老化研究を遅らせている主
要な原因と考えられる。 

 
２．研究の目的 
細胞の経時老化の度合いが即時に測定可

能になれば、例えば全遺伝子破壊株を用いて
経時老化に影響を及ぼす遺伝子を探索する
など、大規模なスクリーニングも可能になる
と期待される。そこで本研究では、経時老化
に伴ってレベルの変化するタンパク質を蛍
光タンパク質で標識することにより、コロニ
ー形成率を測定しなくても、蛍光強度を測定
するだけで細胞の経時老化の度合いを即時
に測定できる方法を確立する。 

 
３．研究の方法 
以前に研究代表者らが構築した約5,000株

からなる分裂酵母のタグ融合遺伝子発現株
のセットを個々に飽和状態になるまで培養
して分裂を停止させた後、そのまま培養して
経時老化を進行させる。一定期間ごとに細胞
を回収し、全細胞抽出液を調製した後、それ
らをメンブレンにスポットしたプロテイン
アレイを作製し、抗タグ抗体により各タンパ
ク質の発現レベルを測定する。各時点のデー
タを比較し、有意な量的変化を示すタンパク
質を見出す。これらの候補タンパク質につい
て、遺伝子に GFP 等を融合して可視化し、コ
ロニー形成率で測定した細胞の老化度と、マ
ーカーが発する蛍光強度が相関しているも
のを選び出す。老化に伴って量の増加・減少

するものそれぞれを GFP と RFP 等、異なる色
の蛍光タンパク質で標識し、１つの細胞で発
現させ、２色の蛍光強度比を測定することで、
他の内部標準を用いなくても老化の度合い
を測定できるようにする。 
 

４．研究成果 
分裂酵母の全 ORF ライブラリーを活かし、

約5,000種類の全遺伝子産物を定常期におい
て過剰発現させ、その後の経時老化に伴う発
現レベルの変化をプロテインアレイを用い
て測定した。このスクリーニングの結果、コ
ロニー形成率が１割以下に低下する時点で
発現レベルが顕著に変化したタンパク質と
して、増加・減少それぞれについて 50 種類
以上のタンパク質を同定した。続いて、これ
らの中からさらに経時老化マーカーに適し
た動態を示すタンパク質を選択するため、各
候補タンパク質をコードする遺伝子の 3’末
端に蛍光タンパク質をコードする遺伝子を
融合させて発現させ、経時老化に伴う細胞の
蛍光強度の変化を観察した他、ウェスタンブ
ロットによって細胞内タンパク質レベルの
変化も調べた。その結果、定常期にタンパク
質レベルが増加していくタンパク質として 2
種類、減少していくタンパク質として 5種類
のタンパク質を最終候補として選択した。 
一方で、定常期の培養時間に応じて mRNA

の発現レベルが変化する遺伝子についても
DNA マイクロアレイを用いてスクリーニング
した。その結果、細胞が飽和して増殖が停止
した後、培養時間と共に発現レベルが増加・
減少する遺伝子をそれぞれ多数見出した。こ
れらの遺伝子のいくつかについてプロモー
ター領域をクローニングし、蛍光タンパク質
のORFにつないで経時老化時の蛍光強度を調
べたが、どれも経時老化との相関が見られな
かったことから、転写レベルに基づいたマー
カーは経時老化の場合は適さないことがわ
かった。 
以上の結果を元に、タンパク質レベルに基

づいて得られたマーカーの候補について、経
時老化に伴いレベルが上昇するタンパク質
の遺伝子に GFP を、低下するタンパク質をコ
ードする遺伝子に RFP を融合させ、１つの株
で発現させることにより、２つの蛍光タンパ
ク質の蛍光強度比が細胞の老化の度合いに
応じて変化する老化マーカーを作製した。こ
れにより、細胞の発する蛍光強度を測定する
だけで即時に細胞の老化度がわかるように
なった。現在、この株を元に経時老化に影響
を与える遺伝子のスクリーニングを行って
いる。 
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