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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病は進行性の神経変性疾患であり、超高齢社会の我が国では患者数のさらなる
増加が予想されている。パーキンソン病の原因のひとつとして酸化ストレスが関与している事から、本研究ではパーキ
ンソン病患者血漿中の酸化損傷タンパク質の変動を解析した。その結果、補体成分C9やビタミンD結合タンパク質など
がパーキンソン病患者において増加しており、これらの酸化損傷タンパク質は疾患バイオマーカーとなる可能性がある
。

研究成果の概要（英文）：Oxidative stresses cause cell death of dopaminergic neurons of the substantia nigr
a (SN) in the brain of Parkinson's disease (PD).  Therefore, we performed the identification and character
ization of carbonylated protein, a protein oxidation product, in plasma of PD patients by using two-dimens
ional gel electrophoresis with immunochemical detection of protein carbonyls (2D Oxyblot).  The specific o
xidation level of complement component C9, vitamin D-binding protein, serum amyloid P-component, alpha-1-a
ntichymotrypsin and fibrinogen beta chain were increased in plasma of PD patients, compared to the control
.  Therefore, some of these carbonylated proteins may serve as potential biomarkers helpful in the diagnos
is of PD.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病はアルツハイマー病に次
いで多い進行性の神経変性疾患であり、日本
での有病率は人口 10万当たり 100〜150 名で
ある。超高齢社会の到来に伴い今後も患者数
の増加が危惧されている。本疾患の原因は、
中脳黒質の緻密部においてドーパミン作動
性神経細胞が減少することである。本疾患は
振戦や筋固縮、動作緩慢など運動機能障害を
主症状とするが、最近では認知機能障害など
の非運動症状の合併も報告されている。これ
ら運動機能や知的機能の障害は患者のQOLを
著しく低下させるため、パーキンソン病の発
症リスク評価法や予防法の確立は緊急の課
題である。 
 パーキンソン病の発症機構に関しては未
だ不明な点が多いが、酸化ストレスによるタ
ンパク質の酸化やリン酸化などの損傷・修飾
が重要な役割を果たしている（Bennett EJ. 
et al., Nature. 448, 704-709, 2007）。現
在までに、発症機構の解明や疾患バイオマー
カーの探索を目的に罹病患者の脳脊髄液を
用いたプロテオミクス解析が行われている
が(van Dijk KD. et al., Neurobiol. Dis. 39, 
229-241, 2010)、酸化損傷タンパク質に注目
したプロテオミクス解析は未だなされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 パーキンソン病の根治的治療法は現在もま
だ確立されてはおらず、症状を軽減し QOL を
保つためには早期発見による治療が非常に重
要な意味を持つ。また、パーキンソン病の診
断のためには、問診や神経学的所見、CT や
MRI 検査などを行うが、パーキンソン病と確
定できる特異的な診断法はまだ無い。特に早
期の段階ではパーキンソン症候群など紛ら
わしい疾患との鑑別が必要である。最近、
PET(陽電子放射断層撮影法)やドーパミント
ランスポーターを可視化する DAT Scan など
の検査法が開発されてきているが、スクリー
ニング的手法としては課題が多い。従って、
パーキンソン病の早期発見のためには、集団
検診にも利用可能な血液や尿中のバイオマ
ーカー探索が、非常に重要で早急に成し遂げ
なければならない研究課題である。従って本
研究では、パーキンソン病患者の血漿中のタ
ンパク質の変動解析を行う。さらに酸化損傷
タンパク質についても同様に解析を行う。 
 パーキンソン病の発症には黒質のドーパ
ミン産生神経の細胞死が深く関与している
ことが知られている。この神経細胞は鉄イオ
ンの含有量が多く活性酸素が発生し易いた
め、その病態に酸化ストレスが密接に関与し
ていると考えられる。しかし、黒質の神経細
胞死に関しては不明な点が多く、本疾患の発
症機構の詳細は未だ明らかではない。本研究
では、高度に酸化ストレスを暴露したサルの
黒質を用いて、神経細胞の変性と壊死におけ
る酸化ストレスの役割を解明し、本疾患の発

