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研究成果の概要：二次元電気泳動法とウェスタンブロッティング法、および量子ドット法を組

み合わせて、複数の蛋白質翻訳後修飾を同時に検出する方法を開発し、蛋白発現量だけではわ

からなかった蛋白質の翻訳後修飾異常が糖尿病発症以前から生じていることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 機能プロテオミクスの重要性 
 疾患プロテオミクスにおいては、病態に伴
う個々の蛋白質の発現量の変化が疾患関連蛋
白質の検出に利用されることが多い。ところ
が、蛋白量に変動が認められない場合でも、
蛋白質のリン酸化・脱リン酸化、糖鎖の付加
などの翻訳後修飾の違いによって蛋白質の機
能に変化が生じ、それが直接病態に関係する
場合がある。すなわち、蛋白質の発現量に注
目する「発現プロテオミクス」だけでなく、
蛋白質の翻訳後修飾に伴う機能的変化に注目
する「機能プロテオミクス」を行う必要があ
る。 

(2) 蛋白質翻訳後修飾の網羅的解析 
プロテオーム解析において蛋白質の翻訳後
修飾を調べる方法は、主に質量分析計を用い
る方法と、電気泳動法を用いる方法がある。
そのうち、質量分析計を用いて修飾を調べる
場合、同一蛋白質でも分子ごとに修飾の種類
や部位がともに異なり、その種類は多種多様
に及ぶため、未知の修飾を含むペプチド断片
はなかなか検出できなかった。 
 一方、電気泳動法を用いる場合は、ゲル上
にすべての蛋白質成分を展開させておいてか
ら、修飾特異的プローブ（リン酸化抗体のよ
うな特異抗体など）で反応させるので、修飾
をもつ蛋白質の検出は比較的容易である。し
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かし、多種類の修飾を検出するためには種類
ごとに別々のPVDF膜で検出しなければなら
ず、修飾を網羅的に検出する方法としては適
していなかった。そこで、複数の翻訳後修飾
を同時に検出する方法の開発が必要になった。 
 
(3) 翻訳後修飾検出用の量子ドット 
 量子ドットは、直径数ナノメートルの半導
体素材からなるナノクリスタルで、粒径のサ
イズによって波長400-700nmの範囲で半値幅
30nmの蛍光を発する。また、量子ドットは１
つの光源ですべての量子ドットの励起が可能
で発光波長の分布がシャープであるため、分
光器と冷却CCDを組み合わせることによって
最大10種類程度の標識を同時に解析できる。
しかも、量子ドットは蛍光色素と違い、退色
が遅く長時間安定している。現在は２～３種
類の蛍光色素を用いて蛋白質の発現解析
(2D-DIGE)や組織の多重染色が行われている
ことが多いが、量子ドットは将来、蛍光色素
に代わって多数の標識を同時に検出できる可
能性を秘めている。 
 そこで、本研究では量子ドットを検出用プ
ローブとして採用し、複数の修飾を同時に分
析できるシステムづくりから取り組むことに
した。 
 

図１ 蛋白質翻訳後修飾多重検出法の概略 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛋白量の増減に加えて、

複数の翻訳後修飾を同時に検出できる
「多重染色法」を開発し、糖尿病モデル
ラットの各臓器から、糖尿病診断用の新
規マーカー候補を探索することを目的
としている。  
 
３．研究の方法 
(1) 新規手法開発のための基本技術  
基本技術は、 (1)蛋白成分の分離精製を
目的としたアガロース二次元電気泳動
(2-DE)法、 (2)ゲルからPVDF膜に転写す

るウェスタンブロッティング (WB)法、(3)
各種翻訳後修飾を特異的に認識する特異
抗体標識量子ドット法、および (4)蛍光波
長の異なる量子ドットを別々の画像とし
て検出できる分光技術の４つである。  
 
(2) 単一PVDF膜上における複数の翻訳後修飾
同時多重検出法の開発 
本研究で調べた翻訳後修飾は、リン酸化

(Ser/Thrリン酸化、Tyrリン酸化 )、カルボ
ニル化 (アルデヒド化 )(酸化傷害の指標）、
ニトロ化、ユビキチン化 (蛋白質分解シグ
ナル )、 4-ヒドロキシ -2-ヘキサナール
(HHE)化 (糖化 )、AGE-1化 (糖化 )、メチル
グリオキサール (MG)化 (糖化 )の合計８種
類である。  
これらのうちカルボニル化 (アルデヒド
化 )の場合、蛋白質上のカルボニル基をビ
オチンヒドラジド (BHZ)と反応させてヒ
ドラゾンを形成させてから、蛋白質成分
を2-DE法で分離、PVDF膜上にブロッテ
ィ ン グ 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
(Streptavidin)結合 -量子ドットと反応さ
せてその蛍光を検出した。  
カルボニル化以外の修飾に関しては、各
修飾に対する特異抗体を１次抗体として
用いた。１次抗体の動物種を変えること
で抗体に特異性を持たせ、２次抗体とし
て抗マウス IgG、抗ラット IgG、抗ヤギ IgG
をそれぞれ結合した量子ドットを用いた。 
本研究で用いた量子ドットの蛍光波長
は、525nm, 565nm, 585nm, 605nm, 655nm, 
705nm, 800nmの合計７種類であり、量子
ドットからの蛍光を区別するために、各
波長に合せたバンドパスフィルターを通
した画像をデジカメで撮影した。  
最初は、それぞれの翻訳後修飾に関して別々
のPVDF膜上で量子ドットを反応させ、蛍光画
像を観察した。次に２種類の量子ドットを同
時に用いて、２種類の修飾の同時検出を行っ
た。さらに、修飾の種類を増やし、最大で何
種類の修飾を同時に検出できるかを調べた。 
  
