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研究成果の概要（和文）：本研究ではモディフィコミクス（翻訳後修飾を特異的に検出する技術）を発展させ、
歯周疾患に起こりうる代表的な翻訳後修飾である糖鎖修飾および最も広く研究されているリン酸化に焦点をあて
て、歯周疾患における翻訳後修飾を網羅的探索により捉え、歯周疾患の早期診断および再発予測治療効果判定等
に応用することを目的とした。
これまで網羅的な探索が行われてこなかった歯周疾患の翻訳後修飾を最新の質量分析技術により検出し､診断マ
ーカーの可能性を追及することが可能となった｡しかし、 歯周疾患特異的リン酸化ペプチドでのアレイ作製まで
至らなかったため、実現化に向けて今後も検討を重ねる予定である。　

研究成果の概要（英文）：Proteomics provides a better understanding of cells by elucidating the 
structure, function, and interactions of proteins. Furthermore, post-translational modification 
(PTM) of proteins is required to control complex and dynamic cellular processes via regulating 
interactions between key proteins. To understand these regulatory mechanisms, it is critical to 
profile the PTM-dependent protein- protein interactions.  Our findings indicate that PTM of protein 
may be involved in the progression of periodontal disease and is a potential biomarker of 
periodontal disease. Further studies using a larger sample size are required to verify the findings 
of this study. In the future, phosphoproteomics and glycomics may be applied to the study of 
periodontal disease.
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１．研究開始当初の背景 
プロテオーム解析技術の進歩と普及のお

かげで、疾患プロテオミクス研究が急速に進

展している。申請者らもプロテオーム解析を

用い健常群、歯周疾患患者群から得た GCF
中のタンパク質の同定と共に定量を行った

（PROTEOMICS 2013）。本検討の結果、619
のタンパク質が検出され、歯周疾患に関与す

ると思われるタンパク質が多数含まれてい

た。申請者らは歯周疾患を対象に、GCF にお

いて高発現しているタンパク質の疾患マー

カーとしての意義を明らかにしてきた。しか

し、発現量のみの解析では歯周疾患がある程

度進行しないと有意な変化として検出でき

ない。大部分のタンパク質は糖鎖修飾および

リン酸化をはじめとする翻訳後修飾を受け

て初めて本来の機能を発揮する。歯周組織に

おいても疾患の初期の段階で特異的な翻訳

後修飾が生じていることが予想されるので、

その探索・同定が必須である。モディフィコ

ミクスとはタンパク質の翻訳後修飾の網羅

的な探索を行うことである｡1980 年代からタ

ンパク質やペプチドの質量分析装置が急速

に発達してきた。この装置により高いスルー

プットで簡便にアミノ酸配列や翻訳後修飾

に関する情報が得られるようになった。また、

最近では、翻訳後修飾されたペプチドを選択

的に濃縮する技術が発達してきて量的に少

ない翻訳後修飾ペプチドでもうまく質量分

析装置によって解析できるようになった。従

って、これまで網羅的な探索が行われてこな

かった歯周疾患の糖鎖修飾およびリン酸化

を最新の質量分析技術により検出し､診断マ

ーカーの可能性を追及することが可能とな

った｡ 
 
２．研究の目的 
プロテオーム解析技術の発展により、歯周

疾患のバイオマーカーの開発が盛んに行わ

れている。申請者らも、発現プロテオーム解

析を駆使して歯周疾患のバイオマーカー探

索を続けてきた。しかし、大部分のタンパク

質が何らかの翻訳後修飾を受けて初めてそ

の本来の機能を獲得することを考慮すると、

従来の発現プロテオミクスに頼る手法では

限界がある。従ってタンパク質の翻訳後修飾

にも注目する必要がある。本研究ではモディ

フィコミクス（翻訳後修飾を特異的に検出す

る技術）を発展させ、歯周疾患に起こりうる

代表的な翻訳後修飾である糖鎖修飾および

最も広く研究されているリン酸化に焦点を

あてて、歯周疾患における翻訳後修飾を網羅

的探索により捉え、歯周疾患の早期診断およ

び再発予測治療効果判定等に応用すること

を目的とした｡ 
 
３．研究の方法 
限外濾過装置を併用した抽出法により GCF

からタンパク質を抽出した。キャリアプロテ

インの影響を受けずに高効率で再現性が良

い有機溶媒沈殿法を用いて GCF からペプチ

ドの抽出を試みた。 

レクチンと呼ばれるタンパク質とグリカ

ンの親和性を利用して濃縮するレクチンア

フィニティー精製を用い糖タンパク質、ない

しは糖ペプチドを濃縮した｡Ｎ型糖タンパク

質・ペプチドのバリディーションおよび歯周

疾患特異的リン酸化ペプチドアレイの作製

と多検体でのバリディーションを行った。歯

周疾患マーカー候補Ｎ型糖タンパク質・ペプ

チドのバリディーションを行った｡糖鎖及び

タンパク質に特異的な抗体を購入し、

Western blotting により検証した。歯周疾患

マーカー候補Ｎ型糖ペプチド においては糖

鎖及びペプチドに特異的な抗体を購入し、免

疫沈降を行い、MALDI-TOF MS で測定し検

証を行った。 

 
４．研究成果 

限外濾過装置を併用した方法で GCF から

タンパクを、また、キャリアプロテインの

影響を受けずに高効率で再現性が良い有機

溶媒沈殿法を用いてペプチドを抽出した。

次に、レクチンフィニティー精製により糖タ

ンパク質、ないしは糖ペプチドを濃縮し

SDS-PAGE にて多数のバンドを確認した。従

って、本計画の抽出法が確立された。 

歯周疾患マーカー候補Ｎ型糖タンパク

質・ペプチドのバリディーションおよび歯周

疾患特異的リン酸化ペプチド多検体でのバ



リディーション法を確立した。免疫沈降と

SDS-PAGE により GCF 中のユビキチン化

タンパクのバンドを多数検出し、最終年度で

は質量分析技術とウエスタンブロットによ

りユビキチン化タンパク質を GCF 中から検

出した（Int J Pept Res Ther. 2016, Int J Mol Sci. 

2017 ）。従って、これまで網羅的な探索が

行われてこなかった歯周疾患のユビキチン

化を最新の質量分析技術により検出し､診断

マーカーの可能性を追及することが可能と

なった｡しかし、 歯周疾患特異的リン酸化ペ

プチドでのアレイ作製まで至らなかったた

め、実現化に向けて今後も検討を重ねる予定

である。  
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