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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】生体の酸化ストレスレベルを正確に測定する技術を提供する。
【解決手段】生体試料中のタンパク質の酸化されたメチオニン残基からなる酸化ストレス
マーカー。タンパク質が血清アルブミンであり、メチオニン残基が血清アルブミンの第１
１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基である、酸化ストレスマーカー。タンパク質
がイムノグロブリンであり、イムノグロブリンがイムノグロブリンＧ１、イムノグロブリ
ンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４であり、メチオニン残基が、イ
ムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチオニン残基、イムノグロブリンＧ２
の定常領域の第１３１番目のメチオニン残基、イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８
２番目のメチオニン残基、又はイムノグロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオ
ニン残基である、酸化ストレスマーカー。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料中のタンパク質の酸化されたメチオニン残基からなる酸化ストレスマーカー。
【請求項２】
　前記生体試料が、血液、尿、脳脊髄液、唾液、汗、組織、細胞培養上清又は細胞破砕物
である、請求項１に記載の酸化ストレスマーカー。
【請求項３】
　前記タンパク質が血清アルブミン又はイムノグロブリンである、請求項１又は２に記載
の酸化ストレスマーカー。
【請求項４】
　前記タンパク質が血清アルブミンであり、前記メチオニン残基が前記血清アルブミンの
第１１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基である、請求項１～３のいずれか一項に
記載の酸化ストレスマーカー。
【請求項５】
　前記タンパク質がイムノグロブリンであり、前記イムノグロブリンがイムノグロブリン
Ｇ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４であり、
前記メチオニン残基が、前記イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチオニ
ン残基、前記イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニン残基、前記イ
ムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン残基、又は前記イムノグロブ
リンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオニン残基である、請求項１～３のいずれか一
項に記載の酸化ストレスマーカー。
【請求項６】
　被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されて
いないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチオニン
残基の濃度を測定する工程を備え、
　前記量比又は前記濃度が、前記被験者の酸化ストレスレベルを示す、前記被験者の酸化
ストレスレベルの測定方法。
【請求項７】
　前記生体試料が、血液、尿、脳脊髄液、唾液、汗又は生検組織である、請求項６に記載
の測定方法。
【請求項８】
　前記対象タンパク質が血清アルブミン又はイムノグロブリンである、請求項６又は７に
記載の測定方法。
【請求項９】
　前記対象タンパク質が血清アルブミンであり、前記対象メチオニン残基が前記血清アル
ブミンの第１１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基である、請求項６～８のいずれ
か一項に記載の測定方法。
【請求項１０】
　前記対象タンパク質がイムノグロブリンであり、前記イムノグロブリンがイムノグロブ
リンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４であ
り、前記メチオニン残基が、前記イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチ
オニン残基、前記イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニン残基、前
記イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン残基、又は前記イムノグ
ロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオニン残基である、請求項６～８のいずれ
か一項に記載の測定方法。
【請求項１１】
　前記量比又は前記濃度が、質量分析、又は対象タンパク質の酸化された対象メチオニン
残基を特異的に認識する抗体により測定される、請求項６～１０のいずれか一項に記載の
測定方法。
【請求項１２】



(3) JP 2018-91649 A 2018.6.14

10

20

30

40

50

　前記濃度が質量分析により測定され、前記測定する工程において、前記生体試料に、対
象タンパク質の対象メチオニン残基を含む安定同位体標識ペプチドが添加される、請求項
６～１１のいずれか一項に記載の測定方法。
【請求項１３】
　被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されて
いないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチオニン
残基の濃度を測定するための試薬を備える、前記被験者の酸化ストレスレベルの測定用キ
ット。
【請求項１４】
　前記試薬が、対象タンパク質を質量分析するための試薬、対象タンパク質の対象メチオ
ニン残基を含む安定同位体標識ペプチド又は対象タンパク質の酸化された対象メチオニン
残基を特異的に認識する抗体である、請求項１３に記載のキット。
【請求項１５】
　被験物質の投与下及び非投与下の対象からそれぞれ採取された生体試料中の対象タンパ
ク質の対象メチオニン残基について、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチ
オニン残基との量比、又は酸化されたメチオニン残基の濃度を測定する工程と、
　前記量比又は前記濃度が、前記被験物質の投与下及び非投与下で有意に異なる場合に、
前記被験物質は生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質であると判定する工程と、
　を備える、生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、酸化ストレスマーカー及びその使用に関する。より詳細には、酸化ストレス
マーカー、酸化ストレスレベルの測定方法、酸化ストレスレベルの測定用キット及び生体
の酸化ストレスレベルに影響を与える物質のスクリーニング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　酸化ストレスは、老化現象のみならず、癌・糖尿病・心血管病・神経変性疾患等の様々
な疾患の発症・進展に関連することが明らかになりつつある。特に、罹患率が増加してい
る糖尿病等の生活習慣病においては、酸化ストレスの亢進が重要な臓器障害の進展因子と
して注目されている。
【０００３】
　このため、生体の酸化ストレスレベルを正確に評価できるバイオマーカーの開発が求め
られている。従来、生体の酸化ストレスレベルを評価する方法としては、生体試料中の活
性酸素種又は活性窒素種の定量、活性酸素種又は活性窒素種により傷害された生体分子の
定量等が試みられてきた（例えば、非特許文献１を参照。）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ho E., et al., Biological markers of oxidative stress: Applicati
