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研究成果の概要（和文）：レビー小体型認知症(DLB)を他の老年性認知症等と判別する新規血清バイオマーカー
候補DLB/nonDLB-4P及び-2Pモデルについて、構成ペプチドの同定、定量、機能解析を試みた。4090m/zのペプチ
ドは血液凝固因子の断片と同定された。1737m/z, 2898 m/z, 4052 m/z, 4090m/zのペプチドに対し、安定同位体
を標識した内部標準を各々作製し質量分析で定量したところ、全て20pmol/μL以下の範囲でR2>0.96の直線性が
得られ、高い定量性が示された。これらのペプチドはヒト海馬由来細胞の液性因子の分泌を変化させ、神経細胞
の機能に影響する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Serum peptides which are components of novel biomarker candidates for 
dementia with Lewy bodies(DLB) were identified and quantified, and their effects on neural cells 
were examined. One of the peptides, peak of which was at 4090 m/z, was identified as a fragment of a
 coagulation factor. We prepared internal control peptides labeled with stable isotopes and 
quantified the peptides, peaks of which were at 1737 m/z, 2898 m/z, 4052 m/z, and 4090 m/z, by 
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF/MS). High 
linearity was obtained in all the peptide quantification in the range of less than 20 pmol/μL (R2>
0.96). Thus, it was suggested that the peptides are accurately quantified by MALDI-TOF/MS using 
internal standard peptides. Furthermore, those peptides affected cytokine profiles of human 
hippocampal cells, which indicates that the peptides may be associated with the pathophysiology of 
DLB and would be a therapeutic target for the disease.

研究分野：ペプチドミクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DLB/nonDLB-4P及びDLB/nonDLB-2Pモデルを構成するペプチドを全て同定し定量系が構築されれば、DLBを血液検
査で診断することが可能となり、早期発見や治療の有効性の判断に簡便に用いることが出来る可能性が高い。ア
ルツハイマー型認知症との鑑別診断も可能となる。また、上記ペプチドは神経細胞の機能を変化させることより
DLBの病態への関連が考えられ、これらペプチドの生成過程を調整することによりDLBの病態を改善出来る可能性
がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）2007 年、日本は 65 才以上の人口が 21.5%となり、世界に先駆けて超高齢化社会の時代
を迎えた。2015 年当時、老年性認知症の割合は 60 才以上の人口の 10%を占めるが、2025 年に
は 20%に増加すると予想された。高齢者の健康と生命予後を向上させ生活の質を保つことは、
医学的にも社会的にも非常に重要な課題である。老年性認知症の原因疾患として、最も多いも
のはアルツハイマー型認知症(Alzheimer’s disease, AD)であり、全体の約半数を占める。第
2 位がレビー小体型認知症(dementia with Lewy bodies, DLB)であり、老年性認知症の約 20%
を占める。DLB はコリンエステラーゼ阻害薬に対する感受性が高く、抗精神病薬の副作用が出
やすい等の特徴があり、早期より適切な治療が行われる必要がある。 また DLB と AD は記憶障
害や運動障害等の症状が共通し、MRI や脳血流シンチグラフィー等の画像診断でも鑑別が難し
い症例が多い。DLB の診断、特に AD からの鑑別診断を可能にする、正確で簡便なバイオマーカ
ーの確立が求められている。 
 
（２）研究代表者は DLB、AD、健常人(healthy control subjects, HC)の末梢血を多施設より
収集し、血清中のペプチドを網羅的に解析した。その結果、2898m/z、4052m/z、4090 m/z、5002 
m/z の質量電荷比を示す 4 つの血清ペプチドのイオン強度の多変量解析(DLB/nonDLB-4P モデ
ル)により、モデル作製時とは異なる患者集団において DLB を AD および HC より感度 90.0%、特
異度 88.6%で判別した(文献①)。DLB/nonDLB-4P モデルは AD の 90.0%、軽度認知障害の 100.0%、
HC の 85.7%を non-DLB として判別し、DLB と non-DLB の鑑別に有用である可能性を示した。同
様に、1737 m/z と 5002 m/z の 2 つの血清ペプチドのイオン強度の多変量解析(DLB/nonDLB-2P
モデル)は、DLB を AD より感度 95.0%、特異度 93.3%で判別し、DLB と AD の鑑別マーカーとして
の有用性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
 
（１）DLB/nonDLB-4P モデルを DLB の診断マーカー、 DLB/nonDLB-2P モデルを DLB と AD の鑑
別診断マーカーとして実用化を目指す。上記モデルの血清ペプチドを同定し、これらペプチド
の定量的な測定系を確立する。 
 
（２）上記 2モデルに用いた 1737 m/z、2898m/z、4052m/z、4090 m/z、5002 m/z のペプチドに
ついてその機能を解析し、治療標的としての可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）DLB/nonDLB-4P モデルおよび DLB/nonDLB-2P モデルの新規定量法の確立を行う。4090 m/z
及び 5002 m/z のペプチドのアミノ酸配列の同定を、MS/MS 法を用いて試みる。1737 m/z、2898 
m/z、4052 m/z、4090 m/z、5002 m/z の各血清ペプチドについて、内部標準を用い質量分析で
定量する方法を構築する。DLB、AD、HC の他にパーキンソン病(Parkinson's disease, PD)等も
含めた症例を用い、構築した定量法を用いて上記ペプチドの血清中モル濃度を測定し、臨床検
査としての有用性を評価する。 
 
（２）DLB/nonDLB-4P モデルおよび DLB/nonDLB-2P モデルを構成するペプチドおよび親蛋白質
について、DLB の病因・病態への関与を検討する。上記ペプチドをヒト海馬由来神経細胞に添
加し、細胞が分泌する液性因子のプロファイルに変化を生じるかを解析する。 
 
