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研究成果の概要（和文）：老化研究のモデルとして広く活用されている出芽酵母では、母細胞と娘細胞に非対称
に分裂するとき、母細胞は分裂回数に伴い老化していく。細胞の老化には、両細胞間での様々な細胞内成分の不
均等性が関連していることが知られている。なかでも、様々なタンパク質の質的な不均等性の蓄積も、老化に深
く影響しうることが分かってきた。本研究では、分裂回数とともに老化していく母細胞に、どのような分子が古
いタンパク質として蓄積していくのかを調べた。とくに、寿命が異なる細胞どうしでは不均等に蓄積する古いタ
ンパク質が異なることが明らかとなり、そうした古いタンパク質の不均等性は細胞老化へ関連することが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In the budding yeast, which is widely used as a model of the research for 
aging, mother and daughter cells are asymmetrically divided and mother cells become aging in the 
progress of cell division. It has been known that asymmetry of cellular components between mother 
and daughter cells is related to aging process. Recent studies indicate that accumulation of 
asymmetry of difference in protein quality can affect the cellular aging. In this research, older 
proteins asymmetrically accumulated in mother cells in the progress of aging are analyzed with 
proteomic approach. It was shown that profile of accumulated older proteins is different among yeast
 strains having different life-span, indicating association of such type of asymmetry with cellular 
aging.

研究分野：細胞生物学、ゲノム生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化に関わる分子メカニズムの包括的な解析では、老化の進行に伴うタンパク質発現量の変化が主な解析対
象とされてきた。一方で、タンパク質の質的変化に焦点を当てた研究は例が少なく、本研究課題での古いタンパ
ク質の不均等性は特色がある。また、高等生物における個体レベルでの老化でも、その基礎になっているのは細
胞老化そのものであり、今後ますます高齢化が進む社会において、老化の根本的な要因に迫る研究は将来的な社
会的波及効果も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 酵母の細胞老化： 
細胞老化の過程では、細胞内小器官の機能低下や酸化タンパク質およびその凝集体など様々な
変化が蓄積していく。老化研究のモデルとして広く用いられている出芽酵母では、母細胞は細胞
分裂に伴い細胞老化が進み、20~30 個ほどの娘細胞を産生した後に分裂寿命を迎える。出芽酵母
の老化には、脱アセチル化酵素や DNA 複製に関与する遺伝子および抗酸化酵素など多くの老因
子の関連が知られている。液胞やミトコンドリアの機能低下や酸化・凝集したタンパク質の蓄積
などが、老化に深く関与していると考えられている。これらの老化関連因子や老化に伴う細胞内
変化は多くの研究で報告されているが、一方で、細胞老化の進行に伴いどのようなタンパク質の
質的変化が蓄積していくのか、さらには分裂回数とともに古いタンパク質として母細胞に不均
等分配される分子にはどのようなタンパク質があるのかについては、これまであまり解析され
ていなかった。 

(2) タンパク質の不均等分配： 
これまでに母細胞と娘細胞のタンパク質不均等分配、すなわち細胞分裂時に新規合成されたタ
ンパク質の分配率が母細胞と娘細胞で異なるタンパク質も、いくつか知られている。形質膜に局
在するトランスポーターなどの膜タンパク質は、分裂時に新規合成された分子が娘細胞に優先
的に分配される。一方で、紡錘極体や核膜孔複合体を構成するタンパク質は母細胞にもともと存
在していたタンパク質分子が娘細胞に移行する。このように母細胞に分裂前から存在していた
古いタンパク質が分裂時に母細胞にそのまま不均等に分配されるかは、タンパク質の種類によ
って異なっている。 

２．研究の目的 
(1)  不均等分配の細胞老化との関連性： 
本研究では、出芽酵母の細胞老化に関わるタンパク質の質的変化を包括的に理解することを目
的とした。具体的には、分裂時に母細胞に優先的に不均等分配され古いタンパク質として蓄積す
る分子群について、その細胞老化との関連性を明らかにする。すでに、出芽酵母を用いて不均等
分配される古いタンパク質を網羅的に同定する実験手法を確立しており（引用文献①）、本手法
を活用する。 

(2) 具体的な解析目的： 
本研究課題の当初の目的では、１）分裂寿命に影響しうるストレス存在下や寿命変異株での古い
タンパク質の不均等分配を解析し、通常の培養条件での野生型と比較して不均等分配に違いの
あるタンパク質を見出すことで、細胞老化との関連性を調べることと、２）10 回ほど分裂した
初期老化段階の母細胞に対して、古くなったタンパク質を新規生合成されたものに人工的に置
換することで、その後の分裂余命が延長するかを調べることの、2 点を具体的な解析目的とした。
しかしながら、２）については実験手法の確立がその難易度の高さから実現できなかったため、
本研究成果報告書では、１）についてその成果を報告する。 

３．研究の方法 
(1) 寿命変異株の作製： 
寿命変異株を用いたタンパク質不均等分配の解析を行うために、出芽酵母での代表的な短寿命
変異株として SIR2 遺伝子（ヒストンアセチル化酵素をコード）の欠損変異株（sir2 欠損株）と、
長寿命変異株として FOB1 遺伝子（DNA 複製フォーク結合タンパク質をコード）の欠損変異株
（fob1 欠損株）を作製した。二倍体株である BY4743 株の当該遺伝子座に、loxP で挟まれたカ
ナマイシン耐性遺伝子を導入後、胞子形成後に四分子を分離することでそれぞれの遺伝子を欠
損した一倍体株を取得した。次に、Cre 組換え酵素を発現させることで、薬剤耐性遺伝子を除去
した。 

