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研究成果の概要（和文）： 運動の抗老化メカニズムをタンパク質の変化から調べた。老齢ラットに2ヶ月間（23.5→25
.5ヶ月齢）、週4回 60分間/日のトレッドミル運動を行い、肝臓タンパク質の変化を解析した。
 2D-DIGE（蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳動解析）により、全スポット662個のうち運動で有意な変化が13
個解析された（増加が10個、減少が3個）。しかし、それぞれのスポットの発現比が2倍以上のものはなく、個々のシグ
ナル強度は弱いものであった。
 一次元のウエスタンブロット解析により、アセチル化タンパク質量がミトコンドリア画分で加齢に伴い減少すること
、老齢ラットの定期的運動により増加することを見出した

研究成果の概要（英文）：We studied anti-aging mechanism of exercise via protein acetylation. Aged rats wer
e exercised on treadmill 60 min/day and 4 times per week, for 8 weeks. We analyzed changes of liver protei
n. 2D-DIGE (two-dimensional difference gel electrophoresis) showed 13 significantly changed protein spots 
(10 increased and 3 decreased) from a total of 662 spots. However, these spots were below two fold changes
, and intensity of each spot was very weak. Protein acetylation of liver mitochondria decreased with age b
y western blot analysis with anti-acetyl lysine antibody, however, exercised rats increased acetylation of
 protein.
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１．研究開始当初の背景 
日本における死因は悪性新生物、心疾患、

脳血管疾患でその約 60％を占めており、寿命
はこれらの疾患と深くかかわっている。運動
は疾患の予防・改善に有効であることはよく
知られていて、死亡率に対しても抑制的に働
いていると報告されている。さらに体力レベ
ルと死亡率との関係を調べた報告では体力
レベルが高い群ではがんや心疾患の死亡率
が低くなっている。動物実験では自発走行に
よる運動群では平均寿命が約 10％非運動群
より長くなることが報告されている。これら
の結果は運動に寿命延長、つまり抗老化作用
があることを示唆している。しかし、運動に
よる抗老化メカニズムにはいまだ不明な点
が多い。 
生体内のタンパク質はさまざまな翻訳後

修飾を受け、その機能を調整していると考え
られている。中でもリジンのアセチル化はヒ
ストンをはじめとして、多くのタンパク質が
基質となることが明らかになってきている。
現在までに我々はラット肝臓でアセチル化
タンパク質が加齢に伴い減少すること、動物
実験において寿命延長効果が認められてい
る長期食餌制限を行うことによりアセチル
化タンパク質の増加を確認している。中でも
食餌制限によりアセチル化タンパク質の変
化が見られるのはその多くがミトコンドリ
アのタンパク質であり、ミトコンドリアは
ATP 合成の場であることからタンパク質の
アセチル化はエネルギー代謝系に深くかか
わっていることを示唆している。また、ミト
コンドリアは老化の原因の一つとして考え
られている活性酸素の発生源であり、食餌制
限における抗老化メカニズムの一つに活性
酸素の発生の抑制が考えられている。ミトコ
ンドリアタンパク質のアセチル化の変化は
活性酸素の発生に関わる可能性がある。食餌
制限と同様に運動もエネルギー代謝系に大
きな影響を及ぼすと考えられ、タンパク質の
アセチル化の変化を介してその抗老化作用
を発揮している可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では運動の抗老化メカニズムを調

べるため、ラットを用いた研究を行い、①加
齢に伴い肝臓、筋肉をはじめとした様々な組
織中のアセチル化タンパク質が変化するか、
②定期的運動によりその変化が影響を受け
るか、③変化があるタンパク質は何であるか、
以上の 3点を明らかにすることを目的とする。 
本研究により分子細胞生物学レベルでの

