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研究成果の概要（和文）：質量分析計による血清蛋白質プロファイル解析により見出したトラン

スサイレチンの酸化修飾体であるシステイニル化トランスサイレチン（Cys-TTR）の疾病予防試

験におけるバイオマーカーとしての意義を明らかにし，Cys-TTRに対するモロクローナル抗体を

作製し，簡易測定技術の基盤を確立した． 

 
研究成果の概要（英文）：Clinical significance of serum transthyretin with oxidative 

modification was investigated in order to use it as a molecular biomarker for the disease 

prevention study.  
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１．研究開始当初の背景 

 生活様式の欧米化に伴いわが国における
メタボリックシンドロームは著明に増加し
ており、その対策・予防は緊急を要する国家
的課題である．近年の基礎分子化学的研究に
より、ストレスや高血糖に伴う酸化反応やメ
イラード反応がメタボリックシンドローム
の病態に関与することが明らかになりつつ
ある．蛋白質の量的変化ではなく、活性酸素
や活性窒素種による蛋白質の酸化的翻訳後
修飾が種々の生命現象へ関与している可能

性を考え、プロテオミクス解析を進めており、
特に、酸化反応やメイラード反応による翻訳
後修飾蛋白質のプロテオミクス解析技術に
おいては、ソフト、ハードともに、われわれ
を含めたわが国の研究者がリードする分野
である．前試験において、メタボリックシン
ドローム動物モデル（Otsuka Long Evans 
Tokushima Fatty ：OLETF ラット）を用いた
血清蛋白質プロファイル解析により、糖尿病
発症前期において上昇し、その後の糖尿病発
症を予測するバイオマーカーとして、トラン
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スサイレチンの酸化修飾体である「システイ
ニル化トランスサイレチン（Cysteinylated 
Transthyretin: Cys-TTR）」を同定した． 
２．研究の目的 

 本研究では、糖尿病、動脈硬化性疾患発症
前段階のいわゆる「未病期」を診断できるバ
イオマーカー（疾病発症リスクマーカー）を
用いた科学的評価手法を構築し、各種介入試
験の効能を正しく立証することで予防医学
を普及させ、国民の健康増進・生活習慣病予
防を進めることを目的としている．具体的目
的は、①Cys-TTR の修飾反応の分子機構を解
明し、メタボリックシンドロームの病態への
関与を明らかにすること、②ヒト臨床検体を
用いた横断的研究を行いその臨床的意義を
明らかにすること、③Cys-TTR の糖尿病、メ
タボリックシンドローム発症に対する予防
介入試験におけるバイオマーカーとしての
有用性を評価すること、④モノクローナル抗
体を使用した簡易型 Cys-TTR測定法を確立す
ること，である． 

 

