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研究成果の概要（和文）：種々の疾患の原因となると考えられる細胞老化のメカニズムを解明するため、本研究では、
Mlpタンパク質に着目して老化タンパク質の蓄積と不均等分配に関する研究を行った。mlp変異株では老化タンパク質の
不均等分配ができなくなり、寿命が低下することを明らかにした。また、Mlpタンパク質は老化タンパク質凝集体と共
局在することも明らかとした。以上より、Mlpタンパク質は老化タンパク質を母細胞に保持することによって娘細胞を
新鮮に保つのに必要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of cellular aging, I focused on Mlp proteins 
and investigated the molecular mechanism of asymmetric inheritance of damaged protein aggregates. I found 
the mlp mutant strain of budding yeast showed defects in asymmetric inheritance of damaged protein 
aggregates and prion propagons and shorter life span. I also found Mlp proteins co-localized with damaged 
protein aggregates. Thus, Mlp proteins must be scaffolds of aggregated proteins in mother cells and 
retain these aggregates in mother cells to keep the daughter cells fresh.

研究分野： 遺伝学

キーワード： 細胞老化　プリオン
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１．研究開始当初の背景 

出芽酵母は真核生物のモデル生物として多

くの生命現象の解明に寄与しており、単細胞

生物ながらも老化現象を示すことや、Sir など

の老化に関与する遺伝子の保存性などから

老化研究にも広く利用されてきた。出芽酵母

は、不均等分裂によって母細胞が娘細胞を作

り出し増殖するが、一つの母細胞は約 30 回

娘細胞を作り出し分裂を停止する。一方、娘

細胞は母細胞の老化状態に関係なく、新たに

30 回程度分裂することができる。これは分裂

する際に娘細胞に若返り現象が起き、母細胞

の老化程度に関係なく娘細胞は老化する前

の状態になるためであると考えられる。つま

り、母細胞に老化を促進するような物質が蓄

積することによって、娘細胞がフレッシュな

状態に保たれると考えられる。近年、老化タ

ンパク質の母細胞への蓄積が細胞老化を促

進する主要な要因である可能性が指摘され

ている。酸化などによってダメージを受けた

タンパク質は、プロテアソームなどにより分

解されるが、分解されずに蓄積した老化タン

パク質が細胞内には残在する。それらの老化

タンパク質は母細胞へと保持されることに

より、母細胞に不均等に蓄積し、ゲノムの不

安定化などの老化現象が引き起こされ、母細

胞でのみ細胞老化が促進されると考えられ

る。 

 

２．研究の目的 

細胞老化の主要な原因の一つとして「老化タ

ンパク質の蓄積」が考えられている。本研究

では、老化タンパク質の古い細胞への不均等

分配に着目して、細胞老化の原因である老化

タンパク質の蓄積のメカニズムを解明し、細

胞が細胞老化を阻害するメカニズムを解明

することを目的としている。 

３．研究の方法 

本研究では、核膜孔複合体の構成タンパク質

であるMlpタンパク質に着目して老化タンパ

ク質の蓄積と不均等分配に関するメカニズ

ムの解明を試みた。まず、Hsp104 などの老

化タンパク質凝集体マーカーと Mlp タンパ

ク質が相互作用・共局在しているかを調べた。

また、mlp 変異株を作成し、老化タンパク質

の分配、寿命などを調べた。老化タンパク質

の母細胞への保持と不均等分配に関しては、

酵母プリオンの系を利用して定量化するこ

とも試みた。また、プロテアソームの活性を

比較することによって、Mlp タンパク質が細

胞内タンパク質恒常性の維持に関与してい

るかを調べた。 

 