ons to cardiovascular research and practice, Redox Biol., 1, 483-491, 2013.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかしながら、活性酸素種及び活性窒素種は、半減期が非常に短く高い化学反応性を有
しているため、測定が困難な場合がある。このため、生体の酸化ストレスレベルの評価は
、活性酸素種又は活性窒素種により傷害された生体分子の定量により行われる場合が多い
。しかしながら、従来のバイオマーカーでは、生体の酸化ストレスレベルを正確に捉える
ことが困難である。そこで、本発明は、生体の酸化ストレスレベルを正確に測定する技術
を提供することを目的とする。
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【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、以下の態様を含む。
［１］生体試料中のタンパク質の酸化されたメチオニン残基からなる酸化ストレスマーカ
ー。
［２］前記生体試料が、血液、尿、脳脊髄液、唾液、汗、組織、細胞培養上清又は細胞破
砕物である、［１］に記載の酸化ストレスマーカー。
［３］前記タンパク質が血清アルブミン又はイムノグロブリンである、［１］又は［２］
に記載の酸化ストレスマーカー。
［４］前記タンパク質が血清アルブミンであり、前記メチオニン残基が前記血清アルブミ
ンの第１１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基である、［１］～［３］のいずれか
に記載の酸化ストレスマーカー。
［５］前記タンパク質がイムノグロブリンであり、前記イムノグロブリンがイムノグロブ
リンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４であ
り、前記メチオニン残基が、前記イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチ
オニン残基、前記イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニン残基、前
記イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン残基、又は前記イムノグ
ロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオニン残基である、［１］～［３］のいず
れかに記載の酸化ストレスマーカー。
［６］被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化さ
れていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチオ
ニン残基の濃度を測定する工程を備え、前記量比又は前記濃度が、前記被験者の酸化スト
レスレベルを示す、前記被験者の酸化ストレスレベルの測定方法。
［７］前記生体試料が、血液、尿、脳脊髄液、唾液、汗又は生検組織である、［６］に記
載の測定方法。
［８］前記対象タンパク質が血清アルブミン又はイムノグロブリンである、［６］又は［
７］に記載の測定方法。
［９］前記対象タンパク質が血清アルブミンであり、前記対象メチオニン残基が前記血清
アルブミンの第１１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基である、［６］～［８］の
いずれかに記載の測定方法。
［１０］前記対象タンパク質がイムノグロブリンであり、前記イムノグロブリンがイムノ
グロブリンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ
４であり、前記メチオニン残基が、前記イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目
のメチオニン残基、前記イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニン残
基、前記イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン残基、又は前記イ
ムノグロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオニン残基である、［６］～［８］
のいずれかに記載の測定方法。
［１１］前記量比又は前記濃度が、質量分析、又は対象タンパク質の酸化された対象メチ
オニン残基を特異的に認識する抗体により測定される、［６］～［１０］のいずれかに記
載の測定方法。
［１２］前記濃度が質量分析により測定され、前記測定する工程において、前記生体試料
に、対象タンパク質の対象メチオニン残基を含む安定同位体標識ペプチドが添加される、
［６］～［１１］のいずれかに記載の測定方法。
［１３］被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化
されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチ
オニン残基の濃度を測定するための試薬を備える、前記被験者の酸化ストレスレベルの測
定用キット。
［１４］前記試薬が、対象タンパク質を質量分析するための試薬、対象タンパク質の対象
メチオニン残基を含む安定同位体標識ペプチド又は対象タンパク質の酸化された対象メチ
オニン残基を特異的に認識する抗体である、［１３］に記載のキット。
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［１５］被験物質の投与下及び非投与下の対象からそれぞれ採取された生体試料中の対象
タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されていないメチオニン残基と酸化され
たメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチオニン残基の濃度を測定する工程と、前
記量比又は前記濃度が、前記被験物質の投与下及び非投与下で有意に異なる場合に、前記
被験物質は生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質であると判定する工程と、を備
える、生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質のスクリーニング方法。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明により、生体の酸化ストレスレベルを正確に測定する技術を提供することができ
る。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】（ａ）～（ｃ）は、実験例１におけるメチオニン残基の酸化比の測定結果を示す
グラフである。
【図２】（ａ）は、実験例２の血糖標準偏差低値群及び血糖標準偏差高値群のＨｂＡ１ｃ
（％）の測定結果を示すグラフである。（ｂ）は、実験例２の血糖標準偏差低値群及び血
糖標準偏差高値群におけるメチオニン残基の酸化比の測定結果を示すグラフである。
【図３】（ａ）～（ｄ）は、実験例３の結果を示すＭＳクロマトグラムである。
【図４】（ａ）～（ｃ）は、実験例４におけるメチオニン残基の酸化比の測定結果を示す
グラフである。
【図５】（ａ）～（ｃ）は、実験例５におけるメチオニン残基の酸化比の測定結果を示す
グラフである。
【図６】（ａ）～（ｄ）は、実験例６における酸化されたメチオニン残基の濃度の測定結
果を示すＭＳクロマトグラムである。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
［酸化ストレスマーカー］
　１実施形態において、本発明は、生体試料中のタンパク質の酸化されたメチオニン残基
からなる酸化ストレスマーカーを提供する。
【００１０】
　タンパク質のメチオニン残基の酸化は可逆的な酸化反応であり、微弱な酸化ストレスを
鋭敏に反映し得る。しかしながら、血液等の生体試料中には膨大な種類と量のタンパク質
がダイナミックに存在している。このため、従来、生体試料中のタンパク質のメチオニン
残基の酸化レベルを定量することは、未知の多くの酵素反応等の影響により不可能である
と考えられてきた。
【００１１】
　これに対し、実施例において後述するように、発明者らは、生体試料中のタンパク質の
