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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、運動ニューロンが選択的かつ進行性に変性・消失していく原
因不明の疾患であり、初期に確実に診断できる特異的検査法もない。本研究では、ALS患者の脳脊髄液中のタンパク質
や代謝産物の変動解析を行った。その結果、セロトランスフェリンなどがALS患者群の脳脊髄液で有意に増加し、酸化
損傷も受けていた。これらのタンパク質はALSの発症に関与し、また疾患バイオマーカーとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common motor neuron disease 
characterized by progressive degeneration of the upper and lower motor neurons, which results in 
paralysis of the limbs and/or the bulbar musculature. However, because there are no specific biomarkers 
for ALS, it is difficult to diagnose this disease at early stages. Therefore, we compared the protein 
profile in cerebrospinal fluids (CSF) of ALS patients and control subjects by two-dimensional 
differential in-gel electrophoretic analysis (2D DIGE) and two-dimensional gel electrophoresis with 
immunochemical detection of protein carbonyls (2D Oxyblot). We showed that 4 proteins (serotransferrin, 
etc) were increased in CSF of ALS patients compared with control subjects. In addition, we found that 
carbonyl modification of pigment epithelium-derived factor, serotransferrin, and so forth was increased 
in CSF of ALS patients. This study presumes some of these proteins could be candidates of biomarkers for 
ALS.

研究分野：分子予防医学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　酸化ストレス　脳脊髄液　プロテオーム　バイオマーカー　カルボニル化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、難治性の神
経変性疾患で、国内の推定患者数は約 9,200
人である。ALS は上位運動ニューロンと下位
運動ニューロンが選択的かつ進行性に変
性・消失していく原因不明の疾患である。平
均 59 歳と比較的早期に発症し、手・足・の
ど・舌の筋肉や呼吸に必要な筋肉が徐々にや
せて力がなくなっていくことから、著しい
ADL（日常生活動作）や QOL（生命・生活の質）
の低下をもたらす社会医学上重要な疾患の
ひとつである。しかし、ALS は、筋肉の病気
ではなく、筋肉を動かし、かつ運動を司る神
経（運動ニューロン）が障害をうけることに
より発症・進行する。ALS が報告されてから
100 年以上経過しているが、その原因や発症
機構は未だ不明であり、また、治療法や特異
的な診断法も確立されていない。近年、家族
性 ALS 患者において抗酸化酵素である SOD-1
の遺伝子に変異が認められ、活性酸素種が
ALS の発症・進行に関与している可能性が示
された。 
 活性酸素種とは、空気中に含まれる酸素分
子がより反応性の高い分子に変化したもの
である。活性酸素種のなかには、フリーラジ
カルであるスーパーオキシド (O2

-) とヒド
ロキシルラジカル (•OH) およびフリーラジ
カルではない過酸化水素 (H2O2)と一重項酸
素 (1O2) がある。活性酸素種のなかでもフリ
ーラジカルである O2

-は、酸素分子(O2)が電子
をひとつ受けとる（１電子還元）ことにより
生成される。また、O2

-同士が反応することに
より H2O2が生成される。O2

-や H2O2は、生体内
の分子に対して直接的に酸化損傷を引き起
こすことはないが、H2O2は細胞膜を通過でき
拡散する。この H2O2が生体内の２価の鉄イオ
ンと反応(フェントン反応)して生成される
•OH は非常に反応性が高く、DNA やタンパク
質、脂質を著しく酸化損傷する。一方、1O2
は、紫外線によって生体内で生成する活性酸
素種のひとつである。 
 抗酸化酵素SODはスーパーオキシドディス
ムターゼの略語であり、細胞内で発生した O2