(3) 糖尿病特異的翻訳後修飾異常の検出 
 本研究の目的の一つに、糖尿病に特異的な
翻訳後修飾異常の検出を掲げていたことから、
糖 尿病モ デル ラット Otsuka Long-Evans 
Tokushima Fatty（OLETF: 大塚製薬徳島研究所
から提供されたもの）の各臓器を用いて実験
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 翻訳後修飾の同時多重検出法の確立 
 糖尿病ラット OLETF の骨格筋を用い
て調べたところ、カルボニル化、ユビキ
チン化、HHE 化 (糖化 )、AGE-1 化 (糖化 )、
メチルグリオキサール (MG)化 (糖化 )の



 

 

検出に成功した。しかし、リン酸化とニ
トロ化においては量子ドットによる検
出はできなかった。その理由としてリン
酸化蛋白質やニトロ化蛋白質は微量成
分であるため、2-DE で解析する前にこ
れらの蛋白質の濃縮が必要なためと考
えられた。  
 複数の翻訳後修飾の同時検出に関し
ては、カルボニル化とユビキチン化、そ
して糖化 (HHE 化、AGE-1 化、MG 化の
いずれか 1 種）の３種類同時検出に成功
した。糖化に対する抗体はいずれもマウ
スで作成したモノクローナル抗体であ
ったことから、これらを同時に反応させ
ることはできなかった。  
 
(2) 糖尿病モデルラット Otsuka Long-Evans 
Tokushima Otsuka (OLETF) 骨格筋における
翻訳後修飾異常の検出 
 糖尿病ラット OLETF とそのコントロール
ラット Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO)
とを比較した。その結果、糖尿病発症後の 40
週齢において、アクチンのカルボニル化およ
び 3種類の糖化（HHE化、AGE-1化、MG化）
が OLETF では LETO よりも亢進していた。
しかし、アクチンのユビキチン化に関しては、
OLETF と LETO いずれでも全く検出されな
かった。クレアチンキナーゼ(CK)に関しては、
カルボニル化、ユビキチン化、3 種類の糖化
（HHE 化、AGE-1 化、MG 化）とも OLETF
では LETOよりも亢進していた。 

 図２ 糖尿病モデルラット OLETF（40 週
齢）の骨格筋（ひ腹筋）における蛋白質翻訳
後修飾多重染色。A: アクチン、CK: クレア
チンキナーゼ。a) ビオチンヒドラジドでラベ
ルしたカルボニル化をストレプトアビジン
結合-蛍光波長 565nm 量子ドットで検出、b) 
メチルグリオキサール(MG)化をマウス抗
MGモノクローナル抗体と抗マウス IgG結合
-585nm 量子ドットで検出、c) ポリユビキチ
ン化をウサギ抗ユビキチン化抗体と抗ウサ
ギ IgG抗体結合-605nm量子ドットで検出、d) 
クレアチンキナーゼ(CK)をヤギ抗 CK抗体と
抗ヤギ抗 IgG 抗体結合-655nm 量子ドットで
検出。各画像は、１枚の PVDF 膜において、

それぞれの蛍光波長に対応したバンドパス
フィルターを通して得られた。 
 
次に、糖尿病発症前の 12 週齢と糖尿病発
症後の 30 週齢とを比較した。その結果、ア
クチン、クレアチンキナーゼとも、12 週齢
OLETF ですでにカルボニル化と３種類の糖
化が亢進していた。さらにMG化、AGE-1化
についても調べてみたところ、同様な傾向が
認められた。 
アクチン、CK のスポットいずれにおいて
も、カルボニル化と糖化の染色の偏りが見ら
れた。これは、１個のスポット内でカルボニ
ル化（または糖化）蛋白質の偏在を意味して
いるものと考えられ、たいへん興味深かった。
また、CK においては、カルボニル化がスポ
ットの酸性側を強く染めているのに対して、
ユビキチン化がスポット全体にわたってい
ることも、重要な情報を提供してくれた。す
なわち、カルボニル化された CKが蛋白質分
解シグナルを優先的に受けるのではないこ
とを示唆している。 

図３ カルボニル化の時系列変化。
OLETF ラットでは LETO に比べて、糖尿
病発症以前の 12 週齢からカルボニル化
が亢進していた。A: アクチン、CK: ク
レアチンキナーゼ。a) ,b) 糖尿病 OLETF
ラット。c), d) コントロール LETO ラッ
ト。a),c) 12 週齢。b),d) 30 週齢。  

 
糖尿病発症以前の 12 週齢からカルボ

ニル化、３種類の糖化とも亢進していた
ことから、蛋白量の増減だけではわから
なかった蛋白質異常が、これらの翻訳後
修飾異常を調べることで明らかになっ
た。  
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