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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、標的蛋白化学的切除試薬の開発と臨床応用であった。理由は、化学的に温
和な反応条件で迅速に蛋白破壊可能な試薬が、疾患治療および病因究明に必要なためである。方法と原理：開発試薬の
蛋白過酸化イソインドールは、蛋白をo-phthalaldehydeとチオール化合物でイソインドールへ変換し、続いて過酸化水
素で過酸化して作成した。結果：蛋白過酸化イソインドール形成は、蛍光画像撮影で証明した。蛋白過酸化イソインド
ールの酸化で発光が生じた。発光後、その蛍光画像は消失した（蛋白破壊の証明）。血清蛋白分画のバンド蛋白も、切
除できた。結論：本試薬により、蛋白破壊が同時発光モニターしながら可能となった。

研究成果の概要（英文）：Development of the novel reagent for chemical scission of targeted proteins and 
its clinical application　were studied. The reagents those demolish proteins under mild chemical 
conditions have been requested for treatment of patients and research of diseases. The reagents were 
protein peroxyisoindoles of proteins, and were prepared by the reaction with hydrogen peroxide following 
to the reaction with o-phthalaldehyde and thiol compounds. The production of protein peroxyisoindole were 
confirmed by fluorescence imaging. The peroxyisoindole was oxidized to emit light, accompanying of 
disappearance of the fluorescence image. This meant demolition of proteins. The reagent of 
peroxyisoindole was also applied to serum protein fractionated by electrophoresis resulting in successful 
cleavage. In conclusion, the novel reagents of proteins allowed simultaneous protein scission and 
monitoring of the accompanying chemiluminescence.

研究分野：臨床検査医学、内科学、分析化学

キーワード： 蛋白切除　蛋白過酸化イソインドール　化学発光　蛍光画像測定　質量解析　試薬開発　血清蛋白分画
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 種々の病因蛋白の解析および治療法の

開発では、標的蛋白を自由に切断してその影

響を解析することが必要である。現行蛋白切

断法うち、(1)プロテアーゼ等酵素を用いた

方法の問題は、標的蛋白のみの切除ができな

いことである。更に、(2) 強酸、強アルカリ

あるいは放射線による破壊法の問題は、過激

な反応条件のために、生体細胞へ応用できな

いことであった（文献 1）。そのため、生理

環境に近い穏和な条件下で、希望する蛋白の

切除可能な方法が必要とされている。これら

の問題を解決するために、我々は、過酸化窒

素含有環状物質を切除剤とする化学的蛋白

切断試薬の新規開発と、そして生体蛋白切除

への応用を企画した。 

 

(2) 本研究者らは、これまでに化学発光（イ

ミダゾール化学発光）を呈する種々の窒素含

有環状物質のスクリーニングと、その過酸化

物の構造解析を行ってきた(文献 2)。その過

程で、本研究の過酸化窒素含有環状物質を用

いる蛋白特異的化学切断法のヒントを得た。

本法の蛋白化学的切断原理は、以下のようで

ある。① 蛋白を窒素含有環状化合物に誘導

する。② 窒素含有環状誘導蛋白を酸化する。

③ 酸化反応で発光を生じ、同時に窒素含有

環状構造は、破壊される。（想定）。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、標的蛋白化学的切除試薬の

開発と応用であった。本研究で開発する切除

試薬は、過酸化蛋白誘導体であった。具体的

には、① 蛋白の過酸化方法を開発した。蛋

白の直接過酸化方法および蛋白の2重修飾法

を開発した。すなわち、窒素含有環状物質へ

誘導後に更に過酸化した。② 蛋白の過酸化

窒素含有環状物質（発蛍光性）の生成を検

証・測定するために、蛍光画像測定システム

を考案・自作した。本研究に適した蛍光画像

測定システムが、市販されていないためであ

った。③ 蛋白の過酸化状態を評価するため

に、過酸化蛋白測定方法を考案した。化学発

光法を適応した。④ 本研究で開発する蛋白

過酸化試薬による蛋白化学的切除結果を検

証した。⑤本法応用検討の対象は、(a)アミ

ノ酸・ペプチドの化学発光測定・蛍光測定・

化学切除、および (b) 臨床検査血清蛋白分

画中蛋白バンドの蛍光画像測定・化学発光測

定・化学切除であった。 

 
３．研究の方法 

(1) 蛋白の過酸化誘導体作成： 

蛋白を過酸化する方法（2つ）を開発した。 

① 蛋白の過酸化水素単独過酸化方法：エチ

ルアルコール液中で蛋白と過酸化水素(98 

mmol/L)を加えて 5 分間・室温で反応した。

次に 67 %エチルアルコール（Tricine 液, pH 

12.5）を加えて 5分間・室温で反応した。 

② 蛋白 2 重修飾過酸化方法（過酸化イソイ

ンドール法）：エチルアルコール液中に秘鍵

蛋白試料を入れた。O-Phthalaldehyde (OPA), 

N-acetylcysteine および過酸化水素 (98 

mmol/L)を順次加え、それぞれ室温で 5 分間

反応して蛋白過酸化イソインドール誘導体

を作成した。 

 