-

を消去する機能を持っている。SOD には３つ
のタイプがあり、その中で SOD-1 は銅と亜鉛
を含んだ酵素で、細胞質中に常に存在してい
る。家族性 ALS 患者の約 20％程度に SOD-1 の
遺伝子に多数の変異が認められている。その
後の多くの研究から、弧発性 ALS においても
活性酸素種が神経細胞死や疾患の発症に深
く関与していることが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
 ALS は、非常に進行の速い致死的な疾患で
あるが、他の神経変性疾患といくつかの共通
する病理学的特徴を有するため今のところ
確実にALSを早期診断できる特異的検査法は
ない。この病気は常に進行性で、一度発症す
ると症状が軽くなるということは期待でき

ない。体のどの部分の筋肉から始まってもや
がて全身の筋肉が侵され、最後は呼吸筋の障
害により死に至る。また、患者ごとに症状の
現れ方や進行の経過も大きく異なる。ALS 患
者の多くは診断されるまでに発症後1年以上
経過しており、早期診断法の開発が望まれる。
現在、早期診断に有効な疾患特異的バイオマ
ーカーの探索が行われているが、未だ有効性
が証明されたバイオマーカーは報告されて
いない。さらに、新規バイオマーカーの開発
は、ALS の早期診断のみならず薬効の客観的
判定のためにも必須である。 
 近年、プロテオームやメタボロームなどの
解析技術が革新的に進歩し、疾患におけるタ
ンパク質や代謝産物の動態の詳細な解明が
可能となった。プロテオーム解析は、生体内
のすべてのタンパク質の発現を網羅的に調
べる実験手法で、病気の原因となるタンパク
質の異常を見つけることが可能である。従っ
て、病気の診断や治療に有用な新規バイオマ
ーカーを開発することができる。また、プロ
テオーム解析が高分子のタンパク質を解析
するのに対し、メタボローム解析は、比較的
低分子であるアミノ酸や脂肪酸といった代
謝産物を網羅的に解析する方法である。生命
の維持に必要な細胞内の物質と化学エネル
ギーは、主に代謝によって産生されている。
様々な病態においては、病気に関与している
細胞中で代謝の変動が起こることにより、そ
の病気特有の代謝産物が産生されると考え
られる。従って、患者の病変部位に関わる組
織や細胞を用いて、健常人と異なる代謝産物
を探索することは、疾患特異的バイオマーカ
ーの発見に有効である。最近のプロテオーム
やメタボロームなどによる網羅的解析や特
異的解析の進歩に伴って、タンパク質や代謝
産物の動態を解明するデータベースも急速
に進歩している。これらのことから、疾患の
新規バイオマーカーの開発に、プロテオーム
解析のみならずメタボローム解析も行うこ
とは有用である。 
 本研究では、ALS 患者脳脊髄液中に存在す
る活性酸素高感受性タンパク質や低分子代
謝産物を網羅的に解析し、新規バイオマーカ
ーの開発を目指す。このことは、発症機構の
解明および発症リスク評価や治療の分子標
的となる新規分子の特定にも繋がる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ALS 患者とコントロールからの脳脊髄
液の採取と精製・濃縮 
 三重大学附属病院の神経内科を受診した
ALS 患者 5 名とコントロール 5 名から脳脊髄
液を採取し、濃縮精製キットを用いてタンパ
ク質を精製濃縮した。 
 
（２）プロテオミクスによるタンパク質の発
現量変化の解析 
 濃縮したタンパク質を蛍光色素（Cy dye）



でラベル後、蛍光標識二次元ディファレンス
ゲル電気泳動解析システム（2D-DIGE）によ
り、まずドライストリップを用いて個々のタ
ンパク質が持つ等電点によって分離（一次元
電気泳動）し、その後アクリルアミドゲルを
用いてタンパク質の分子量によって分離（二
次元電気泳動）した。得られたスポットを
2D-DIGE 専用の統計解析ソフト (DeCyder) 
で網羅的に解析し、コントロールと比較して
疾患群において変動が見られたスポットを
特定した。これら増減が認められたスポット
については、新たに二次元電気泳動後 CBB 染
色液にて染色し、そこから特定したスポット
を切り出し、トリプシンなどでペプチドまで
消化、飛行時間型質量分析装置(TOF/TOF-MS)
とデータベースを用いてタンパク質の同定
を行った（ペプチドマスフィンガープリンテ
ィング法）。 
 
