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研究成果の概要（和文）：我々は、アルツハイマー病患者の脳でタンパク質中のアルギニンがシトルリンに変換した異
常なタンパク質（シトルリン化タンパク質と総称）が早期に出現し、病状の進行程度に応じてその量が増加することを
明らかにした。アルギニンをシトルリンに変換する酵素は、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。本研究では、シトルリン化タンパク質を指標とした認知症の早期臨床診断薬の開発を目的とし
、シトルリン化タンパク質を特異的に認識するモノクローナル抗体を得ることに成功した。これらの抗体を組み合わせ
て、シトルリン化タンパク質を高感度に検出するELISAシステムを構築する。

研究成果の概要（英文）：Peptidylarginine deiminases (PADs) are post-translational modification enzymes 
that citrullinate protein arginine residues. Abnormal protein citrullination by PAD2 has been closely 
associated with the pathogenesis of neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease (AD). In 
this study, we tried to develop a novel method for sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for 
the determination of citrullinated proteins which may become a useful marker of human neurodegenerative 
diseases.

研究分野： 神経変性疾患
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１．研究開始当初の背景 
認知症は脳の病的障害により発症し、アル

ツハイマー型、脳血管性、前頭側頭型、レビ
ー小体型などに分類される。老化による「も
の忘れ」は体験の一部分を忘れるが、「認知
症」では体験の全体を忘れる。日本での認知
症患者数は既に200万人を超えているにも拘
わらず、その臨床診断薬はまだない。我々は、
以前にアルツハイマー型認知症患者の脳で
タンパク質中の塩基性アミノ酸であるアル
ギニンが中性アミノ酸であるシトルリンに
変換された異常タンパク質（シトルリン化タ
ンパク質と総称）が早期に出現することを報
告した。また、病状の進行程度（Braak Stage
により評価）に応じてシトルリン化タンパク
質の量が増加することも明らかにした。アル
ギニンをシトルリンに変換する酵素は、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、正
常脳にシトルリン化タンパク質は存在しな
い。このように、シトルリン化タンパク質は
認知症の発症やその進行に深く関与してい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シトルリン化タンパク質を指

標とした認知症の早期臨床診断薬を開発す
る。即ち、シトルリン化タンパク質を高感度
に検出するELISAシステム（酵素免疫測定法）
を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) 認知症患者脳におけるシトルリン化タ
ンパク質の病理学的解析 
アルツハイマー型認知症患者の脳（特に海

馬とその周辺）では、病状の進行程度に応じ
シトルリン化タンパク質の異常な蓄積が観
察された。また、アミロイドベータタンパク
質（Aβ）陽性の老人斑やリン酸化タウタン
パク質陽性の神経原線維変化とシトルリン
化タンパク質陽性の染色部位がよく一致し
た。さらに症例数を増やすため、アルツハイ
マー型認知症患者の脳、正常脳について、同
様の免疫組織学的検討を行う。シトルリン化
タンパク質の検出は、我々が独自に開発した
抗シトルリン抗体、化学的検出方法を用いる
ことにより高感度に検出する。 
 
(2) シトルリン化タンパク質のプロテオー
ム解析 
認知症患者脳に存在するシトルリン化タ

ンパク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
により全て同定する。今までにシトルリン化
タンパク質としてミエリン塩基性タンパク
質（MBP）、グリア線維性酸性タンパク質
（GFAP）、ビメンチンを同定している。また、
今までに同定したシトルリン化 GFAP のどの
アルギニン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) 認知症の臨床検査診断薬の開発 
認知症の早期診断を行う臨床検査診断薬

を完成させるため、シトルリン化タンパク質
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、認知症の早期診断を行
う臨床検査診断薬を確立する。即ち、シトル
リン化タンパク質特異的モノクローナル抗
体を組み合わせ、認知症患者脳に存在するシ
トルリン化タンパク質に対して最も高感度
な ELISA システムを構築する。 
 

４．研究成果 
(1) シトルリン化タンパク質に特異的なモ
ノクローナル抗体を作製した。即ち、シトル
リン化タンパク質を包括的に捉える特異的
なモノクローナル抗体を作製するため、牛の
胸腺由来ヒストンから H1 ヒストンのみを除
き、ヒト PAD2 組換えタンパク質を用いて、
ヒストンをシトルリン化した。ヒストンのシ
トルリン化を確認後、ジアセチルモノオキシ
ムやアンチピリンなどの試薬を用いて、シト
ルリン化部位を化学修飾した。化学修飾シト
ルリン化ヒストンができたのを確認後、透析
して免疫抗原とした。次に、化学修飾シトル
リン化ヒストン抗原をマウスに免役して抗
体ができたのを確認した。常法に従い、化学
修飾シトルリン化タンパク質に特異的クロ
ーンをスクリーニングした。その結果、化学
修飾シトルリン化タンパク質を特異的に認
識するモノクローナル抗体を9クローン得る
ことに成功した。また、個々のモノクローナ
ル抗体について、反応性や特異性をELISA法、
ウエスタン法、免疫染色法により確認した。
これらの抗体を組み合わせて、化学修飾シト
ルリン化タンパク質を高感度に検出する
ELISA システムを構築している。 
 
(2) ヒトグリア線維性酸性タンパク質組換
えタンパク質（rhGFAP）とヒト2型PAD（hPAD2）
組換えタンパク質を用いて、シトルリン化ヒ
ト GFAP（Cit-hGFAP）を作製した。また、プ
ロテオーム解析により、シトルリン化部位を
同定した。さらに、抗原として Cit-GFAP を
マウスに免疫し、Cit-hGFAP に反応するモノ
クローナル抗体を得ることができた。免疫組
織染色により、作製したモノクローナル抗体
は AD 脳の反応性アストロサイトを染色する
ことがわかった。また、Cit-hGFAP を定量す
るサンドイッチ ELISA も開発した。 
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