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研究成果の概要（和文）：　アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease, AD) のサブタイプ特異的バイオマーカ
ーを同定するため、細胞内または細胞外にアミロイドβを蓄積するAD患者由来のiPS細胞を神経細胞に分化誘導
しその培養上清を網羅的・定量的に解析した。その結果細胞内型AD、細胞外型AD、そして両ADのバイオマーカー
候補をそれぞれ複数個同定した。multiplexed-MRM (multiple reaction monitoring)法でiPS細胞由来神経細胞
の培養上清の候補タンパク質を定量した結果、現在までのところ3種類の候補タンパク質がLC-MSMS解析と一致す
る結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：To identify the subtype-specific biomarkers of Alzheimer’s disease (AD), 
iPS cells, which are derived from AD patients who showed accumulation of amyloid beta peptide inside
 or outside of neurons (intracellular and extracellular AD subtype, respectively), were 
differentiated into neurons and the culture media were purified and analyzed by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MSMS) for comprehensive and quantitative analysis. We 
selected several biomarker candidates for intracellular, extracellular and common AD . We next 
quantitated the levels of the candidates in the culture media by multiplexed-MRM (multiple reaction 
monitoring) method and have confirmed three candidates show the same change as analyzed by LC-MSMS.

研究分野： 神経疾患の生化学

キーワード： アルツハイマー病　バイオマーカー　iPS細胞　プロテオミクス　質量分析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

近年の高齢化にともない加齢を危険因子とする

認知症の患者は増加し続け、国内で 450 万人を

超えている（厚労省推計2012年）。その約7割を

占めるのがアルツハイマー病（AD; Alzheimer’s 

Disease）であり、医療および介護にかかる経済

的心理的負担を考慮すると現在最も克服すべき

疾患の一つである。AD の原因物質であるアミロ

イド β ペプチド（Aβ）を標的とした治験が 10 年

以上前から行われているが、未だに根本治療

（疾患修飾）薬は認可されていない。その理由の

一つとして Aβ が脳で蓄積するメカニズムは患

者ごとに異なっているにもかかわらず、画一的に

治験薬が用いられていることがあげられる。真に

根本治療薬を開発するには個々の患者の Aβ

蓄積のメカニズムを明らかにし、それに応じて効

果的な治療薬を選択する個別化医療の考え方

が必要である。具体的には下の概念図のように、

AD が発症メカニズムなどによりサブグループ A

～D に分類される場合には、それぞれのグルー

プに最適な治療薬 A～D を選択する必要があ

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、ヒト iPS 細胞の技術開発により個々の患

者の遺伝的背景を持った神経細胞を実験室で

研究できるようになった。我々の研究グループは

iPS 細胞から分化誘導した神経細胞を用いて、

これまで一括りにされていた孤発性 AD の中に

新たなサブグループ、すなわち従来から考えら

れていた細胞外に Aβ を蓄積するタイプ(細胞

外型)に加えて、細胞内に Aβ を蓄積するサブ

グループ（細胞内型）が存在することを初めて明

らかにした（Kondo ら Cell Stem Cell 12, 487, 

2013）。さらに細胞内型 AD には DHA（ドコサヘ

キサエン酸）が治療薬として有効である可能性を

示した。これまでの治験薬は細胞外の Aβ を標

的としていたが、我々の発見はいまだに治験が

成功していない理由を説明できる可能性がある。

以上の研究成果を生かして、細胞内型 AD を正

確に診断し、DHA などを治療薬に用いることに

より AD の個別化医療が可能になると考えた。 

 

２．研究の目的 

  

