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研究成果の概要（和文）：尿は侵襲無く､簡単に採取可能であり､尿を用いたアルツハイマー病バイオマーカーは
アルツハイマ―病早期診断やスクリーニング検査に非常に役立つと期待される。
本研究はアルツハイマー病の尿バイオマーカー探索を目的として､（１）アルツハイマー病患者と認知機能正常
高齢者の尿プロテオームの包括的比較を網羅的質量分析により行った｡（２）質量分析結果から候補タンパク質
を絞り､ELISAによる検討を行い、アルツハイマー病患者尿で有意に増加したタンパク質を見出した。

研究成果の概要（英文）：Urine is a body fluid that can be collected easily and noninvasively. It 
contains variety of biomolecules including proteins in the body, whose composition changes in 
response to physiological and pathological conditions, thus, it is suitable as a material for 
biomarker. Development of biomarker for Alzheimer’s disease (AD) using urine are expected to be 
very useful in the early diagnosis and screening of AD. 
In this research project; (1) we performed a comprehensive study of urinary proteome of 18 AD 
patients compared with that of 18 cognitively normal control individuals by label-free mass 
spectrometry and found that changes in the urinary proteome of AD patients reflect systemic changes 
related to AD pathophysiology such as inflammation, glucose metabolism, and lipoprotein metabolism. 
(2) Urinary levels of several proteins that were significantly increased or decreased in the 
proteomics were analyzed by ELISA. One of the proteins examined was significantly increased in AD 
urine.

研究分野：疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病は高齢者にありふれた疾患であるが､現在のところ根本治療法がなく､発症前を含む早期診断に
よる進行抑制のような予防的対策が重要とされる｡そのためには、できる限り侵襲が無く､簡単に受検可能なバイ
オマーカーの開発がのぞまれている。尿は無侵襲性に容易に採取できる生体液であり､尿を用いたバイオマーカ
ー開発はアルツハイマー病の予防的対策に大きく貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
世界における認知症の患者数は 2040 年には 8000 万人を超えるとの推計されている｡本邦で
は、2025 年には 65 歳以上の高齢者の５人に 1 人（約 700 万人）が罹患すると予想されている｡
なかでも認知症の 50％以上を占めるアルツハイマー病（AD）患者の増加が著しい。AD は、世界
中で精力的に研究が行われているが、有効な治療法は確立されていない｡一方で､ものわすれな
どの臨床症状に 20 年ほど先立って脳の病理学的変化が現れることが知られており、早期診断､
あるいは発症前診断による予防的介入が重視されている。現在有効とされる早期診断検査は脳
脊髄液検査や MRI や PET による画像検査であり､侵襲性や費用の点で誰もが容易に受検できるも
のではない。 
近年の生体液バイオマーカー探索はプロテオミクス等による網羅的探索から候補分子を選択
し､さらに個別に検討を行うという方法がとられることが多い。この手法を用いて比較的低侵襲
性に採取できる血液からバイオマーカーを探索する研究が数多くなされているが､確立されたも
のはない。ひとつの原因として､血漿タンパク質の 95％以上を占めるアルブミンなどの約 20 種
類のタンパク質が、微量に存在する物質の測定を妨げることや、これらの主要なタンパク質を前
もって除く前処理により測定の定量性、再現性が大幅に失われることが示唆されている｡ 
尿は侵襲無く容易に頻回に採取可能な生体試料である。尿には，電解質，尿酸やクレアチニン
などの代謝産物をはじめとして､さまざまな生体分子が含まれ，全身の代謝性変化を反映してそ
の成分が変化する。健常人の尿に含まれるタンパク質は〜200 µg/ml 程度と血液に比べ非常に少
なく、微量なタンパク質の検出を妨げる高濃度のタンパク質が少ないことは、プロテオミクスの
素材として有利な点である。近年の質量分析技術の進歩により，健常人の尿中から 1000〜3000
以上のタンパク質が検出されるようになり，腎泌尿器系疾患だけでなく，種々のがん，リウマチ
性疾患, 心血管系疾患など，さまざまな疾患のバイオマーカー探索が行われるようになったが、
尿プロテオミクスを用いた AD のバイオマーカー研究は報告されていなかった｡ 
２．研究の目的 
本研究は、尿検体という非侵襲的な生体試料を用い、尿中タンパク質の網羅的解析（プロテ
オミクス解析）からADの尿バイオマーカーを探索することを目的とした｡ 
３．研究の方法 
本研究は新潟大学倫理委員会（承認番号 1836,2015-2081）、国立長寿医療センター倫理・利益
相反委員会（承認番号 1134）の承認を受けて行った｡ 
(1)AD患者と認知機能正常高齢者の尿プロテオームの比較解析 1 
対象者【新潟群】  
AD 群 新潟大学医歯学総合病院神経内科通院 AD患者 18 名。 

