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研究成果の概要（和文）：糖尿病では高血糖によりメチルグリオキサール（MG）がタンパク質特に抗酸化酵素ペ
ルオキシレドキシン6（Prx6）を修飾する。本研究においてMG修飾によるPrx6失活の機構解析を行った。また、
血液に含まれるPrx6は主要な抗酸化酵素であり、発現量も多くヘモグロビンと並んで血糖値の影響を受けやす
く、有望な指標と考えられる。そこで、糖尿病合併症の発症前段階を血液数マイクロリットルで精度高く判定可
能なMG修飾Prx6を指標とした測定系の確立を目指した。さらに、この測定系を利用し、食品因子を生体レベルで
評価し、食品の機能性因子による糖尿病合併症発症予防作用機序の分子メカニズム解析を行うことを目的とし
た。

研究成果の概要（英文）：Methylglyoxal (MG) is an endogenous highly reactive dicarbonyl degradation 
product and forms stable adducts primarily with arginine (Arg) and lysine (Lys) residues. An 
antioxidant protein peroxiredoxin 6 (Prx6) was found as the major MG-adducted protein in red blood 
cells from diabetic patients. Peroxidase activity of Prx6 was inhibited by MG modification. Mass 
spectrometry analysis of peptide fragments of MG-modified Prx6 identified Arg and Lys residues as 
the modification sites. Specially, identified Arg-132 is situated in the catalytic center of 
peroxidase activity. These results suggest that the decrease in peroxidase activity is due to 
modification of active-site residues in Prx6. The level of MG modification on Prx6 was correlated to
 both fasting- and postprandial- glucose in diabetic patients. Moreover, this level was higher in 
the hyperlipidomia patients. Therefore, it was suggested that MG modification plays an important 
role in the development of diabetic complications.

研究分野： 食品機能
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１．研究開始当初の背景 
激増する糖尿病患者の合併症罹患率は 7割を
超え、合併症への進行はもはや命に関わる。
治療満足度は低く、治療に貢献する薬剤も十
分でないため、糖尿病の完治は殆ど望めない
とされており、合併症の発症・進展予防が不
可欠となる。現在の診断マーカーである
HbA1c は有効性が示唆されているが、赤血球
寿命が変動する（腎不全や透析により短縮す
る）患者ではその数値は偽低値を示すため適
用できない。一方、メチルグリオキサール
（MG）は、解糖系及び非酵素的糖化反応(メ
イラード反応)のカルボニル化合物中間体で
反応性が極めて高く、標的タンパク質と安定
な付加体（Advanced Glycation 
End-products; AGEs）を生じる。AGEs は生体
内の重要なタンパク質の機能障害を惹起す
るだけでなく、様々な生理活性物質に影響を
与え、糖尿病性合併症の発症や進展に深く関
わる。我々が作製したこの付加体（AGEs）を
特異的に認識するモノクローナル抗体は変
異や夾雑物などの影響を受けず、組織や細胞
タンパク質中で直接的な観察を可能として
いる。またこれまでに得られた知見より、MG
による特異的な翻訳後修飾が糖尿病合併症
やがんを含む炎症性疾患の発症に深く関与
すると強く示唆されている。 
 
２．研究の目的 
糖尿病では高血糖や酸化ストレスにより MG
がタンパク質特に抗酸化酵素ペルオキシレ
ドキシン 6（Prx6）を修飾する。糖尿病モデ
ルマウスにおいて、健常マウスと比して MG
修飾 Prx6 の顕著な増加や創傷治癒遅延への
関与が認められた。そこで、本研究では MG
修飾による Prx6 失活についてその機構解析
を行うことを目的とした。また、血液に含ま
れる Prx6 は主要な抗酸化酵素であり、発現
量も多くヘモグロビンと並んで血糖値の影
響（修飾）を受けやすく、有望な指標と考え
られる。そこで、次の段階で、糖尿病合併症
の発症前段階を少量サンプル（血液：数マイ
クロリットル）で精度高く判定可能な MG 修
飾 Prx6 を指標とした測定系の確立を目指し
た。さらに、この測定系を利用し、食品因子
を生体レベル、特にメタボリックシンドロー
ムモデルで評価し、食品の機能性因子による
糖尿病合併症発症予防作用機序の分子メカ
ニズム解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Prx6 失活の機構解析 
ヒトリコンビナント Prx6（1.0 mg/ml）を MG
（0-0.5 mM）と HEPES 緩衝液中 37℃で 24 時
間反応させ、MG 修飾 Prx6 を作製した。MG 修
飾 Prx6 に含まれる夾雑物は限外ろ過（10K カ
ットオフ）により除去した。Prx6 のペルオキ
シダーゼ活性は、オキソ[5,10,15,20-テトラ
(4-ピリジル)ポルフィリナト]チタニウム
(IV)を基質として測定した。 

