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研究成果の概要（和文）：	 二次元電気泳動と質量分析に基づくプロテオーム解析技術を用いて、

髄液中の酸化修飾蛋白質の網羅的探索を行った。その結果、アルツハイマー病の患者の髄液中

では、それ自体がアミロイド病の原因となる一方でβアミロイドとの結合性を有し、βア

ミロイドのオリゴマー形成を阻害することによりアルツハイマー病の発症に対して抑制的

に働いている可能性が示唆されているトランスサイレチンが特に強く酸化を受けているこ

とがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Proteomic analysis of oxidatively modified proteins was performed 
on spinal fluid of Alzheimer’s disease patients. As a consequence of in-gel digestion and 
mass spectrometric identification, it has been clarified that transthyretin is preferentially 
oxidized in spinal fluid of Alzheimer’s disease patients. Oxidative modification of 
transthyretin might be involved in incidence of Alzheimer’s disease. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病の発症には、脳組織内
でのβアミロイド蛋白質の蓄積とタウタン
パク質の高度リン酸化および PHF の形成が
関わっていることが明らかとなり、アルツハ
イマー病の患者の髄液中で Aβ1-42 の増加
と Aβ1-40の減少、およびリン酸化タウ蛋白

質の増加が見られていたが、より早期に発症
のリスクを予知し、的確に予防的措置の開始
時期判断し得る新たなバイオマーカーの開
発が望まれていた。 
(2) 特に高齢者に多いアルツハイマー型認知
症においては、発症の要因として酸化ストレ
スによる神経細胞の傷害が考えられており、
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Aβ42 の増加やリン酸化タウの蓄積にも酸
化ストレスが関わっている事を示唆するデ
ータが複数のグループから報告されていた
が、蛋白質の酸化を標的にした髄液バイオマ
ーカーの探索は遅れていた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) アルツハイマー病およびアルツハイマー
型認知症は、高齢者を要介護状態に陥らせる
大きな危険要因となっている。これらを発症
の初期段階で発見し、予防的な介入を行なう
ことによって認知機能の低下を防ぐことが
できるようになれば、家族の負担のみならず
介護制度全体への社会的負担を軽減するこ
とも可能となる。 
(2) アルツハイマー病の発症リスクを高める
最大の要因である脳組織内での酸化ストレ
ス状態をモニターし得る髄液中のサロゲー
トマーカーを探索し、より早期に発症のリス
クを予知し、的確な予防措置の開始を判断し
得る新たなバイオマーカーを開発する事を
目指している。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 二次元電気泳動および質量分析に基づく
新たな酸化蛋白質のプロテオーム解析技術
を開発し、さらにこれを髄液検査に応用する
ための試料の前処理技術を開発した。 
(2) 開発されたプロテオーム解析技術を用い
て、アルツハイマー病（AD）患者、および
軽度認知機能障害（MCI）患者の脳脊髄液
（CSF）中の酸化蛋白質を網羅的に解析した。 
(3) カルボニル化については、CyDye-ヒドラ
ジドによる蛍光標識法を用いて定量的な解
析を行った。 
システインの酸化レベルについては、還元前
後でのディファレンシャル蛍光マレイミド
標識による解析を行った。 
メチオニンの酸化については、質量分析によ
る定量を行った。 
 
	 
４．研究成果	 
(1)	 Cy5-ヒドラジドを用いた蛍光標識法によ
る定量的プロテオーム解析を行なった結果、
分子量約 14,000、等電点が 5.5 付近の複数の
スポットが特に強くカルボニル化を受けて
いることがわかり、さらにゲル内消化と質量
分析による同定を試みた結果、それ自体がア
ミロイド病の原因となる一方でβアミロイ
ドとの結合性を有し、βアミロイドのオリゴ
マー形成を阻害することによりアルツハイ
マー病の発症に対して抑制的に働いている
ことが示唆されているトランスサイレチン
であることがわかった。	 

(2)	 またトランスサイレチンは、DTT による
還元の前後でのディファレンシャル蛍光標
識によって、アルツハイマー病患者髄液では
システインの酸化も亢進している可能性が
ある事も分かった。 
(3)	 TTR は、それ自体がアミロイド病の原因
となる一方でＡβとの結合性を有し、Ａβの
オリゴマー形成を阻害することにより AD の
発症に抑制に働いている可能性が示唆され
ており、脳脊髄液中の TTR の酸化レベルは、
Ａβの重合阻害を介して AD の発症および進
行速度に影響を及ぼしているものと考えさ
らに研究を行った。Ａβとの結合性部位に近
いメチオニン残基に対し、質量分析計を用い
てメチオニンの酸化レベルを定量的する技
術を開発し、AD 患者髄液の TTR の分析に応用
した。	 
(4)	 メチオニンの酸化は、サンプル調製の過
程で起きる人為的反応であると考えられて
いたが、髄液検体の保存方法および分析の操
作を最適化することで、生体内のレドックス
状態を反映する値を得る技術を確立し、AD お
よび軽度認知症患者髄液中では、トランスサ
イレチンのメチオニンの酸化レベルが上昇
していることを示唆するデータを得た。さら
に、試験管内で行ったＡβ1-40 の会合実験で、
メチオニン酸化トランスサイレチンでは、Ａ
β1-40 の会合を阻害する能力が低下してい
ることを示唆する結果が得られた。	 
(5)	 また髄液中のトランスサイレチンのメ
チオニン酸化レベルと認知症の症状の進行
速度の関係については、現在患者の経過を追
跡中であり、まだ明確なデータが得られてい
ないので、今後されに長期にわたって経過観
察を継続、認知症の症状の進行と髄液中のト
ランスサイレチンのメチオニン酸化との相
関性を明らかにし、新たなバイオマーカーの
開発につなげる予定である。	 
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