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研究成果の概要（和文）：本研究では、アルツハイマー病（AD）患者血清からエクソソームを精製し、プロテオ
ーム解析により新規バイオマーカーを同定することを目的とした。検体としてAD患者および健常者の血清を用い
た。①フォスファチルジセリンアフィニティ法により精製したエクソソームのプロテオーム解析により、AD患者
で増減するタンパク質を15個同定した。②エクソソームマーカータンパク質に対する抗体により精製したエクソ
ソームのラベルフリー定量プロテオーム解析により、AD患者で増減するタンパク質を13個同定した。今後は、こ
れらバイオマーカー候補について詳細な検証を行い、血清中エクソソームを用いたADの新規診断法の開発を目指
す。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to purify exosomes from serum and identify 
novel biomarkers for Alzheimer's disease (AD) by proteomic analysis. Sera from AD patients and 
healthy subjects were used as samples. (1) Proteomic analysis of exosomes purified by the 
phosphatidylserine affinity method using stable isotope labeling identified 15 proteins that were 
significantly increased or decreased in AD patients. (2) Proteomic analysis of exosomes purified by 
antibodies against exosome marker proteins using label-free strategy identified 13 proteins that 
were significantly increased or decreased in AD patients. We will validate the significance of these
 selected biomarker candidates and develop a novel serum exosome-based diagnostic system for AD.

研究分野： 内科学、分子生物学

キーワード： エクソソーム　細胞外小胞　アルツハイマー病　診断法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会を迎えているわが国では認知症の早期診断は喫緊の課題である。本研究では、血清中のエクソソーム
に焦点を当て、アルツハイマー病の新規バイオマーカーの探索を行った。本研究により、アミロイドβ、リン酸
化タウなど既知のバイオマーカー以外の候補タンパク質を同定した。本研究を発展させることにより、将来的に
は血清中のエクソソームを用いたアルツハイマー病の診断が可能になることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
エクソソームは直径 50-150nm 程度の膜小胞である。前期エンドソームが内向きに陥入すると

腔内に多数の小胞を含む多胞体が形成され、それが細胞膜と融合し細胞外に分泌された小胞が
エクソソームである。エクソソームは由来する細胞の特徴を反映し体液中に存在することから、
血液・尿中エクソソームは、新たなタイプのバイオマーカーとして注目されている。 
アルツハイマー病の原因として、アミロイド（A）、リン酸化タウ（p-Tau）、脳内のインスリ

ンシグナルの異常等が知られている。2015 年、末梢血から単離した脳由来エクソソーム中 A・
p-Tau の検出によりアルツハイマー病の診断ができる可能性が初めて報告され（参考文献 1）、そ
の後 IRS（insulin receptor substrate：インスリン受容体基質）による診断の可能性も示され
ているが（参考文献 2）、追試した報告はない。これらの研究では、沈殿法により単離したエク
ソソームを細胞特異的な膜タンパクに対する抗体で免疫沈降した後に ELISA を行っているが、
この方法では血液中に存在する A・p-Tau 等の混入は不可避であり、エクソソーム中のレベルを
測定していることにはならない。 
2017 年、京都府立大学のグループは血液中 p-Tau を超高感度 ELISA で測定することにより（参

考文献 3）、2018 年、島津製作所と国立長寿医療研究センターのグループは血液中の A関連ペプ
チドを質量分析で解析することにより（参考文献 4）アルツハイマー病の診断ができる可能性を
報告している。いずれも、血液中のエクソソームではなく、遊離型として存在する微量の p-Tau・
A関連ペプチドを測定している。 
最近になり、ホスファチジルセリン(PS)に結合する分子（Tim4）を用い、PS を膜表面に有す

るエクソソームを金属イオン依存的に捕捉した後に、キレート剤で溶出することにより、簡便か
つ高効率に高純度エクソソームを単離することが可能となった（PSアフィニティ法）。 
実際に、PS アフィニティ法で血清から単離したエクソソームについてプロテオーム解析を行

うと、血清タンパク質の混入が激減し、エクソソームタンパク質の検出数が飛躍的に向上するこ
とを確認している。 
本研究では、血清成分の混入が最小化された高純度エクソソームに含まれるタンパク質のプ

ロテオーム解析を行い、同定される新規診断マーカーの候補を検出することにより、アルツハイ
マー病・MCI（軽度認知機能障害）と対照症例の鑑別が可能かどうかを検討することとした。 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、アルツハイマー病患者の血清から単離したエクソソームのプロテオーム解析を

行い、新規診断マーカーの候補を同定する。続いて、同定したマーカー候補タンパク質の検出シ
ステム構築した後、多検体での解析を行い、アルツハイマー病・MCI（軽度認知機能障害）と対
照症例の鑑別における臨床的有用性を検証することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
【検体】 
 アルツハイマー病患者検体（48例）と年齢構成をそろえた健常者（20例）の血清は BioIVT 社
より購入した。 
 
