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研究成果の概要（和文）：p66shc タンパク質を欠損したマウスは約 30%の寿命の延長を示し、

さまざまな加齢性疾患に対し抵抗性となる。このメカニズムを明らかにすることを目的に、本

研究を行った。本研究の結果、細胞の酸化ストレス感受性および放射線感受性は p66shc タン

パク質により調節されていることが明らかになった。また、この酸化ストレスは細胞内の過酸

化水素により引き起こされること、さらに、p66shcと Heat shock protein 72との相互作用が

細胞の放射線感受性に影響を与えることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：P66shc-deficient mice have a maximum lifespan that was up to 30% 
greater than that of normal mice and are less susceptible to various aging-associated 
diseases, such as cardiovascular diseases and diabetes, than normal mice. This study was 
aimed to elucidate the molecular mechanism behind this phenomenon. We revealed that 
cellular susceptibility to oxidative stress and ionizing radiation was regulated by p66shc. 
We also found that hydrogen peroxide was responsible for mediating the oxidative stress to 
p66shc, and that the interaction between p66shc and Heat shock protein 72 influenced the 
cellular radiosensitivity. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、犬や猫のペットの寿命が伸び、高齢
化が進んでいる。これにより、老化に伴う疾
患（加齢性疾患）に罹患するペットが増加し
ている。加齢性疾患は概して慢性疾患である
ことから、ペットの生活に支障を来すのみな
らず、ケアを行う飼い主に多大な金銭的・精
神的負担を強いることとなる。したがって、

加齢性疾患の発症および病態を制御する因
子の解明は獣医学的に重要な課題である。 
 老化および加齢性疾患発症のメカニズム
はかなりの部分が未知であるものの、活性酸
素が何らかの役割を果たしていることが分
かっている。p66shcタンパク質を欠損したマ
ウス（p66-/-マウス）は約 30%の寿命の延長
を示し、さまざまな加齢性疾患に対し抵抗性



となる（図 1）。この際、p66-/-マウスにおい
て酸化ストレスに対する抵抗性が増大して
いることが明らかとなっている。 

 
２．研究の目的 
 酸化ストレスとは活性酸素の生成と消去
のバランスが崩れた状態であることから、
p66shcは、現在までに示唆されているような
活性酸素の生成を調節するよりも、むしろ活
性酸素の消去に関与することで酸化ストレ
スレベルを調節しているのではないか、と考
える。すなわち、p66shcは活性酸素の消去に
関わる遺伝子群（抗酸化遺伝子）の発現を負
に調節しており、p66shcの欠損は抗酸化遺伝
子の発現を亢進することで酸化ストレスに
対する抵抗性を上昇させている、という仮説
である。さらに、この p66shc による抗酸化
遺伝子の発現レベルの変化が加齢性疾患の
病態に影響を与えるものと考え、本研究によ
りこれらの仮説の検証を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 6-hydroxydopamineにより誘導される酸
化ストレスシグナルにおける p66shcの関与 
①細胞：ヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y細
胞ならびに野生型／p66shcノックアウトマ
ウス由来胚線維芽細胞（それぞれWT MEF、
p66-/- MEF）を常法に従って維持し、実験に
供した。また、p66-/- MEFに対して、野生
型(WT)ないしリン酸化部位である Ser36が
Alaに変異した p66shc(S36A)をレトロウイ
ルスベクターにより遺伝子導入し、薬剤選択
して安定発現細胞を得た。 
②細胞生存率：薬剤処理後の SH-SY5Y細胞
の生存率はMTTアッセイにより評価した。
マウス胚線維芽細胞についてはトリパンブ
ルー色素排除能試験により評価した。 
③ウェスタンブロット：p66shcリン酸化の検
出のため、常法に従いウェスタンブロットを
行った。抗リン酸化 p66shc抗体は
Calbiochem社、抗 shc抗体は BD Bioscience
社のものを使用した。 
 