最近の我々および他の研究成果から、iPS 細胞

由来神経細胞の培養上清には脳脊髄液に存在

するタンパク質が分泌されていることが明らかに

なっているので、iPS 細胞由来神経細胞の培養

上清から脳脊髄液バイオマーカーを同定するこ

とを考えた。また我々の先行研究により、細胞内

型 AD の神経細胞では、対照者に比べて糖転

移酵素の量が変化していることがわかっている。

その糖転移酵素がタンパク質に付加する糖鎖を

持つタンパク質を精製し、細胞内型 AD と対照

者または細胞外型 AD との網羅的定量的比較

解析をし、バイオマーカー候補を同定する。そ

の後は実際に患者の脳脊髄液で変化している

かを調べる。 

 

３．研究の方法 

 

(1) iPS 細胞由来神経細胞の培養上清の調製 

 

用いた iPS 細胞のクローン（Kondo ら 2013）は、

Aβ が神経細胞内に蓄積する APP-E693Δ 変

異を持つ家族性 AD（familial AD; FAD）の 3 クロ

ー ン  (APP1E111, APP1E211, APP1E311) と

Aβ が神経細胞外に蓄積する APP-V717L 変異

を持つ FAD の 2 クローン (APP2E22, APP2E26) 

を用いた。さらに孤発性 AD（sporadic AD; SAD）

患者の細胞内型 1 クローン (AD8K213) と細胞



外型 1 クローン (AD3E211)を用いた。対照者は

3 クローン (N116213, N117322, 409B2) を用い

た。iPS 細胞を神経細胞に分化させ、2 日間培養

後、その培養上清を実験に用いた。 

 

(2) iPS 細胞の培養上清のバイオマーカー候補

タンパク質の精製と質量分析 

 

①抗 BSA 抗体による BSA の除去 

iPS 細胞由来神経細胞の培養上清（150 μL）

中のBSAを抗BSA抗体カラムで除去し、トリプシ

ン消化後 LC-MSMS（液体クロマトグラフィータン

デム型質量分析）で分析し、細胞内型 AD、細胞

外型 AD、対照者間で差のある分子を抽出した。 

 

②レクチンカラムによる精製 

 

iPS 細胞由来神経細胞の培養上清 2 mL を 3 種

類のレクチンカラムに順次アプライし溶出した。3

つのカラムの溶出タンパク質をひとまとめにし、ト

リプシン消化後 LCMSMS で分析した。 

 

(3) mlutiplexed-multiple reaction monitoring 

(MRM) 法によるタンパク質の定量 

iPS 細胞由来神経細胞の培養上清をトリプシ

ン処理し、方法①で同定した 18 種類のバイオマ

ーカー候補タンパク質のペプチド断片の同位体

と混合し、LC-MS を行った。 

 

４． 研究成果 

(1) BSA 除去によるバイオマーカーの探索 

iPS 細胞由来神経細胞の培地には BSA が大

量に存在するため、抗 BSA 抗体で培養上清中

の BSA を除去後、トリプシン消化し LC-MSMS

で網羅的定量的な分析を行った。その結果計

19種類（細胞内型ADバイオマーカー候補タン

パク質を 9 種類、細胞外型 AD バイオマーカー

候補タンパク質を 2 種類、全 AD のバイオマー

カー候補タンパク質を 8 種類）を同定した 

(Table 1)。候補タンパク質の増減の倍率は

0.04 倍から 23.1 倍となった。 

Table 1. BSA の除去による AD サブグループ

のバイオマーカ―候補タンパク質 

 iPS 細胞由来神経細胞の培養上清から
BSAを除去したサンプルをLC-MSMS分析し、
バイオマーカー候補タンパク質を選出した。
表内の倍率は対照者と比較した各サブタイ
プの AD 患者の増減倍率を示す。 
 
バイオマーカー
のサブタイプ 

タンパク質 倍率 

細胞内型 AD Protein A ↓ ×0.44 
細胞内型 AD Protein B ↑ ×1.18 
細胞内型 AD Protein C ↑ ×2.89 
細胞内型 AD Protein D ↑ ×12.1 
細胞内型 AD Protein E ↑ ×12.5 
細胞内型 AD Protein F ↑ ×23.1 
細胞内型 AD Protein G ↑ ×15.1 
細胞内型 AD Protein H ↑ ×2.97 
細胞内型 AD Protein I ↓ ×0.04 
細胞外型 AD Protein J ↓ ×0.45 
細胞外型 AD Protein K ↑ ×2.88 

