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研究成果の概要（和文）：炎症や代謝異常が引き起こす細胞内酸化還元（レドックス）バランスの撹乱が原因と
なり、様々な疾患の発症や病態増悪につながることが知られている。抗酸化タンパク質チオレドキシンの示す生
体防御作用に着目し、チオレドキシンの高感度迅速測定系を確立した。
またタンパク質のレドックス状態を可視化する技術を活用し、炎症と関連の深い小胞体ストレス環境下ではレド
ックス分子TMX1の酸化型への変換が起こることを見出し、ストレス応答の早期にレドックスバランスの変調を示
す指標として機能することを示した。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidence shows that oxidative stress is involved in the 
pathogenesis of a wide variety of human disorders, and the manipulation of cellular redox status has
 emerged as a promising therapeutic strategy to prevent an uncontrolled inflammatory response. To 
monitor the levels of oxidative stress, we have developed an advanced method for the rapid 
measurement of anti-oxidant protein thioredoxin utilizing a fully automated chemiluminescence 
analyzer.
We also demonstrated that cellular stress associated with protein accumulation induced the 
alternation of cellular redox balance in the endoplasmic reticulum, resulting in the oxidizing shift
 of thioredoxin-like protein TMX1. These findings suggest that the determination of TMX1 redox 
status could be useful to monitor the oxidative damage in the early phase of inflammatory response.

研究分野： ストレス応答

キーワード： 炎症　ストレス　レドックス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オンサイトでの即時検査を可能にするチオレドキシンの自動測定系を確立した。迅速かつ高感度に生体内チオレ
ドキシンレベルを測定することが可能となり、周術期の様々な病態変化とチオレドキシンレベルの関連を明らか
にすることができれば、患者の状況把握、病勢判断、治療方針の決定、予後管理などに果たす役割は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大規模な外科手術や集中治療の現場において、重度の侵襲や感染症は全身性の過剰な炎症反応
を引き起こし、術後合併症を伴う予後不良、さらには多臓器不全・ショックにより生命に深刻
な危機をもたらす。したがって周術期の管理においては、治療の成否を決定する要因として、
侵襲や感染に起因する炎症を適切にコントロールすることが極めて重要である。 
申請者らは生体の酸化還元（レドックス）調節機能を担うチオレドキシンおよびその関連分子
の機能解析を通じて、レドックス制御分子による生体防御機構、特に炎症性疾患に対する保護
的役割を明らかにしてきた。インフルエンザ感染、閉塞性肺疾患、接触性およびアレルギー性
皮膚炎など、様々な疾患モデルにおいて、チオレドキシン遺伝子の過剰発現や同タンパク質の
投与が病態を改善することを報告してきた。チオレドキシンは微生物から高等動植物まで高度
に保存されたタンパク質で、細胞内における抗酸化システムの一翼を担い、還元酵素としてシ
グナル伝達分子や転写因子等の活性制御に関わるなど、生体に必須の分子である。チオレドキ
シンは酸化ストレスや感染等の刺激により発現が誘導されるいわゆるストレスタンパク質であ
り、一部の分子はシグナルペプチドに依存しない経路により細胞外へと分泌される。さらに細
胞内小器官毎に特徴的なチオレドキシンファミリー分子が存在しており、タンパク質の酸化還
元反応を介して様々な細胞機能の調節を行うことが知られている。 
チオレドキシンは酸化ストレスや感染等の炎症反応により誘導され、様々なバイオストレスに
対する生体防御因子として働く。また炎症や代謝異常が引き起こす細胞内レドックスバランス
の撹乱が様々な疾患の発症や病態増悪につながることが明らかとなるなど、生体の恒常性維持
における細胞内レドックス制御機構の重要性が高まっている。 
 
２．研究の目的 
炎症発生時における生体内チオレドキシン関連分子の動態、および炎症反応の消長に果たす役
割の解明を端緒として、ストレスの感知と制御の両面から、周術期診断と術後感染症の予防・
治療に新たな道を拓く技術的・理論的基盤の構築を目的とする研究を構想した。侵襲に対する
生体防御反応の１つとして、チオレドキシンおよび類縁分子による炎症シグナルの制御機構に
着目し、チオレドキシンレベルと病態との関連性、およびレドックス反応に基づく抗炎症作用
の分子メカニズムを明らかにする。 
(1) 周術期管理におけるバイオマーカーとしてのチオレドキシンの有用性検証のため、その体
内レベルの変動を高精度かつ簡便に検出可能な測定システムを確立する。他の臨床パラメータ
との相関、病態進展度・治療効果との関連性などについて詳細に解析することにより、外科的
侵襲・感染などのストレスを反映する指標としてチオレドキシンが機能する可能性を探る。 
(2) 侵襲や感染によって引き起こされる炎症反応を反映する実験モデルを構築し、チオレドキ
シンやレドックス関連分子を介した生体防御機構を明らかにする。チオレドキシンファミリー
分子の作用部位や炎症関連分子の動態について解析を行い、炎症性障害克服に向けたエビデン
ス構築を目指す。 
以上より侵襲に対する防御反応としてのレドックス制御の重要性、生理的・臨床的意義を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
周術期侵襲における炎症診断マーカーおよび治療ツールとして、レドックス関連分子の動態把
握と炎症シグナルの制御に果たす役割の解明を目指す。 
 