(2) 細胞の放射線感受性に対する p66shcの

意義 
①細胞：ヒト胎児腎由来 HEK293細胞なら
びにマウス扁平上皮がん由来SCCVII細胞を
常法に従い維持し、実験に供した。SCCVII
細胞に対して、コントロールベクターないし
野生型 p66shcをレトロウイルスベクターに
より遺伝子導入し、薬剤選択した安定発現細
胞（それぞれ SCCVII/vecおよび SCCVII/WT 
p66）を作出した。 
②X線照射と細胞生存率：X線照射は 200 kV、
20 mA、1.0 mm aluminum filter、3.9 
Gy/minの条件で行った。X線照射を受けた
細胞の生存率はコロニー形成法により評価
した。 
③質量分析によるタンパク質相互作用の検
出：p66shc CH2ドメインと結合する細胞内
タンパク質の探索を行った。ヒト p66shcタ
ンパク質由来CH2ドメインをHis(x6)融合タ
ンパク質として大腸菌内で発現し、ニッケル
ビーズを用いて粗精製した。精製タンパク質
はさらにイオン交換クロマトグラフィーに
より精製した。HEK293細胞抽出液と精製し
た His(x6)-p66shc CH2タンパク質を混和し、
ニッケルビーズと混合、洗浄することで CH2
ドメインタンパク質と結合するタンパク質
を選別した。結合タンパク質は SDS-PAGE
により分離後、CBB染色することで可視化し
た。結合タンパク質の候補に相当するバンド
を切り出し、LC-MS/MSによりこれを同定し
た。 
④免疫沈降：タンパク質相互作用を免疫沈降
法により検出した。細胞抽出液に抗 Heat 
shock 72 (HSP72)抗体を添加し一晩混和後、
Protein G-Sepharoseを加え、さらに 2時間
混和した。免疫沈降物を洗浄後、SDS-PAGE 
sample bufferを添加し、ウェスタンブロッ
トのサンプルとした。免疫沈降物は
SDS-PAGEにより分離し、ウェスタブロット
により解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 6-hydroxydopamineにより誘導される酸
化ストレスシグナルにおける p66shcの関与 
dopamine の 酸 化 修 飾 物 で あ る

6-hydroxydopamine (6-OHDA)は、内因性の
カテコールアミン作動性神経毒であり、神経
細胞死を引き起こす。6-OHDAは水溶液中で
自動酸化され、過酸化水素を生じるが、これ
が細胞毒性の原因となりうることが報告さ
れている。しかしながら、6-OHDAにより引
き起こされる細胞死のシグナル伝達につい
ては不明な点が多いことから、6-OHDAによ
り誘導される細胞死に p66shc ならびにその
リン酸化が関与しているかどうかについて
検討を行った。 
 まず、ヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y 細
胞における 6-OHDAの細胞毒性をMTTアッ



セイにより評価したところ、6-OHDA処理後
24 時間において、50 µM 以上の濃度域で有
意な細胞毒性を示した（図 2）。現在までの研
究により、p66shcに存在する 36番目のセリ
ン残基 (Ser36)がリン酸化を受けることが
p66shc シグナル伝達機能に重要であること
が報告されていることから、6-OHDA処理を
行った際における p66shc Ser36 リン酸化状
態の変化をウェスタンブロットにより評価
した。その結果、6-OHDA 濃度依存的な
p66shcリン酸化の増加が観察された（図 3A）。
さらに、100 µM 6-OHDA 処理を行った際の
経時変化を調べたところ、薬剤処理後 15 分
でピークを迎えるリン酸化の変動が観察さ
れた（図 3B）。次に、6-OHDAの自動酸化の
結果生じる過酸化水素が、6-OHDAによる細
胞死にどの程度寄与しているのかを調べる
ため、6-OHDA誘導細胞死に対するカタラー
ゼの効果を検討した。その結果、カタラーゼ
の前処理により 6-OHDA に起因する細胞毒
性はほぼ完全に消失したことから、本実験系
における 6-OHDA の細胞毒性は過酸化水素
に強く依存することが示唆された（図 4）。
6-OHDAにより誘導される p66shcのリン酸
化に対するカタラーゼの影響を検討したと
ころ、6-OHDAならびに過酸化水素処理によ
り引き起こされる p66shc リン酸化もまたカ
タラーゼ処理により顕著に抑制されていた
（図 5）。したがって、6-OHDAによる p66shc
リン酸化は、細胞毒性同様、過酸化水素によ
り媒介されるということが示唆された。 
 次に、6-OHDAにより誘発される細胞死に
おける p66shc の意義を、WT MEF および
p66-/- MEF を用いて検討した。これらの細
胞に対し 6-OHDA 処理を行い、生じた細胞
死をトリパンブルー色素排除能試験により
評価したところ、WT MEFでは 6-OHDAに
よる強い細胞死の誘導が見られたのに対し、
p66-/- MEFは 6-OHDAに対する抵抗性を示
した（図 6）。この結果から、p66shc の存在
が 6-OHDA による細胞毒性発現に重要であ
ることが示唆された。さらに、p66shcのリン
酸化が 6-OHDA の細胞毒性発現に関与する
かどうかを調べるため、野生型(WT)ないしリ
ン酸化部位を変異した(S36A)p66shc を安定
発現した p66-/- MEFを作出し、p66shcの発
現をウェスタンブロットにより確認した（図
7A）。これらの細胞に 6-OHDA処理をして引
き起こされた細胞死をトリパンブルー色素
排除能試験により評価したところ、野生型
p66を導入した細胞では、6-OHDAに対する
細胞の感受性が回復したのに対し、S36A 変
異体ではそのような現象は見られなかった
（図 7B）。したがって、p66shc の Ser36 の
リン酸化が 6-OHDA による細胞毒性発現に
おいて重要であることが示唆された。本研究
の成果は、Free Radical Research誌にて公

