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研究成果の概要： 
神経変性疾患であるアルツハイマー症やパーキンソン病の発症における酸化ストレスの関与の

解明のために、脳内の主要な多価不飽和脂肪酸であるドコサヘキサエン酸（DHA）やアラキドン

酸（ARA）由来の脂質ヒドロペルオキシドに特異的なモノクローナル抗体の作製と LC-MS/MS に

よる有機化学的な解析法の確立を行った。さらに、炎症反応に特異的なバイオマーカーの検索

とモノクローナル抗体の作製を行うと共に、「抗酸化ポリフェノール」による抑制機構の解明を

行った。 
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１．研究開始当初の背景 
最近、日本でも急増している認知症などの発

症の原因解明は、世界的にも最も解明が急が

れている研究分野である。特に、研究の焦点

は、パーキンソ病（PD）におけるα-synuclein 

(α-SYN)やアルツハイマー病（AD）における

amyloid-β-protein (Aβタンパク) は、フ

リーラジカルや酸化脂質により高次構造変

化が引き起こされ、タンパク質異常凝集と細

胞死の原因となっている可能性がある。しか

しながら、どのような組織や器官で酸化スト

レスの過剰発現が起き、その結果として脳内

老化が促進されるのか、不明の点も多い。特

に、腸管神経免疫系を介したネットワークに

よる老化制御機構についての研究は、立ち遅

れているのが現状である。なかでも、摂取さ
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れた食品が、消化管系で吸収・代謝された後

に、直接的な脳内老化制御を発現するために

は脳血液関門の通過が重要な過程となるが、

その機構は今までほとんど手をつけられて

いないというのが実情である。このような背

景で、免疫分子生物学的アプローチを中心に、

有機化学、免疫化学的な手法を含めて解析し、

ポリフェノール類の代謝機構とともに、脳関

門通過後の代謝物の化学構造の解明を行い、

食生活で老化抑制を行うことができるかど

うかの基盤的研究を行い、特に、酸化ストレ

スの関与のメカニズムを中心に、老化制御機

構の解明を行うことが求められている。 

 

２．研究の目的 
脳内老化制御、特に、パーキンソン病（PD）

やアルツハイマー病(AD)の発症に関連する

と推定されるα -synuclein ( α SYN) や

amyloid-β-protein (Aβタンパク)の酸化変

性に、脂質過酸化反応が関与しているか、免

疫化学的手法を中心に LC/MS/MS などを駆使

した有機化学的アプローチで解明を行うこ

とを目的として、まず、研究をスタートする。

さらに、好中球やマクロファージなどの免疫

担当細胞の過剰発現による直接的な酸化修

飾物、例えば、クロル化やブロム化などのよ

うなハロゲン化修飾物を生成するのか、in 

vitro 系での解析を中心に新規疾病マーカー

の発見を目指す。我々は、神経変性疾患であ

るパーキンソン病の病理像は黒質ドパミン

神経細胞の選択的な細胞死であり、その発症

頻度はやはり加齢とともに増加するが、パー

キンソン病あるいは加齢に伴うドパミン神

経傷害の機序には酸化的ストレス、内在性神

経毒等が関与することが示唆する結果を得

ている（J. Neural Trans., 113(5), 633-644, 

2006）。最近、新規な化学構造を持つ酸化修

飾ドパミンを見出し、神経細胞のアポトーシ

ス誘導に重要な役割を果たしているとの観

点から研究を展開しさらに、世界的に見ても、

我々の研究グループが最も最先端の研究を

進めているゴマリグナンやクルクミノイド

などの機能性ポリフェノール類を対象とし

て、脳内老化抑制作用のメカニズム解析の検

討を行うことを本研究の目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)脳内老化バイオマーカーの生成機構の

