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研究成果の概要（和文）：本研究では、アルツハイマー型認知症（AD）患者の剖検脳を対象とした実際のアミロイドβ
ペプチドの酸化修飾を含めた翻訳後修飾（PTM）の定量的解析に関する検討を実施した。実験では、液体クロマトグラ
フィー質量分析法（LC-MS）を主軸に様々な分析条件を含めて、実検体への応用を試みた。その結果、実際にPTM型アミ
ロイドβ（ラセミ化やイソ化）などが定量的に数～数十%存在していることを見出し、世界に先駆けて発見した。本研
究より、実際のアミロイドβは高い確率でPTMしていることを見出し、今後の病理へ展開できるものと思われる。

研究成果の概要（英文）：The spontaneous accumulation of chemical modifications within a bio-molecule can 
be regarded as an aging process. Since the post-translational modification of proteins in the brain may 
affect the folding and turnover regarding neurons, they reduce the activate protein functionality over 
time and may be linked to the neurodegenerative pathology. Alzheimer’s disease is diagnosed by the 
progressive decline in cognitive functions, and has substantially increased among people aged 65 years or 
more, with a progressive decline in memory, thinking, affections, language, and learning capacity from 
the normal age-related decline in cognitive functions.This study is a first discussion of how research 
into one hypothesis, the so-called racemization/isomerization of aspartyl residues in amyloid peptides, 
is enabling researchers to identify ways to develop early and effective treatments for Alzheimer’s 
disease.
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー型認知症（AD）の病理所
見の一つにアミロイドβペプチドの沈着が
観察される。実際にその老人斑の形成など詳
細なことは分かっておらず、分子レベルでの
解析が望まれた。生化学的分析手法は、抗体
を用いた免疫染色が主であり、ペプチドの詳
細な構造まで解析は及んでいない。申請者ら
は、アミロイドβの酸化的修飾変化を理化学
的な分析手法により解析し、既にいくつかの
アミノ酸残基で変化していることを見出し
ていた。そこで、本研究では、実際の AD患
者の剖検脳に沈着した老人斑においても、こ
のような翻訳後修飾変化（PTM）が生じてい
るのか解明するため、液体クロマトグラフィ
ー質量分析法（LC-MS）を採用し詳細を分析
することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、AD 患者における剖検脳
の解析を目指して、LC-MSを駆使した PTM
アミロイドβの定量解析・プロファイリング
を行うこととする。既に、申請者は、酸化修
飾変化を LC-MSによる質量電荷比（m/z）値
を用いた詳細な解析により、HisやMetアミ
ノ酸残基の酸化修飾反応を見出していた。そ
の基本的な概念を基軸にさらなる検討を行
った。今回の PTM には、最も分析の難しい
ラセミ・異性化アミノ酸残基などを含むPTM
を対象とした。 
 本研究で用いたヒト剖検脳は、既に臨床機
関および基礎研究機関の倫理審査等の適切
な対応のもと実施した。 
 
３．研究の方法 
 ヒト剖検脳からアミロイドβ抽出には、
様々な溶媒の検討を行い、グアニジン塩酸塩
や高濃度ギ酸を用いることとした。また、精
製には、固相抽出法を採用し、イオン交換型
のものを最適とした。その後、ペプチドの定
量的解析のため、安定同位体補正およびトリ
プシンフラグメントを分析対象とした。また、
LC-MS には、エレクトロスプレーイオン化法
（ESI）および飛行型(TOF)を採用した。 
 
４．研究成果 
 現在までにヒト剖検脳から実際にアミロ
イドβペプチドを効率的かつ高い精製能力
を持った前処理法の検討は殆ど報告されて
いなかった。本研究では、初めて、ヒト剖検
脳から効率的に前処理を行う手法を開発し
た。本手法の発展として、メタボロミクス解
析にも応用でき、それに関しても報告してき
た。また、酸化修飾のみなら、PTM の分析と
して最も難しいラセミ・異性化反応を詳細に
定量でき、数～数十%の確率で老人斑に存在
していることを初めて見出した。また、男女
差や死亡年齢差などで特徴が観察され、今後
の展開へつながるデータを所得したと思わ
れる。さらに、メタボロミクス解析への応用

も試み、飛躍的なテーマとなった。本手法は、
十分にヒト剖検脳へ応用でき、今までのよう
な免疫染色のみならず、分子レベルでアミロ
イドβを分析することが達成できた。 
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