
	 

様式Ｃ‐１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 
平成２５年	 ６月	 ３日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：免疫担当細胞は生体防御に重要な役割を果たす半面、過剰な炎症反応

は酸化ストレスを誘発し、ＤＮＡやタンパク質、リン脂質などを酸化修飾する。特に、脂質過

酸化や過剰な炎症反応に由来する酸化ストレスバイオマーカーの有機化学的解析やモノクロー

ナル抗体の作製、さらには、「抗体チップ」を開発することに成功した。さらに、イソフラボノ

イドやクルクミノイド、ゴマリグナンなどの抗酸化食品因子の機能解析にも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Immunocyte	 is	 important	 for	 biophylaxis,	 however,	 overproduction	 
of	 oxidative	 stress	 can	 be	 produced	 during	 the	 inflammation	 reaction,	 and	 interacts	 with	 
many	 biological	 components	 such	 as	 proteins,	 phospholipids	 and	 DNA.	 	 We	 have	 also	 
succeeded	 in	 construction	 of	 novel	 biomarkers	 specific	 to	 overproduction	 of	 oxidative	 
stress	 during	 inflammation	 process	 by	 chemical	 and	 immunological	 approach	 and	 development	 
of	 “antibody	 chip”	 by	 application	 of	 these	 biomarkers.	 	 We	 also	 succeeded	 in	 functional	 
evaluation	 of	 antioxidative	 food	 factors	 such	 as	 soy	 isoflavonoids,	 curcuminoid	 and	 
sesame	 rignans. 
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１．研究開始当初の背景 
	 酸化ストレスの結果生じる生体内脂質過
酸化反応は多種多様な疾病を引き起こす原
因として重要であり、特に、脳内老化におけ
る役割の検討を進め、多くの研究成果を得て
いる。例えば、主要な脳内の脂質であるドコ
サヘキサエン酸（DHA）が、脳内老化と共に

誘導される酸化ストレスにより DHA ヒドロ
ペルオキシドに変化すること、また、この脂
質ヒドロペルオキシドがドパミン神経細胞
のアポトーシスを誘導することを明らかに
してきた。さらに、これらの DHA ヒドロペ
ルオキシドは、タンパク質と反応して新しい
付加化合物を生成することを LC/MS などの
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有機化学的な手法を中心に、免疫化学的手法
も併用して明らかにすることができた。その
後、DHA に続いて脳内に多く存在するアラ
キドン酸（ARA）もドパミンを酸化修飾し、
新規な生成物を生成することを明らかにし、
ドパミン神経細胞に対してアポトーシスを
誘導するという興味ある結果を得ることが
できた。一方、好中球過剰発現によるハロゲ
ン化反応についても、化学的研究を中心に世
界レベルで研究の主導権を争う競争が進み、
申請者らの研究グループも、まず、炎症反応
による DNA のクロル化反応に着目し、デオ
キシシチジンの新しいクロル化生成物の有
機化学的研究を進め、新規なバイオマーカー
としてモノクローナル抗体の作製にも成功
し、動物レベル系でラットの肝臓におけるミ
エロペルオキシダーゼ由来の炎症反応での
免疫染色にも成功している。さらに、クロル
化物とともにブロム化チロシンも生成し、し
かも、ヒト臨床レベルでも解析が進み、特に、
尿中のブロム化チロシンの排泄量が、糖尿病
患者の合併症の発症と関連があることを明
らかにしている。つい最近に至り、皮膚科領
域でも過剰な炎症反応は、皮膚傷害の大きな
問題であることが大きく注目されている。申
請者らも、過度な紫外線照射でなくても、弱
い紫外線の反復照射により、皮膚傷害が起こ
りうること、また、その原因がミエロペルオ
キシダーゼの過剰発現の結果生じた炎症反
応による酸化傷害であることを、ジチロシン
やブロム化チロシンなどのモノクローナル
抗体を用いた免疫染色、ELISA法による定量
と共に、LC/MS/MSによる化学的同定と定量
的な解析に成功している。さらに、茶カテキ
ンが強力な炎症反応に由来する酸化傷害を
抑制し、海洋生物由来のアスタキサンチンが
強力な炎症反応に由来する酸化ストレスを
予防する抗酸化食品因子であることを細胞
レベルで証明している。 
 
