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研究成果の概要（和文）：　我々は認知症性疾患で血液中COASY プロモーター領域のDNA メチル化量を測定し、
健常高齢者と比較して、軽度認知障害 (MCI)及びアルツハイマー病 (AD)で有意に高いことを明らかにした。さ
らに、脳血管障害 (CVD)を合併しないAD群の血液COASY DNA メチル化量は、CVD合併AD群よりも、有意に高かっ
た。
　ADモデルであるApp knock-inマウスにおいても、血液のみならず、脳でもCOASY DNA メチル化量の加齢による
上昇を認めた。
　以上のことから、血液COASY DNA メチル化量はAD脳における変化を反映し、顕在発症前の初期のバイオマーカ
ーとなることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we showed that blood COASY DNA methylation levels were
 increased in individuals with AD and aMCI. When we compared blood COASY DNA methylation levels in 
the AD without cerebrovascular disease (CVD) and AD with CVD subgroups, they were significantly 
higher in AD without CVD than AD with CVD.
  Furthermore, experiments on the App knock-in mice revealed increased COASY DNA methylation levels 
not only in the blood but also in the brain. 
  Our results suggested that increased COASY DNA methylation levels could be a useful biomarker that
 reflects neurotoxicity in the early stages of AD.

研究分野：精神医学、ウイルス学に基づき、ウイルスや環境因子による精神疾患、認知症発症に関する研究を行って
いる。

キーワード： アルツハイマー病　DNAメチル化　エピジェネティクス　アミロイドβ　ADモデルマウス　認知症　軽度
認知障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　認知症の増加は超高齢社会を迎えた本邦における深刻な社会問題であり、その顕在発症を予防することは健康
長寿の実現のための重要な課題のひとつとなる。また、認知症性疾患はアルツハイマー病 (AD)のほか、脳血管
性認知症 (VaD)、レビー小体型認知症 (DLB)や前頭側頭型認知症 (FTD)等の種類があり、これらの認知症は診断
によって治療も異なるため、早期における鑑別診断が重要となる。しかし、認知症疾患を早期かつ簡便に診断す
る血液バイオマーカーは今のところないない。本研究結果は、ADの診断バイオマーカーとしての有用性を示し
た。

※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 
 近年、超高齢社会における、認知症の増加は社会問題となっている。認知症は加齢が最大の危
険因子となり、軽度認知障害 (MCI)の前段階を経て、認知機能障害が顕在化して発症する。認知
症には、アルツハイマー病 (AD)、脳血管性認知症 (VaD)、レビー小体型認知症 (DLB)や前頭側
頭型認知症 (FTD)等の種類があり、AD、DLB と FTD は神経細胞の脱落を特徴とする神経変性
疾患である。一方、VaD は脳血管障害 (CVD)による認知機能障害と考えられている。これらの
認知症は診断によって治療も異なるため、早期における鑑別診断が重要となる。 
 AD は神経病理学的な変化として、まず、アミロイド β(Aβ)の沈着が生じ、その後、リン酸化
されたタウの沈着が起きる。これらの変化は認知機能障害が生じる前より起きている。そのため、
早期診断にはアミロイド陽電子放出断層撮影 (PET)やタウ PET が有効であるが、これらは高額
であり、全例で施行するのは難しい。また、髄液中 Aβ42の低下やタウの上昇はよいバイオマー
カーになると考えられているが、髄液の採取は侵襲性が高い。以上のことから、簡便な血液バイ
オマーカーが求められているが、未だ臨床応用可能なものはない。 
 DNA のメチル化は環境因子による影響を受け、遺伝子配列の変化を伴わずに遺伝子発現を変
化させる。DNA メチル化は加齢で変化することが知られ、血液 DNAメチル化は認知症の診断
バイオマーカーとなる可能性を持っている。我々もまた、COASY遺伝子プロモーター領域のDNA
メチル化量の変化が健忘型 MCI (aMCI)、AD の診断バイオマーカーとなり得ると予備的に報告
した ①。COASY遺伝子は補酵素 A (CoA)合成酵素をコードしており、パントテン酸から CoA 
の生合成に関与する。CoA合成酵素は神経変性に重要な役割を担うことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1) AD 以外の認知症性疾患における、CoA 合成酵素
の役割は明らかではなく、また、脳における COASY 
DNA メチル化の変化も明らかではない。そこで本研
究では、以前我々が行った研究よりもサンプル数を増
やし、AD及びそのほかの認知症性疾患について、血
液中 COASY DNA メチル化の変化を調べることを目
的とした。 
(2) Aβが過剰発現することなく、生理的条件下で沈着
する ADモデルマウスである App-knock-in (KI)マウス
を利用して、加齢による脳及び血液の COASY DNAメ
チル化変化を検討した。 
 上記の検討によって、本研究では、COASY DNA メ
チル化が ADの初期病理変化である Aβの沈着と関連
して変化し、AD の診断バイオマーカーとして有用性
を検討することを目的とした。 
  