解明:記憶増進や網膜反射能向上機能に必

須で脳内の主要な多価不飽和脂肪酸である

ドコサヘキサエン酸（DHA）由来の脂質ヒド

ロペルオキシドに特異的なモノクローナル

抗体の作製を目的に、リジンとの酸化修飾

物 と し て プ ロ パ ノ イ ル リ ジ ン

（Propanoyl-lisine: PRL）の LC-MS/MS に

よる有機化学的な解析法の確立と、PRL に特

異的なモノクローナル抗体の作製を行った。 

(2)ドパミンに対する酸化傷害バイオマー

カーの検索：DHA やアラキドン酸(ARA）のヒ

ドロペルオキシド類による酸化修飾ドパミ

ンの有機化学的な解析を進め、これらの酸

化修飾ドパミンの単離・精製、構造解析を

行った。また、これらの酸化修飾ドパミン

を対象に、脳内神経細胞や細胞に対する毒

性発現機構やアポトーシス誘導機構の検討

も行った。 

(3)炎症反応に特異的なバイオマーカーの

確立：世界に先駆けて我々の研究グループ

が開発したミエロペルオキシダーゼ（MPO）

の過剰発現により生成するハロゲン化チロ

シン、特に、ブロム化チロシンの構造解析、

LC/MS/MS による微量分析法の確立、さらに、

ブロム化チロシンを特異的に認識するモノ

クローナル抗体の作製を試みた。 

(4)「抗体チップ」の応用による分子疫学研

究への応用：酸化ストレスを受けやすいド



 

 

コサヘキサエン酸（DHA）やアラキドン酸

（ARA）などの多価不飽和脂肪酸の作用機構

の解明を目的に、PRL や SUL、GLL などのよ

うな酸化修飾チロシンに特異的なバイオマ

ーカーに特異的なモノクローナル抗体を搭

載した「抗体チップ」を作製した。 

(5）抗酸化ポリフェノール類による脳内老

化予防作用の解明：我々の研究グループが

世界的にも独自の研究アプローチを進めて

いるアントシアニンやクルクミン、ゴマリ

グナン類などの抗酸化ポリフェノールに関

して、腸管での消化・吸収や肝臓での薬物

代謝系などの段階で代謝・変換された抗酸

化ポリフェノールの代謝物のうち、実際に

脳関門を通過して脳内老化の抑制に関与す

る代謝物を単離・精製し、高分解能 NMR や

MS などの機器分析法を駆使して化学構造を

明らかにした。さらに、脳内老化抑制作用

のスクリーニングのために、ドパミンの酸

化修飾抑制効果の測定を行った。具体的に

は、ARAヒドロペルオキシドである15-HPETE

とドパミンの反応により生成するヘキサノ

イルドパミン（HED）に対するポリフェノー

ル類の生成抑制効果を LC/MS/MS を用いて、

定量的な測定を行った。 

 
 
４．研究成果 

(1)脳内老化バイオマーカーの生成機構の

解明:免疫化学的アプローチやLC/MS-MSな

どを駆使することにより、記憶増進や網膜

反射能向上機能に必須で脳内の主要な多価

不飽和脂肪酸であるドコサヘキサエン酸（D

HA）やアラキドン酸（ARA）由来の脂質ヒド

ロペルオキシドにより酸化修飾されたチロ

シンを免疫することで、新たに、DHAヒドロ

ペルオキシドからはプロパノイルリジン（P

ropanoyl-lisine: PRL）、ARAヒドロペルオ

キシド由来のグルタロイルリジン（GLL）に

特異的なモノクローナル抗体を作製するこ

とができた。そこで、これらのモノクロー

ナル抗体の特異性解析を行うとともに、LC-

MS/MSによる有機化学的な解析も併用して、

有機化学的、免疫化学的立場から、応用・

開発の基盤的な解析を行った。さらに、こ

れらのモノクローナル抗体を用いて、αSYN

に対するDHA酸化修飾機構の解析を行った

（図-1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図-1 ω3 及びω6 系脂質ヒドロペルオキシ

ドに由来するアミド型リジン付加体とその

検出定量 

(2)ドパミンに対する酸化傷害バイオマー

カーの検索：DHA やアラキドン酸(ARA）のヒ

ドロペルオキシド類による酸化修飾ドパミ

ンの有機化学的な解析を進め、これらの酸

化修飾ドパミンを対象に、脳内神経細胞や

細胞に対する毒性発現機構やアポトーシス

誘導機構の解明を行った。また、LC-MS/MS

による脳内での存在量の定量を行ったとこ

ろ、ω3系の多価不飽和脂肪酸（PUFA）のメ

チル基末端側がドパミンのアミノ基に修飾

付加したプロパノイルドパミン（PRD）、DHA

のカルボキシル基末端側がドパミンのアミ

ノ基に修飾付加したスクシニルドパミン

（SUD）、ω6 系の PUFA のメチル基末端側が

ドパミンのアミノ基に修飾付加した ヘキ

サノイルドパミン（HED）、アラキドン酸（AA）

および EPA のカルボキシル基末端側がドパ



 

