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研究成果の概要（和文）： 新たに開発したメタロチオネイン（MT）-Ⅲ測定ELISAは、ヒト血清測定時に不安定な非特
異反応がみられたため、再検討を行ったが未だ解決に至っていない。MT-Ⅰ/Ⅱ抗体及びMT-Ⅰ/Ⅱ測定ELISAやMT-Ⅲ抗体
を用いた検討では、NASH肝においてMT-Ⅰ/Ⅱの有意な発現低下が認められた。前立腺がん患者では健常者に比べて血中
、尿中ともにMT-Ⅰ/Ⅱ値が有意に高値となった。ウィルソン病・メンケス病においても、モデル動物、患者ともに血中
MT-Ⅰ/Ⅱ値が有意に高値となり、早期診断のマーカーとして有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We developed a new competitive ELISA for determination of metallothionein 
(MT)-Ⅲ. However, it was more difficult to measure MT-Ⅲ in human serum, and further efforts to improve 
the assay system for MT-Ⅲ determination in serum is now undergoing in our laboratory.
 In the study using MT-Ⅰ/Ⅱ antibody and ELISA, the MT-Ⅰ/Ⅱ level was significantly reduced in the 
liver with NASH compared with NAFLD and control. The serum and urine MT-Ⅰ/Ⅱ levels in prostate cancer 
patients were significantly higher than healthy controls. The serum MT-Ⅰ/Ⅱ levels in Wilson's disease 
and Menkes disease patients were significantly higher than healthy controls, and similar result was found 
in LEC rat (model animal of Wilson's disease) and Macular mouse (model animal of Menken disease). In 
conclusion, the measurement of serum MT-Ⅰ/Ⅱ is suggested to be a potentially useful diagnostic tool in 
patients with some diseases, particularly Wilson's disease or Menkes disease.

研究分野： 臨床検査学（臨床化学・病理学）
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１．研究開始当初の背景 
 メタロチオネイン（MT）は、その構成ア
ミノ酸の約 1/3 をシステインが占める特異な
低分子量（6,000～7,000）の金属結合蛋白質
であり、ヒトなどの哺乳類では 4 種のアイソ
フォーム（MT-Ⅰ、-Ⅱ、-Ⅲ、-Ⅳ）が存在す
る。この中でも主要なアイソフォームである
MT-Ⅰ、-Ⅱは肝・腎をはじめ全身の種々の臓
器に存在し、有害重金属の解毒や必須微量金
属の代謝調節を行い、様々なストレスにより
生じるフリーラジカルの消去作用などの抗
酸化作用、細胞の増殖・分化、化学発がんの
防御などに関与することが知られている
（1-3）。また、MT-Ⅲは主に脳に存在し、神
経突起の成長抑制、亜鉛代謝などに関与し、
アルツハイマー病との関連も示唆されてい
る（4-6）。したがって、これら MT の局在や
アイソフォーム間の相互作用、動態を明らか
にすることは様々な疾患の病態解明にも有
用と考えられた。 
 しかしながら、一般的に行われていた MT
蛋白の測定法は、細胞や組織を用いた免疫染
色やウェスタンブロット法、原子吸光、
ICP-MS を用いた Cd-hem 法などであり、こ
れらは測定感度や測定法の煩雑さなどから、
MT 蛋白量の発現や生理学的役割を検討する
には不向きであった。特に、MT-Ⅲに関して
は、MT-Ⅲ蛋白の定量法がなかったため、
RT-PCR による mRNA の検出や免疫染色に
よる局在性の検討のみで（7-9）、MT-Ⅲとア
ルツハイマー病との関連が強く示唆されな
がらもその研究は遅れていた。 
 