３．研究の方法 
(1) 倫理的配慮 
 本研究は、東京慈恵会医科大学
倫理委員会及び共同研究を行っ
ている慶應義塾大学倫理委員会
の承認を得て行った。さらに、被
験者に対して研究内容を説明し、
署名による同意を得た。認知機能
の低下により、同意能力が疑われ
る被験者に対しては、介護者から
も同意を得た。 
 動物実験の実施に際し、東京慈
恵会医科大学動物実験委員会の
承認を得て行った。さらに、関連
法案、指針を遵守し、動物の愛護
に十分配慮し、実験を行った。 
 (2) 対象 
 東京慈恵会医科大学附属病院 
(東京都)、同柏病院 (千葉県)へ通
院中の外来患者及び、あいらの森
ホスピタル (鹿児島県)の入院患者
で、aMCI (n=21)、AD (n=151)、VaD 
(n=21)、DLB (n=13)、前頭側頭変性症 (FTLD) (n=18)と診断された者を対象とした。FTLDには、
行動障害型戦闘側頭型認知症  (bvFTD)、意味性認知症  (svPPA)及び進行性非流暢性失語 
(nfvPPA)を含めた。高齢健常者は慶應義塾大学精神・神経科学教室が荒川区で実施している認知
症コホート研究のためにリクルートした 1101名で、認知症と診断されなかった者の中から、

図 1. COASY DNA メチル化量の比
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図 2. Wt及び App Kiマウスの COASY DNA メチル化量 



