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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）の鑑別診断に繋がる血漿バイオマーカーの検

索を行った。AD では、Aβ42が神経細胞障害の主な因子と考えられる。マウス神経細胞をモデル

として、Aβ42による細胞外に分泌された物質に注目した。アポトーシスに関連するリン脂質（ホ

スファチジルセリン）をコートした磁性ナノ粒子に結合する蛋白質を質量分析器で同定した結

果、アネキシン A5、MFG-E8 が有力な候補として示された。アネキシン A5 は AD 患者血漿でも有

意な上昇が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) differs from other forms of dementia 

in its relation to amyloid beta peptide (A42), which has a toxic effect on neuronal 

cells.  This effect implies that protein expression is changed in neuronal cells by 

A42.  In the present study, we used the mice primary culture neurons and investigated 

the proteins in the supernatant after incubation with or without A42. In view of the 

appearance of an acidic phospholipid (phosphatidylserine (PS)) on the outer plasma 

membrane of an apoptotic cell, we used PS as a probe and proteins bound to PS-coated 

magnetic nano-beads were identified using a proteomic approach.  Of a number of proteins 

identified, we focused on annexin A5 and milk fat globule-EGF-factor 8 (MFG-E8) that is 

involved in the clearance of apoptotic cells.  Both annexin A5 and MFG-E8 were found to 

be increased significantly in the culture supernatant by A42. 
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１．研究開始当初の背景 
高齢の加速に伴い認知症患者が増加し、現

在患者数が 10 年前の 2 倍近くに増大した。

そして、認知症の中で最も頻度が高いアルツ

ハイマー型認知症（AD）に対する治療と進行

遅延への対策は、分子生物学的研究結果を基

盤にした戦略がとられている。 

AD の診断には、NINCDS-ADRDA, ICD-10, 

DSM-IV をはじめとするが複数の診断基準が

あり、さらに高額機器による画像を加える診

断は地域性、経済性、専門医の不足もあり、

確定診断の困難さが指摘されている。バイオ

マーカーは、客観的な診断をより簡便に確実

にし、広く理解され易くその有用性は大きい。 

AD の生化学的特徴は、異常代謝産物（42

残基ペプチド Aβ42）の蓄積により、このペ

プチドが脳内の様々な代謝過程に影響を及

ぼし、酸化的ストレスや Ca2+-ストレスを引

き起すことである。Aβ42 の蓄積の原因はそ

の過剰産生やクリアランス能力の減衰が挙

げられる。AD の約 10%は遺伝子変異を伴う家

族性であるが、多く（90%）は弧発性である。

AD の診断マーカーとして髄液中の Aβと神

経原繊維変性を示す TAU 蛋白質の測定が有

用であることが示されてきているが、髄液の

採取は侵襲性が大きく簡便ではない。一方、

サンプル採取の侵襲性が小さい血液を用い

た診断は現在のところ存在しないが、その期

待が持たれるところである。 

また、神経変性疾患と非変性疾患を鑑別す

ることは、治療の方針への一助になり、その

目的に合うバイオマーカーの研究も重要で

ある。 

 
２．研究の目的 
本研究では、AD に対する複数の血漿候補マ

ーカーを探索し、候補マーカーの生理病態学

的意義を考慮し、有用なマーカーを選び出す

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 
（１）細胞・動物モデルでの候補マーカー

検出 

マウス胎児（P.C.14day）終脳より初代培

養細胞を調製し、無血清培地（B27サプリメ

ント）で培養することで、神経細胞含有割合

が95%＜の細胞培養を実現した。Aβ42ペプチ

ドを加え、細胞外に分泌された物質を、質量

分析器を用いて同定する、プロテオーム解析

を行い、Aβ42ペプチドを加えない対象と比較

した。Aβ42ペプチド添加で上昇する蛋白質に

注目した。 

分画方法：細胞へのストレスにより分泌さ

れる蛋白質の解析は、病態を反映する因子

(マーカー)の検出につながる。特に、血液脳

関門を通過して末梢血に現れた因子が血漿

マーカーとなることが期待できる。疎水性で

かつ分子量の小さい蛋白質は一般的に血液

脳関門を通過しやすいことから、脂質膜(ナ

ノリポソーム(後出))で捕捉した。1次元電気

泳動後、ゲルを一定間隔で切り取りゲル内ト

リプシン消化後、質量分析器で、蛋白質の同

定を試みた。 

（２）ナノリポソームを用いた血漿成分分

画と同定-脂質ドメインを持つ磁性ナノリ

ポソームを用いて 

我々は、様々なリン脂質を表層に固相化

できる磁性ナノ粒子(ナノリポソーム)の

開発に成功している(特願 2008-234579)。

このナノリポソームは表層に熱応答性高

分子を持ち、僅かな温度変化で分散と凝集

を繰り返すことができ、磁気分離が可能で

ある。この磁性ナノリポソームを用いて血

漿などの体液中から極微量の蛋白質の分

離を単離し、プロテオミクスアプローチで

さまざまな候補バイオマーカーを検索で

きる。 

本研究ではアポトーシスに大きく関わる

phosphatidylserine (PS)をプローブとして

ナノリポソームにコートし、Ca2+依存的に PS

に結合する画分を得た。 

（３）動物モデルを用いた検討 

AD モデルマウス（家族性 AD の遺伝子異常

を持つトランスジェニックマウス)を用い、

候補マーカーについて免疫組織学的検討、血

漿成分分析を行った。 

（４）専門医の臨床的判断に基づいた正確な

診断がなされた患者の血漿を用いた候補マ



ーカーの検討 

札幌医科大学倫理委員会の承認を得、学外

の老年精神医学専門家（研究協力者）による

臨床診断を経た血漿サンプルとコントロール

として地域健常高齢者から血漿サンプルを得

た。また、血漿中のアネキシンA5の定量のた

めに、学外研究協力者の協力によりモノクロ

ーン抗体を用いた定量アッセイ系を確立を確

立した。 

 

４．研究成果 

プロテオーム解析の結果、243 種の蛋白質

が Aβ42 刺激によって細胞外に増えることが

示された。 

この中で我々は Ca2+結合蛋白質であり、細

胞内 Ca2+ホメオスターシスに関わることが示

されているアネキシン A5、そして PS に結合

しアポトーシ細胞の貪食促進に関与する因

子 milk fat globular EGF-8 protein （MFG-E8）

に注目した。いずれの因子も Aβ42 によって

刺激培養上清に上昇することが認められた。

更に、AD 動物モデルとして広く使われるトラ

ンスジェニックマウス（Tg2576）脳を用いた

免疫組織学的検討で、両者の発現上昇を確認

した。 

また、アネキシン A5 については、コント

ロールと比べ Tg2576 血漿中でも有意に上昇

することが示された。これらの知見は AD の

血漿バイオマーカーとなることが期待され

た。事実、AD 患者（150 人）と高齢健常者（298

人）の血漿アネキシン A5 濃度を測定した結

果、ROC 曲線下面積 89.8％となり、アネキシ

ン A5が有効な ADマーカーとなる可能性が示

された。ヒト血漿においても AD で有意に上

昇する傾向にあることを明らかにした。 

複数の候補マーカーを効率よく解析する

ことで、客観性が高い方法の提案が可能とな

るが、それぞれのマーカーの出現時期や生物

学的意義等、マーカーによる評価を行う上で

検討すべきことが残されている。今後、候補

マーカーの検索を続けると同時に、これまで

の候補マーカーの生理病態学的意義の検討

を加え、分子マーカーとしての重要性を明ら

かにしていく。 
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