（２）MG 修飾 Prx6 の修飾部位および修飾形
式の決定 
LC-MALDI による解析には、CHCA をマトリク
スとして、 AXIMA Performance 
MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Shimadzu 
Co., Kyoto, Japan) で測定を行った。MS/MS 
解析には DHB をマトリクスとして、AXIMA 
Resonance MALDI-QIT TOF mass spectrometer 
(Shimadzu Co.)で測定を行った。 
（３）MG 修飾 Prx6 をマーカーとした評価系
の確立 
①マウスおよびヒト血液より赤血球を採取
した。抽出タンパク質について、MG 修飾 Prx6
を認識する抗体を利用して、ウエスタンブロ
ッティングおよびELISAによって評価を行っ
た。 
②ヒト臨床試験の血液を利用し、罹患期間と
血糖値の変動を考慮した解析を行った。京都
府立医科大学医学倫理審査委員会で承認を
受けた「血中ペルオキシレドキシン 6のメチ
ルグリオキザールによる翻訳後修飾を標的
とした糖尿病合併症の早期診断法の開発」に
基づき、京都府立医科大学付属病院糖尿病・
内分泌・代謝内科に通院中の糖尿病患者（20
歳以上の男女それぞれ約 50 名）を対象とし
て、文書により同意を得られた患者を対象に、
通常診療で行われる採血にあわせて末梢血
5ml を採取し、血中に含まれる MG 修飾 Prx6
を測定した。また、血漿および赤血球中に含
まれる糖化由来修飾タンパク質量（例えば
HbA1c やグリコアルブミン）を測定した。ま
た対象者が通常診療の際に測定される一般
採血検査（肝機能、脂質、糖代謝、腎機能等）
に加え、身長、体重、血圧、などよりメタボ
リックシンドロームについて評価した。さら
に、糖尿病合併症として虛血性心疾患や脳血
管障害、神経障害、自覚症状、振動覚、足背
動脈触知や、消化器疾患、高脂血症との関連
も評価した。また、酸化ストレスマーカーや
他の糖尿病合併症指標各種との関連につい
ても検討を行い、合併症との相関を複合的に
解析した。 
（４）食品機能性因子の生体レベルにおける
評価 
①メタボリックシンドロームに対するケル
セチン摂取の影響 
C57BL/6J マウス、オス、6週齢に対し、西洋
型食（脂質由来39.9%、コレステロール0.15%、
スクロース 34%）あるいはコントロール食（脂
肪 7%）を自由摂取させ 8週間飼育し、非アル
コール性脂肪性肝疾患（NAFLD）モデルマウ
スを作製した。NAFLD モデルマウスにケルセ
チン（0.05%）を西洋型食と同時投与し、こ
の効果について検討した。8週間飼育後にそ
れぞれマウスを解剖し、各種検体（血清およ
び赤血球、臓器（肝臓、小腸等））を得た。
血液生化学検査、組織学的評価、遺伝子発現
解析、脂質分析を行い、これらを指標に検討
した。 
 



４．研究成果 
（１）Prx6 失活の機構解析 
ヒトリコンビナント Prx6（1.0 mg/ml）を MG
（0-0.5 mM）と HEPES 緩衝液中 37℃で 24 時
間反応させ、MG 修飾 Prx6 を作製した。MG 修
飾 Prx6 に含まれる夾雑物は限外ろ過（10K カ
ットオフ）により除去した。Prx6 のペルオキ
シダーゼ活性は、MG の処理濃度依存的に低下
した。 
（２）MG 修飾 Prx6 の修飾部位および修飾形
式の決定 
LC-MALDI による解析から、Arg-24、Arg-41、
Arg-106、Arg-132 及び Arg-219 に MG-H1 や
imidazolidine、Lys-63 に CEL 付加体生成が
それぞれ同定された。Prx6 のチオール基は
MG 濃度依存的に減少した。モデル反応系でシ
ステイン誘導体と MG の非酵素的反応により
ラクトイルシステインが生成した。Arg-132
と Cys-47 はペルオキシダーゼ活性の触媒中
心と活性中心にそれぞれ存在する。グアニジ
ノ基とチオール基のそれぞれの修飾が失活
の原因に寄与していると示唆された。 
（３）MG 修飾 Prx6 をマーカーとした評価系
の確立 
①マウスおよびヒト血液由来抽出タンパク
質を利用し、血中 Prx6 と MG 修飾タンパク質
の測定条件検討を行った。さらに、MG 修飾タ
ンパク質を評価する測定系（特許公開 3 件、
Oya ら J Biol Chem. 1999、他）の開発方法
に従い、MG修飾 Prx6 をマーカーとした評価
系を開発した。この系の有用性検証を終え、
以下 3点（１）微量血液（1μL）で測定可能、
（２）HbA1c と同じ調製法のため臨床検査用
血液で同時にあるいは残渣で測定可能、（３）
採血が空腹時でなくても良い、の利点が立証
された。また、開発した系において、血漿を
含む全血と血漿除去試料で差が無いことを
確認した。 
②ヒト臨床試験由来の血液を利用し、罹患期
間と血糖値の変動を考慮した解析を行った。
京都府立医科大学付属病院糖尿病・内分泌・
代謝内科に通院中の糖尿病患者のうち文書
により同意を得られた患者（20 歳以上の男女
それぞれ約 50 名）を対象に、MG 修飾 Prx6 の
測定を行った。患者の臨床情報を表1に示す。 
表 1. 臨床情報 