(2) 過酸化蛋白の化学発光反応： 
エチルアルコール液中に過酸化蛋白を加え

た。次いでフェリシアン化カリ液を添加して、

化学発光反応（室温）を行った。その際発生

した化学発光強度は、光電子増倍管を装備し

た化学発光装置（Luminescencer-PSN, ATTO）

で測定した。 

 

(3) デジタルカメラ蛍光画像測定：  
デジタル蛍光画像測定装置（自作）を、本研

究用に開発した。Black light (370 nm) 照

射器(2 台 )とデジタルカメラ(ニコン 

Coolpix 7100、UV カットフィルター装着)を

暗箱に組み込んで作成した。デジタルカメラ

蛍光画像測定用試料は、濾紙(Advantec #2)

に塗布した蛋白過酸化誘導体を風乾して作

成した。蛍光画像撮影は、過酸化蛋白塗布濾

紙の背面から black light (UV) 照射し、濾

紙中過酸化蛋白から発生した蛍光をデジタ

ルカメラでカラー画像撮影(ISO 6400)した。 

 



(4) 過酸化インスリ誘導体の質量分析：
化学発光

素単独過酸化誘導体試料の質量分析

法)を行った。使用質量分析計は、

Confidence (

 

(5) 血清
臨床検査における

白バンドの

び化学的切除を行った。検体

テート膜

染色されていたので、

脱色した後、過酸化イソインドール誘導体化

反応を行った。化学発光反応前後で、セルロ

ースアセテート膜

光画像計測
 
４．研究成果

(1) 蛋白

単独過酸化

酸化して

ブミン

Albumin

した。単独過酸化と

比較では、

た。③

検体について

し CL

蛍光強度変化を検討した。その結果、過酸化

アルブミンは、

が判明した。

 

(2) 蛋白過酸化イソインドール誘導体のデジ

タルカメラ蛍光画像測定：

過酸化二重修飾

nm nm)