２．研究の目的 
	 最近特に注目を集めてきているのは、生体
内脂質過酸化反応をはじめとする酸化スト
レス反応の誘導に過剰な炎症反応が大きな
役割を果たしているのではないかという研
究アプローチである。そこで、本研究で明ら
かにしようとするのは、過剰な炎症反応によ
り生じる酸化ストレスの有機化学的な発現
機構の解明と、抗酸化食品因子による予防評
価の確立である。 
	 マクロファージや好中球のような免疫担
当細胞は、本来、生体防御機構に重要な役割
を果たしているが、条件によっては過剰な炎
症反応を引き起こし、パーキンソン病発症で
はα-synuclein (αSYN)、アルツハイマー病
では amyloid-β-protein (Aβタンパク)のよ
うな病因タンパク質に対し、クロル化やブロ

ム化などのような過剰な炎症反応に由来す
る酸化修飾を引き起こし、その結果、αSYN
や Aβタンパクの異常凝集や細胞死が引き起
こされるのではないかと考えられる。本研究
では、αSYNや Aβタンパクを対象に、炎症
反応による酸化傷害の結果、どのような酸化
修飾反応が生じるのか、また、脳内老化にお
ける炎症反応のバイオマーカーになりうる
のか、モノクローナル抗体の作成を含めて検
討する。また、申請者らは、好中球の過剰発
現により増大する MPOノックアウトマウス
をはじめ、数々の動物モデルを入手している
ので、これらの系を用いた評価系の確立を行
う。最終的に、脳内老化の未病診断とともに、
新しい食品機能評価法の確立を目指そうと
いうものである。 
 
３．研究の方法 
(1）	 炎症反応に特異的なバイオマーカーの
生成機構の解明	 
マクロファージや、好中球由来のミエロペル
オキシダーゼや好酸球ペルオキシダーゼの
過剰発現によるフリーラジカル傷害のメカ
ニズム解明を目的に、αSYN や Aβタンパク
のハロゲン化などの修飾反応を、LC/MS/MS を
中心とする機器分析により、有機化学的な解
明の検討を行う。	 
	 
(2)酸化修飾ドパミンの有機化学的な解析	 
記憶増進作用やアルツハイマー症予防効果
などの機能が注目されている DHA や ARA も過
剰摂取など条件によっては脳内抗酸化能の
低下、タンパク質修飾などの傷害を惹起させ
る。そこで、アルキルアミド化修飾ドパミン
特異的なモノクローナル抗体を作製し、パー
キンソン症モデル動物の脳内での傷害機構
に対して、LC-MS/MS による網羅的なプロテオ
ーム解析も含めて免疫化学的、有機化学的な
解明を行う。	 
	 
(3)抗酸化食品因子の炎症性酸化傷害抑制機
構の解明	 
申請者らの研究グループが世界的にも独自
の研究アプローチを進めている抗酸化食品
因子として、クルクミノイドやゴマリグナン
類などの抗酸化ポリフェノールがあげられ
る。そこで、これらの抗酸化ポリフェノール
のうち、ゴマリグナンとしてセサミノール配
糖体の代謝物であるセサミノールカテコー
ルやクルクミン代謝物であるテトラヒドロ
クルクミンの脳内老化抑制機構、特に、ドパ
ミン神経細胞保護作用機構の解明を行う。そ
のために、まず、実際に脳関門を通過して脳
内老化の抑制に関与すると期待される代謝
物を単離・精製し、高分解能 NMR や MS など
の機器分析法を駆使して化学構造を明らか
にする。	 



(4)酸化ストレスバイオマーカーに特異的な
抗体チップの作製	 
神経細胞を用いた細胞レベルだけではなく、
種々の脳内老化疾患モデル動物や、疫学研究、
介入試験など、ヒト臨床研究を含めた系を対
象に、「抗体チップ」の応用も含めた免疫化
学的な手法を中心に機能性評価を行い、プロ
テオミクスの解析や免疫化学的な手法など
を応用することで、抗酸化ポリフェノール類
による酸化ストレス防御機構の解明を中心
に「ブレインフーズ」としての開発の基盤的
研究を行う。 
	 