ランダムに 200名を選出し、本研究に用いた。  
 (3) 動物 
 1月齢、3月齢、6月齢、12月齢、18月齢、24月齢の C57BL/6NCrSlc 野生型 (Wt)マウスの雌
雄 (各 n=3)を三協ラボサービスから購入した。さらに、AD モデルマウスとして、マウスの Aβ
配列をヒト化し、家族性 AD で報告された遺伝子変異を挿入した App-KI モデルを利用した。
Swedish変異を挿入したマウス (AppNL/NL), Swedish変異、Iberian変異及び Arctic変異を挿入した
マウス (AppNL-G-F/NL-G-F)の雌雄ペアを理化学研究所バイオリソース研究センターから提供を受け
た。3月齢、6月齢、12月齢まで飼育して、実験に用いた。安楽死させる際に血液と全脳を採取
した。全血から QIAamp DNA Blood Midi Kit (Qiagen)を用いて、DNAを精製し、全脳から、AllPrep 
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen)を用いて、DNAと RNAを精製した。  
 (4) DNAメチル化解析 
 EpiTect Plus DNA Bisulfite Kit (Qiagen) を用いて、精製 DNA をバイサルファイト処理した。
Applied Biosystems QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)を用いて、
Methylation-sensitive high-resolution melting (MS-HRM)法でヒト及びマウスの COASY遺伝子プロ
モーター領域の DNAメチル化量を定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 認知症性疾患患者における COASY DNAメチル化量 
 AD 群は、CVD を合併しない 115 名と CVD を合併する 36 名に分類された。また、FTLD 群
は、bvFTD 9名、svPPA 7名、nfvPPA 2名であった。年齢は、NCと比較して、AD群、VaD群で
有意に高く、FTLD群で有意に低かった (P<0.0001, P<0.0001, P=0.002, Kruskal-Wallis検定, Dunn-
Bonferroni法)。男女比は、NCと比較した結果、AD群でのみ有意な差を認めた (P=0.018, χ二乗
検定)。ミニメンタルステート検査 (MMSE)総得点は、NCと比較した結果、AD群、VaD群、DLB
群及び FTLD群で有意に低かった (P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, Kruskal-Wallis検定, 
Dunn-Bonferroni法)。  
 COASY DNAメチル化量は、NC群と比較して、aMCI、AD、DLB、及び FTLD群で高く、VaD
群では有意な差を認めなかった (図 1、aMCI, P<0.0001, AD, P<0.000, VaD, P=1.00, DLB, P=0.038, 
FTLD, P=0.015, Kruskal-Wallis検定, Dunn-Bonferroni法)。 
 年齢及び症状の進行による、COASY DNAメチル化量への影響を、年齢、MMSE総得点との相
関関係を Spearman の順位相関係数によって解析することで検討した。その結果、年齢による
COASY DNAメチル化量への明らかな影響を認めなかった。また、AD群において、MMSE総得
点と COASYメチル化量で有意な正の相関を認めた (P<0.0001)。 
 性差による COASY DNAメチル化量への影響を、男女をMann–Whitney U検定によって比較す
ることで検討した。その結果、NCと AD群において、女性で COASY DNAメチル化量が有意に
高かった (NC: 女性, 53.1 ± 0.9 [53.6], 男性, 49.7 ± 0.9 [48.9], AD: 女性, 71.3 ± 1.2 [74.0], 男性, 60.4 
± 2.6 [60.6], 平均 ± 標準誤差 [median])。 
 そのため、男女毎に、各群で DNA メチル化量を比較したところ、aMCI と AD 群の COASY 
DNA メチル化量は、NC群と比較して、男女ともに有意に高かったが、DLB、FTLDで認めた差
は消失した (女性: aMCI, P<0.0001, AD, P<0.0001, VaD, P=0.93, DLB, P=0.085, FTLD, P=0.065; 男
性: aMCI, P<0.001, AD, P=0.001, VaD, P=1.00, DLB, P=1.00, FTLD, P=0.19)。 
 さらに、AD群において、CVD群を合併する群としない群で比較すると、COASY DNAメチル
化量は CVDを合併しない群で有意に高かった (P<0.0001, Mann–Whitney U検定) 
 以上のことから、血液中 COASY DNAメチル化量は ADで有意に上昇し、診断バイオマーカー
として有用となることが示唆された。しかし、血液中 COASY DNAメチル化量はMMSEスコア
との正の相関を示すことから、認知機能障害の重症度とは関連がなく、ADの初期に認める何ら
かの神経病理学的な変化を反映することが考えられた。 
(2) ADモデルマウス(App-KIマウス)における血液、脳 COASY DNAメチル化量 
 Wt マウスは 24 月齢までの加齢で、血液及び脳ともに COASY DNA メチル化量は有意な変化
を示さなかった (図 2A,B)。一方、App-KI マウスでは、Swedish 変異のみの単独変異 (AppNL/NL)
及び Swedish、Iberian、Arctic変異の 3重変異 (AppNL-G-F/NL-G-F)両者ともに、加齢によって、血液
のみでなく、脳においても、COASY DNAメチル化量の有意な上昇を示した (図 2C,D)。さらに、
3 月齢で、AppNL-G-F/NL-G-Fの血液及び脳の COASY DNA メチル化量は AppNL/NLよりも有意に高か
った (図 2C,D, 血液, P=0.015, 脳, P=0.001, Mann–Whitney U検定)。6月齢、12月齢では、AppNL/NL

と AppNL-G-F/NL-G-Fの間で血液及び脳の COASY DNAメチル化量は有意な差を認めなかった。Aβの
脳への沈着を認めない AppNL/NLにおいても、COASY DNA メチル化量は有意な変化を認め、AD
顕在発症前の初期の変化を反映することが示唆された。 
 
<引用文献> 
① Kobayashi N, Shinagawa S, Nagata T, Shimada K, Shibata N, Ohnuma T, Kasanuki K, Arai H, Yamada 
H, Nakayama K, Kondo K. Usefulness of DNA Methylation Levels in COASY and SPINT1 Gene Promoter 
Regions as Biomarkers in Diagnosis of Alzheimer's Disease and Amnestic Mild Cognitive Impairment. 
PLoS One 2016;11(12): e0168816. doi:10.1371/journal.pone.0168816 
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