応後は、蛍光強度は消失あるいは減弱を示し

た。蛍光強度は、

その画像を提示する。

過酸化インスリ誘導体の質量分析：

化学発光反応前後で

素単独過酸化誘導体試料の質量分析

を行った。使用質量分析計は、

Confidence (島津

血清蛋白分画バンドの化学的切除：

臨床検査における

白バンドの蛍光画像測定・化学発光測定およ

化学的切除を行った。検体

テート膜上試料は、検査室で

染色されていたので、

脱色した後、過酸化イソインドール誘導体化

を行った。化学発光反応前後で、セルロ

ースアセテート膜

光画像計測をデジタル

４．研究成果 

蛋白過酸化誘導体の化学発光測定

独過酸化 Albumin

酸化して化学発光

ブミン(BSA)は発光した。②二重修飾過酸化

Albuminは、フェリシアン化カリ

した。単独過酸化と

比較では、2 重過酸化の方が強い発光を生じ

た。③ 繰り返し化学発光測定

検体についてフェリシアン化カリ

CL 反応を御子起こして

蛍光強度変化を検討した。その結果、過酸化

アルブミンは、CL

が判明した。 

蛋白過酸化イソインドール誘導体のデジ

タルカメラ蛍光画像測定：

過酸化二重修飾

nm nm)で青白色蛍光を生じた。

応後は、蛍光強度は消失あるいは減弱を示し

た。蛍光強度は、

その画像を提示する。

過酸化インスリ誘導体の質量分析：

前後で、インスリン

素単独過酸化誘導体試料の質量分析

を行った。使用質量分析計は、

島津)であった。

蛋白分画バンドの化学的切除：

臨床検査における血清蛋白分画試料中蛋

蛍光画像測定・化学発光測定およ

化学的切除を行った。検体セルロースアセ

は、検査室ですでに

染色されていたので、Tricine

脱色した後、過酸化イソインドール誘導体化

を行った。化学発光反応前後で、セルロ

ースアセテート膜上蛋白バンドの

デジタルカメラ

誘導体の化学発光測定

Albumin を過酸化水素

化学発光反応を行わせると、

発光した。②二重修飾過酸化

フェリシアン化カリ

した。単独過酸化と 2重過酸化との

重過酸化の方が強い発光を生じ

繰り返し化学発光測定

フェリシアン化カリ

を御子起こして、

蛍光強度変化を検討した。その結果、過酸化

CL 反応毎に破壊されたこと

蛋白過酸化イソインドール誘導体のデジ

タルカメラ蛍光画像測定：

過酸化二重修飾 Albumin は紫外線照射

で青白色蛍光を生じた。

応後は、蛍光強度は消失あるいは減弱を示し

た。蛍光強度は、albumin 濃度に相関した。

その画像を提示する。 

過酸化インスリ誘導体の質量分析：  

インスリンの過酸化水

素単独過酸化誘導体試料の質量分析(TOF

を行った。使用質量分析計は、AXIMA 

であった。 

蛋白分画バンドの化学的切除： 

蛋白分画試料中蛋

蛍光画像測定・化学発光測定およ

セルロースアセ

すでにポンソ

Tricine 液(pH 9.0)

脱色した後、過酸化イソインドール誘導体化

を行った。化学発光反応前後で、セルロ

蛋白バンドのカラー

カメラで行った。 
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過酸化水素単独で過
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、CL 強度および

蛍光強度変化を検討した。その結果、過酸化

反応毎に破壊されたこと
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(370 

化学発光反

応後は、蛍光強度は消失あるいは減弱を示し

濃度に相関した。

(3)

① 

本法を

蛋白バンド

染色

液(pH 9.0)

本法により

化学発光反応前後での蛍光画像計測

は、

あるいは消失した。

 

② 

過酸化水素単独で過酸化したインスリンの

化学発光前後試料を

結果、化学発光反応前の

ーク

し、

が多数出現した。

③ 

アミノ酸

た。アミノ酸は、過酸化水素で

(3) 本法の適応

 血清蛋白分画

本法を血清蛋白

蛋白バンド切除に適応した。まずポンソ

染色蛋白バンドから

(pH 9.0)で脱色した。その後

本法によりOPA

化学発光反応前後での蛍光画像計測

、発光後に各

あるいは消失した。

  インスリンの化学切除：

過酸化水素単独で過酸化したインスリンの

化学発光前後試料を

結果、化学発光反応前の

ーク(M/Z 5808)

し、しかも M/X 5808

が多数出現した。

 アミノ酸化学発光

アミノ酸の化学発光測定

た。アミノ酸は、過酸化水素で

本法の適応： 

蛋白分画バンドの化学切除：

血清蛋白分画（臨床検査項目

切除に適応した。まずポンソ

バンドからポンソ

で脱色した。その後

OPAと過酸化水素

化学発光反応前後での蛍光画像計測

後に各蛋白バンドの蛍光強度は減弱

あるいは消失した。 

インスリンの化学切除：

過酸化水素単独で過酸化したインスリンの

化学発光前後試料を TOF-MS

結果、化学発光反応前の過酸化インスリン

)は、化学発光反応後では消失

M/X 5808 より小さい質量ピーク

が多数出現した。 

アミノ酸化学発光と化学的切除

化学発光測定・切除

た。アミノ酸は、過酸化水素で

の化学切除： 

臨床検査項目）試料の

切除に適応した。まずポンソ

ポンソ 3R を Tricine

で脱色した。その後蛋白バンドを

過酸化水素で二重修飾した。

化学発光反応前後での蛍光画像計測結果

バンドの蛍光強度は減弱

インスリンの化学切除： 

過酸化水素単独で過酸化したインスリンの

MS 解析した。その

過酸化インスリン

は、化学発光反応後では消失

より小さい質量ピーク

化学的切除： 

・切除方法を開発し

た。アミノ酸は、過酸化水素で単独過酸化し
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結果で

バンドの蛍光強度は減弱
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解析した。その

過酸化インスリンピ

は、化学発光反応後では消失

より小さい質量ピーク

 

 

方法を開発し

過酸化し



ても、発光しなかった。しかし、アミノ酸を

o-phthalaldehyde(OPA)修飾後更に過酸化修

飾すると強く発光した。OPA＋過酸化二重修

飾アミノ酸の蛍光強度と発光強度はアミノ

酸種類により異なった。 一級アミノ基保護

アミノ酸は、単独過酸化反応および OPA と過

酸化水素二重修飾反応のいずれでも、発光し

なかった。蛍光も発生しなかった。この結果

は、本法におけるアミノ酸過酸化法は、アミ

ノ酸の１級アミノ基を認識していることを

示した。過酸化アミノ酸は、化学発光反応後

にその発蛍光性は消失していて、化学切除さ

れたことが判明した。 

 

⑤ 結論：本研究で、蛋白の化学的切除試薬

（蛋白過酸化誘導化合物）を開発した。蛋白

過酸化体を担鉄酸化剤で酸化すると、強い発

光の発生と同時に蛋白の構造が破壊された。 
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