表した。 



 
(2)細胞の放射線感受性に対する p66shc の意
義 
 (1)の研究やこれまでのさまざまな研究に
より、p66shcは細胞レベルでの酸化ストレス
感受性に対し影響を与えることが報告され
ているが、他の種類のストレスに対する
p66shcの意義を調査するため、次に放射線に
よる DNA 損傷ストレスについて検討を行っ
た。マウス扁平上皮がん由来 SCCVII細胞に
対し、ヒト野生型 p66shc あるいはコントロ
ールベクターを導入し、安定発現細胞を作出
し た （ そ れ ぞ れ SCCVII/WT p66 、
SCCVII/vec）。これらの細胞に対し 0 から 8 
Gy の X 線を照射後、コロニー形成法により
細胞の X線感受性を評価した。図 8に示すよ
うに、SCCVII/WT p66では同線量の放射線
による生残率が SCCVII/vec に比較して減少
しており、p66shc の発現により細胞の X 線
感受性が上昇していることが示された。 

 shcA タンパク質は、p66、p52、p46 の 3
つのアイソフォームにより構成される。すべ
ての shcA タンパク質は基本的に共通したド
メイン構造を持つが、 p52や p46shcと異な
り p66shc にはその N 末端に CH2 と呼ばれ
る独自のドメインが存在する（図 9）。 

このことから、p66shc に特徴的なストレ
ス感受性の調節機能というものは、この CH2
ドメインに由来する可能性が考えられる。そ
こで、細胞内における CH2 を介したタンパ
ク質相互作用が p66shc を特徴づける細胞の
酸化ストレス応答や放射線感受性に重要な
役割を果たしているのではと考え、この CH2
ドメインに相互作用するタンパク質の同定
を次に行った。ヒト p66shc CH2ドメインを
His タグ融合タンパク質として大腸菌を用い
て作出・精製した。これを bait として
HEK293細胞の細胞抽出液と混合し、ニッケ
ルビーズを用いた pull-down法を行った。得
られたサンプルを一次元電気泳動後、CBB染
色を行い、検出されたバンドを LC-MS/MS
に供したところ、熱ショックタンパク質であ
る Hsp72の存在が確認された。 
次に、哺乳動物細胞内における p66shc と

Hsp72 の相互作用の有無を調べるため、
HEK293細胞に野生型の全長ヒト p66shcを
強制発現し、Hsp72抗体を用いた免疫沈降法
を行うことで、細胞内における Hsp72 と
p66shcの相互作用について検討した。その結
果、明瞭な p66shc のバンドが観察され、細
胞内で p66shcとHsp72の相互作用が存在す
ることが示された（図 10）。さらに、この相
互作用は内因性の p66shcとHsp72との間に
も成立していることが確認され（図 11）、こ
の相互作用が細胞内で生理的に存在するも
のであることが示唆された。 
 さらに、p66shcと Hsp72との相互作用が、
p66shc による X 線感受性の増大に関与して
いるかどうかを調べるため、Hsp72と結合し
Hsp72 と基質タンパク質の結合を阻害する
ことが報告されている低分子化合物、
2-phenylethynesulfonamide (PES)の効果を
上述の二種類のSCCVII細胞について検討し
た。その結果、2 µM PESは SCCVII/vecの
X線感受性に影響を与えなかったのに対し、
同濃度の PES 処理により SCCVII/WT p66
の X線感受性は増大し、4、8 Gy照射した際



の生残率は PES非存在下のものと比較して、
それぞれ 68％と 17％に減少していた（図 12）。
このことから、p66shc発現細胞における放射
線感受性は HSP72 阻害剤処理により増大す
ることが示され、細胞の放射線感受性に
p66shcと Hsp72の相互作用が影響を与えて
いる可能性が示唆された。現在、これを引き
起こすメカニズムの解明を試みている。 
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