
地方独立行政法人東京都健康長寿医療センター（東京都健康長寿医療センター研究所）・東京都健康長寿医療セ
ンター研究所・研究部長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６７４

挑戦的萌芽研究

2018～2015

シトルリン化蛋白質を指標としたアルツハイマー病早期臨床検査試薬の開発

Development of early clinical reagents for Alzheimer's disease using 
citrullinated proteins as index

５０２７０６５８研究者番号：

石神　昭人（Ishigami, Akihito）

研究期間：

１５Ｋ１５１０４

年 月 日現在  元   ５ ２４

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：　アルツハイマー病患者の脳でシトルリン化したアルツハイマー病関連タンパク質を
初めて同定した。そして、シトルリン化タンパク質Xを定量化する臨床検査診断薬の開発にも成功した。シトル
リン化したアルツハイマー病関連タンパク質を定量化する臨床診断薬として有用な可能性が開けた。今後、アル
ツハイマー病の早期臨床検査試薬としての有用性を検証する。

研究成果の概要（英文）：  We have identified for the first time citrullinated Alzheimer's 
disease-related proteins in the brains of Alzheimer's disease patients. We also succeeded in 
developing clinical laboratory diagnostic reagents that quantify it’s citrullinated proteins. It 
has potential to be useful as a clinical diagnostic agent for quantifying citrullinated Alzheimer's 
disease-related proteins. In the future, we will verify the usefulness as an early clinical 
diagnostic agent for Alzheimer's disease.

研究分野：老化

キーワード： 神経変性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病の早期臨床検査試薬は未だ開発されていない。本研究成果は、アルツハイマー病を診断する臨
床診断薬に繋がる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(AD)患者の脳でタンパク質中の塩基性アミノ酸であるアルギニンが中性ア
ミノ酸であるシトルリンに変換された異常タンパク質（シトルリン化(Cit-)タンパク質と総称）
が早期に出現する。また、病状の進行程度(Braak Stage により評価)に応じて Cit-タンパク質
の量が増加する。アルギニンをシトルリンに変換する酵素は、ペプチジルアルギニンデイミナ
ーゼ(PAD)と呼ばれ、脳内の至る所に存在する。しかし、ADではない脳に Cit-タンパク質は、
存在しない。このように、Cit-タンパク質は、AD の発症やその進行に深く関与している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Cit-タンパク質を高感度に検出する ELISA(酵素免疫測定法)システム、および
Cit-タンパク質に対する自己抗体検出システムを構築し、AD の早期診断を行う臨床検査試薬を
開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) シトルリン化(Cit-)グリア線維性酸性タンパク質(GFAP)を高感度に検出する ELISA システ
ムを構築し、AD の早期診断を行う臨床検査試薬を完成させる。 
 
(2) AD 患者には、シトルリン化された AD 関連タンパク質に対する自己抗体が産生される可能
性がある。そのため、Cit-GFAP に対する自己抗体の有無を検出する検査試薬を開発する。 
 
(3) AD 患者の脳で新規シトルリン化タンパク質を探索する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト GFAP 組換えタンパク質(rhGFAP)とヒト 2 型 PAD(hPAD2)組換えタンパク質を用いて、
Cit-hGFAP を作製した。また、プロテオーム解析により、シトルリン化部位を同定した。
そして、抗原として Cit-GFAP をマウスに免疫し、Cit-hGFAP に反応する 8種類のモノクロ
ーナル抗体を得た。免疫沈降を行った結果、8 種類のうち 5 種類のモノクローナル抗体が
AD 脳に存在する hGFAP を免疫沈降することがわかった。 
また、ウエスタンブロット解析により hGFAP とは反応せず、Cit-hGFAP に強く反応すると
共に、AD 脳抽出液に反応性を示す抗体 CTGF-1221 を見出した。免疫組織染色により、
CTGF-1221 は AD 脳の反応性アストロサイトを染色することがわかった。そして、固相抗体
に CTGF-1221、標識抗体に Cit-hGFAP、hGFAP 両方に反応する CTGF-1214R を用いたサンド
イッチ ELISA を開発した。 

 
(2) PAD2 の発現、誘導機構を明らかにするため、ヒトアストロサイト培養細胞(U-251MG 細胞)
を用いて、PADs の発現誘導物質を探索した。その結果、細胞膜透過性 cAMP 誘導体である 
dibutyryl cAMP(dbcAMP)により、PAD2 と PAD3 の発現が顕著に誘導されることを明らかに
した。また、PAD2 と PAD3 の発現誘導に伴い、細胞内ではシトルリン化タンパク質が増加
した。中枢神経系における PADs の発現機構を明らかにできれば、シトルリン化タンパク
質が原因となる AD 発症機序の解明に繋がる可能性がある。 
 

(3) AD 患者の脳でシトルリン化した AD 関連タンパク質(シトルリン化 X)を初めて同定した。
そして、シトルリン化 Xを定量化する臨床検査診断薬の開発に成功した。 
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