（３）酸化損傷タンパク質の解析 
 タンパク質の酸化損傷のひとつであるカ
ルボニル化は不可逆的な損傷で、タンパク質
の機能や安定性を低下させる。我々は、酸化
損傷タンパク質（カルボニル化タンパク質）
を解析するため、脳脊髄液から濃縮したタン
パク質を一次元電気泳動後、ヒドラジン試薬
（ 2,4- ジ ニトロフェニルヒドラジン 
(DNPH)）によってカルボニル基を誘導体
（2,4-ジニトロフェニルヒドラゾン(DNP)）
化した。その後、二次元電気泳動を行い個々
のタンパク質を PVDF 膜に転写し、カルボニ
ル基に結合したDNPに特異的な抗体を用いて、
ウエスタンブロット法にて検出した。各タン
パク質について発現量で補正した後、カルボ
ニル化量の増減が認められたタンパク質に
ついては、ペプチドマスフィンガープリンテ
ィング法にて解析、同定した。 
 
（４）メタボローム解析 
 脳脊髄液をメタノール溶液に加え攪拌後、
クロロホルム溶液で水層を抽出し、限外濾過
処理を行い、乾燥した。その後、蒸留水で再
溶解後カチオンモードおよびアニオンモー
ドで陽イオン性代謝産物と陰イオン性代謝
産物を CE-TOFMS system で測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ALS 患者脳脊髄液中のタンパク質発現
量の変化 
 ALS 患者とコントロールの脳脊髄液中のタ
ンパク質の変動を 2D-DIGE 法にて解析し、そ
の結果を図１に示した（赤：ALS 患者、緑：
コントロール）。脳脊髄液中のタンパク質の
スポットは 1190 個検出された。それらのス
ポットに対しDeCyderを用いた発現量の統計
解析を行った結果、タンパク質の発現量に有
意差の見られたスポットは全部で58個あり、
そのうち 24個が ALS患者で増加、34個が ALS
患者で低下していた。それらの中で有意 

(p<0.05)に 1.5 倍以上変動し、同定が成功し
たタンパク質を表 1に示す。 
 

 

 
①プロスタグランジン-H2 D-イソメラーゼ
（Prostaglandin-H2 D-isomerase） 
 図 1中のスポット番号 946 は、プロスタグ
ランジン-H2 D-イソメラーゼであった。プロ
スタグランジン-H2 D-イソメラーゼは、プロ
スタグランジン H2 をプロスタグランジン D2 
(PGD2)に合成する酵素である。PGD2 は、中枢
神経系の主要なプロスタグランジンとして
産生される。ALS モデルマウスにおいては
PGD2 を介して活性化されたグリア細胞が運
動ニューロンを特異的に傷害し、ALS の進行
に関与することが報告されている。従って、
プロスタグランジン-H2 D-イソメラーゼの発
現量の増加は PGD2 の生成を亢進することか
ら、ALS の進行に寄与していると考えられて
いる。この様に、ALS の発症に関与する可能
性のあるプロスタグランジン-H2 D-イソメラ
ーゼの変動は、ALS の有効な診断バイオマー
カーになることが示唆される。 
 
②トランスサイレチン（transthyretin） 
 トランスサイレチン（図 1中スポット番号
848 と 1078）は、トリプトファンを多く含む
タンパク質でレチノール結合タンパク質と
の相互作用を介してチロキシンとビタミン A
の輸送に関与している。また、トランスサイ
レチンは、炎症や感染により血中濃度が低下
することが報告されている。ALS 患者の脳脊
髄液においてトランスサイレチンの発現量
は減少しているという報告があるが、その評
価は未だ明確ではない。本研究結果では、コ
ントロールに比べALS患者の脳脊髄液中のト
ランスサイレチンは約2倍増加していたこと
から、さらなる研究が必要と考えられる。一
方、トランスサイレチンの変異体は家族性ア