 平成 27 年 4 月 1 日時点において 60 歳以上 86 歳以下､NINCDS−ADRDA診断基準により
probable もしくは possible アルツハイマー病と診断された者。 

対照群 AD 群と性､年齢をマッチさせた認知機能正常高齢者 18名。 
 地域住民コホート（村上コホート研究 2）で 2014-2015 年に行った簡易認知機能検査
[Mini-mental State Examination（MMSE）、30 点満点]の結果が 28-30 点（認知機能
正常）であった者。 

方法 
対象者から随時尿を得、試験紙（プレテスト 5b, 和光；ヘマ-コンビスティック-ロング,シ
ーメンス）を用いて尿蛋白の定性検査を行い、1000×g、10 分遠心後、分注し、実験に用い
るまで-20℃に保存した。尿よりタンパク質をメタノール沈殿法で抽出し、500ng のトリプシ
ン消化ペプチドを非標識液体クロマトグラフィータンデム質量分析法（LC-MS/MS）により分
析しプロテオミクスを行った。同定されたタンパク質は Normalized Spectral Index (SIN) 
法 3により半定量を行った｡いずれかの群で 10 検体以上同定された 578 タンパク質を対象と
して AD群と対象群のプロテオームの比較解析を行った｡各タンパク質の平均値の比較を有意
水準 0.05としてウェルチ補正 t検定で行った｡有意に増加または減少したタンパク質群のバ
イオインフォマティクス解析として、エンリッチメント解析を DAVID Bioinformatics 
Resources 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp)4,5により、分子ネットワーク解析を
KeyMolnet ソフトウェア(株式会社 KM Data)6 を用いて行った｡ 
(2)質量分析結果の ELISA による確認 
対象者  
①（1）に同じ【新潟群】。 
② 国立長寿医療センター(NCGG)バイオバンクから譲渡された AD 尿検体（n,14）、軽度認知
機能障害(MCI)尿検体(n,5)、【NCGG 群】 
方法 
対象者の随時尿を用いて、(1)の質量分析で有意に変動したタンパク質（候補タンパク質）
について ELISAを行った｡尿クレアチニン測定はネフェロメトリー法で行った(スポットケム
D-01,アークレイ株式会社)。代表値の比較には Mann-Whitney U 検定を用いた｡ 
  

(3)地域住民コホート尿を用いた候補タンパク質濃度の測定 
対象者  



地域住民コホート（村上コホート研究 2）で2014-2015年に行った簡易認知機能検査（MMSE）
を受検した者のうち、随時尿検体のある者。 
方法 
対象者の随時尿を用いて、候補タンパク質について ELISA を行った｡尿クレアチニン測定
はネフェロメトリー法で行った(スポットケム D-01,アークレイ株式会社)。 
 