Parameter (Mean±SEM)       
Gender      
Male 57    
Female 46    
MG 修飾 Prx6 (AU) 0.83 ± 0.07 
空腹時血糖 (mg/dL) 136.13 ± 24.56 
食後血糖 (mg/dL) 154.28 ± 57.44 
糖尿病歴（年） 15.77 ± 11.45 
身長 (cm) 161.02 ± 8.06 
体重 (Kg) 57.12 ± 5.76 
年齢 (years) 68.13 ± 10.37 
HbA1c (%) 7.15 ± 0.98 
グリコアルブミン (%) 19.30 ± 3.49 
LDH (IU/L) 194.85 ± 46.59 

AST (IU/L) 24.54 ± 12.78 
ALT (IU/L) 23.22 ± 17.12 
ALP (IU/L) 240.99 ± 82.62 
g-GTP (IU) 34.36 ± 27.45 
Total Protein (g/dL) 7.07 ± 0.42 
ALB (g/dL) 4.25 ± 0.36 
A/G rate 1.55 ± 0.31 
T-BIL (mg/dL) 0.78 ± 0.24 
BUN (mg/dL) 16.98 ± 6.82 
CRE (mg/dL) 0.81 ± 0.34 
eGFR  (ml/min/1.73 ㎡) 72.60 ± 23.03 
UA (mg/dL) 5.12 ± 1.29 
Na (mEq/L) 139.60 ± 2.16 
K (mEq/L) 4.40 ± 0.35 
Cl (mEq/L) 102.33 ± 2.38 
T-cho (mg/dL) 173.27 ± 33.81 
HDL-c (mg/dL) 59.11 ± 15.70 
TG (mg/dL) 134.15 ± 80.73 
CK (U/L 37℃) 104.11 ± 49.36 
 
MG 修飾 Prx6 値を測定した結果、空腹時血糖
値（p<0.0001）と食後血糖値（p<0.0001）の
両方において正の相関が認められた。さらに、
各被験者の糖尿病罹病期間や腎症、網膜症の
進行度、HbA1c、グリコアルブミン等と比較
して、これらとの MG 修飾 Prx6 の関連を検討
した。罹患期間について糖尿病歴中央値 12
年で区切った場合、糖尿病歴12年以下（n=54）
と 13 年以上（n=46）では、それぞれ MG 修飾
Prx6 値は、0.81±0.06 と 0.85±0.07 であり、
顕著な差が認められた（p=0.003）。腎症では
ステージ 3（n=8）で、網膜症では、網膜症な
し（n=74）に比べ単純糖尿病網膜症（n=13）、
増殖糖尿病網膜症（n=15）の順に、それぞれ
高い値を示す傾向が認められた。また、MG 修
飾 Prx6 値を中央値 0.830 で区分分けし、値
の低い群（n=57）と高い群で（n=56）の各種
パラメーターについて比較を行った。糖尿病
患者の空腹時血糖は、MG修飾 Prx6 値と有意
な正相関（p=0.008）が認められた。HbA1c や
グリコアルブミンに対しては、MG 修飾 Prx6
値との相関が認められなかった。また、患者
の高脂血症、心筋梗塞、脳梗塞、潰瘍性大腸
炎併発それぞれにおいて、その高値が認めら
れた。一方、HbA1c を中央値 7.1％で区切り、
高い群（n=56）と低い群（n=57）での比較を
行った結果、空腹時血糖 （p=0.053）、グリ
コアルブミン（p=7.15666E-14）との間でそ
れぞれ正の相関が認められ、血中アルブミン
（p=0.026）との間には負の相関が認められ
た。得られた結果は、血中アルブミンの減少
にともない、見かけ上グリコアルブミン値が
高くなったことが考えられる。HbA1c と合併
症（網膜症、腎症、血管障害等）との相関が
認められないことや血中アルブミンとの相
関結果から、HbA1c だけでは合併症の進行度
や酸化ストレスの程度は判断できないこと
が予想された。さらに、食後血糖値の明らか
な検体で測定した結果から、HbA1c とは異な
り、MG 修飾 Prx6 値は一時的な血糖値の変動