症メカニズムを分子レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）パーキンソン病患者と健常者からの血
液の採取と血漿の分離 
 三重大学附属病院の神経内科を受診した
パーキンソン病患者と JA 三重厚生連いなべ
総合病院健診センターを受診した健常者か
ら血液を採取し、血漿成分を遠心分離した。
問診票により性や年齢、喫煙状態などをマッ
チさせ表１に示した検体を解析に用いた。 

 
（２）サル全脳虚血再灌流モデルの作成と組
織の摘出 
 サルの一過性全脳虚血は分担研究者が開
発した手法 (Yamashima T. et al., Eur J 
Neurosci 8, 1932-1944, 1996) により行っ
た。すなわち、体重 5-10kg のサルを用い、
全身麻酔下で無名動脈と左鎖骨下動脈とを
確保する。両血管をブルドッグクランプにて
20 分間血流遮断した後、血流を再開する。レ
ーザードップラー脳血流計を用いて、クラン
プ中の脳血流が 0.5ml/100g brain/min 以下
であることを確認する。正常サルと虚血再灌
流サルから経時的（３日目、７日目、15日目）
に黒質などの組織を摘出し、直ちに液体窒素
で凍結後、-80℃にて保存した。各群４個体
で実験を行った。正常サル（コントロール）
は開胸のみで虚血は行わない。 
（３）プロテオミクスによるタンパク質の発
現量変化の解析 
 血漿中のタンパク質を濃縮精製キットを
用いて濃縮し、蛍光色素（Cy dye）でラベル
後、蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気
泳動解析システム（2D-DIGE）により、網羅
的にタンパク質発現量の統計解析を行った。
増減が認められたタンパク質については、
CBB 染色液にて染色後、スポットを切り出し、
トリプシンなどでペプチドまで消化し、飛行
時間型質量分析装置(TOF/TOF-MS)とデータ
ベースを用いて個々のタンパク質を同定し
た。 
（４）酸化損傷タンパク質の解析 
 酸化損傷タンパク質（カルボニル化タンパ
ク質）を解析するため、血漿から濃縮したタ
ンパク質を二次元電気泳動後 PVDF 膜に転写
し、カルボニル基に結合した 2,4-ジニトロフ
ェニルヒドラゾン(DNP)に特異的な抗体を用
いて、ウエスタンブロットにて検出した。各



タンパク質について発現量で補正した後、カ
ルボニル化量の増減が認められたタンパク
質については、ペプチドマスフィンガープリ
ンティング法にて解析、同定した。 
 
４．研究成果 
（１）パーキンソン病患者血漿中のタンパク
質発現量の変化 
 パーキンソン病患者と健常者の血漿中の
タンパク質の変動を2D-DIGE法にて解析した
結果を図１に示した（赤：パーキンソン病患
者、緑：健常者）。血漿中のタンパク質スポ
ットとして 1879 個検出されたが、DeCyder を
用いた発現量の統計解析では、2倍以上有意
(p<0.05)に増加または減少したスポットは
認められなかった。 
 

 
（２）パーキンソン病患者血漿中の酸化損傷
タンパク質の変化 
 パーキンソン病患者と健常者の血漿中の
カルボニル化タンパク質（酸化損傷タンパク
質）の変動を二次元電気泳動及びウエスタン
ブロットの併用（2D-Oxyblot）法にて解析し
た結果を図２に示した。 
 