３．研究の方法 

1 研究計画１：Cys-TTR の分子機構に関す

る基礎的検討 

 Cys-TTR は、TTR に対する酸化ストレスに

おいて Cys10のアミノ酸側鎖が S-チオール化

を受けた後に、cysteinyl-glycine ペプチド

などが付加した可能性が高いために、

Cys-TTR は生体における酸化ストレスマーカ

ーとなっていることを証明する．さらに、グ

ルタチオン（GSH）による付加反応により

glutathionylated-TTR も生成している可能

性高いため、同修飾体についても評価する．

翻訳後修飾を受けた TTRの同定には質量分析

計を中心にした解析を進めていく．具体的に

は、ラットあるいはヒト血清を用いた in 

vitro 実験系において、過酸化水素などによ

る酸化ストレス負荷状態においてどのよう

な修飾を受けた TTRが生じているかを質量分

析計を中心にしたプロテオミクス解析によ

り明らかにする．さらに、Cys-TTR 修飾蛋白

質の生成を抑制、制御可能な低分子抗酸化剤

を中心に探索する．すでにわれわれが有効性

を確認している機能性食品因子（アスタキサ

ンチン、食物繊維など）による介入試験を行

い、Cys-TTR がメタボリックシンドロームに

対する有効性を未病段階で評価できるバイ

オマーカーとなりうるかどうかについて評

価する． 

2 研究計画２：Cys-TTR測定法の確立 

 システイニル化部位を含む 15 残基のペプ

チドを合成し、システイニル化を行い、

Cys-TTR ペプチドを得る．これをキャリアー

蛋白質に結合し、抗原とする．既報に従い、

モノクローナル抗体を作製する．さらに、シ

ステイニル化部位を含む 10 残基のペプチド

も合成しており、システイニル化部位がジス

ルフィド結合ではなくチオエステル結合さ

れた、アスパラギン酸化トランスサイレチン

ペプチドを合成した．これをキャリアー蛋白

質に結合し、抗原として、同様にモノクロー

ナル抗体作製を実施する． 

3 研究計画３：Cys-TTRの臨床的意義 

 当初の研究では血清中 Cys-TTRは糖尿者に
おいて有意に増加することを見いだしてい
た．その後、同 Cys-TTRは動物モデルでも同
定されており、本研究では生活習慣に関与す
る種々の疾患群でどのような変化となって
いるかを臨床的に明らかにする．メタボリッ
クシンドロームに対する介入試験における
Cys-TTRの科学的評価の有用性について検討
する．Cys-TTRは動物モデル OLETF ラットに
対して食物繊維を摂取させた長期試験にお
いて、糖尿病発症前に上昇し、食物繊維摂取
によりその上昇が抑制された蛋白質として
SELDI-TOF-MSにより同定されたマーカーで
ある．よって、ヒト臨床試験においても同様
の試験を計画している． 
 
４．研究成果 

① メタボリックシンドローム動物モデル

OTETF ラットにおいては糖尿病発症前に

血清 Cys-TTRが有意に上昇することを見

いだし、食物繊維の摂取は糖尿発症に対

する遅延作用があるだけでなく、血清

Cys-TTR の上昇を有意に抑制することを

明らかにした． 

② 機能性食品因子（アスタキサンチン、食

物繊維など）による介入試験を行い、

Cys-TTR がメタボリックシンドロームに

対する有効性を未病段階で評価できる

バイオマーカーとなりうるかどうかに

ついて評価した． 

③ 疾病予防バイオマーカーであるアポリ

ポプロテイン A2、A1、C2 の ELISA シス

テムを試作し、その定量性について確認

し、アゾポリマーチップ基盤を用い、抗

マウス抗体をジョイント抗体として利

用し、ジョイント抗体を利用して、酸化

ストレスマーカーに特異的なモノクロ

ーナル抗体とともに疾患予防バイオマ

ーカーに特異的なモノクローナル抗体

のインプリンティングのための普遍的

な技術の確立を行った． 

④ 量子ドット標識ストレプトアビジンを

抗体チップ上で化学発光を測定する機

器をライトキャプチャー装置を利用し

て試作した． 



⑤ 健常人ボランティアに対して食物繊維

摂取臨床試験を実施し，Cys-TTR の変動

を確認した． 
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年 12 月 11日：大津． 

⑱ 内藤裕二，高木智久，吉川敏一．シンポ
ジウム「酸化ストレス研究—臨床から基
礎まで」翻訳後修飾タンパク質の解析で
見えてきた酸化ストレス研究の新展開．
第 81 回日本衛生医学会．2011年 3月 27
日；東京（東日本大震災のため誌上発表）． 

⑲ 内藤裕二，高木智久，吉川敏一．シンポ
ジウム「消化器疾患と微小循環・酸化ス
トレス」翻訳後修飾タンパク質の解析で
見えてきた酸化ストレス研究の新展開．
第 97 回日本消化器病学会総会．2011 年
5 月 13日；東京. 

⑳ 内藤裕二，青井 渉，吉川敏一．シンポ
ジウム「何をどう食べるかの科学」運動
と食品因子による大腸癌予防．第 11 回
日本抗加齢医学会総会．2011 年 5 月 27
日；京都． 

21 吉川敏一. アンチエイジングの実践.第
13 回日本医療マネジメント学会学術総
会.2011年 6月 24日：京都． 

22 内藤裕二．教育講演．炎症性腸疾患診療
の最前線．日本消化器病学会近畿支部会
第 38 回教育講演会．2012 年 1月 28 日：
大阪． 

23 内藤裕二、髙木智久、吉川敏一．シンポ
ジウム「酸化ストレス研究—新しいバイ
オマーカーを求めて」消化管粘膜におけ
る Peroxiredoxin-6 の役割．第 82 回日
本衛生学会学術総会．2012 年 3月 25日：
京都． 
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