【エクソソームの精製】 
 血清を 10,000xg, 4℃, 30 分遠心し、夾雑物を沈殿させた。次にその上清を 0.22µm のフィル
ターを通すことで、大きな粒子などを除いた。その後、下記の 2種類の方法でエクソソームを精
製した。 
(1)フォスファチジルセリン（PS）アフィニティ法： 
ビオチン化ラベルをした T-cell immunoglobulin domain and mucin domain-containing 

protein 4 (Tim4)分子（富士フィルム和光純薬）をストレプトアビジン磁気ビーズに結合させ、
0.22µm フィルターを通した血清と室温 1時間、撹拌下で反応させた。反応後、TBST により洗浄
を行い、EDTA-PBS 溶液により Tim4 からエクソソームを遊離させた（参考文献 5）。 
(2)エクソソームマーカー抗体による精製： 
ビオチン化ラベルをした CD9、CD63、CD81 抗体（富士フィルム和光純薬）をそれぞれストレプ

トアビジン磁気ビーズに結合させたのち、磁気ビーズを混合し、0.22µm フィルターを通した血
清と室温 1時間、撹拌下で反応させた。反応後、TBST により洗浄を行い、RIPA バッファーによ
りビーズに結合したエクソソームを溶出した。 
 



【エクソソームのプロテオーム解析】 
(1)iTRAQ 法： 
 PS アフィニティ法で精製したエクソソームを用いた。エクソソームはトリプシンで in 
solution digestion を行った後、iTRAQ 試薬（SCIEX）による安定同位体標識を行った。標識は
マニュアルに従って行った。 
(2)ラベルフリー法： 
 エクソソームマーカー抗体により精製したエクソソームを用いた。エクソソームは S-Trap 法
（ProtiFi）のマニュアルに従いトリプシン消化を行った。 
  
それぞれの方法より得たペプチドは SDB Stage-Tip にて脱塩後、UltiMate 3000 RSLCnano と

Q Exactive（Thermo Fisher Scientific）により nano LC-MS/MS 解析を行った。取得されたデー
タは Proteome Discoverer Software (Thermo Fisher Scientific)にて解析し、タンパク質の同
定と定量比較を行った。 
 
【サンドイッチ ELISA】 
エクソソームを検出するためにサンドイッチ ELISA を構築した。捕捉分子として Tim4 を

MaxiSorp ELISA White プレート（Thermo Fisher Scientific）に吸着させ、TBST で洗浄後、血
清と反応させた。反応後のプレートは標的とするタンパク質に対するビオチン化標識抗体を検
出抗体として反応させ、次に Streptavidin-ALP（Jackson ImmunoResearch）を反応させた後、
CDP-Star(Thermo Fisher Scientific) を基質として、化学発光を EnVision プレートリーダー
（PerkinElmer）で検出し、各検体のシグナル強度を比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
【(1)iTRAQ 法による定量プロテオーム解析】 
市販のアルツハイマー病および対照症例の血清をそれぞれ 5 検体ずつプールしたものを用い

て、PS アフィニティ法により高純度エクソソームを単離した。このエクソソームをトリプシン
消化し、安定同位体標識法である iTRAQ 法によりペプチドを標識した後、nano LC-MS/MS にてプ
ロテオーム解析することで、タンパク質を 613 個同定した。同定したタンパク質のうちアルツハ
イマー病患者で 1.5 倍以上増加したものが 4個、低下したものが 11 個選出され、新規エクソソ
ームマーカー候補タンパク質とした（表 1）。 
また、そのうち膜タンパク質を標的として 1 つの候補タンパク質に対して、PS アフィニティ

分子とのサンドイッチ ELISA を構築するため、検討を行った（図 1）。構築したサンドイッチ ELISA
を用いて、複数の患者および対照検体で評価したが、群間で有意差は得られなかった(図 2)。 
 
表 1 AD 患者血清由来エクソソームにおいて増減するタンパク質 
左：AD患者で 1.5 倍以上に増加、右：AD患者で 2/3 倍以下に低下 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. サンドイッチ ELISA の検討 
左：概略図、右：未標識抗体による競合反応 
未標識抗体なし群では血清量に応じてシグナル強度が増加するが、未標識抗体あり群ではシグ
ナル強度の増加が消失する。NDは Normal Donor を表す。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. サンドイッチ ELISA による候補タンパク質の検出 
AD 患者 48検体、健常人 20検体を測定した 
 
【(2)ラベルフリー法による定量プロテオーム解析】 
エクソソームマーカータンパク質に対する抗体により精製する方法を用いて、アルツハイマ

ー病患者および同年代の健常者の各 10 人の血清より個別にエクソソームを精製し、プロテオー
ム解析を行い、ラベルフリー定量解析によりアルツハイマー病患者で変化するタンパク質を探
索した。その結果、アルツハイマー病患者血清由来エクソソームで、健常者と比較して 1.5 倍以
上変動する 13個のタンパク質を同定した（表 2）。 
 
表 2 AD 患者血清由来エクソソームにおいて増減するタンパク質 
左：AD患者で 1.5 倍以上に増加、右：AD患者で 2/3 倍以下に低下 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



今後はこれらのマーカー候補について多検体での確認と、臨床的有用性の検証を行い、血清中
のエクソソームを用いたアルツハイマー病の診断法の開発を目指す。 
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