(1) チオレドキシンレベルの短時間変動を検出可能な高感度迅速測定系の樹立 
従来の ELISA 法（固相化抗体による呈色反応）に代わるチオレドキシン定量法として、小型化
学発光自動分析装置 POCube を用いたチオレドキシン測定系の評価を行う。サンプル調製法や測
定手法の最適化（希釈率、反応ボリューム、保管温度、反応阻害物質の選定など）を行う。組
換えヒトチオレドキシンタンパク質を標準物質として、従来法との比較により、検出感度や定
量性について評価を行い、臨床サンプルを用いたチオレドキシン高精度測定系を確立する。 
 
(2) レドックス反応を介した炎症応答調節機構の解明 
 炎症性サイトカインの産生源とされる免疫系細胞や組織間質を構成する細胞、血管内皮細胞
や上皮組織由来細胞などを対象として炎症応答モデルを設定する。 
 菌体成分や DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns)の刺激により、高度侵襲や敗血
症等の感染を模した細胞モデルにおいて、チオレドキシン関連分子の動態把握、炎症性サイト
カインの発現誘導・分泌に対するチオレドキシン投与の影響を検証する。シグナル伝達分子の
リン酸化や局在変化、セカンドメッセンジャーの変動（カルシウムイオン、活性酸素等）、膜電
位変化、細胞内代謝の変動などを指標に解析を行う。 
 
４．研究成果 
従来の ELISA 法(固相化抗体による呈色反応)に代わるチオレドキシン定量法として、小型化学
発光自動分析装置 POCube を用いたチオレドキシン測定系を開発した。本技術は液相での免疫反
応と化学発光(CLEIA 法)に基づき、カートリッジ方式により様々な生理活性 物質を半自動的に



測定することが可能である。組換えヒトチオレドキシンタンパ質を標準物質として、同一の抗
体ペアを用いた ELISA 法との比較を行ったところ、従来法と同等以上の測定感度を示した。血
漿サンプルを用いた予備検討において、検体採取法、希釈率 、反応量等に関する条件設定を行
い、定量性に問題がないことを確認した。 
またタンパク質の定量と平行して、チオレドキシンの酵素活性を評価するシステムを構築した。
蛍光標識されたインスリンを基質として、還元に伴う蛍光シグナルの変化をモニタリングする
ことにより、従来の吸光度測定と比較して感度の大幅な向上が認められた。これらの高感度計
測システムは、生体サンプルを用いた測定においてしばしば問題となる夾雑物質による反応阻
害や感度低下の問題を解決する有効な手段となることが期待された。 
 
炎症や代謝異常が引き起こす細胞内レドックスバランスの撹乱が原因となり、様々な疾患の発
症や病態増悪につながることが知られている。タンパク質は細胞の内外において様々な酸化的
修飾を受けるが、中でも２つのチオール基の酸化により生じるジスルフィド結合（S-S 結合）
の形成はタンパク質の高次構造の安定化やサブユニットの会合に必要であるばかりでなく，立
体構造の変化を誘導し活性のオン・オフに関わる分子スイッチとしてタンパク質の機能発現に
重要な役割を果たしている。そこで細胞内レドックスバランスの制御に関わるチオレドキシン
ファミリー分子に着目し，炎症等のストレス環境下での酸化還元酵素のレドックス状態の変動
について，チオール特異的プローブによる修飾と電気泳動法を組み合わせた手法により解析を
行った。 
炎症による細胞障害や代謝制御異常と関連の深い小胞体ストレスが細胞内レドックス環境に及
ぼす影響を検討したところ、小胞体へのタンパク質の蓄積によりレドックスバランスの撹乱が
引き起こされ、小胞体膜上に存在するチオレドキシン関連分子 TMX1 が酸化型に変換されること
を見出した。このとき活性酸素種（ROS）の発生はほとんど認められず，ROS の産生を促す薬剤
は TMX1 の酸化還元状態に影響を与えなかったことから，酸化型へのシフトは ROS による酸化的
ダメージによるものではないと考えられた。また小胞体ストレスによる TMX1 の酸化型への変換
と並行し細胞内グルタチオン(GSH)濃度の低下が認められ，GSH の合成阻害により TMX1 の酸化
が促進された。TMX1 の酸化シフトは可逆的反応であり、小胞体ストレスからの回復期において，
GSH レベルの上昇とともに TMX1 の速やかな還元型への変換が誘導された。 
炎症等のストレス環境下においては酸化還元（レドックス）バランスの撹乱が原因となり，代
謝異常や細胞死など病態増悪につながることが報告されている。従ってタンパク質の酸化還元
状態の変動を知ることは，各々の分子の機能のみならず細胞のコンディションを反映する指標
として我々に有用な情報を与えてくれる。本研究では低分子抗酸化物質のレベルおよび酸化還
元酵素のレドックス状態に着目することにより、それらがストレス応答の早期にレドックスバ
ランスの変調を示す指標として機能することを示した。 
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