全 AD Protein L ↑ ×3.45 
全 AD Protein M ↑ ×1.87 
全 AD Protein N ↓ ×0.45 
全 AD Protein O ↓ ×0.26 
全 AD Protein P ↑ ×7.00 
全 AD Protein Q ↑ ×4.94 
全 AD Protein R ↓ ×0.20 
全 AD Protein S ↑ ×5.80 

 

上 記 の 結 果 を 確 認 す る た め 、

multiplexed-MRM 法で候補タンパク質の定量を

試みた。まず、LC-MSMS で同定されたバイオマ

ーカー候補タンパク質のペプチドフラグメントと

同じアミノ酸配列の同位体ペプチドを合成した。

次に各 iPS 細胞由来神経細胞の培養上清（細

胞内型 AD（n=4）、細胞外型 AD（n=1）、対照者

（n=3））をトリプシン消化し、作製した同位体ペプ

チドと混合し multipexed-MRM 法を行った。その

結果、Protein J、M、O は LC-MSMS 分析で得

られた結果と増減が一致した。Protein J は細胞

外型 AD のバイオマーカー候補であり、protein 

M と O は全 AD のバイオマーカー候補である。

Protein J、M、O の LC-MSMS 分析では対象者

に比べて 0.45 倍、1.87 倍、0.26 倍であった

（Table 1）のに対して、multipexed-MRM 法では

それぞれ 0.49 倍、1.31 倍、0.83 倍であった。 



 

(2) レクチンによるバイオマーカーの探索 

細胞内型 FAD の患者は、O 型糖鎖の最初

の N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) を付

加 す る 酵 素 GalNAc-T1 (polypeptide 

N-acetylgalactosaminyltransferase 1) の発現

が上昇していることを我々が明らかにしている。

そこで、細胞内型AD患者のiPS細胞由来神経

細胞培養上清中の O 型糖タンパク質の糖鎖の

量に変化があると考え、O 型糖鎖を認識する 3

種類のレクチン (MAH: シアル酸に選択的に

結合、WGA: 二量体または三量体の N-アセ

チルグルコサミンに選択的に結合、PNA: ガラ

クトシル β-1，3-N-アセチルガラクトサミンに選

択的に結合) を固相化したカラムでO型糖タン

パク質を精製した。次にそれぞれの溶出画分

をまとめ、濃縮後トリプシン消化し、LC-MSMS

解析を行い、細胞内型候補タンパク質を 31 種

類同定した (Table 2)。候補タンパク質の増減

の倍率は 0.25 倍から 31.52 倍となった (Table 

2)。 

 

Table 2. レクチンカラムでの精製による細

胞内型 AD サブグループのバイオマーカー候

補タンパク質 

細胞内型 AD の iPS 細胞由来神経細胞の培
養上清からレクチンカラムで精製したサンプ
ルを LC-MSMS 分析し、バイオマーカー候補
タンパク質を選出した。 
 

タンパク質 倍率 
Protein T ↑ ×31.52 
Protein U ↑ ×20.01 
Protein V ↑ ×21.57 
Protein W ↑ ×10.23 
Protein X ↑ ×6.99 
Protein Y ↑ ×6.65 
Protein Z ↑ ×6.61 
Protein a ↑ ×6.02 
Protein b ↑ ×5.65 
Protein c ↑ ×5.16 
Protein d ↑ ×4.40 
Protein e ↑ ×4.19 
Protein f ↑ ×3.70 
Protein g ↑ ×3.62 
Protein h ↑ ×3.46 
Protein i ↑ ×3.38 

