
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 
平成２５年４月１８日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：15301 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2011～2012 

課題番号：23659041 

研究課題名（和文）  

 特殊抗体による生体試料中の酸化蛋白質測定系ならびに還元活性作用薬評価系の構築 

研究課題名（英文）Detection of oxidized ER protein by nitrosative/oxidative stress with 

a specific antibody 

研究代表者 

上原 孝（TAKASHI UEHARA） 

岡山大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 

 研究者番号：00261321 

 
研究成果の概要（和文）：スルホン酸化 PDI に対するモノクローナル抗体を作出して新規酸化 

PDI 評価系を構築し，各種酸化ストレス刺激による PDI のスルホン酸化を細胞レベルで特異的

に検出可能であることを明らかにした．PDI のスルホン酸化は PDI 酵素活性に重要な 2か所の

チオレドキシン様ドメインにあるシステイン残基で起きることを明らかにした．本実験系を利

用して PDI の酸化を抑制する抗酸化薬のスクリーニングが可能であることがわかった．  

 
研究成果の概要（英文）： The aim of this study is to establish the assay system to detect 
oxidized PDI (PDI-SO3H) with a specific antibody. We succeeded to isolate several specific 
antibodies against PDI-SO3H. An antibody could detect the oxidized form of PDI treated 
with H2O2, NO, or rotenone. This antibody might be useful for diagnosis of sporadic 
neurodegenerative disprders such as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 老齢化社会を迎えた現代ではパーキンソン

病やアルツハイマー病をはじめとする老人

性疾患罹患者が増え続け，深刻な社会問題と

なりつつある．が，どのような機構で発症す

るのかについては未だ解明されていない．こ

のような神経変性疾患は診断が下された時

点で，すでに神経細胞がかなりの割合で死亡

／脱落していることから，いかに早期に診断

し，発見するかがカギとなる．したがって，

一刻も早い有効で簡便な診断法の確立・治療

薬開発が望まれている． 



 申請者はこれまでに酸化ストレスによる

神経細胞死とそれに続く神経変性疾患発症

機構について解析し，一酸化窒素（NO）によ

るニトロソ化ストレスによる蛋白質の酸化

が小胞体機能の破綻を惹起し，これが神経変

性疾患発症にリンクする可能性を世界で初

めて証明した． 
 これらの成果から，蛋白質の酸化修飾を

効率よく検出することが可能ならば，これ

までまったく開発されていない科学的な根

拠による孤発型神経変性疾患の早期診断に

繋がる可能性が推定された．  

 

２．研究の目的 

 パーキンソン病などの神経変性疾患は今な

おその詳細な発症機構は不明であり，簡便な

早期診断法や根本的治療法は確立されてい

ない．申請者は，これまでに発表してきた知

見に基いた「病態発症に関わる可能性の高い

修飾型蛋白質」に対する抗体の作出に成功し

ている．今回このオリジナリティの高い抗体

を利用して， 

１）生体試料中の酸化型蛋白質を簡便にモニ

ターする系， 

２）酸化型蛋白質を特異的に還元する薬物の

スクリーニング系，の開発を目指す． 

 本研究を介して，従来報告されていない新

規早期診断法や神経変性疾患治療薬シーズ

のスクリーニング系開発に繋がるようなイ

ンパクトある初期的知見を挙げることが目

標である． 

 

３．研究の方法 

(1)スルホン酸化特異的 PDI 抗体の作出と検

出法の確立 

①タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ

（PDI） の２つのチオレドキシン様ドメイン

活性部位とされる CGHC (Cys-Gly-His-Cys) 