４．研究成果 
 
（１）DLB/nonDLB-4P モデルに含まれる質量電荷比 4090m/z のペプチドのアミノ酸配列と親蛋
白質を同定した。DLB 血清中の 4090m/z ペプチドを、GC 及び C18 カラムを用い、イオントラッ
プ型液体クロマトグラフ質量分析器による MS/MS 法にて同定を試みた。その結果、4090m/z ペ
プチドは、血液凝固因子の断片化ペプチドと同定された。ADの病態に血液凝固異常が関連する
との報告があるが（文献②、③）、DLB の病態においても当該断片の切断異常に伴う凝固異常が
関連する可能性が示唆された。 
 
（２）DLB/nonDLB-4P 及び-2P モデルを構成する質量電荷比 5002 m/z のペプチドの同定を試み
た。DLB 及び HC 血清中の 5002 m/z ペプチドを、GC及び C18 カラムを用い、イオントラップ型
液体クロマトグラフ質量分析器による MS/MS 法にて同定を試みた。その結果、5002 m/z ペプチ
ドの親蛋白質の候補として、シナプス機能、ニューロンの成長・遊走、Caイオン放出に関連す
る蛋白質が選出されたが、何れも信頼度は 30%に満たなかった。今後、濃縮や分画等の操作を
加えて測定検体中の 5002 m/z ペプチド濃度を上昇させ、信頼度が十分に高い同定結果が得られ
るよう工夫していく。 



 
（３）DLB/nonDLB-4P モデルを構成するペプチドのうち、質量電荷比 2898 m/z、4052 m/z、4090 
m/z のペプチドのイオン強度の定量を試みた。安定化同位体を標識した各々のペプチドを合成
し内部標準(internal control, IC)ペプチドとして用い、マトリックス支援レーザー脱離イオ
ン化飛行時間型質量分析(matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF/MS)で定量する系の確立を試みた。IC ペプチドは、各々の目的ペプ
チドと同じアミノ酸配列を、一部のアミノ酸に安定同位体を標識して合成し、目的ペプチドよ
り 8-11 m/z 大きく検出されるよう設定した。 
個々のペプチド測定系において、目的ペプチドを含まない健常者血清 4例の混合物に、目的
ペプチドを 2.5、5、10、20、40 pmol/μL になるよう混合した。IC ペプチドは、この 5 検体全
てに 20 pmol/μL 混合した。これらの混合検体より弱陽イオン交換(weak cation exchange, WCX)
でペプチドを抽出し、MALDI-TOF/MS により検出した IC ペプチドイオン強度に対する目的ペプ
チドイオン強度の比率を計算し検量線を作成した。 
その結果、2898 m/z ペプチドのイオン強度比率は 0-40 pmol/μL の範囲で y=0.0452x+0.1323 
(R2=0.9849)、同様に 4052 m/z ペプチドは0-40 pmol/μLの範囲で y=0.0376x+0.1048 (R2=0.9893)、
4090 m/z ペプチドは 2.5-20 pmol/μL の範囲で y=0.0766x+0.7789 (R2=0.9672)の直線として表
された。いずれも高い直線性が示され、MALDI-TOF/MS において IC ペプチドを用い、これらの
ペプチドの血清中濃度を当該範囲で正確に定量出来ることが示された。4090 m/z ペプチドにつ
いては 2.5-20 pmol/μL の範囲となるよう血清を希釈して測定することで、定量が可能である
と考えた。 
 
（４）同様に、DLB/nonDLB-2P モデルを構成する 1737 m/z のペプチドの血中濃度を、 IC ペプ
チドを用い MALDI-TOF/MS で定量を試みた。ICペプチドは安定同位体を標識し、1737 m/z ペプ
チドより 10 m/z 大きく検出されるよう設計した。0.42-3.38pmol/μL の 1737 m/z ペプチド溶液
に 3.38pmol/μL の IC ペプチドを添加した。WCX でペプチドを抽出し、IC ペプチドに対するイ
オン強度比として p1740 濃度を定量したところ、y=0.2734x+0.045 の直線で示された(R2=0.993)。
上記ペプチド群の測定結果と同様に高い直線性が示され、1737 m/z ペプチドの血清中濃度を当
該範囲で正確に定量出来ることが示された。 
DLB 51 例、AD 29 例、HC 21 例、PD 12 例の血清を用い、IC ペプチド濃度を 3.38pmol/μL と
して 1737 m/z ペプチドの血中濃度の定量を試みたところ、1737 m/z ペプチドピークの検出は
DLB 8 例、AD 1 例、HC 5 例、PD 1 例に止まった。ICペプチドピークが 1737 m/z ペプチドピー
クに重なったと考えられ、1737 m/z ペプチドのピーク強度は全般に、特に nonDLB 群において、
想定より低い値を示すと考えられた。IC ペプチドの濃度を、補体 C4 の血中濃度上限を十分に
測定可能な濃度とするよりは、より低濃度のピーク強度の測定範囲に合わせる必要があり、今
後検討を重ねていく予定である。 
 
（５）DLB 判別モデルを構成する p1740、p2898、p4052、p4090 がヒト海馬由来細胞の液性因子
分泌に与える影響を、サイトカインアレイで検討した。各々のペプチドを海馬細胞の初代培養
系に添加し、30種類の液性因子について、無添加の場合と比較した。その結果、IL-1β、IL-8、
MCP-1、IFN-γ、TNFα等のサイトカインについて、1.7 倍までの上昇または 1/17.1 までの減少が
認められた。これらのペプチドは神経細胞の機能に影響して DLB の病態に関与し、その生成過
程を調整することにより DLB の治療標的となる可能性が示唆された。 
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