メチオニン残基の酸化レベルを安定的に測定することが可能であり、メチオニン残基の酸
化レベルを、生体の酸化ストレスレベルを示す指標として用いることができることを明ら
かにした。したがって、生体試料中のタンパク質の酸化されたメチオニン残基は酸化スト
レスマーカーであるということができる。
【００１２】
　生体試料としては、特に制限されず、生体由来の試料であってもよく、培養細胞由来の
試料であってもよい。より具体的には、例えば、血液、尿、脳脊髄液、唾液、汗等の体液
、生検組織等の組織、細胞培養上清、細胞破砕物等が挙げられる。また、生体試料は、タ
ンパク質抽出液、組織又は細胞の薄切切片、ろ紙等の素材に吸着させたタンパク質抽出液
又は体液等の形態であってもよい。また、メチオニン残基の酸化レベルを測定する対象の
タンパク質としては、血清アルブミン、イムノグロブリン等を好適に用いることができる
がこれらに限定されない。
【００１３】
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　対象タンパク質が血清アルブミンである場合、酸化レベルを測定する対象のメチオニン
残基は、血清アルブミンの第１１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基であってもよ
い。
【００１４】
　また、対象タンパク質がイムノグロブリンである場合、イムノグロブリンは、イムノグ
ロブリンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４
であってもよい。
【００１５】
　また、酸化レベルを測定する対象のメチオニン残基は、イムノグロブリンＧ１の定常領
域の第１３５番目のメチオニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ２の定常領域の
第１３１番目のメチオニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１
８２番目のメチオニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ４の定常領域の第１３２
番目のメチオニン残基であってもよい。
【００１６】
　血清アルブミンのアミノ酸配列を配列番号１に示す。また、イムノグロブリンＧ１の定
常領域のアミノ酸配列を配列番号２に示し、イムノグロブリンＧ２の定常領域のアミノ酸
配列を配列番号３に示し、イムノグロブリンＧ３の定常領域のアミノ酸配列を配列番号４
に示し、イムノグロブリンＧ４の定常領域のアミノ酸配列を配列番号５に示す。
【００１７】
　実施例において後述するように、発明者らは、血清アルブミンの第１１１番目及び第１
４７番目のメチオニン残基、並びにイムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメ
チオニン残基、イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニン残基、イム
ノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン残基、イムノグロブリンＧ４の
定常領域の第１３２番目のメチオニン残基の酸化レベルを、生体の酸化ストレスレベルの
マーカーとして用いることができることを明らかにした。
【００１８】
　メチオニン残基の酸化レベルは、例えば、対象タンパク質の酵素消化ペプチドを液体ク
ロマトグラフィー質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）で解析し、対象メチオニン残基を含むペプチ
ドにおいて、メチオニン残基が酸化されていないペプチドの信号強度とメチオニン残基が
酸化されているペプチドの信号強度とを比較することにより求めることができる。以下、
対象メチオニン残基が酸化されているペプチドと対象メチオニン残基が酸化されていない
ペプチドとの量比、又は酸化されていない対象メチオニン残基と酸化された対象メチオニ
ン残基との量比のことを「酸化比」という場合がある。
【００１９】
　なお、質量分析計を用いてペプチドを測定する場合、ペプチドによってイオン化効率が
違うため、正確なモル比を求めることが困難な場合がある。本明細書において、「量比」
とは、ＭＳクロマトグラムにおける信号強度の比（ピーク面積の比）を意味する。
【００２０】
　あるいは、酸化されたメチオニン残基の濃度を定量し、当該濃度を生体の酸化ストレス
レベルの指標として用いることもできる。
【００２１】
　具体的には、まず、生体試料に、内部標準として対象タンパク質の対象メチオニン残基
を含む安定同位体標識ペプチドを添加する。ここで、安定同位体標識ペプチドは、対象メ
チオニン残基が酸化されていても酸化されていなくてもよいが、対象メチオニン残基が酸
化されたペプチドの標準であることから、対象メチオニン残基が酸化されているものであ
ることが好ましい。続いて、生体試料を酵素消化し、対象タンパク質の酵素消化ペプチド
をＬＣ－ＭＳで解析する。なお、安定同位体標識ペプチドを添加するタイミングはこれに
限られず、試料調製のいずれかの段階で添加すればよい。例えば、生体試料の酵素消化後
であってもよいし、試料をＬＣ－ＭＳに供する直前であってもよい。
【００２２】
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　そして、メチオニン残基が酸化されているペプチドと内部標準の信号強度を比較するこ
とにより、メチオニン残基が酸化されているペプチドの濃度を定量することができる。
【００２３】
　上記の安定同位体標識ペプチドは、生体試料の酵素消化に用いる酵素と同じ酵素で得ら
れるペプチド断片のアミノ酸配列を有しているか、あるいは、生体試料を酵素消化する時
に、対象タンパク質と同時に酵素消化され、対象タンパク質の酵素消化ペプチドと同じア
ミノ酸配列を有するペプチド断片となるペプチドである必要がある。
【００２４】
［酸化ストレスレベルの測定方法］
　１実施形態において、本発明は、被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチ
オニン残基について、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との
量比、又は酸化されたメチオニン残基の濃度を測定する工程を備え、前記量比又は前記濃
度が、前記被験者の酸化ストレスレベルを示す、前記被験者の酸化ストレスレベルの測定
方法を提供する。
【００２５】
　本実施形態の測定方法において、生体試料としては、例えば、血液、尿、脳脊髄液、唾
液、汗、生検組織等が挙げられる。また、生体試料は、タンパク質抽出液、組織又は細胞
の薄切切片、ろ紙等の素材に吸着させたタンパク質抽出液又は体液等の形態であってもよ
い。また、対象タンパク質は、血清アルブミン又はイムノグロブリンであってもよい。対
象タンパク質が血清アルブミンである場合、対象メチオニン残基は血清アルブミンの第１
１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基であってもよい。
【００２６】
　また、前記タンパク質がイムノグロブリンである場合、イムノグロブリンは、イムノグ
ロブリンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４
であってもよい。
【００２７】
　また、対象メチオニン残基は、イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチ
オニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニ
ン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン残
基であってもよく、イムノグロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオニン残基で
あってもよい。
【００２８】
　本実施形態の測定方法において、前記量比又は前記濃度は、質量分析、又は対象タンパ
ク質の酸化された対象メチオニン残基を特異的に認識する抗体等により測定することがで
きる。質量分析は、液体クロマトグラフィー質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）で行うことが好ま
