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研究成果の概要（和文）：本研究は長期縦断研究の検体を使用し、個人差を抑えたうえで、細胞外小胞を標的と
した認知機能低下の新規バイオマーカー探索をすることを目的とした。まずは同一個体で70歳を起点として73
歳、76歳と連続的に認知機能が低下している検体を選定した。続けて、血漿を用いた細胞外小胞のプロテオーム
解析に適した精製法の検討を行った後、検体より細胞外小胞を精製し、プロテオーム解析を行った。その結果、
737個のタンパク質が同定され、増減するタンパク質として、21個が抽出された。今後は認知機能が低下してい
ない群との比較を行ったうえで、多検体を用いた検証を行い、認知機能低下の新規バイオマーカーの開発を進め
ていく。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to search for novel biomarkers of cognitive 
decline targeting extracellular vesicles, using samples from a long-term longitudinal study to 
minimize individual differences. First, we selected samples from a longitudinal study in which 
cognitive function declined continuously from age 70 to age 73 and 76 in the same individuals. Then,
 after investigating a purification method suitable for proteome analysis of extracellular vesicles 
using plasma, we purified extracellular vesicles from the samples and performed proteome analysis. 
As a result, 737 proteins were identified, and 21 proteins were significantly increased or decreased
 in cognitive decline samples. We will compare the results with those of the group without cognitive
 decline, verify the results using multiple samples, and develop a new biomarker for cognitive 
decline.

研究分野：生化学、分子生物学、細胞外小胞

キーワード： 細胞外小胞　バイオマーカー　認知機能低下　長期縦断研究

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
認知機能の低下は超高齢社会である我が国では重要な問題の一つである。認知機能低下の早期バイオマーカーの
開発には様々な取り組みがなされてはいるが、実用化には至っていない。我々はバイオマーカーの開発を難しく
しているのは、個人差が影響しているのではないかと考えた。本研究では長期縦断研究の検体を使用すること
で、個人差を抑えた探索研究が可能であり、新規のバイオマーカーの開発につなが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 
 
超高齢社会の我が国では認知機能の低下は重要な問題の一つである。認知機能低下は早期の
介入により重症化の抑制や遅延ができることが分かってきており、そのためには早期診断に役
立つバイオマーカーが必要であるが、現在までに実用化に至ったものはない。認知症のバイオマ
ーカーとしてはアミロイドβやタウなどがあり、脳脊髄液の分析や PET イメージングによる画
像診断などの有用性が示されているが、高い侵襲性や費用から、検診などでは容易に実施できな
い。そのため、低侵襲、低コストかつ大規模スクリーニングが可能な認知機能低下・認知症の血
液バイオマーカーの発見が期待されている。 
細胞外小胞は細胞より放出される膜小胞で、その内部には由来する細胞のタンパク質・核酸な
どが含まれている。細胞外小胞は血液、髄液などの体液中に存在しており、新たなタイプのバイ
オマーカーとして注目されている。申請者はこれまで細胞外小胞の研究を行い、がんのエクソソ
ームマーカーの探索（参考文献 1）に加え、ミクログリア由来エクソソームの神経細胞に対する
影響を検討してきた（基盤研究 C H28-H30、若手研究 B H26-H27）。 
従来のバイオマーカー探索の研究では横断研究が一般的であり、疾患群と対照群を比較して
いるため、個人差が大きく候補マーカーの同定は困難であった。そこで、申請者はこの問題を解
決するために SONIC（Septuagenarians, Octogenarians, Nonagenarians Investigation with 
Centenarians）に着目した。これは、東京都健康長寿医療センター研究所と大阪大学が中心とな
り、関東圏、関西圏の都市部、非都市部の 70 歳、80歳、90歳を対象に、3年毎に同一人物を追
跡調査する長期縦断研究であり、加齢に伴う心身の変化と健康長寿要因の解明を目的としてい
る。この検体を用いることで同一人物の縦断的な比較が可能と考えた。 
本研究では、経年的に認知機能が低下した参加者の検体を用い、血漿から単離した細胞外小胞
のプロテオーム解析を行うことにより、従来の血漿全体の解析では見えていなかった認知機能
低下の早期バイオマーカーを同定できるのではないかと考え、研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
認知機能の低下は超高齢社会の我が国では重要な問題の一つである。認知機能低下の早期の
バイオマーカー開発には様々な取り組みが行われているが、実用化には至ってはいない。その原
因として、横断研究における個人差が挙げられる。そこで、本研究では同一人物を長期追跡した
縦断研究の検体を用い、個人差を抑えた探索研究を行う。具体的には、細胞から体液中に放出さ
れ、由来細胞の成分を内包する細胞外小胞（EV: extracellular vesicle）を血漿から単離した
後にプロテオーム解析を行い、従来の血漿全体の解析では見えなかった新規バイオマーカーの
発見を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）解析対象の選定 
 長期縦断研究 SONIC より 70 歳代の初回、2回目（3年後）、3回目(6年後)の調査で、認知機能
検査である MoCA-J（Japanese version of Montreal Cognitive Assessment）スコアが連続的に
低下した参加者を選定し、「認知機能低下群」とした。さらに、MoCA-J スコアが低下しなかった
参加者から教育歴等を考慮して「認知機能維持群」を選定した。 
 
