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研究成果の概要（和文）：本研究では、脂質などに由来した親電子性アルデヒドによる新しいタンパク質付加反応を見
いだすとともに、モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学やLC/MS/MSなどの高感度検出系を用いた付加体の定量法を
開発した。タンパク質付加体のdanger signalとしての機能に注目し、自然免疫受容体やスカベンジャー受容体などの
パターン認識受容体に対するリガンド機能を明らかにした。親電子化合物のタンパク質付加体を抗原リガンドとして認
識する自然抗体に関する研究を行い、アポトーシス細胞除去などの生体防御に関与する自然抗体の多重交差性の分子メ
カニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established some new protein adductions of proteins by lipid-derived electrophi
lic aldehydes. To verify the presence of the protein-bound ligands in vivo, we raised a monoclonal antibod
y against the ligands, characterized the epitopes, and immunohistochemically demonstrated the presence of 
the ligands in vivo. In addition, we developed high performance liquid chromatography with on-line electro
spray ionization tandem mass spectrometry (LC/ESI/MS/MS)-based quantification methods and showed evidence 
that the ligands are indeed accumulated in vivo. We also established the danger signal function of these l
igands. Furthermore, we characterized the multi-specificity mechanism of innate antibodies that recognize 
the modified proteins as antigenic ligands and established that they contribute to the removal of apoptoti
c cells and biological defense.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生化学
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１．研究開始当初の背景 

 酸化ストレス条件下において、酸化に対し
て脆弱な多価不飽和脂肪酸は、脂質過酸化反
応の結果、生体分子に対して高い反応性を有
するアルデヒドを生じる。アルデヒドとタン
パク質及び DNA は共有結合的に反応して修
飾付加体を生成する。このような修飾付加体
が粥状動脈硬化症や神経変性疾患などのさ
まざまな疾病の病変部位から検出されてい
ることから、疾病の発症や進行における酸化
ストレスの寄与が疑われている。そのため、
酸化ストレスが亢進された際に生成される
修飾付加体を酸化ストレスマーカーとし、そ
れらを指標として疾病と酸化ストレスの関
連性について議論がなされてきた。しかしな
がら多くの報告がなされているにもかかわ
らず、脂質アルデヒドと疾病との関連性につ
いて、分子レベルでの解明はほとんどなされ
ていない。酸化ストレス環境下においては、
脂質アルデヒドのみならず ROS をはじめと
する多数の活性種が存在するものと推測さ
れる。そのため、酸化ストレス環境下にある
細胞及び組織は、さまざまな活性種により複
雑な反応にさらされている可能性がある（図
１）。また、最近の研究により、ROS のシグ
ナリング分子としての機能や、さらには ROS

やその他の反応性分子（アルデヒドなど）が
タンパク質に作用した際に生成される修飾
付加体構造が、新たなリガンドとして細胞膜
受容体などに認識されることなどが明らか
になってきている。しかし、これらのリガン
ド構造についてはその化学構造を含めて詳
細が明らかになっていない。 

 

 

２．研究の目的 

 タンパク質との反応において、これまでに
数々のアルデヒド付加体が報告されている
が、アルデヒドとタンパク質の反応が複雑で
あることに加え、多種多様の脂質アルデヒド
が生成されるために、報告されていない修飾
付加体が未だ数多く存在するものと予想さ
れる。疾病と酸化ストレスの関係性を理解す
るためには、これまでに報告されている付加
体以外にも、酸化ストレス状態において生成
される未知の修飾付加体を網羅的に検出し、

それらの生物学的意義を明らかにしてい
く必要がある。そこで本研究では、タンパ
ク質修飾付加体に焦点を絞り、新規脂質ア
ルデヒド修飾付加体の探索および構造解
析を行い、酸化ストレス条件下において、
実際にそれらが生体内で生成されるかど
うかを評価することで、酸化ストレスマー
カーとしての有用性について検討した。さ
らに、それらの付加体のリガンド機能（図
２）を開拓することを目的に、酸化 LDL

受容体として同定された lectin-like oxidized 

LDL receptor-1 (LOX-1)に対するリガンド
活性の評価を行った。本成果報告では、2-

ノネナールに関する研究成果を中心に詳
述する。 

 

 

３．研究の方法 

 (1)タンパク質のアルデヒド修飾： 2-ノ
ネナールなどの反応性アルデヒドと 血清
アルブミン をリン酸緩衝液中で、37 

o
C、

24 時間反応させることにより調整した。 

 (2) モノクローナル抗体の作成：Balb/c

マウスを 2-ノネナール修飾ヘモシアニン 

(KLH)により免疫し、定法により特異的モ
ノクローナル抗体を産生するハイブリド
ーマを作製した。 

 (3) モノクローナル抗体のエピトープ構
造の解析：37 

o
C で 24 時間反応させた 2-

ノネナール/リジン反応液を HPLC により
分画し、競合 ELISA によるアッセイによ
り要請を示したピークについて大量調整
し、最終的には、MS, NMR による構造解
析を行った。 

 (4) LOX-1 結合活性： LOX-1 細胞外 
の  、および変異を  した細胞外 
 を大  を  として大量発 させ、
  体として られたタンパク質をリ 
 ールデ ングし、再構築 LOX-1 を調製
した。再構築 LOX-1 の 液状態での認識
能、 ー やプレートなど の固 定化後
の認識能を蛍光標識酸化 LDL の結合を
測定することにより評価した。基板上に固
定化した再構築  LOX-1 の認識特性が細
胞上での認識特性を反映しているか、生細
胞における認識能の定量評価結果との相
関解析を行った。本実験は、共同研究者（町
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田幸子博士）により測定が行われた。 