しい。
【００２９】
　より具体的には、メチオニン残基の酸化レベルは、例えば、対象タンパク質の酵素消化
ペプチドをＬＣ－ＭＳで解析し、対象メチオニン残基を含むペプチドにおいて、メチオニ
ン残基が酸化されているペプチド及びメチオニン残基が酸化されていないペプチドの信号
強度をそれぞれ比較し、上述した酸化比を算出することにより求めることができる。
【００３０】
　あるいは、被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、
酸化されたメチオニン残基の濃度を定量し、被験者の酸化ストレスレベルの指標として用
いることもできる。
【００３１】
　酸化されたメチオニン残基の濃度の定量方法は上述したものと同様である。具体的には
、まず、生体試料に、内部標準として対象タンパク質の対象メチオニン残基を含む安定同
位体標識ペプチドを添加する。続いて、生体試料を酵素消化し、対象タンパク質の酵素消
化ペプチドをＬＣ－ＭＳで解析する。なお、安定同位体標識ペプチドを添加するタイミン
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グはこれに限られず、試料調製のいずれかの段階で添加すればよい。例えば、生体試料の
酵素消化後であってもよいし、試料をＬＣ－ＭＳに供する直前であってもよい。
【００３２】
　そして、メチオニン残基が酸化されているペプチドと内部標準の信号強度を比較するこ
とにより、メチオニン残基が酸化されているペプチドの濃度を定量することができる。
【００３３】
　被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されて
いないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比又は濃度を測定する場合、対
象タンパク質に特異的な抗体を用いて、生体試料中の対象タンパク質を精製する工程を実
施してもよい。これにより、夾雑タンパク質を除去し、より信頼性の高い測定を行うこと
が可能になる。
【００３４】
　具体的には、対象タンパク質に特異的な抗体を結合したビーズを生体試料に添加し、対
象タンパク質を抗体に結合させて回収することが挙げられる。ビーズの回収は、遠心分離
、又は磁気ビーズを使用した場合にはマグネティックスタンド等を用いて行うことができ
る。この場合、対象タンパク質に特異的な抗体は、対象タンパク質の酸化された対象メチ
オニン残基を特異的に認識する抗体であってもよく、対象メチオニン残基が酸化されてい
るか否かに関わらず対象タンパク質を特異的に認識する抗体であってもよい。
【００３５】
　あるいは、対象タンパク質を特異的に認識する抗体と、対象タンパク質の酸化された対
象メチオニン残基を特異的に認識する抗体を用いて、ウエスタンブロッティング法、ドッ
トブロット法、ＥＬＩＳＡ法等を行うことにより、生体試料中の対象タンパク質の存在量
と、生体試料中の、対象メチオニン残基が酸化された対象タンパク質の存在量を定量し、
対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されていないメチオニン残基と酸化
されたメチオニン残基との量比（酸化比）を求めてもよい。
【００３６】
　あるいは、対象タンパク質の酸化された対象メチオニン残基を特異的に認識する抗体を
用いて、ウエスタンブロッティング法、ドットブロット法、ＥＬＩＳＡ法等を行うことに
より、生体試料中の対象タンパク質の酸化された対象メチオニン残基の濃度を定量し、当
該濃度を生体の酸化ストレスレベルの指標として用いてもよい。
【００３７】
［酸化ストレスレベルの測定用キット］
　１実施形態において、本発明は、被験者由来の生体試料中の対象タンパク質の対象メチ
オニン残基について、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との
量比、又は酸化されたメチオニン残基の濃度を測定するための試薬を備える、前記被験者
の酸化ストレスレベルの測定用キットを提供する。
【００３８】
　本実施形態のキットにより、生体の酸化ストレスレベルを測定することができる。本実
施形態のキットが備える試薬としては、例えば、タンパク質を質量分析するための試薬、
内部標準物質として使用する、対象タンパク質の対象メチオニン残基を含む安定同位体標
識ペプチド、対象タンパク質の酸化された対象メチオニン残基を特異的に認識する抗体、
対象メチオニン残基が酸化されているか否かに関わらず対象タンパク質を特異的に認識す
る抗体等が挙げられる。
【００３９】
　タンパク質を質量分析するための試薬としては、例えばタンパク質のシステイン残基の
還元剤、システイン残基のアルキル化剤、タンパク質をペプチドに分解する酵素等が挙げ
られる。
【００４０】
　タンパク質のシステイン残基の還元剤としては、トリス（２－カルボキシエチル）ホス
フィン塩酸塩、ジチオスレイトール、β－メルカプトエタノール等が挙げられる。また、
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システイン残基のアルキル化剤としては、ヨードアセトアミド等が挙げられる。また、タ
ンパク質をペプチドに分解する酵素としては、トリプシン、キモトリプシン、リシルエン
ドペプチダーゼ、エンドプロテアーゼＧｌｕ－Ｃ等が挙げられる。
【００４１】
　すなわち、本実施形態のキットは、システイン残基の還元剤、システイン残基のアルキ
ル化剤、及びタンパク質をペプチドに分解する酵素を備えるものであってもよい。
【００４２】
　本実施形態のキットは、対象タンパク質の対象メチオニン残基を含む安定同位体標識ペ
プチドを含んでいてもよい。安定同位体としては、例えば、２Ｈ、１３Ｃ、１５Ｎ、１８

Ｏ等が挙げられるがこれらに限定されない。安定同位体標識ペプチドは、配列番号６、７
又は８に記載のアミノ酸配列からなるペプチドであってもよい。安定同位体標識ペプチド
は、対象メチオニン残基が酸化されていても酸化されていなくてもよいが、対象メチオニ
ン残基が酸化されたペプチドの標準であることから、対象メチオニン残基が酸化されてい
るものであることが好ましい。上述したように、これらのペプチドは、生体の酸化ストレ
スレベルの測定用に好適に用いることができる。
【００４３】
　対象タンパク質の酸化された対象メチオニン残基を特異的に認識する抗体、対象メチオ
ニン残基が酸化されているか否かに関わらず対象タンパク質を特異的に認識する抗体とし
ては、血清アルブミンを特異的に認識する抗体、血清アルブミンの第１１１番目の酸化さ
れたメチオニン残基を特異的に認識する抗体、血清アルブミンの第１４７番目の酸化され
たメチオニン残基を特異的に認識する抗体、イムノグロブリンＧを特異的に認識する抗体
、イムノグロブリンＧ１を特異的に認識する抗体、イムノグロブリンＧ２を特異的に認識
する抗体、イムノグロブリンＧ３を特異的に認識する抗体、イムノグロブリンＧ４を特異
的に認識する抗体、イムノグロブリンＧ１の第１３５番目の酸化されたメチオニン残基を
特異的に認識する抗体、イムノグロブリンＧ２の第１３１番目の酸化されたメチオニン残
基を特異的に認識する抗体、イムノグロブリンＧ３の第１８２番目の酸化されたメチオニ
ン残基を特異的に認識する抗体、イムノグロブリンＧ４の第１３２番目の酸化されたメチ
オニン残基を特異的に認識する抗体、メチオニン残基が酸化されているか否かに関わらず
、配列番号６、７又は８に記載のアミノ酸配列からなるペプチドを特異的に認識する抗体
等が挙げられるがこれらに限定されない。
【００４４】
　すなわち、本実施形態のキットは、これらの抗体のうちのいずれか１つ以上を備えるも
のであってもよい。
【００４５】
［酸化ストレスレベルに影響を与える物質のスクリーニング方法］
　１実施形態において、本発明は、被験物質の投与下及び非投与下の対象からそれぞれ採
取された生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されていない
メチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチオニン残基の
濃度を測定する工程と、前記量比又は前記濃度が、前記被験物質の投与下及び非投与下で
有意に異なる場合に、前記被験物質は生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質であ