運動の抗老化メカニズムの一因が明らかに
することができると考えた。 
 
３．研究の方法 
(1)老齢ラットの運動 
老齢ラット運動実験群に二ヶ月間（23.5→

25.5 ヶ月齢）、週 4 回 月、火、木、金に 60
分間/日のトレッドミル運動を行った。 

(2) 2D-DIGE（蛍光標識二次元ディファレンス
ゲル電気泳動）による解析 
運動実験群(25.5 ヶ月齢の運動群を 5 匹、

非運動群を 6 匹)のラット肝臓から細胞破砕
液を作製し、蛍光標識試薬 IC3-OSu, IC5-OSu
を用いてタンパク質を蛍光標識した。蛍光標
識は個々のサンプルを IC5、すべてのサンプ
ルを等量で混ぜたサンプル(プールサンプ
ル)を IC3 で標識し、混合後に二次元電気泳
動を行なった。二次元電気泳動後、蛍光スキ
ャナ Typhoon FLA 9500 にてタンパク質の展
開画像を取得し、画像解析ソフト Progenesis 
SameSpots でプールサンプルの検出画像を基
準としてゲル間でのマッチングを行い、個々
のサンプルを比較解析した。 
(3)細胞分画によるアセチル化タンパク質の
解析 
若齢(9ヶ月齢)と老齢(27ヶ月齢)および運

動、非運動のラット肝臓のサンプルを細胞分
画法により細胞質、ミトコンドリア、核に分
けて、それぞれのアセチル化タンパク質をア
セチル化リジン抗体を使用してウエスタン
ブロット解析をした。 
 
４．研究成果 
(1)2D-DIGE による解析 
運動群 5匹、非運動群 6匹のラット肝臓タ

ンパク質について 2D-DIGE を行った。ゲル間
のマッチングにはすべてのサンプルのプー
ルサンプルを用いた。2D-DIGE により得られ
た画像の一例を図 1に示す。個々のサンプル
について二次元電気泳動の画像を得たのち、
Progenesis SameSpotsにより運動と非運動で
の差を解析した。 
その結果、全スポット 662 個のうち運動で

有意（p-value≦0.05）に変化が見られたタ
ンパク質が 13 個解析された（運動による増
加が 10 個、減少が 3個）。しかし、それぞれ
のスポットの発現比が2倍以上のものはなく、
個々のシグナル強度は弱いものであった。解
析スポットの一覧およびその一例を図 2、図
3、表 1に示す。 
 

図 1. 2D-DIGE の一例 



図 2. Progenesis SameSpots での解析図 
有意差があるスポットに数字がついている。 
 

図 3.スポットの一例(スポット No.325) 
 
 
 

 
表 1.差のあるスポットの一覧 
 
 
(2)アセチル化リジン抗体によるウエスタン
ブロット解析 
一次元電気泳動（SDS-PAGE）による分離を

行いアセチル化リジン抗体によるウエスタ
ンブロット解析を行った。サンプルはラット
肝臓の若齢(9ヶ月齢)と老齢(27ヶ月齢)およ
び前記の老齢ラット運動群、非運動群を使用
した。 
 はじめに肝臓の破砕液を用いて、検討を行
った。加齢よりにアセチル化タンパク質の減
少が見られた(図 4上)。運動による増加傾向
が見られた(図 4下)。 
 

図 4.肝臓破砕液のアセチル化タンパク質 
(上：加齢群、下：運動群) 



より詳しい解析をするため細胞分画を行
い、細胞質、ミトコンドリア、核の 3種類の
画分にしたものを作製し、破砕液の時と同様
にアセチル化タンパク質をウエスタンブロ
ット解析した。 
 その結果、細胞質では加齢によるアセチル
化タンパク質の減少が見られ(図 5上）、運動
により多少の増加が見られた(図 5下)。 
 

図 5.肝臓細胞質のアセチル化タンパク質 
(上：加齢群、下：運動群) 
 
ミトコンドリアでは加齢によるアセチル

化タンパク質の減少が見られ(図 6上）、運動
により増加が見られた(図 6下)。 
核では加齢によるアセチル化タンパク質

の減少傾向が見られた(図 7上)。運動群では
個体の差が大きく判別が不能であった(図 7
下)。 
以上のように全体の傾向として加齢によ

りアセチル化タンパク質が減少し、運動によ
り増加が見られた。特に顕著な差が見られた
のはミトコンドリア画分であった。この結果
は研究背景に記載のように定期的運動によ
るエネルギー代謝系の変化がATP合成の場で
あるミトコンドリアのタンパク質のアセチ
ル化の変化を反映している可能性がある。 
 
今後、運動によりアセチル化を受けるタン

パク質が何であるかを質量分析により同定
していきたいと考えている。 
 
 
 
 
 

図 6.肝臓ミトコンドリアのアセチル化タン
パク質 (上：加齢群、下：運動群) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7.肝臓核のアセチル化タンパク質 
(上：加齢群、下：運動群) 
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