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17）高感度ＥＳＩ－ＭＳを用いた疾病マーカーとしての金

属一ペプチド錯体の検出

研究代表者津村直美

[背景と目的］

遷移金属は酵素やキャリアータンパク質の活性中心

として必須であるが、その価数と量、すなわち体内を

循環する際の化学種によってredoxactiveとなり酸化

ストレスの原因となる可能’性がある。アルツハイマ

ー病（AD）などの神経変性疾患やウィルソン病では、

遷移金属の高い濃度の蓄積と神経原線維変化、酸化ス

トレス発生の痕跡が強く認められる。申請者らは遷移

金属の触媒する脂質過酸化反応と活′性酸素種（ROS）

生成反応をモデルとし、ＡＤで高濃度に蓄積するアミ

ロイドベータペプチド（Ａβ）が銅と相互作用し、Ａβ

が銅の毒性を軽減する可能性を示した（2007年)。し

かし生体試料から銅の結合したＡβを検出したデータ

は得ていない。本研究では、エレクトロスプレーイオ

ン化による質量分析（ES1-MS）法を用いて、旧来の

質量分析装置では困難であった銅一ペプチド錯体の検

出を試みた。生体試料からの釧一ペプチド鉛体の検出

と定辻まで可能となれば、遷移金屈動態が病態と関連

するであろうＡＤやウィルソン病といった疾‘世のスク

リーニング法開発につながる可能性がある。

[方法］

ＥＳＩ－ＭＳによって、標準アミノ酸やＧＳＨなどのオリ

ゴペプチドを含む各種銅錯体の価数ならびに配位数を

決定した。並行して生体試料（健常ヒト唾液）中の銅

錯体の分析を試みた。

①安定な既知キレート試薬：Ｃｕ（１）キレートである

バソクプロインスルホン酸（BCS)、Ｃｕ（Ⅱ）をは

じめとする多価陽イオンのキレート試薬であるエ

チレンジアミン四酢酸（EDTA)、Ｃｕ（I/II）キレー

トであるオルトフェナンスロリン（OPT）につき、

ＥＳＩ－ＭＳ測定を妨害しない酢酸アンモニウム溶液

（ｐＨ７）で１，Ｍとし、0.5-1当量の銅（Cu2+）添加

前後のＥＳＩ－ＭＳスペクトルを測定した。

②アミノ酸・オリゴペプチド等：既知キレート同様に

酢酸アンモニウム溶液（ｐＨ7）でｌｍＭとし、0.5-1

当量の銅（Cu2+）添加前後のＥＳＩ－ＭＳスペクトルを

測定した。

③生体試料：ヒト唾液は塩濃度等が尿よりも血奨に近

く、タンパク髄濃度がLowly法で１－２ｍｇ/mlと安定

して高価が得られる。タンパク質の多くは高分子並

のムチンと考えられるが、他にもアミラーゼ等数種

のバンドがSDS-PAGE-CBB染色で観察されると報

告されている。遊離銅イオン、セルロプラスミン活

性は検出されなかったが、既知の低分子量タンパク

質（ヒスタチン・シスタチン）に金属キレート能が

観察されると期待して、メンブレンフイルターを用

いた遠心ろ過により分子量５０００以下のペプチド画

分を調製し、LC-ESI-MSによる銅錯体の検出を試
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