ると判定する工程と、を備える、生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質のスクリ
ーニング方法を提供する。
【００４６】
　生体の酸化ストレスレベルに影響を与える物質としては、生体の酸化ストレスレベルを
低下させる物質、生体の酸化ストレスレベルを上昇させる物質等が挙げられる。
【００４７】
　本実施形態のスクリーニング方法において、対象タンパク質の対象メチオニン残基につ
いて、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化
されたメチオニン残基の濃度を低下させる被験物質は、生体の酸化ストレスレベルを低下
させる物質であるということができる。
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【００４８】
　また、対象タンパク質の対象メチオニン残基について、酸化されていないメチオニン残
基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化されたメチオニン残基の濃度を上昇さ
せる被験物質は、生体の酸化ストレスレベルを上昇させる物質であるということができる
。
【００４９】
　例えば、投与することにより生体の酸化ストレスレベルを低下させる物質は、老化現象
、癌・糖尿病・心血管病・神経変性疾患等の様々な疾患の発症・進展を抑制又は改善する
医薬として用いることができる。
【００５０】
　また、投与することにより生体の酸化ストレスレベルを上昇させる物質は、上述した各
種疾患を憎悪させる物質であると考えられる。このため、例えば、このような物質を含む
飲食物の摂取を控えるべきである等の判断の指標とすることができる。
【００５１】
　本実施形態のスクリーニング方法は、インビトロで細胞レベルで行ってもよいし、ヒト
又は非ヒト動物に被験物質を投与して生体レベルで行ってもよい。
【００５２】
　本実施形態のスクリーニング方法において、生体試料としては、生検組織を含む各種組
織、臓器、細胞培養上清、細胞破砕物、血液、尿、脳脊髄液、唾液、汗等が挙げられるが
これらに限定されない。また、生体試料は、タンパク質抽出液、組織又は細胞の薄切切片
、ろ紙等の素材に吸着させたタンパク質抽出液又は体液等の形態であってもよい。
【００５３】
　また、対象タンパク質及び対象メチオニン残基としては上述したものと同様のものを用
いることができる。すなわち、対象タンパク質は、血清アルブミン又はイムノグロブリン
であってもよい。また、対象タンパク質が血清アルブミンである場合、対象メチオニン残
基は血清アルブミンの第１１１番目又は第１４７番目のメチオニン残基であってもよい。
【００５４】
　また、前記タンパク質がイムノグロブリンである場合、イムノグロブリンは、イムノグ
ロブリンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イムノグロブリンＧ３又はイムノグロブリンＧ４
であってもよい。また、対象メチオニン残基は、イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１
３５番目のメチオニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１
番目のメチオニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目
のメチオニン残基であってもよく、イムノグロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメ
チオニン残基であってもよい。
【００５５】
　本実施形態のスクリーニング方法において、対象タンパク質の対象メチオニン残基につ
いて、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比、又は酸化
されたメチオニン残基の濃度を測定する工程は、上述したものと同様の方法により実施す
ることができ、例えば、質量分析、対象タンパク質の酸化された対象メチオニン残基を特
異的に認識する抗体等により測定することができる。質量分析は、液体クロマトグラフィ
ー質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）で行うことが好ましい。
【実施例】
【００５６】
　次に実験例を示して本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は以下の実験例に限定さ
れるものではない。
【００５７】
［実験例１］
（生体試料中の対象タンパク質の対象メチオニン残基の酸化レベルの検討）
　健常非喫煙者（Ｃ）１８名と２型糖尿病患者（ＤＭ）２３名、腎不全合併２型糖尿病患
者（ＲＦ）１２名、健常喫煙者（Ｓ）９名の血清を対象に、血清アルブミンの第１１１番
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目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅ
ｔ－１４７）、イムノグロブリンＧの定常領域の後述するメチオニン残基における、酸化
されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比（Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅ
ｔ（％）、以下「酸化比」という。）をＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【００５８】
　なお、イムノグロブリンＧには、イムノグロブリンＧ１、イムノグロブリンＧ２、イム
ノグロブリンＧ３及びイムノグロブリンＧ４の４種類のアイソフォームが存在する。本実
験例では、イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１３
５）、イムノグロブリンＧ２の定常領域の第１３１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１３１）
、イムノグロブリンＧ３の定常領域の第１８２番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１８２）、及
びイムノグロブリンＧ４の定常領域の第１３２番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１３２）を対
象メチオニン残基とした。これらのイムノグロブリンのメチオニン残基は、後述する酵素
消化後に、同一のアミノ酸配列を有するペプチド上に存在することになるため、混合物と
して測定した。
【００５９】
　表１に、被験者の医学的特徴を示す。実験は、北里大学医学部の倫理委員会に承認を得
（Ｂ１５－１８１）、全ての被験者から書面で同意を得たうえで行った。
【００６０】
【表１】

【００６１】
（血清試料の採取）
　まず、各被験者から血液試料を採取した。血液は肘正中静脈から採取し、凝血促進剤を
含む容器に入れて室温で凝固させた後、２，０００×ｇで１５分間、室温で遠心した。続
いて、血清を回収し、使用するまで－３０℃で保存した。
【００６２】
（血清試料の還元アルキル化）
　続いて、凍結保存していた血清を融解し、融解した血清２μＬに、２００ｍＭ重炭酸ト
リエチルアンモニウム／１２ｍＭデオキシコール酸ナトリウム／１２ｍＭラウリル硫酸ナ
トリウムを２０μＬ添加し、更に２００ｍＭトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン
塩酸塩／１２０ｍＭ重炭酸トリエチルアンモニウムを２μＬ添加し、５０℃で３０分間イ
ンキュベートした。この結果、還元剤であるトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン
塩酸塩により、血清試料中のタンパク質のチオール基が還元された。
【００６３】
　続いて、３７５ｍＭヨードアセトアミドを２μＬ添加し、得られた混合液を暗所で３０
分間インキュベートした。この結果、アルキル化剤であるヨードアセトアミドにより、血
清試料中のタンパク質のチオール基がアルキル化された。
【００６４】
（血清試料のトリプシン消化）
　続いて、１００ｎｇ／μＬのリシルエンドペプチダーゼを２μＬ及び１００ｎｇ／μＬ
のトリプシンを２μＬ添加し、３７℃で２４時間インキュベートした。この結果、血清試