２．研究の目的 
 我々は、これまでに新たな抗 MT-Ⅰ/Ⅱポリ
クローナル抗体とその抗体を用いた高感度
MT-Ⅰ/Ⅱ測定 ELISA 法を独自に開発し（10）、
マウス・ラットにおける MT-Ⅰ/Ⅱの生体内動
向について研究、報告してきた（11）。今回、
新たに抗 MT-Ⅲモノクローナル抗体を作製
し、本抗体を用いた MT-Ⅲ測定 ELISA 法を
開発した。そこで、これらの抗 MT-Ⅰ/Ⅱ抗体
と抗 MT-Ⅲ抗体による免疫染色法及びそれ
ぞれの ELISA 法を用いて、様々な臓器、特
に肝臓、腎臓、脳などにおける MT-Ⅰ/Ⅱ及び
MT-Ⅲの発現や誘導能の違い、相互作用など
について検討を行うこととした。 
  本研究において、MT-Ⅰ/Ⅱ及び MT-Ⅲの発
現や誘導について ELISA 法と免疫染色法を
用いて解析することにより、アルツハイマー
病を含む中枢神経系疾患や悪性腫瘍等様々
な病態とMTの役割との関係がより明確にな
ることが期待される。同時に、このような臨
床的意義を持つ MT の測定が、将来、アルツ
ハイマー病等の診断指標の一つとして臨床
検査項目となることも期待される。 

 
３．研究の方法 
（1）生体試料（組織・血液）中の MT-Ⅲ測
定 ELISA 法の確立：独自に開発した MT-Ⅲ

測定 ELISA について、動物組織（肝・腎・
脳）やヒト血清などの生体試料を用いた測定
のための前処理法や測定条件を検討する。さ
らに、これら試料を用いた ELISA 測定法と
PCR 法の結果を比較検討して、生体試料での
ELISA 測定法の確立を目指す。 
 
（2）免疫染色による組織内の MT-Ⅲ局在と
ELISA による MT-Ⅲ測定値の比較検討：MT-
Ⅰ/Ⅱまたは MT-Ⅲノックアウトマウスやア
ルツハイマー病モデルマウス等の実験動物
の組織（肝・腎・脳）を用いて、組織の MT-
Ⅲ免疫染色と ELISA による組織中の MT-Ⅲ
測定を行い、両者の結果を比較検討する。 
 
（3）免疫染色及び ELISA 法による MT-Ⅰ/
Ⅱと MT-Ⅲの発現の違いの検討：（2）で用い
た実験動物の試料について、以前に開発した
MT-Ⅰ /Ⅱ抗体とその抗体を用いた高感度
MT-Ⅰ/Ⅱ測定ELISA法によりMT-Ⅰ/Ⅱの組
織内局在や発現を測定し、MT-Ⅲ発現との違
いを比較検討する。また、様々な疾患の患者
試料（血清・尿など）の MT-Ⅰ/Ⅱ及び MT-
Ⅲ値を ELISA 法により測定、発現の違いを
比較検討する。 
 
４．研究成果 
（1）生体試料（組織・血液）中の MT-Ⅲ測
定 ELISA 法確立のための検討：独自に開発
したMT-Ⅲ測定ELISA法で行った野生型（正
常コントロール）及び MT-Ⅰ/Ⅱノックアウト、
MT-Ⅲノックアウトマウスの肝、腎、脳の組
織中 MT-Ⅲ測定では、肝、腎の MT-Ⅲ含有量
はいずれのマウスも低値で有意差はみられ
なかったが、脳の MT-Ⅲ含有量は MT-Ⅲノッ
クアウトマウスで野生型や MT-Ⅰ/Ⅱノック
アウトマウスに比べて有意な低値を示した
（図 1）。 
 
                     
                     
                     
                     
                     
                     
                     
                     
                    
 

 
 図 1．ELISA 法で測定した野生型（Wild）、
MT-Ⅰ/Ⅱノックアウト（1/2KO）、MT-Ⅲノッ
クアウトマウス（3KO）マウスの MT-Ⅲ濃度 
 
次に、血清での MT-Ⅲ測定の検討を行った

が、マウスなどの動物血清に比べてヒト血清
では希釈系列が直線にのらないなどの不安
定で非特異的な反応がみられた。そのため、
血清中で MT と結合し、ELISA による測定
に影響していると考えられる物質について、



メガリン等いくつかの候補物質のMTとの結
合、含まれる分画などを分析し、検討を行っ
たが、問題の解決には至らなかった。そこで、
これらの物質の影響を受けにくい新たな抗
MT- Ⅲ抗体の作製とその抗体を用いた
ELISA 法の開発に向けた検討を行っている。 
 