配列のうち N 末端側の Cys を含む 9 アミ

ノ酸からなるペプチドの酸化 (-SO3H 化) 型

を抗原ペプチドとし，非酸化型をコントロー

ルペプチドとした．これらのペプチドを

Morpho Sys 社の ファージライブラリー 

(HuCAL GOLD®)と反応させて候補抗体を選別

した．ファージディスプレイ法iは，150 億種

類以上のヒト Fab 抗体をコードするDNA を

ファージに導入し，Fab 抗体ペプチドとファ

ージコート蛋白質とを融合した形で発現（デ

ィ氏プレイ）させたファージライブラリーに

抗原ペプチドを反応させ，結合したファージ

を選別 (パニング) するものである．その後，

選別した抗体 DNA を細胞に発現させ，抗原

ペプチドに対する結合性の高いものを 

ELISA で選別 (スクリーニング) したとこ

ろ，10 種のクローンを得ることに成功した．

これらのうち，ELISA のシグナルの高い２つ

の抗体を本研究の対象とした． 

②本抗体は遺伝子組み換えにより人工的に

作製したものであり， Fc 領域を欠く F 

(ab’)2 (Fab 二量体)である．したがって，

抗原に特異的である Fab 部分以外の領域を

介した非特異的な結合反応を防ぐことがで

きると考えられる．しかし，免疫沈降法にお

いて通常用いられる Protein A 等の担体に

は抗体の Fc 部位の結合が必要であるため，

本抗体には適用できない．そこで本研究では，

担体として Dynabeads M-450 Epoxy を用い

た．Dynabeads M-450 Epoxy は磁性を帯びた 

beads であり，強力磁石を使って遠心分離よ

りも穏やかな条件下での分離精製が可能で

ある．また，本担体の表面のエポキシ基は第 

1 級アミノ基と共有結合を形成し，本抗体の

固定化が可能である． 

 SDS-PAGE あるいは 2-メルカプトエタノー

ル非存在下での SDS-PAGE に続くウエスタ

ンブロット法に本抗体を適用したが，スルホ



ン酸化 PDI を検出することができなかった．

一方，免疫沈降法に適用したところ，スルホ

ン酸化 PDI を効率よく pull-down すること

が可能であった．SDS-PAGE には SDS により

蛋白質の非共有結合を解離させて立体構造

を変化させる過程が含まれることから，本抗

体は抗原のアミノ酸配列のみでなく，立体構

造も認識していることが示唆された．したが

って，これ以降の実験は免疫沈降法に本抗体

を適用し，種々の検討を行った． 

 

４．研究成果 

これまでに新生蛋白質成熟に深く関与す

る PDI が NOにより S-ニトロシル(SNO)化さ

れること，この修飾がアルツハイマー病やパ

ーキンソン病を含むヒト孤発性神経変性疾患

患者死後脳にも認められることを明らかにし

てきた．過剰量の NO あるいは 過酸化水素 

によって SNO化PDI（SNO-PDI） は最終的にス

ルホン酸化 PDI まで酸化される．したがって，

細胞内スルホン酸化 PDI の特異的な検出法

の確立は，孤発性パーキンソン病などに対す

る早期診断に応用可能であると推定される．

そこで，酸化 PDI 特異的なモノクローナル抗

体を作出し，その評価を生化学的手法により

検討した．その結果，還元型(-SH)PDIにはま

ったく反応せず，酸化型(-SO3H)PDIのみ特異

的に認識するヒト型抗体を既に10クローン単

離に成功し，このうちの２クローンに関して

解析を進めた． 

 単離した酸化型PDI抗体の特性について予

備的な検討を行った．HEK293T 細胞を生理的

NOドナーである S-ニトロソシステインや 過

酸化水素で各時間処理した後，細胞質画分に

対して酸化 PDI 抗体を用いて免疫沈降反応

を行った．沈降物を SDS-PAGE で分離し，抗 

PDI 抗体を用いてウエスタンブロット解析を

行ったところ，時間依存的なバンドが検出さ

れた．このことから，本抗体が酸化ストレス

刺激による酸化 PDI を特異的に認識するこ

とが確認された． 

 PDI のSNO 化は，分子中の 2 カ所のチオレ

ドキシン様ドメインに存在するシステイン残

基で起こる．そこで，PDI のスルホン酸化部

位を特定するために，野生型および変異型 

(C36/39S, C383/386S, C36/39, 383/386S ) 

PDI を強制発現させ，過酸化水素で刺激して

同様に解析した．その結果，C36/39S および 

C383/386S 変異体では野生型の約 1/2 に，

C36/39, 383/386S変異体ではほぼ basal レ

ベルまでバンドが減弱することがわかった． 

 以上の結果より，PDI のSNO 化およびスル

ホン酸化修飾は酵素活性に重要なチオレドキ

シン様ドメインのシステイン残基で起こって

いることが明らかとなった．本抗体を用いて

内在性 PDI の酸化を検出することが可能と

なり，今後，病態モデル動物などを用いて疾

病発症との因果関係を調べ，新規抗酸化薬の

スクリーニング系にも応用する予定である．  

 以上の特殊抗体を用いた研究を実行するこ

とにより，孤発性神経変性疾患に対する簡便

な早期診断法や根本的治療薬の開発に向けた

有益な情報がもたらされると期待される．ま

た，酸化と疾患発症との因果関係に新たな理

解を提示するばかりでなく，一分子に特化し

た生体内挙動も明らかになることから，学術

的にも非常に高いインパクトを与えると予想

される．したがって，ここに示した酸化蛋白

質特異的抗体を利用して応用展開を図ること

は，将来的な診断法／治療薬の開発において

重要なステップとして位置づけられると予想

される． 
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