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料中のタンパク質がペプチドに分解された。続いて、アセトニトリル５０μＬと５％トリ
フルオロ酢酸５０μＬを添加し、１９，０００×ｇで１５分間遠心し、上清をＬＣ－ＭＳ
解析に供した。
【００６５】
（酸化比の解析）
　Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％）（酸化比）を測定するためには、まず、トリプシン消化し
た血清試料を、ＨＰＬＣ装置（型式「Ｎａｎｏｓｐａｃｅ　ＳＩ－２　ＨＰＬＣ　ｓｙｓ
ｔｅｍ」、資生堂）に取り付けた内径２．０ｍｍ×５０ｍｍのカラム（型式「ＣＡＰＣＥ
ＬＬ　ＰＡＣＫ　ＭＧＩＩＩ－Ｈ　Ｓ３」、資生堂）に注入した。カラム温度は４５℃に
維持した。
【００６６】
　移動相Ａとして０．０５％ギ酸を使用し、移動相Ｂとして０．０５％ギ酸／９０％アセ
トニトリルを使用した。移動相の流速を２００μＬ／分とし、移動相のグラジエントを次
のようにプログラムした。０％Ｂ（０～３分）、０～５５．５％Ｂ（３～４０分）、５５
．５～８０％Ｂ（４０～４０．１分）、８０％Ｂ（４０．１～４５分）。
【００６７】
　続いて、ペプチドを、ＨＰＬＣからイオントラップ・フーリエ変換ハイブリッド質量分
析装置（型式「ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ」、サーモフィッシャ
ーサイエンティフィック社）に導入し、ｍ／ｚ　４００における質量分解能３０，０００
でフルスキャンＭＳスペクトル（ｍ／ｚ　３００～２，０００）を取得し、目的のペプチ
ドのメチオニン残基のＭｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％）（酸化比）を解析した。
【００６８】
　血清アルブミンの第１１１番目のメチオニンの酸化比は、配列番号３に記載のアミノ酸
配列からなるペプチドの酸化型及び非酸化型の量比に基づいて算出した。また、血清アル
ブミンの第１４７番目のメチオニンの酸化比は、配列番号４に記載のアミノ酸配列からな
るペプチドの酸化型及び非酸化型の量比に基づいて算出した。また、イムノグロブリンＧ
１の定常領域の第１３５番目のメチオニンの酸化比は、配列番号５に記載のアミノ酸配列
からなるペプチドの酸化型及び非酸化型の量比に基づいて算出した。
【００６９】
　図１（ａ）は、各被験者の血清アルブミンの第１１１番目のメチオニンにおける酸化比
の解析結果を示すグラフである。また、図１（ｂ）は、各被験者の血清アルブミンの第１
４７番目のメチオニンにおける酸化比の解析結果を示すグラフである。また、図１（ｃ）
は、各被験者のイムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチオニンにおける酸
化比の解析結果を示すグラフである。
【００７０】
　図１中、「Ｃ」は健常非喫煙者の結果であることを表し、「ＤＭ」は２型糖尿病患者の
結果であることを表し、「ＲＦ」は腎不全合併２型糖尿病患者の結果であることを表し、
「Ｓ」は健常喫煙者の結果であることを表す。
【００７１】
　また、各群の酸化比のレベルを比較するために、Ｏｎｅ　ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ及びそれ
に続くＭａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ　Ｕ　ｐｏｓｔ　ｈｏｃテストを行った。図１中、「＊
」は相関係数（ｐ値）５％未満で有意差があることを表し、「＊＊」はｐ値０．５％未満
で有意差があることを表し、「＊＊＊」はｐ値０．０１％未満で有意差があることを表す
。
【００７２】
　その結果、血清アルブミンの２種類のメチオニン残基（Ｍｅｔ－１１１、Ｍｅｔ－１４
７）の酸化比は、健常非喫煙者群より２型糖尿病の両群（腎不全なし、腎不全合併）で有
意に高値を示すことが明らかとなった。また、健常喫煙者群の酸化比も、健常非喫煙群と
比較して有意に高値を示すことが明らかとなった。また、イムノグロブリンＧ１の定常領
域のメチオニン残基（Ｍｅｔ－１３５）の酸化比も、糖尿病患者群では健常者群に比べて
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有意に高値を示すことが明らかとなった。
【００７３】
　また、この結果から、血清アルブミンの２種類のメチオニン残基（Ｍｅｔ－１１１、Ｍ
ｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧ１の定常領域のメチオニン残基（Ｍｅｔ－１３５
）の酸化比を、２型糖尿病の診断に応用できることが明らかとなった。
【００７４】
　また、血清アルブミンの２種類のメチオニン残基（Ｍｅｔ－１１１、Ｍｅｔ－１４７）
の酸化比により、糖尿病と腎不全の病態を区別できることが明らかとなった。
【００７５】
［実験例２］
（血糖値の変動が酸化ストレスレベルに与える影響の検討）
　糖尿病では血糖値の変動が大きくなると酸化ストレスレベルを上昇させることが知られ
ている。そこで、血糖値の変動と酸化比との関連を検討した。
【００７６】
　まず、持続血糖計測装置を用いて、糖尿病患者の血糖値を４８時間にわたって測定した
。続いて、血糖値の変動の最も正確な指標として、全ての血糖値のデータの標準偏差（４
８時間血糖標準偏差）を求めた。
【００７７】
　続いて、得られた４８時間血糖標準偏差の数値に基づいて、糖尿病患者を、血糖標準偏
差低値群（ｎ＝１１）、中間群、高値群（ｎ＝１２）の３群に分類し、低値群と高値群を
比較した。
【００７８】
　図２（ａ）は、低値群及び高値群の糖尿病患者の平均血糖値を表すＨｂＡ１ｃ（％）を
示すグラフである。また、図２（ｂ）は、低値群及び高値群の糖尿病患者の血清アルブミ
ン（Ｍｅｔ－１１１）の酸化比の測定結果を示すグラフである。図２中、「＊」は相関係
数（ｐ値）５％未満で有意差があることを表す。
【００７９】
　その結果、低値群及び高値群の糖尿病患者の間で、ＨｂＡ１ｃの値には有意差が認めら
れなかったにもかかわらず、高値群では血清アルブミン（Ｍｅｔ－１１１）の酸化比（Ｍ
ｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ値）が低値群より有意に高値を示すことが明らかとなった。
【００８０】
　以上の結果から、血清アルブミン（Ｍｅｔ－１１１）の酸化比（Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ
（％））を測定することにより、血糖値の変動による酸化ストレスレベルの上昇も検出す
ることができることが明らかとなった。この結果は、実験例１の方法により、生体の酸化
ストレスレベルを正確に測定できることを更に支持するものである。
【００８１】
［実験例３］
（メチオニン残基の酸化レベルの安定性の検討１）
　メチオニン残基の酸化レベルは多くの実験条件下で変動しやすいと考えられている。そ
こで、試料中のタンパク質の還元アルキル化工程及び酵素消化工程において、メチオニン
残基の酸化レベルが変動するか否かについて検討した。
【００８２】
　モニター用のペプチドとして、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼのトリプシン消化物
を使用し、これに含まれる、配列番号６に記載のペプチド及び配列番号７に記載のペプチ
ドを解析の対象とした。
【００８３】
　β－ガラクトシダーゼのトリプシン消化物を、そのまま、又はヒト血清に血清１μＬあ
たり２．５μｇ添加し、実験例１と同様にして還元アルキル化及びトリプシン消化した後
に、それぞれＬＣ－ＭＳ解析した。
【００８４】
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　図３（ａ）は、β－ガラクトシダーゼのトリプシン消化物を、そのままＬＣ－ＭＳ解析
し、酸化状態及び非酸化状態の配列番号９に記載のペプチドを定量した結果を示すＭＳク
ロマトグラムである。
【００８５】
　また、図３（ｂ）は、β－ガラクトシダーゼのトリプシン消化物を、血清に添加して還
元アルキル化及びトリプシン消化した後にＬＣ－ＭＳ解析し、酸化状態及び非酸化状態の
配列番号９に記載のペプチドを定量した結果を示すＭＳクロマトグラムである。
【００８６】
　また、図３（ｃ）は、β－ガラクトシダーゼのトリプシン消化物を、そのままＬＣ－Ｍ