４．研究成果	 
	 (1)	 過剰な炎症反応は、脳内機能制御に重
要な役割を果たすアラキドン酸（ARA）やド
コサヘキサエン酸（DHA）に対して脂質過酸
化反応を誘導し、その結果、生じた過酸化物
によりリン脂質が酸化修飾を引き起こすこ
とを明らかにした。既に、作製した DHA ヒド
ロペルオキシド修飾リジンに特異的なモノ
クローナル抗体を用いた免疫染色により、脳
内における	 tau	 タンパク質のプロパノイル
化が亢進されることが明らかとなった。さら
に、ヘキサノイル化反応はリン脂質に対して
も起こることを明らかにし、ヘキサノイル化
フォスファティジルエタノールアミン
（HEPE）やヘキサノイル化フォスファティジ
ルセリン（HEPS）の生成機構の解明を、
LC/MS/MS を中心とする機器分析により、有機
化学的な解明の検討を行うとともに、HEPE に
特異的なモノクローナル抗体を作製するこ
とに成功した（図―１）。これは、HEPE をリ
ポゾームに組み込んだ新しいタイプのモノ
クローナル抗体で、今後、脳内老化評価への
応用が期待できる。	 

	 
(2)記憶増進作用やアルツハイマー症予防効
果などの脳内機能改善効果が注目されてい
る DHAも過剰摂取など条件によっては脳内抗
酸化能の低下、タンパク質修飾などの障害を
惹起させる可能性が推定され、DHA 過酸化物
である DHAヒドロペルオキシドによる酸化修

飾タンパク質に特異的なモノクローナル抗
体の作製に成功したので、ヒトの尿、血液を
対象とした臨床研究への応用も含めて PRLを
プローブとした「抗体チップ」の作製を試み
た。その結果、DHA に特異的な評価法として、
動物モデルからヒト臨床系に応用できる評
価法を確立することができた。さらに、ハロ
ゲン化 DNA、特に、8-BrdG に特異的なモノク
ローナル抗体を搭載した「抗体チップ」の作
製も、ほぼ完成することができたので、現在、
詳細な実用化試験を進めている（図―２）。	 

また、脳内老化制御が期待される抗酸化ポリ
フェノールのうち、大豆イソフラボノイドの
生体内代謝物であるエコールに特異的なモ
ノクローナル抗体を用いたイムノクロマト
法の確立にも成功した。さらに、エコール類
縁体（O-DMA）を用いたレプチン産生の制御
機構の検討を行い、新たな知見を得ることに
成功した（図―３）。さらに、ゴマリグナン
としてセサミノール配糖体の代謝物である
セサミノールやセサミノールカテコール、さ
らにはクルクミン代謝物であるヘキサヒド
ロクルクミンに関しても、脳関門を通過して
ドパミン神経細胞の酸化障害を予防する可
能性についても、多くの新規な知見を得るこ
とができた。	 

	 
	 
(3)	 炎症反応に基づく酸化傷害に関連した
バイオマーカーのうち DHAヒドロぺルオキシ
ド修飾タンパク質（PRL）由来の「抗 PRL 抗



体」は、アルツハイマー症患者の脳内海馬領
域での免疫染色に成功し、他の脳内老化マー
カーとの組み合わせによるヒト臨床試験へ
の応用の可能性の検討も進めることができ
た。また、既に確立に成功しているアラキド
ン酸ヒドロペルオキシド修飾タンパク質
（HEL）に特異的な「抗 HEL 抗体」とも併せ
て脳内老化の評価のための「抗体チップ」確
立の基盤研究も大きく進展することができ
た。さらに、好中球やマクロファージなどの
免疫担当細胞の過剰発現によるクロル化、ブ
ロム化チロシンやハロゲン化 DNAに特異的な
多種多様なモノクローナル抗体を作製でき、
細胞系での解析だけでなく老化皮膚での免
疫染色も成功し、有効性の確認にも大きく進
展することができた。また、未病診断を目的
とした酸化ストレスバイオマーカーを用い
た網羅的な解析の予備研究にも大きく進展
することができた。具体的には、アルツハイ
マー症やパーキンソン症などの脳内老化や
肥満からインスリン抵抗性を獲得する糖尿
病発症との関連性の解明を目的に、国立長寿
医療センター研究所をはじめ、トヨタ記念病
院や中部労災病院などの医療機関との協力
で採取された健常人および生活習慣病境界
域者の定期的な健康診断による 300人規模の
検体を、本人同意のもとで確保し、血清およ
び尿検体を網羅的に解析した結果、背景因子
や他の血液検査項目との関連性にも新しい
知見を得ることができた。また、脳内老化が
期待できる抗酸化食品因子の開発の基盤研
究として、抗酸化ポリフェノールの生体内代
謝物であるリグナンカテコール体やクルク
ミン還元物と共に、ダイズイソフラボノイド
の生体内代謝物であるエコールの酸化スト
レス予防評価にも大きく進展することがで
きた。	 
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