ミロイドポリニューロパチーの原因タンパ
ク質として注目されている。アルツハイマー
病、パーキンソン病や ALS などの神経変性疾
患では、疾患に特徴的なタンパク質が特定の
部位にアミロイド線維を形成することで神
経細胞死が起こり、発症の原因となっている
と考えられている。アミロイドタンパク質で
あるトランスサイレチンも変異または加齢
により凝集を引き起こし疾患の発症に関与
する可能性が考えられる。本研究で変動が認
められたトランスサイレチンは、ALS の診断
バイオマーカーに利用できるかどうかは、今
後さらなる研究が必要である。 
 
③アポリポプロテイン E（apolipoprotein E） 
 図 1中のスポット番号 824 は、アポリポプ
ロテイン E（ApoE）であった。アポリポプロ
テイン群の一つである ApoE は、主として肝
細胞で産生され、全身諸臓器へのコレステロ
ールや脂肪酸の運搬と代謝に関与している。
また、ApoE は抗酸化作用も有している。ApoE
は遺伝的・環境的要因との相互作用を介して、
神経細胞の変性・脱落に関与していると考え
られ、ApoE の増加はアルツハイマー病の発症
リスクを高めることが知られている。ApoE と
ALS との関連については明らかになっていな
いが、SOD-1 変異型マウス（ALS モデルマウ
ス）の脊髄において ApoE が増加すると報告
されており、ApoE の発現量の増加は ALS の診
断バイオマーカーとなる可能性がある。 
 
④セロトランスフェリン（serotransferrin） 
 セロトランスフェリン（図 1中スポット番
号 366）は、鉄と結合するタンパク質であり、
組織に鉄を輸送する役割を担う。このタンパ
ク質は、ALS 患者で特異的に認められるブニ
ナ小体（bunina bodies）に局在しているこ
とが知られている。本研究では、コントロー
ルに比べALS患者の脳脊髄液中のセロトラン
スフェリンは1.5倍以上増加していた。一方、
ALS 患者の脳脊髄液中でセロトランスフェリ
ンの発現量は減少しているとの報告もなさ
れている。従って、ALS におけるセロトラン
スフェリンの変動は未だ明確ではないが、セ
ロトランスフェリンは鉄と結合することか
ら、セロトランスフェリンの増加は ALS の原
因のひとつに考えられている活性酸素の生
成に関与している可能性が考えられる。 
 
（２）ALS 患者脳脊髄液中の酸化損傷タンパ
ク質（カルボニル化タンパク質）の変動 
 酸化修飾のひとつであるタンパク質のカ
ルボニル化は、不可逆的反応であり、修復で
きず化学的に安定であるという特徴からタ
ンパク質の酸化損傷の評価によく利用され
ている。実際に、老化脳や神経変性疾患の患
者脳にカルボニル化タンパク質が蓄積して
いることが報告されている。本研究では、ALS
患者とコントロールの脳脊髄液中のカルボ
ニル化タンパク質の変動を二次元電気泳動

及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 併 用
（2D-Oxyblot）法にて解析した。その結果を
図２に示した。 
 