(2) 不均等分配タンパク質の定量解析： 
出芽酵母の G1 期の細胞を濃縮後、安定同位体標識したアミノ酸を培地に添加した。同時に母細
胞の細胞壁をビオチン化した。約 2 時間後にストレプトアビジン磁気カラムにより、ビオチン
化された母細胞とビオチンフリーの娘細胞を分離した。それぞれの細胞から抽出したタンパク
質を、定法にしたがってトリプシンによりペプチドに断片化し、各タンパク質に由来するペプチ
ドの同位体標識率を質量分析により計測した。非標識分子種を培養開始時にすでに母細胞に存
在していたタンパク質の存在量とし、母細胞にもともと存在していた古いタンパク質と新規合
成タンパク質（安定同位体標識タンパク質）の存在比率を、母細胞と娘細胞間で比較した。 

４． 研究成果 
(1) 寿命変異株の作製： 
酵母二倍体株で SIR2 遺伝子または FOB1 遺伝子を欠損させるために、カナマイシン耐性遺伝



子（KanMX）の両端に対象遺伝子領域との相同配列を付加した DNA 断片を PCR で取得した。
これを二倍体酵母に形質転換し、対象遺伝子が欠損されているヘテロ接合体のクローンを PCR
により選別した。その後、胞子形成と四分子分離により得られた一倍体クローンのなかから、対
象遺伝子が欠損しているクローンを同様に PCR により選別した。いずれの欠損株においても、
メンデルの遺伝法則にしたがった割合で目的の遺伝子欠損一倍体を取得することができた。以
上より、各遺伝子欠損は酵母の生存やその増殖能に基本的には影響しないことも、あわせて確認
できた。 

(2) 質量分析による
タンパク質不均等分
配の解析： 
短寿命変異株である
sir2 欠損株について、
母細胞と娘細胞から
抽出したタンパク質
試 料 に つ い て LC-
MS/MS を用いて同位
体標識率を定量した。
計 2 回の解析を行い、
それぞれ 650 種類ま
たは 800 種類のタン
パク質について、母細
胞と娘細胞間での同
位体標識率の差異を
定量することができ
た（図１）。両細胞間で
の標識率の差が2倍よ
り大きいものを、母細胞で標識率が高いまたは低い
タンパク質とした。その結果、母細胞で標識率が高
いタンパク質は、それぞれの解析データで 10 種類
または 13 種類、母細胞で標識率が低いタンパク質
は 15 種類または 19 種類見出された。最終的に、母
細胞で標識率が低いタンパク質、すなわち母細胞に
優先的に分配される古いタンパク質として、2 つの
解析データの少なくともいずれか一方で同定された
もの 14 種類を、母細胞に優先的に不均等分配され
るタンパク質とした（図２）。 

(3) 短寿命変異株と野生株での不均等分配の差異： 
野生株と今回同定された sir2欠損株それぞれにおけ
る母細胞と娘細胞間での標識率の差異を算出し
た。その際、異なる解析データでの平均値を求め
た。野生株と短寿命変異株でその標識率の差を比
較したところ、株間における両細胞間の標識率の
差が 2 倍より大きいタンパク質は、定量比較ので
きた全 889 タンパク質のうち 51 種類であった（図
３）。そのなかで、これまでに野生株で同定された
不均等分配される古いタンパク質 21 種類と（引
用文献①）、今回同定された短寿命変異株（sir2 欠
損株）でのそれを比較すると、6 種類が共通して
いた（図２）。一方で、15 種類または 8 種類のタ
ンパク質はいずれかの株でのみ見出された分子群
であり、寿命が異なる株間で母細胞に不均等分配
される古いタンパク質が異なることが示された。 

いずれか一方の株のみで不均等分配されるタン
パク質として、その例を図４に示す。RNA ヘリカ
ーゼである Ski2 は短寿命変異株では母細胞へ優
先的に古いタンパク質が分配されるのに対し、野
生株では母細胞と娘細胞間で大きな違いはなかっ
た。一方で、野生株のみで同定された不均等分配
タンパク質のうち、スレオニン合成に関わる Thr1 は短寿命変異株では古いタンパク質の含有率
は約 30 %で母細胞と娘細胞間でほとんど違いはなかった。 



(4) 細胞老化とタンパク質の不均等分配： 
本研究課題では、短寿命株を用いたタンパク質不均等分配の解析を行い、それを野生株と比較す
ることでその差異を解析した。寿命の異なる株間で不均等分配に少なからず差があったことか
ら、母細胞に古いタンパク質として不均等分配される分子群が細胞寿命と関わっている可能性
が示唆された。長寿命株での不均等分配の解析も現在進めており、寿命に影響する他のストレス
存在下での解析も含め、データの充実とそれによる分裂寿命におけるタンパク質不均等分配の
関連性を検証していきたい。また、当初の研究計画にあった初期老化段階の母細胞での古いタン
パク質を新規生合成分子への置換と、その分裂余命への影響についても、実験系の構築を目指す。
出酵母を用いた老化研究で得られた知見は、高等生物も含め多くの生物種で共通することが多
いことから、本研究でのアプローチによるタンパク質不均等分配の解析が、細胞レベルでの老化
のメカニズムや細胞内プロテオームの変化と老化との関わりを明らかにする重要なアプローチ
になることが期待される。 
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