 パーキンソン病患者においてカルボニル
化タンパク質のスポットが111個検出された。
それらのスポットを PDQuest version 8.0 

(Bio-Rad Laboratories Ltd.)を用いて健常
者と比較し、有意(p<0.05)に上昇しているス
ポットに注目した。さらに、これらのスポッ
トについて（１）で行ったタンパク質発現量
で補正し酸化損傷度を算出した（酸化損傷度
=カルボニル化タンパク質相対量/タンパク
質発現相対量）。次いで、MALDI-TOF/TOF-MS
でタンパク質の同定を行ったところ6個のス
ポットにおいて同定が成功した（図２、赤丸）。
同定が成功したスポットは、スポット番号
740 がフィブリノーゲンβ鎖 (fibrinogen 
beta chain)、スポット番号 763 と 773 がα1
ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン 
(alpha-1-antichymotrypsin)、スポット番号
877 がビタミン D 結合タンパク質 (vitamin 
D-binding protein)、スポット番号 1465 が
血清アミロイド P 構成成分(serum amyroid 
P-component)、スポット番号 1706 が補体成
分 C9 (complement component C9)であり、表
２にそれらの特徴を示した。 
 

 
 
①補体成分 C9  
 補体成分 C9（スポット番号 1706）の酸化
損傷度は、パーキンソン病患者血漿中のにお
いて健常者に比べ 4.09 倍増加していた（図
３）。従って、酸化損傷された補体成分 C9 は
パーキンソン病の有用なバイオマーカーに
なる可能性がある。 
 補体は、外部から侵入した細菌などの微生
物に反応し、生体を防御する事が知られてい
る。成分 C9 は他の補体成分と結合し、膜侵
襲複合体を形成する。補体成分 C9 の異常な
活性がパーキンソン病患者の黒質において
認められている事から(Loeffler DA. et al., 
J Neuroinflammation 3: 29, 2006)、補体成
分 C9 の酸化損傷も黒質の神経細胞死を誘導
する可能性が示唆される。 
②ビタミン D結合タンパク質 
 ビタミン D結合タンパク質（スポット番号
877）の酸化損傷度は、パーキンソン病患者
血漿中のにおいて 3.84 倍増加していた（図
３）。従って、酸化損傷されたビタミン D 結
合タンパク質もまたパーキンソン病の有用
なバイオマーカーになる可能性がある。 
 ビタミン D結合タンパク質は、脂溶性であ
るビタミン Dの輸送タンパク質であり、パー
キンソン病ではビタミンDの血中濃度の低下
が認められている事から(Sato Y. et al., 
Neurology 49, 1273-1278, 1997)、ビタミン
D 結合タンパク質の酸化損傷もパーキンソン
病の発症に関与している可能性がある。 



③その他のタンパク質 
 通常の血漿タンパク質である血清アミロ
イド P構成成分（スポット番号 1465）の酸化
損傷度は、パーキンソン病患者血漿中のにお
いて 2.65 倍増加していた（図３）。このタン
パク質は、アミロイド形成に関与する事が報
告されている。 
 α1 アンチキモトリプシンの酸化損傷度は、
パーキンソン病患者血漿中のにおいてスポ
ット番号 763 が 2.49 倍、スポット番号 773
が 2.14 倍であった（図３）。α1 アンチキモ
トリプシンは、セリンプロテアーゼインヒビ
ターの１つであり、神経保護作用を持つこと
から、α1 アンチキモトリプシンの酸化損傷
は神経細胞死を誘導する可能性が示唆され
る。 
 フィブリノーゲンβ鎖（スポット番号 740）
の酸化損傷度は、パーキンソン病患者血漿中
において 2.77 倍増加していた（図３）。この
タンパク質は、血液凝固において中心的な役
割を担っており、血液に存在するタンパク質
の中で酸化損傷を受けやすい事が知られて
いる。 
 これらのタンパク質も酸化損傷度が2倍以
上増加しているため、パーキンソン病のバイ
オマーカーとなる可能性が示唆された。 
 

 
（３）酸化ストレス暴露サル黒質の神経細胞
死と酸化損傷タンパク質の局在 
 虚血再灌流により酸化ストレスを暴露し
たサル黒質において、ドーパミン作動性神経
細胞のマーカであるチロシン水酸化酵素 
(tyrosine hydroxylase) の抗体を用いて組
織染色を行ったところ、虚血再灌流後 15 日