 
 ALS 患者においてカルボニル化タンパク質
のスポットが 246 個検出された。それらのス
ポットを PDQuest version 8.0 (Bio-Rad 
Laboratories Ltd.)を用いてコントロールと
比較し、有意(p<0.05)に上昇しているスポッ
トを検出した。さらに、これらのスポットに
ついて（１）で行ったタンパク質発現量で補
正 し 酸 化 損 傷 度 （ specific oxidation 
levels）を算出した（酸化損傷度=カルボニ
ル化タンパク質相対量（2D-Oxyblot）/タン
パク質発現相対量（2D-DIGE））。次いで、
MALDI-TOF/TOF-MS でタンパク質の同定を行
ったところ5個のスポットにおいて同定が成
功した（図２、赤丸）。同定が成功したスポ
ットは、図２に示したスポット番号 402 がア
ルブミン（albumin）、1402 および 2402 がα1
アンチトリプシン（alpha-1 antitrypsin）、
2201 が 色 素 上 皮 由 来 因 子 （ pigment 
epithelium-derived factor: PEDE）、8607 が
セロトランスフェリン（serotransferrin）
であり、表２にそれらの特徴を示した。また
図には示していないが、スポット番号 1501
は、ALS に特異的に存在するスポットであっ
た。 
 

 
①アルブミン 
 アルブミンは、血清や脳脊髄液中に存在す
るタンパク質である。アルブミンは、それ自
身が活性酸素により酸化されることにより、
他の生体分子を酸化損傷から防御する抗酸
化作用の役割を持っている。本研究では、ALS
の脳脊髄液においてスポット番号402のアル
ブミンの酸化損傷度がコントロールに比べ
10.3 と非常に高値を示した。従って、多数存
在するアルブミンのスポットのうち特に 402
番のスポットは、ALS の有効なバイオマーカ
ーになる可能性が示された。 



 
②α1アンチトリプシン 
 α1 アンチトリプシンは、主要なプロテア
ーゼインヒビターであり、種々のセリンプロ
テアーゼを阻害する。通常、アルブミンと同
様に血清中に存在するが、一部が脳脊髄液に
移行することがある。α1 アンチトリプシン
は、活性酸素により失活することが報告され
ており、酸化損傷を受けやすい。本研究結果
では、α1 アンチトリプシンの酸化損傷度が
コントロールに比べ4.0倍であった。従って、
α1 アンチトリプシンもバイオマーカーにな
る可能性があることから、さらなる研究が必
要である。また、α1 アンチトリプシンは抗
酸化作用を持つという報告もある。 
 
③色素上皮由来因子 
 色素上皮由来因子は、強力な血管新生阻害
因子であることが知られている。また、中枢
神経系に色素上皮由来因子の mRNA が広範囲
に分布し、神経保護因子としての役割も報告
されている。さらに、細胞内酸化ストレスの
産生を抑え、細胞のアポトーシスを抑制する
ことが示されている。本研究結果では、色素
上皮由来因子の酸化損傷度がコントロール
に比べ 2.8 倍であった。この、色素上皮由来
因子の酸化損傷によって、神経に対する保護
的な効果が障害されALSの発症に関与する可
能性が考えられる。 
 
④セロトランスフェリン 
 セロトランスフェリンは、上記研究成果
（1）④で記載した通り、鉄と結合するタン
パク質であり、組織に鉄を輸送する役割を担
う。セロトランスフェリンの酸化損傷度がコ
ントロールに比べ 4.6 倍増加していた。従っ
て、セロトランスフェリンのタンパク質発現
量や酸化損傷度の変動はALSのバイオマーカ
ーになる可能性がある。また、セロトランス
フェリンが酸化損傷されることにより、鉄を
介した活性酸素の生成に影響を与える可能
性がある。 
 
（３）ALS 患者脳脊髄液中のメタボローム解
析 
 ALS 患者とコントロールの脳脊髄液中の低
分子量代謝産物の変動を CE-TOFMS システム
にて解析した。その結果、94 のピーク（カチ
オン 55、アニオン 39）において代謝産物が
同定された。その中で、尿素回路とそれらに
関連するアミノ酸代謝産物などに、ALS 患者
特異的に検出されたピークが確認された。ま
た、ALS 患者で増加または減少しているピー
クも存在したことからさらなる研究が期待
される。 
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