４．研究成果 

老化タンパク質と同様にタンパク質の凝集

体からなるプリオンに着目し、プリオン化酵

母を利用してプリオン凝集体に結合してい

るタンパク質の同定を試みた。プリオン化し

た酵母において、GFP タグをつけたプリオン

原因タンパク質を過剰発現し、凝集体を

FACS によって集め、集めた凝集体に含まれ

るタンパク質を質量分析によって同定たと

ころ、複数のプリオン化酵母において核膜孔

の構成因子である Mlp タンパク質(Mlp1 と

Mlp2)が同定された。タンパク質の凝集体の

マーカーである Hsp104 シャペロンおよび

Sis1 シャペロンと Mlp タンパク質の細胞内

局在を調べたところ、Hsp104 の凝集体は Mlp 

タンパク質とおそらく核の内側で共局在し

ていることがわかりました。また、Mlp タン

パク質はこれらのタンパク質凝集体マーカ

ーと結合していることも免疫沈降によって

わかりました。これらの結果から Mlp タンパ

ク質が老化タンパク質凝集体形成の足場と

なっている可能性が示唆されました。 

つぎにMlpの変異株を作成し、解析しました。

Mlp1 と Mlp2 は相同な機能をもっているので、

mlp1mlp2 二重破壊株を作成し解析を行った。

二重破壊株において Hsp104 凝集体の母細胞

と娘細胞における局在を調べました。Hsp104 



凝集体は野生株ではほとんどが母細胞に局

在するのに対し、mlp1mlp2 二重変異株では娘

細胞での局在がみられた。それぞれの局在を

定量したところ野生株では 90%以上が母細

胞に局在するのに対し、mlp1mlp2 二重変異株

では 50％程度に低下し、凝集体がランダムに

局在するようになったと考えられる。二重破

壊株に MLP1 を相補すると局在は回復しまし

た。このことから Mlp タンパク質はタンパク

質凝集体の不均等分配に必要であると考え

られる。次に、酵母プリオン[PSI+] を利用

して、プリオン凝集体の分配をしらべた。野

生株ではプリオン凝集体は母細胞へ不均等

に分配されるが、二重破壊株では母細胞への

不均等な分配が失われることを明らかにし

た。このことから Mlp タンパク質はプリオン

凝集体の不均等分配にも必要であることが

明らかとなった。次にタンパク質凝集体の酵

母細胞内での挙動を FRAP (Fluorescence 

Recovery After Photobleaching）および FLIP 

(Fluorescence Loss In Photobleaching) で調べ

た。[PSI+]プリオン化酵母において、原因タ

ンパク質である Sup35 は凝集体を形成してい

る。そこで Sup35 凝集体の娘細胞への流れ込

みを FRAP によって調べたところ、野生株に

比べて二重変異株では娘細胞への凝集体の

流入が増加していることが明らかになった。

また、細胞内の凝集体の挙動を FLIP によっ

て調べたところ、二重変異株では細胞内のタ

ンパク質凝集体の運動性が増加しているこ

とが明らかとなった。また、G76V 変異ユビ

キチンを発現することによってプロテアソ

ームの活性を検討したところ、二重変異株で

はプロテアソームの活性が著しく低下して

いることが示唆された。これらのことから、

二重変異株では細胞内の凝集体の挙動が変

化しており、娘細胞に流入しやすくなってい

ると考えられる。次に二重変異株における細

胞寿命をマイクロマニピュレーション法お

よび MEP(Mother Enrichment Program)酵母株

を利用した方法によって調べたところ、どち

らの場合でも二重変異株では著しく細胞寿

命が低下することが明らかとなった。また、

細胞寿命の低下は Hsp104 シャペロンの過剰

発現によって相補されることが明らかとな

った。以上のことから、二重変異株では細胞

内のタンパク質恒常性が異常となっており、

細胞寿命の低下や娘細胞へのタンパク質凝

集体の異常な流入が起こっていると考えら

れる。 

本研究によって老化タンパク質の母細胞へ

の不均等な分配に核膜孔タンパク質が重要

であることが示唆された。Mlp タンパク質の

哺乳類ホモログである Tpr のノックダウンに

よって老化現象が誘導されるという報告も

あり、核膜孔複合体が細胞内タンパク質の恒

常性の維持に関与し、老化を抑制している可

能性があると考えられる。細胞老化のメカニ

ズムを解明することは、老化と共に発症リス

クが増加する種々の病気の発症メカニズム

の解明や治療法の開発にも応用できると考

えられ、本研究成果は学術的な面だけでなく

医学的な面にも発展する可能性がある。 
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