 

ミンのアミノ基に修飾付加したグルタロイ

ルドパミン（GLD）を合成し、細胞への毒性

などについて検討を行った（図-2）。 

 

 

図-2 脂質過酸化に伴うドパミン修飾物の

生成と細胞毒性 

(3)炎症反応に特異的なバイオマーカーの

確立：世界に先駆けて我々の研究グループ

が開発したジチロシンに特異的なモノクロ

ーナル抗体では、分子内や分子間の架橋を

検出することが難しかったが、最近、抗原

としての架橋構造の化学合成に成功したの

で、架橋構造を形成するジチロシンを認識

するモノクローナル抗体の作製を試みた。

さらに、また、過剰な炎症反応で生成する

ハロゲン化修飾チロシン、ブロモチロシン

やクロロチロシンに特異的なモノクローナ

ル抗体を作製したので、これらのモノクロ

ーナル抗体を用いて、Aβタンパクに対する

ハロゲン化タンパク生成機構の免疫化学的、

有機化学的な解明を行った（図-3）。さらに、

これらのハロゲン化修飾チロシンを用いて

特異性の解析を行うとともに、今までの長

寿医療センターとの共同研究で導入してい

るパーキンソン症モデル動物を用いた免疫

組織染色による検出及びその局在性の検討

のための基盤的な研究も行った。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図-3 チロシン修飾物は活性酸素発生の足

跡となる 

(4)「抗体チップ」の応用による分子疫学研

究への応用：酸化ストレスを受けやすい DHA

や ARA などの多価不飽和脂肪酸、さらには、

過剰な炎症反応により酸化修飾されたαSYN 

やハロゲン化修飾 Aβタンパクの化学構造の

解明とともに、モノクローナル抗体を作製し、

免疫化学的な解析を行った。さらに、これら

酸化修飾タンパク質に特異的なバイオマー

カーに特異的なモノクローナル抗体を搭載

した「抗体チップ」を作製した。具体的には、

今まですでに検討を行った 8-OHdG や HEL 以

外に、今回新たにモノクローナル抗体作製に

成功した PRL や GLL に特異的なモノクローナ

ル抗体やモノブロム、ジブロムチロシンなど、

ハロゲン化チロシンを用いて、脳内老化の過

程で過剰発現すると推定されている炎症反

応由来の酸化ストレスの程度を測定する系

の確立を進めた。その方法は、これらのバイ

オマーカーに特異的なモノクローナル抗体

を、スライドガラス上にスピンコートされた

アゾポリマーに光照射によりインプリンテ

ィングすることで「抗体チップ」を作製し、

化学発光で未病診断と共に統合医療治療の

評価を測定しようというものである。現在、

1μl以下の尿や血液を対象に、競合法での測



 

 

定ができるような測定システムの確立に成

功した。この測定法は、競合法を基盤とした

「抗体チップ」は動物種に影響されないので、

マウス、ラット、ヒトなど、どの系でも応用

できる利点があり、さらに広い応用性が期待

できる。 

 

(5)抗酸化ポリフェノール類による疾病予

防：400 種以上の抗酸化食品因子の有機化学

的な検索の結果、ゴマリグナン類の P-450 系

での代謝物であるカテコール類が、脳内にも

存在するという予備的なデータも得ている。

また、代表的なハーブ・スパイスとして知ら

れるターメリックの黄色色素であるクルク

ミンの腸内代謝物であるテトラヒドロクル

クミンは、様々な疾病予防効果が明らかにさ

れてきたが、最近、脳の老化制御にも重要な

役割を果たしていることを明らかにしてい

る。クルクミンやゴマリグナン、各種フラボ

ノイド類などの抗酸化ポリフェノールを対

象に、ARA ヒドロペルオキシドである

15-HPETE とドパミンの反応によるヘキサノ

イルドパミン (HED) の生成抑制効果を

LC/MS/MS を用いて、定量的な測定を行った。

その結果、最も強い抑制効果を示したのは、

ゴマリグナンのうち最も強い機能性を示し

たセサミノールの生体内代謝物であるセサ

ミノールカテコールであった。現在、このセ

サミノールカテコールが脳関門を通過して

脳内で機能性を発現しうるか、検討中である。 
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