Ｓ解析し、酸化状態及び非酸化状態の配列番号１０に記載のペプチドを定量した結果を示
すＭＳクロマトグラムである。
【００８７】
　また、図３（ｄ）は、β－ガラクトシダーゼのトリプシン消化物を、血清に添加して還
元アルキル化及びトリプシン消化した後にＬＣ－ＭＳ解析し、酸化状態及び非酸化状態の
配列番号１０に記載のペプチドを定量した結果を示すＭＳクロマトグラムである。
【００８８】
　図３中、酸化されたメチオニン残基を「（Ｏ）」で示す。また、図３中、酸化されたメ
チオニン残基を含む各ペプチドのピークの上に、縦軸を１０倍に拡大したピークを示す。
【００８９】
　その結果、図３（ａ）及び図３（ｂ）を比較して、酸化状態と非酸化状態の配列番号９
に記載のペプチドのＭＳクロマトグラムのピーク面積の比がほぼ同じであることが明らか
となった。
【００９０】
　また、同様に、図３（ｃ）及び図３（ｄ）を比較して、酸化状態と非酸化状態の配列番
号１０に記載のペプチドのＭＳクロマトグラムのピーク面積の比がほぼ同じであることが
明らかとなった。
【００９１】
　この結果から、還元アルキル化工程及び酵素消化工程を含む試料調製工程では、メチオ
ニン残基の酸化レベルがあまり変動しないことが明らかとなった。この結果は、メチオニ
ン残基の酸化レベルは変動しやすいと考えられていることから意外なものであった。この
結果は、実験例１の方法により、生体の酸化ストレスレベルを正確に測定できることを更
に支持するものである。
【００９２】
［実験例４］
（メチオニン残基の酸化レベルの安定性の検討２）
　試料調製時間、血清調製条件、試料の凍結融解により、メチオニン残基の酸化レベルが
変動するか否かについて検討した。
【００９３】
《試料調製時間の検討》
　メチオニン残基の酸化比を正確に測定するためには、試料中のタンパク質を完全に酵素
消化することが必要である。そこで、４人の健常非喫煙者由来の血清試料のトリプシン消
化時間を、１８、２１及び２４時間と変化させた以外は実験例１と同様にして、血清アル
ブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清アルブミンの第１４７番目
のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）、イムノグロブリンＧの定常領域のメチオニン（イムノ
グロブリンＧ１のＭｅｔ－１３５、イムノグロブリンＧ２のＭｅｔ－１３１、イムノグロ
ブリンＧ３のＭｅｔ－１８２及びイムノグロブリンＧ４のＭｅｔ－１３２の合計）におけ
る、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比（Ｍｅｔ（Ｏ
）／Ｍｅｔ（％））（酸化比）をＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【００９４】
　図４（ａ）は、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清
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アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧの定
常領域のメチオニンの酸化比の測定結果を示すグラフである。
【００９５】
　その結果、酵素消化時間を変化させても、メチオニン残基の酸化レベルがあまり変動し
ないことが明らかとなった。
【００９６】
《血清調製条件の検討》
　血清調製時の血液凝固時間を変えることにより、血清中のタンパク質のメチオニン残基
の酸化レベルが変動するか否かについて検討した。
【００９７】
　６人の健常非喫煙者由来の血液の凝固時間を、０、０．５、１、２及び６時間と変化さ
せて血清試料を調製し、実験例１と同様にして、血清アルブミンの第１１１番目のメチオ
ニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７
）、イムノグロブリンＧの定常領域のメチオニン（イムノグロブリンＧ１のＭｅｔ－１３
５、イムノグロブリンＧ２のＭｅｔ－１３１、イムノグロブリンＧ３のＭｅｔ－１８２及
びイムノグロブリンＧ４のＭｅｔ－１３２の合計）における、酸化されていないメチオニ
ン残基と酸化されたメチオニン残基との量比（Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％））（酸化比）
をＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【００９８】
　図４（ｂ）は、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清
アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧの定
常領域のメチオニンの酸化比の測定結果を示すグラフである。
【００９９】
　その結果、血清調製時の血液凝固時間を変化させても、メチオニン残基の酸化レベルが
あまり変動しないことが明らかとなった。
【０１００】
《試料の凍結融解の検討》
　試料を繰り返し凍結融解することにより、血清中のタンパク質のメチオニン残基の酸化
レベルが変動するか否かについて検討した。
【０１０１】
　４人の健常非喫煙者由来の血清試料を、０、１及び４回凍結融解し、実験例１と同様に
して、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清アルブミン
の第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）、イムノグロブリンＧの定常領域のメチ
オニン（イムノグロブリンＧ１のＭｅｔ－１３５、イムノグロブリンＧ２のＭｅｔ－１３
１、イムノグロブリンＧ３のＭｅｔ－１８２及びイムノグロブリンＧ４のＭｅｔ－１３２
の合計）における、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量
比（Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％））（酸化比）をＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【０１０２】
　図４（ｃ）は、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清
アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧの定
常領域のメチオニンの酸化比の測定結果を示すグラフである。
【０１０３】
　その結果、試料の凍結融解を繰り返しても、メチオニン残基の酸化レベルがあまり変動
しないことが明らかとなった。
【０１０４】
　以上の結果は、様々な条件下においても生体試料中のタンパク質のメチオニン残基の酸
化レベルがあまり変動しないことを更に支持するものである。この結果は、メチオニン残
基の酸化レベルは変動しやすいと考えられていることから意外なものであった。この結果
は、実験例１の方法により、生体の酸化ストレスレベルを正確に測定できることを更に支
持するものである。
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【０１０５】
［実験例５］
（メチオニン残基の酸化レベルの安定性の検討３）
　採血時間、喫煙、ビタミンＣの摂取により、血清試料中のメチオニン残基の酸化レベル
が変動するか否かについて検討した。
【０１０６】
《採血時間の検討》
　４人の健常非喫煙者から、１日に９回（午前３時、午前６時、午前７時、午前８時、午
前９時、午後４時、午後６時、午後８時及び午後１１時）採血して血清試料を調製し、実
験例１と同様にして、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、
血清アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）、イムノグロブリンＧの
定常領域のメチオニン（イムノグロブリンＧ１のＭｅｔ－１３５、イムノグロブリンＧ２
のＭｅｔ－１３１、イムノグロブリンＧ３のＭｅｔ－１８２及びイムノグロブリンＧ４の
Ｍｅｔ－１３２の合計）における、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオ
ニン残基との量比（Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％））（酸化比）をＬＣ－ＭＳ分析により測
定した。
【０１０７】
　図５（ａ）は、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清
アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧの定
常領域のメチオニンの酸化比の測定結果を示すグラフである。
【０１０８】
　その結果、メチオニン残基の酸化レベルが日内であまり変動しないことが明らかとなっ
た。
【０１０９】
《喫煙の検討》
　６人の健常喫煙者から、喫煙直前、喫煙後１５分、喫煙後３０分及び喫煙後６０分に採
血して血清試料を調製し、実験例１と同様にして、血清アルブミンの第１１１番目のメチ
オニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４
７）、イムノグロブリンＧ１の定常領域の第１３５番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１３５）
における、酸化されていないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比（Ｍｅ
ｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％））（酸化比）をＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【０１１０】
　図５（ｂ）は、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清
アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧの定
常領域のメチオニン（イムノグロブリンＧ１のＭｅｔ－１３５、イムノグロブリンＧ２の
Ｍｅｔ－１３１、イムノグロブリンＧ３のＭｅｔ－１８２及びイムノグロブリンＧ４のＭ
ｅｔ－１３２の合計）の酸化比の測定結果を示すグラフである。図５（ｂ）中、矢印は喫
煙した時間を示す。
【０１１１】
　その結果、喫煙によりメチオニン残基の酸化レベルがあまり急激には変動しないことが
明らかとなった。
【０１１２】
《ビタミンＣの摂取の検討》
　６人の健常非喫煙者に１０００ｍｇのビタミンＣを含有するタブレットを１日１個、４
日間摂取させ、ビタミンＣの摂取開始の直前、摂取開始の２、４、６、２４及び９６時間
後に採血して血清試料を調製し、実験例１と同様にして、血清アルブミンの第１１１番目
のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ
－１４７）、イムノグロブリンＧの定常領域のメチオニン（イムノグロブリンＧ１のＭｅ
ｔ－１３５、イムノグロブリンＧ２のＭｅｔ－１３１、イムノグロブリンＧ３のＭｅｔ－
１８２及びイムノグロブリンＧ４のＭｅｔ－１３２の合計）における、酸化されていない
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メチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比（Ｍｅｔ（Ｏ）／Ｍｅｔ（％））（
酸化比）をＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【０１１３】
　図５（ｃ）は、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１１１）、血清
アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）及びイムノグロブリンＧの定
常領域のメチオニンの酸化比の測定結果を示すグラフである。図５（ｃ）中、矢印はビタ
ミンＣを１０００ｍｇ摂取した時間を示す。
【０１１４】
　その結果、ビタミンＣの摂取によりメチオニン残基の酸化レベルがあまり急激には変動
しないことが明らかとなった。
【０１１５】
　以上の結果は、様々な条件下においても生体試料中のタンパク質のメチオニン残基の酸
化レベルがあまり変動しないことを更に支持するものである。この結果は、メチオニン残
基の酸化レベルは変動しやすいと考えられていることから意外なものであった。この結果
は、実験例１の方法により、生体の酸化ストレスレベルを正確に測定できることを更に支
持するものである。
【０１１６】
［実験例６］
（生体試料中の対象タンパク質の酸化されたメチオニン残基の定量分析）
　健常非喫煙者の血清を対象に、血清アルブミンの第１１１番目のメチオニン（Ｍｅｔ－
１１１）、血清アルブミンの第１４７番目のメチオニン（Ｍｅｔ－１４７）における、酸
化されたメチオニン残基の濃度を、酸化された上記のメチオニン残基を含む安定同位体標
識ペプチドを内部標準として利用してＬＣ－ＭＳ分析により測定した。
【０１１７】
　内部標準用のペプチドとして、配列番号６に記載のペプチドの第１１番目のアラニン残
基及び第１２番目のリジン残基の全ての炭素原子並びに窒素原子を安定同位体原子（１３

Ｃ及び１５Ｎ）に置換した安定同位体標識ペプチド、及び配列番号７に記載のペプチドに
含まれる２つのフェニルアラニン残基の全ての炭素原子及び窒素原子を安定同位体原子（
１３Ｃ及び１５Ｎ）に置換した安定同位体標識ペプチドを調製した。
【０１１８】
　血清を実験例１と同様にして還元アルキル化及びトリプシン消化した後に、上述した２
種類の安定同位体標識ペプチドを血清１μＬあたり１００ｐｍｏｌ（配列番号６）又は２
００ｐｍｏｌ（配列番号７）添加した。すなわち、血清中の濃度がそれぞれ１００μＭ又
は２００μＭとなるように添加し、実験例１と同様にして、界面活性剤の除去処理を行っ
た後にＬＣ－ＭＳ分析した。
【０１１９】
　図６（ａ）は、血清中に存在していた、酸化されたメチオニン残基を含む配列番号６の
ペプチドのＭＳクロマトグラムである。また、図６（ｂ）は、内部標準として血清中の濃
度が１００μＭとなるように血清に添加した、酸化されたメチオニン残基を含む配列番号
６の安定同位体標識ペプチドのＭＳクロマトグラムである。図６（ａ）のＭＳクロマトグ
ラムのピークは、図６（ｂ）のＭＳクロマトグラムのピークに比べて非常に強度が小さか
ったため、図６（ａ）のピークの上に、縦軸を２０倍に拡大したピークを示した。
【０１２０】
　また、図６（ｃ）は、血清中に存在していた、酸化されたメチオニン残基を含む配列番
号７のペプチドのＭＳクロマトグラムである。また、図６（ｄ）は、内部標準として血清
中の濃度が２００μＭとなるように血清に添加した、酸化されたメチオニン残基を含む配
列番号７の安定同位体標識ペプチドのＭＳクロマトグラムである。図６（ｃ）のＭＳクロ
マトグラムのピークは、図６（ｄ）に比べて非常に強度が小さかったため、図６（ｃ）の
ピークの上に、縦軸を４０倍に拡大したピークを示した。
【０１２１】
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　その結果、図６（ａ）及び図６（ｂ）を比較して、配列番号６のペプチドと配列番号６
の安定同位体標識ペプチドのＭＳクロマトグラムのピーク面積の比から、酸化されたＭｅ
ｔ－１１１を含むトリプシン消化血清アルブミン由来ペプチドの血清中の濃度が、約２．
７μＭであることが明らかとなった。
【０１２２】
　また、図６（ｃ）及び図６（ｄ）を比較して、配列番号７のペプチドと配列番号７の安
定同位体標識ペプチドのＭＳクロマトグラムのピーク面積の比から、酸化されたＭｅｔ－
１４７を含むトリプシン消化血清アルブミン由来ペプチドの血清中の濃度が、約１．３μ
Ｍであることが明らかとなった。
【０１２３】
　この結果から、酸化されたＭｅｔ－１１１及びＭｅｔ－１４７を含むそれぞれのトリプ
シン消化血清アルブミン由来ペプチドの濃度が明らかとなった。この結果は、酸化された
メチオニン残基の絶対量を求めるものであり、実験例１～実験例５で示した、酸化されて
いないメチオニン残基と酸化されたメチオニン残基との量比を求める実験とは異なり、生
体の酸化ストレスレベルをより直接的に測定することが可能であることを示すものである
。
【産業上の利用可能性】
【０１２４】
　本発明により、生体の酸化ストレスレベルを正確に測定する技術を提供することができ
る。

【図１】 【図２】
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