では変化しないことが判明した。従って、合
併症の発症前段階および進行に MG によるタ
ンパク質修飾が重要な役割を果たし、有望な
指標となり得ると示唆された。 
さらに、これら臨床検体において、Prx6 酵素
活性と酸化ストレスとの関連も認められた。
具体的な実験方法として、赤血球中の Prx6
のペルオキシダーゼ活性と、MG 修飾タンパク
質、酸化ストレスマーカーであるアクロレイ
ン修飾タンパク質、酸化修飾 Prx6 の各測定
を行った。その結果、Prx6 のペルオキシダー
ゼ活性の低下は各種修飾率の増加に対して
正の相関が認められた。これらのことより、
MG の生成或いは蓄積、およびタンパク質の各
種翻訳後修飾が Prx6 を含む抗酸化酵素の失
活を介して、種々のストレスを増強している
と考えられた。また、今回得られた研究成果
とこれまでに蓄積した結果を合わせ、実検体
である糖尿病患者の血液において MG 修飾
Prx6 の合併症発症に対する感度、特異性など
の有意性が認められ、MG修飾 Prx6 が糖尿病
合併症の早期診断に役立つ最善のマーカー
であると考えられた。 
患者由来の血液を利用した再現性試験を終
了した。半定量的な ELISA 系の確立に至り、
小規模な評価には対応出来得る段階となっ
た。 
（４）食品機能性因子の生体レベルにおける
評価 
西洋型食 8週間摂取により作製した NAFLD モ
デルマウスにケルセチンを西洋型食と同時
投与した。投与群においては非投与群と比し
て肝臓における脂質蓄積減少、総コレステロ
ール値減少、線維化抑制、並びに、アラニン
トランスアミナーゼ(ALT)、Monocyte 
Chemotactic Protein-1（MCP-1）、Peroxisome 
proliferator-activated receptor γ（PPAR
γ）と脂肪酸やトリグリセリド合成を制御す
る転写因子 Sterol regulatory 
element-binding protein-1c（SREBP-1c）の
各遺伝子発現レベル減少、とともに血中の MG
修飾付加体量減少が認められた。また、ケル
セチン同時投与によって、酸化ストレスの指
標となり得る 4-ヒドロキシ-2-ノネナール
（HNE）修飾付加体量の血中における減少が
認められた。ALT は肝障害の、MCP-1 は炎症
の指標としてそれぞれ一般的に用いられる。
PPARγは脂肪肝でその発現量増加及び活性
化が認められる。SREBP-1c は肝臓における主
要なインスリンシグナルメディエーターで
あるインスリン受容体基質（IRS-2）発現を
抑制することで肝臓のインスリン抵抗性亢
進にも関与する。ケルセチンは西洋型食摂取
に由来する SREBP-1c 遺伝子発現増加を改善
させることにより脂質代謝と糖代謝の両方
を調整していると考えられた。本研究で得ら
れた血中の酸化ストレス（HNE）と糖化スト
レス（MG）の両結果とも矛盾しない。さらに、
血中の MG 修飾 Prx6 および Prx6 酸化修飾体
の値は上記モデル系においてケルセチン投

与群で非投与群と比べてその減少が認めら
れた。以上のことから、メタボリックシンド
ロームにおいては脂質代謝と糖代謝の両方
が複雑かつ相互に関連することが示唆され
た。また、糖尿病において Prx6 の MG修飾が、
抗酸化に重要な酵素失活に起因する酸化ス
トレスを介し、創傷治癒遅延や血管合併症進
行に深く関与すると考えられ、MG 修飾 Prx6
が糖化ストレスを評価する有望な指標とな
り得ることが示唆された。ただし、食品因子
による糖尿病合併症発症予防作用機序を明
らかとするためには、MG修飾 Prx6 のみでは
判断できず、その他の指標と組み合わせて更
なる詳細な検討が必要である。 
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