４．研究成果 
(1)AD 患者と認知機能正常高齢者の尿プロテオームの比較解析 1  
対象者【新潟群】の特徴：AD 群,対照群ともに男性 8例,女性 10 例 (男性 44.4%)、年齢はそれ
ぞれ、72.9±5.6 歳、72.8±5.2 歳、MMSE 得点は、21.6±4.5 点、28.8±0.7 点。尿蛋白は±が
AD 群に 1例あった他は全て−。 
結果と考察：AD 群で有意に 2倍以上増加したタンパク質は 73種類，0.5 倍未満に減少したタ
ンパク質は 36 種類であった。その中で FDR<0.05 であった 24タンパク質を表１に示した。有意
に変動した 109 タンパク質のエ
ンリッチメント解析では、リソ
ソーム，補体活性化，糖新生に関
するタンパク質の数が有意に多
いことが示された（表２）。分子
ネットワーク解析では，AD 尿で
発現変動があったタンパク質の
相互作用で構成されるネットワ
ークにおいても、AD 尿で発現変
動があったタンパク質とADに関
連するタンパク質との相互作用
から構成される分子ネットワー
クのいずれにおいても上位 5 位
にランクされたパスウェイはの
うちの 4 つは同じで、リポタン
パ ク 質 代 謝 ， Ｈ eat shock 
protein 90 （HSP90）シグナリ
ン グ ， Matrix 
metalloproteinase (MMP)シグ
ナリング，チオレドキシンによ
るレドックス制御であった。（表
３） 
以上より，AD 患者尿プロテオ
ームは、糖尿病や動脈硬化，慢性
炎症に関連する変化を反映することが示唆さ
れた。リソソーム，HSP90 シグナリングが示唆
する細胞におけるタンパク質の恒常性の変化
や、チオレドキシンによるレドックス制御が示
唆する酸化ストレスは、加齢による変化と共通
するが，AD においても重要とされている。これ
らが AD 患者尿プロテオームを特徴づけたこと
は尿の AD バイオマーカーの素材としての可能
性を示唆した。 
(2)質量分析結果の ELISA による確認７ 
①【新潟群】を対象とした研究 
 結果と考察：質量分析結果から、AD 群で有意に減
少、または増加したタンパク質それぞれから最もp値
が低かった、ApoC3、Igfbp3 および全検体から検出さ
れたタンパク質の中で最も有意に AD群で増加した、
ApoD について ELISA を行った｡ApoC3、Igfbp3 は AD
群で増加傾向(p=0.104, p=0.064)､ApoD は AD 群で有
意に増加した(p=0.019)(図１)｡尿中でのクレアチニ
ン補正前の濃度 (中央値 )は対照群で ApoC3 
129.4pg/ml < Igfbp3 6232pg/ml < ApoD 192.9ng/ml
であり、ある程度以上の濃度で尿中に存在するタン
パク質については質量分析結果が尿中でのタンパク
質濃度を予測できることが示唆された。 
②【NCGG 群】を対象とした研究 
対象者【NCGG 群】の特徴：尿蛋白陽性(+または 2+)
の 5例（AD群に 1例、対照群に4例）を除外して解析を行った｡最終的な対象者数は AD群(n,13)、



MCI 群(n,5)、対照群(n,32)；それぞれ男性
30.8%(n,4)、20%(n,1)、50%(n,16)；年齢
79.9±6.6 歳､81.8±3.9 歳､71.9±8.4 歳；
MMSE 得点 17.1±7.9 点、24.6±1.8 点、対
象群は MMSE のデータなし。 
 結果と考察： ApoC3、Igfbp3、ApoD につ
いて、NCGG群の尿でELISAを行った(図２）｡
Igfbp3、ApoD の濃度は AD plus MCI 群と 対
照群間で差が認められず、ApoC3 は新潟群
同様 AD plus MCI 群で増加傾向であった。 
新潟群、NCGG 群いずれにおいても ApoC3
が増加傾向であったため全対象者の結果を
まとめて検討した(図３)。AD plus MCI 群
で対照群よりも有意に増加し(図３A、
p=0.015)、MCI の者を除き AD 対 対照で比
較すると有意性が増した(図３B、p=0.011)｡
ApoC3はADバイオマーカー候補としてさら
に研究する必要があると考えている。 
(3) 地域住民コホート尿を用いた候補タン
パク質濃度の測定。 
結果と考察： 地域在住高齢者 276 名
(68.2±6.7 歳;男性 138 名､68.7±6.4 歳;
女性 138 名､67.6±6.9 歳)の尿中 Protein-
Ｘ濃度の ELISA を行った｡MMSE 得点は全体
では 27.5±2.3 点(最小値 20 点-最大値 30 点)､男性
27.3±2.3 点(21-30 点)､女性 27.7±2.3 点(20-30 点)
であった。 
クレアチニン補正後の Protein-Ｘ濃度と MMSE 得点
の Pearson 相関係数(r)は男性 r=-0.27, p=0.002、女性
r=0.07 p=0.37 であった。今後 Protein-X についても測
定することを検討している。我々はこの地域住民コホ
ート参加者に対し、継続して認知機能追跡調査を行っ
ている｡今後の追跡調査により、我々が見出したバイオ
マーカー候補分子の尿中濃度と将来の認知機能変化と
の関連を明らかにしていきたい。 
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