（2）血漿由来の細胞外小胞の精製法の検討 
 血清または血漿を 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、下記の方法で細胞外小胞を精
製した。 
①ホ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・血漿を室温 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 から細胞外小胞を遊離させた（参考文献 2）。 
②細胞外小胞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・血漿を室温 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細胞外小胞を溶出した。 



 
（3）サンドイッチ ELISA 
 溶液中の CD9,CD63 の測定には磁気ビーズを用いたサンドイッチ ELISA にて測定した。ExoCap 
Streptavidin Kit（MBL）と CD9,CD63 抗体（MBL）と同抗体の ALP 標識抗体（MBL）を用いて、Kit
のマニュアルに記載されている CLEIA 法に従って行った。 
 
（4）細胞外小胞のプロテオーム解析 
細胞外小胞マーカー抗体により精製した細胞外小胞を用いた。細胞外小胞は S-Trap 法
（ProtiFi）のマニュアルに従いトリプシン消化を行った。  
得られたペプチドは 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。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）解析対象の選定： 
前述のように認知機能検査 MoCA-J スコアが連続的に低下する参加者を選定した結果、認知機
能低下群が 12例、認知機能維持群が 12例選定された（図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 認知機能低下群と認知機能維持群の MoCA スコアの推移 
 
（2）血漿由来の細胞外小胞の精製法の検討 
我々が行ってきた細胞外小胞の精製は主に血清を使用して行ってきたが、長期縦断研究 SONIC
で採取されているのは血漿であるため、血漿を用いても同様に細胞外小胞を精製することが可
能であることを市販の血漿を用いて確認した。その結果、PS アフィニティ法では血漿でも血清
と同程度の細胞外小胞を回収することが可能であった（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 血清および血漿から PS アフィニティ法にて精製した時の CD9 回収率 
血清と血漿それぞれから PS アフィニティ法にて細胞外小胞を回収し、CD9 サンドイッチ ELISA
にて測定した。数値は input のシグナル強度を 100％としたときの相対値にて示した。 
 
しかしながら、その後の検討により、PS アフィニティ精製法は血漿から高純度の細胞外小胞
が回収可能と考えていたが、限られた性質をもつ細胞外小胞のみを回収しているのではないか
という懸念が生じた。そのため、PS アフィニティ法以外の別のアフィニティ精製法やサイズ排
除クロマトグラフィー法なども含めて細胞外小胞を精製し、サンドイッチ ELISA やプロテオー



ム解析での細胞外小胞マーカータンパク質の検出程度の比較を行い、最もよい条件の精製方法
を検討した。その結果、精製方法は EV マーカーに対する抗体による精製法を選択することとし
た（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 細胞外小胞の回収前後の血清・血漿中の CD9、CD63 の測定（左：CD9、右 CD63） 
 細胞外小胞の回収量の検討には、回収した細胞外小胞のマーカータンパク質をウエスタンブ
ロットで調べるより簡便に測定が可能であるため、細胞外小胞回収後の血清・血漿中の細胞外小
胞マーカーの残存量で検討した。Input を 100％としたとき CD9/CD63/CD81 抗体ビーズ Mix で回
収した後の血清・血漿中にはどのくらいの CD9 と CD63 が検出されるかを示した。 
 
（3）細胞外小胞のプロテオーム解析 
選定した長期縦断研究 SONIC の認知機能低下群の 70 歳と 76 歳時点の検体から細胞外小胞を
精製し、プロテオーム解析を行った。その結果、737 個のタンパク質が同定され、同一人物で 6
年後に変化するタンパク質として、21 個が抽出されてきた。今後は認知機能が変化しない群と
の比較を行い、認知機能低下と関係性が強い可能性があるタンパク質を選抜し、多検体を使用し
た検証を行うことで、新規バイオマーカーの開発を目指していく。 
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