Protein j ↑ ×2.88 
Protein k ↑ ×2.70 
Protein l ↑ ×2.69 
Protein m ↑ ×2.35 
Protein n ↑ ×2.09 
Protein o ↑ ×1.95 
Protein p ↑ ×1.45 
Protein q ↓ ×0.47 
Protein r ↓ ×0.45 
Protein s ↓ ×0.44 
Protein t ↓ ×0.35 
Protein u ↓ ×0.33 
Protein v ↓×0.27 
Protein w ↓ ×0.27 
Protein x ↓ ×0.25 

 

考察 

 

(1) iPS 細胞由来神経細胞の培養上清から BSA

を除去したサンプルの網羅的定量的な解析によ

り、19 個の AD バイオマーカー候補が得られた。

そのうち multipexed-MRM 法で再現できたもの

は 3 個（Protein J, M, O）であった。Protein J と M

は糖タンパク質の修飾酵素である。AD 発症と糖

化はこれまでに因果関係が示唆されているので、

バイオマーカーとしての有用性を分析するととも

に、AD 発症との関連性を解析することは興味深

い。Protein J は、細胞外型 AD で減少していた

がこれまでに AD との関連は報告されていない。

Protein M は AD 全体で上昇していたが、AD と

の関連は報告されていない。Protein O は血中

の輸送タンパク質であり、全 AD で減少していた。

この結果は、AD 患者の CSF で Protein O が減

少するという先行研究と一致した。しかしながら

BSA を除去する方法では細胞内型 AD のバイオ

マーカー候補が得られなかったので、レクチン

による糖タンパク質の精製を行った。 

 

(2) レクチンにより糖タンパク質を精製したサン

プルの網羅的定量的解析により、細胞内型 AD

患者のバイオ―マーカー候補タンパク質を31種

類同定した。この中でこれまでにADでの変化が

報告されているものは、Protein T, Z, s, v の 4 つ

であった。Protein T は増殖因子関連タンパク質、

Protein Z はタンパク質の翻訳後修飾酵素、



Protein s は血中の輸送タンパク質、Protein vは

ミトコンドリアの酵素であった。Protein T や Z は

AD で増加しているという報告があり、本研究と

一致している。ただしそれら先行研究ではAD患

者を細胞内型、細胞外型で区別していないが、

本研究のように細胞内型に限定すれば対照者と

の差はより大きくなる可能性が考えられる。一方

Protein sはこれまでにAD患者で増加していると

いう報告と、減少しているという相反する報告が

ある。これらの報告でも細胞内型、外型を区別し

ていないが、本研究のように区別すると再現性

のあるバイオマーカーになるかもしれない。

Protein v は既報では AD で増加するが、本研究

では逆に減少した。これもやはり患者を細胞内

型に限定すればより再現性のあるバイオマーカ

ーが得られるかもしれない。この 4 つ以外のタン

パク質はこれまでに AD のバイオマーカーとして

報告されていないので新規バイオマーカーにな

る可能性がある。また細胞内型 AD のバイオマ

ーカーはこれまでに報告されていないので本研

究により同定されれば世界初ということになる。

今後 multiplexed-MRM 法を用いて、レクチンに

よる精製で候補に挙がった 31 種類のタンパク質

が細胞内型 AD 患者の iPS 細胞由来神経細胞

の培養上清で同じ増減を示すのかを確認して候

補を絞り込んでいく予定である。 

 

(3) 本研究では２つの異なる方法でバイオマー

カー候補を複数同定したが、得られた候補タン

パク質は 1 つを除いてオーバーラップはなかっ

た。よってこの 2 つの方法により相補的に幅広く

バイオマーカー候補が得られることがわかった。

以上の成果を踏まえて、今後は AD の脳脊髄液

や血液でこれらのバイオマーカー候補が変化し

ているか、細胞内と細胞外型を鑑別するバイオ

マーカーになるかを明らかにする。 
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