間でドーパミン作動性神経細胞の有意な減
少を認めた（図４ (A)）。さらに、TUNEL 法
を用いてアポトーシスの検出を行ったとこ
ろ、同様に 15 日間で TUNEL 陽性細胞が顕著
に増加していた（図４ (B)）。 
 虚血再灌流後 15 日目の黒質中において、
カルボニル化タンパク質の検出を行った結
果、神経細胞の細胞質中で酸化損傷タンパク
質の増加が認められた（図５、矢印）。 

 
（４）酸化ストレス暴露サル黒質中のタンパ
ク質発現量の変化 
 酸化ストレスによる神経細胞死が認めら
れた虚血再灌流後 15 日目の黒質タンパク質
の発現変動を2D-DIGE法にて解析した結果を
図６に示した（赤：コントロール、緑：虚血
再灌流後 15 日目）。虚血再灌流後 15 日目で
有意 (p<0.05) に変動を示したタンパク質
スポットは 68 個認められ、同定が成功した
スポットは 27 個であった（図６、白丸）。そ
の中で 19 個のスポットがコントロールの比
べタンパク質発現量が増加し、8 個のスポッ
トは減少していた（表３）。 
 

 
 これらのタンパク質のうち、エネルギー代
謝に関与するタンパク質 (NADH-ubiquinone 
oxidoreductase 75 kDa subunit, 



gamma-enolase, cytochrome b-c1 complex 
subunit 1, FBP aldolase C, isocitrate 
dehydrogenase [NAD] subunit alpha and 
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 
isozyme L1)が比較的多く認められた。その
他、シナプス機能に関連するタンパク質 
(disks large homolog 4, synapsin-2 and 
synaptosomal-associated protein 25) や細
胞骨格 (glial fibrillary acidic protein 
and tubulin alpha-1) なども変動が認めら
れ た 。 ま た 脂 質 代 謝  (PI-PLC X 
domain-containing protein 3)、や含硫アミ
ノ酸代謝 (cystathionine beta-synthase)、
タンパク質糖鎖付加  (phosphomannomutase 
2) などエネルギーに関連したタンパク質も
変動していた。分子シャペロン (heat shock 
cognate 71 kDa protein)、細胞内チオール
プロテアーゼ・インヒビター (cystatin-B)、
GTP アーゼ (septin-8)、アストロサイトリン
タンパク質 (astrocytic phosphoprotein 
PEA-15) なども変動していた。これらのタン
パク質の変動は黒質神経細胞の変性に関与
している可能性が示された。 
 

 
（５）酸化ストレス暴露サル黒質中の酸化損
傷タンパク質の同定 
 神経細胞死が認められた虚血再灌流後 15
日目でカルボニル化が1.5倍以上増加したス
ポットを 96 個認めた。その中から 15 日目で
酸化損傷度が２倍以上増加し、かつ経時的な
変 化 が認め ら れたス ポ ットに つ い て
MALDI-TOF/TOF-MS を用いてタンパク質の同
定を行った結果、ヒートショックプロテイン 
70-1 (heat shock protein (Hsp) 70-1)、ジ
ヒドロピリミジナーゼ関連タンパク質２ 
(dihydropyrimidinase-related protein 2 
(DRP2)) 、 ア コ ニ タ ー ゼ  (aconitate 
hydratase)、アスパラギン酸アミノ基転移酵
素 (aspartate aminotransferase)、グルタ

ミ ン 酸 脱 水 素 酵 素 1 (glutamate 
dehydrogenase 1)、アクチン (actin)である
ことが明らかになった。表４にそれらのタン
パク質の特徴と酸化損傷度をまとめた（スポ
ット番号は図６中に示す）。Hsp70-1 は、酸化
ストレスに対する防御機能を持つことが報
告されている。また、アコニターゼは、パー
キンソン病をはじめ様々な神経変性疾患モ
デルにおいてその不活性化が認められてい
る。従って、これら酸化損傷の増加を示した
タンパク質がカルボニル化により機能や安
定性に変化をきたし、酸化ストレスによる黒
質の神経細胞死に関与する可能性が考えら
れる。 
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