（2）ヒト脂肪肝における免疫染色による
MT-Ⅰ/Ⅱと MT-Ⅲの発現の検討：非アルコー
ル性脂肪性肝炎（NASH）、非アルコール性
脂肪肝（NAFLD）及び正常部のヒト肝生検
組織の MT-Ⅰ/Ⅱ及び MT-Ⅲ免疫染色を行っ
た。MT-Ⅰ/Ⅱと MT-Ⅲとでは明らかに異なる
染色性を示し、MT-Ⅰ/Ⅱでは NASH は他の
脂肪肝や正常肝に比べて、その陽性率が有意
に低値であった（図 2）。MT-Ⅲでは染色性に
有意差はみられなかった。本結果から、
NASH においては MT-Ⅰ/Ⅱが病態のマーカ
ーとなり得る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 2．肝生検組織の MT-Ⅰ/Ⅱ免疫染色の陽
性率（*：有意差あり、p<0.05 vs NASH） 
 
（3）前立腺がんにおける MT-Ⅰ/Ⅱ及び MT-
Ⅲ発現の検討：前立腺がん生検組織の MT-Ⅰ
/Ⅱ及び MT-Ⅲ免疫染色と同患者の血中、尿中
MT-Ⅰ/Ⅱ濃度の測定を行った。前立腺がん組
織では MT-Ⅰ/Ⅱ陽性率と PSA 陽性率とに正
の相関が認められたが、非がん部組織では相
関はみられなかった。MT-Ⅲ免疫染色では、
本生検例で有意な発現はみられなかった。ま
た、ELISA 法による MT-Ⅰ/Ⅱ測定では、前
立腺がん患者は健常者に比べて、血中、尿中
ともに MT-Ⅰ/Ⅱ値が有意に高値となる結果
が得られた。 
 
（4）ウィルソン病・メンケス病における MT-
Ⅰ/Ⅱ及び MT-Ⅲ発現の検討：先天性銅代謝異
常症であるウィルソン病とメンケス病それ
ぞれのモデル動物である LEC ラットとマク
ラマウスを用いて、MT-Ⅰ/Ⅱ及び MT-Ⅲ発現
の検討を行った。免疫染色において、LEC ラ
ット肝で MT-Ⅰ/Ⅱ、MT-Ⅲともに正常コント
ロールラットに比べて有意に高い陽性率を
示し、LEC ラット脳で MT-Ⅲが正常コント
ロールラットに比べて有意に低い陽性率を
示した。マクラマウスでは、肝の MT-Ⅰ/Ⅱと
腎の MT-Ⅲでメンケス病治療薬剤投与群が
非投与群に比べて有意に低い陽性率を示し
た。ELISA 法による MT-Ⅰ/Ⅱ測定値は、LEC
ラットの肝、腎、血清で正常コントロールラ

ットに比べて有意な高値を示した。マクラマ
ウスは小脳で正常コントロールマウスに比
べて有意な低値を示し、腎及び血中濃度では
有意な高値を示した。マクラマウス腎の MT-
Ⅰ/Ⅱ値は、薬剤投与群（MAC）で非投与群
（MAC-N）に比べて有意に低下していた（図
3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 3．ELISA 法によるマクラマウス臓器の
MT-Ⅰ/Ⅱ測定値（*：有意差あり、小脳 p<0.05 
vs 正常マウス、腎臓 p<0.05 vs MAC-N） 
 
 LEC ラットとマクラマウスの免疫染色で
は、MT-Ⅰ/Ⅱ、MT-Ⅲの局在と MT 受容体の
一つと考えられるメガリンの局在との関連
についても検討を行った。LEC ラット、マク
ラマウスともに、腎では MT-Ⅰ/Ⅱとメガリン
は尿細管上皮に局在し、発現も強く、良く一
致していたが、肝や脳では強い関連性はみら
れなかった。MT-Ⅲはいずれの組織でもメガ
リンとの関連性はみられなかった。 
 さらに、ウィルソン病とメンケス病患者の
血清 MT-Ⅰ/Ⅱ値を ELISA 法で測定した。ウ
ィルソン病及びメンケス病患者では、血中
MT-Ⅰ/Ⅱ値は有意に高値を示した。特に、メ
ンケス病患者においては、血清銅、亜鉛、セ
ルロプラスミン値に異常値を示さなかった
患者でも血清 MT-Ⅰ/Ⅱ値は健常者に比べて
有意に高値を示し、血中 MT-Ⅰ/Ⅱ値測定がメ
ンケス病の早期診断のマーカーとしても有
用である可能性が示唆された。 
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