 (5) 安定同位体希釈法を用いた LC/MS/MS

に よ る ア ル デ ヒ ド 付 加 体 の 定 量 ：
UPLC-ESI/MS/MS   

Waters Acquity UPLC system (Waters Acquity 

TQD tandem quadrupole mass spectrometer)を
用いた。 

 
４．研究成果 
 (1) 新規リガンド候補の同定 

 2-ノネナールは中年期以降のヒトにおいて、
特徴的な体臭成分として同定されたことか
ら、一般に加齢臭として知られている。2-ノ
ネナール修飾タンパク質の検出を目的とし
て、2-ノネナール修飾タンパク質に対するモ
ノクローナル抗体 27Q4 を作製した。エピト
ープ構造解析の結果、新規付加体として
N -[3-(hept-1-enyl)-4-hexyl pyridinium] lysine 

(HHP-lysine) のトランス、シス異性体を同定
した（図３）(文献 1)。本研究課題では、この
ほかケトアミド型 4-オキソ-2-ノネナール-リ
ジン付加体についてモノクローナル抗体を
作成した (文献 2)。4-ヒドロペルオキシ-2-ノ
ネナールによるタンパク質修飾において、２
種類の新規付加体を同定し、さらにモノクロ
ーナル抗体の作成に成功した (文献 3)。 

 

 (2) モノクローナル抗体を用いたアルデヒ
ド付加体の検出 

 生体内における 2-ノネナール修飾タンパ
ク質の生成を検討するため、酸化ストレス誘
発発癌モデル動物である Fe-NTA 投与ラッ
ト腎臓において、27Q4 抗体を用いた免疫組
織化学染色を行った。その結果、投与後 1, 6, 

24, 48 時間後の腎臓において抗体陽性物質
の生成が確認された。このほか、ケトアミド
型 4-オキソ-2-ノネナール-リジン付加体、お
よび 4-ヒドロペルオキシ-2-ノネナール-リジ
ン付加体に対する抗体を用いた免疫組織染
色により、生体内におけるこれらの新たな修
飾構造の生成が証明された (文献 1-3)。 

 (3) LOX-1リガンド活性の評価 

 LOX-1 は、血管内皮細胞における酸化 

LDL の取り込みにおいて 要に働く受容体
として同定された。LOX-1 は血流内で生成さ
れるアルデヒド修飾タンパク質の除去機構
に寄与するものと考えられている。これまで

の研究により、4-ヒドロキシ-2-ノネナール
-ヒスチジン付加体がリガンドとして
LOX-1に結合し、LOX-1受容体下流のシグ
ナル伝達を活性化することを見いだして
いる (文献 4)。LOX-1 と種々のアルデヒド
修飾 BSA の結合能について検討した結果、
LOX-1 が 2-ノネナール修飾 BSA を認識
することが明らかとなった。そこで、
HHP-lysine が LOX-1 に認識される可能性
について検討した。CFP conjugated LOX-1 

(CFP/LOX-1) を強制発 させた CHO 細
胞を用いて、アセチル化 LDL の取り込み
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能を利用した阻害実験により検討した。その
結果、2-ノネナール修飾 BSA のみならず、
cis および trans-HHP-lysineによっても アセ
チル化 LDL の取り込み阻害が起こることを
明らかにした（図４）。本研究課題では、2-

ノネナール-リジン付加体以外に、HNE-ヒス
チジン付加体や ONE-リジン付加体などに
LOX-1 リガンド活性を見いだしている（図
５）。 

 本研究の成果は、血管内皮細胞に由来する
動脈硬化進行に、脂質に起因したアルデヒド
によるタンパク質の修飾反応が関与する可
能性を示唆するものであり、LOX-1 を介した
内皮細胞機能不 が動脈硬化に結びつくと
いう仮説を分子レベルの知見を踏まえて支
持する結果であるものと期待できる。今後、
LOX-1-HHP-lysine 複合体の生化学的パラメ
ータの解析、他の LOX-1 リガンドとの結合
定数の比較、LOX-1-HHP-lysine複合体の結晶
構造解析などが行われることにより、認識機
構の詳細な解明が期待される。 

 (4) LC/MS/MSを用いた LOX-1リガンドの
定量 

 本研究課題では、LOX-1リガンド活性の見
いだされた HNE-ヒスチジン付加体について、
安定同位体希釈法を用いた LC/MS/MS によ
る定量法を確立し、さらに生体組織中におけ
る絶対量の測定を試みた。 ラグメント解析
を行ったところ、プレカーサーイオンである
m/z 314.2に対して、m/z 268.2、156.1、110.0

のプロダクトイオンが検出された。プロダク
トイオンはそれぞれ HNE-ヒスチジン付加体
のヒスチジン部分に由来するものであると
考えられた。この方法を用い、Fe-NTA の腹
腔内投与によるラット・マウスにおける腎発
癌モデルでの HNE-ヒスチジン付加体の検出
を試みた。その結果、Fe-NTA を投与したマ
ウス腎臓において HNE-ヒスチジン付加体が
検出された。このほか、LOX-1リガンド活性
が確認された 2-ノネナール-リジン付加体に
ついても、Fe-NTA 投与ラットにおける検出
に成功した（図６）。 
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