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研究成果の概要（和文）： 
アルツハイマー病患者の脳（海馬とその周辺）では、シトルリン化蛋白質の異常な蓄積が確認

された。また、プロテオーム解析によりグリア繊維酸性蛋白質(GFAP)、ビメンチンがシトルリ

ン化されていることを同定した。さらに、アルツハイマー病の早期診断を行う臨床検査診断薬

となるシトルリン化 GFAP を高感度に検出する ELISA システム（酵素免疫測定法）を構築し

た。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

The abnormal accumulation of citrullinated proteins were detected in the brain from 
Alzheimer’s disease (AD) patients. By using two-dimensional gel electrophoresis and 
MALDI-TOF mass spectrometry, two of the citrullinated proteins were identified as a 
vimentin and a glial fibrillary acidic protein (GFAP). In addition, we constructed a ELISA 
system which detect the citrullinated GFAP to develop diagnostic laboratory tests for early 
diagnosis of AD. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・人体病理学 
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病（AD）の根本的な原
因は未だ解明されていない。AD の特徴的な病
理所見としてアミロイドベータ蛋白質（Aβ）
が蓄積した老人斑やリン酸化タウ蛋白質が

蓄積した神経原線維変化は有名である。これ
ら蛋白質は、本来、正常な機能を果たしてい
たものがやがて様々な修飾を受け異常化し、
神経細胞の内側や外側に蓄積したためと考
えられる。異常蛋白質の蓄積は、AD をはじめ
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多くの神経変性疾患（神経難病）で観察され
る。 
 
(2) 我々は、以前に AD 患者の脳で蛋白質中
のアルギニンという塩基性アミノ酸がシト
ルリンという中性アミノ酸に変換された異
常な蛋白質（シトルリン化蛋白質と総称）が
多く出現することを見出した。また、アルギ
ニンをシトルリンに変換する酵素も同定し
た。この酵素は、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、PAD の反応産物であるシ
トルリン化蛋白質は正常な脳にほとんど存
在しない。 
 
２．研究の目的 
(1) シトルリン化蛋白質の生成、蓄積は AD
の発症やその進行に深く関与している可能
性がある。AD の発症に PAD の異常活性化やシ
トルリン化蛋白質の生成、蓄積が引き金とな
るかを明らかにする。 
 
(2) AD の早期臨床検査診断薬を開発し、臨
床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) AD 患者脳におけるシトルリン化蛋白質
の人体分子病理学的解析 
AD 患者の脳（特に海馬とその周辺）では、

シトルリン化蛋白質の異常な蓄積が観察さ
れた。結果の信頼性を高め、さらに症例数を
増やすため、AD 脳、正常脳について、同様の
免役組織学的検討を行う。シトルリン化蛋白
質は、抗シトルリン抗体、化学的検出方法を
用いることにより検出する。 
 
(2) シトルリン化蛋白質のプロテオーム解
析 
AD 患者脳で蓄積しているシトルリン化蛋

白 質 を 二 次 元 電 気 永 動 、 質 量 分 析 計
（MALDI-TOFMS）を用いたプロテオーム解析
により同定する。また、シトルリン化 GFAP
のどのアルギニン残基がシトルリン化して
いるかをプロテオーム解析により決定する。 
 

(3) AD の早期臨床検査診断薬の開発 
AD 早期診断を行う臨床検査診断薬を開発

するため、シトルリン化 GFAP を高感度に検
出する ELISA システム（酵素免疫測定法）を
構築する。ELISA システムが構築でき次第、
ヒトの血清や脳脊髄液を用いた臨床試験を
実施する。 
 
４．研究成果 
(1) AD 患者脳におけるシトルリン化蛋白質
の人体分子病理学的解析 
AD 患者の脳におけるシトルリン化蛋白質

の生成、蓄積を免疫組織染色により調べ た。
その結果、AD 患者の脳（海馬とその周辺）で
は、シトルリン化蛋白質の異常な蓄積が確認
された。一方、正常脳では、シトルリン化蛋
白質は、ほとんど検出されなかった。また、
シトルリン化蛋白質を産生する酵素 PAD2 も
AD 患者の脳で増加していることが確認され
た。染色像を強拡大した結果、シトルリン化
蛋白質、PAD2 陽性細胞は、グリア細胞のひと
つであるアストロサイト様の形態を示した。
検証するため、アストロサイトのマーカー蛋
白質であるグリア線維性酸性蛋白質(GFAP)
との蛍光二重染色を行った。その結果、GFAP
陽性細胞とシトルリン化蛋白質、PAD2 陽性細
胞が良く一致した。これらの結果は、アルツ
ハイマー病患者の脳ではアストロサイトに
PAD2 が多く発現し、同細胞にシトルリン化蛋
白質が多く蓄積していると考えられる。同時
に、アミロイドベータ蛋白質（Aβ）やリン
酸化タウに対する抗体を用いた連続切片に
よる免疫組織染色を行った。その結果、Aβ
陽性の老人斑やリン酸化タウ陽性の神経原
線維変化とシトルリン化蛋白質陽性の染色
部位がよく一致した。Aβやリン酸化タウが
シトルリン化されているかは未だ明らかで
はない。アルツハイマー病では、海馬以外に
も PAD2 の発現が亢進しているかを調べるた
め、他の部位（小脳、頭頂葉、扁桃核、橋）
についても PAD2 の免疫染色を行った。その
結果、調べた全ての部位で正常脳に比べてア
ルツハイマー病では PAD2 の発現亢進が確認
された。 
 
(2) シトルリン化蛋白質のプロテオーム解
析 
AD 脳におけるシトルリン化蛋白質分子の

同定のために二次元電気泳動法、質量分析計
を用いたプロテオーム解析を行った。その結
果、グリア繊維酸性蛋白質 (GFAP)、ビメン
チンがシトルリン化されていることを同定
した。次にヒト GFAP 及びシトルリン化蛋白
質を産生する酵素 PAD2 の組換え蛋白質を作
製し、in vitro で GFAP を PAD2 によりシトル
リン化した。GFAP のシトルリン化部位は質量
分析計を用いたプロテオーム解析、即ち
MS/MS スペクトルの比較によりシトルリン化
部位を同定した。その結果、3 つのシトルリ
ン化部位を決定することができた。 
 
(3) AD の早期臨床検査診断薬の開発 
AD 早期診断を行う臨床検査診断薬を開発す

るため、シトルリン化 GFAP を高感度に検出
する ELISA システム（酵素免疫測定法）を富
士レビオ(株)と共同で構築した。即ち、シト
ルリン化 GFAP に特異的なモノクローナル抗
体を 8種類、作製した。そして、これらシト
ルリン化 GFAP 特異的モノクローナル抗体を



組み合わせ、AD 患者脳に存在するシトルリン
化 GFAP に対して最も高感度な ELISA システ
ムを構築した。 
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