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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー型認知症の病態機序の解明とバイオマーカーの開発を目的として、プロテオ
ミクス解析の手法を用い、患者血清・髄液中より自己抗体の検出を行った。結果、対照患者と比較してアルツハイマー
型認知症患者の血清中に多く存在する自己抗体の認識抗原として、Phosphatidylinositol transfer protein alpha is
oformとMitochondrial import receptor subunit TOM40 homologを同定した。これら２つの蛋白とアルツハイマー型認
知症の病態との関連性を示唆する報告があり、今後これら自己抗体の特異性の検討が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We identified novel autoantibodies in serum samples from patients with 
Alzheimer’s diseases. To identify these novel antibodies, we employed two-dimensional immunoblotting 
using human neuroblastoma cells, human brain microvascular endothelial cells, or rat brain homogenate as 
the antigen source. As a result, we identified autoantibodies against Phosphatidylinositol transfer 
protein alpha isoform and Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog in sera from patients with 
Alzheimer’s diseases. There are several reports describing that these autoantigens may be associated 
with Alzheimer’s diseases. Further studies are needed to establish whether our identified autoantibodies 
could be useful biomarkers of Alzheimer’s diseases.

研究分野：内科系臨床医学・神経内科学
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１． 研究開始当初の背景 
アルツハイマー型認知症の病態機序に関
しては、アミロイドβ蛋白（Aβ）の脳内で
の蓄積が重要であるが、最近の研究では免疫
機序の関与があることが分かってきた。Aβ
を用いた能動免疫もしくは抗Aβ抗体の受動
免疫により脳内 Aβ 凝集体の除去と[1]、末
梢の可溶性 Aβの除去による Aβ凝集体の形
成抑制がもたらされるとされ[2]、今後の治
療法として期待されている。一方、抗 Aβ抗
体はアルツハイマー型認知症患者や健常者
の血清と髄液中にも自然抗体として存在す
ることが知られている。アルツハイマー型認
知症患者においては、髄液中での抗 Aβ抗体
価が健常者と比較して低値であるといった
報告もある[3] 
抗 Aβ抗体以外にもアルツハイマー型認知
症患者における自己抗体の報告はあるが[4]、
その多くは特異性･病的意義に関して確立し
ていない。一方、アルツハイマー型認知症に
おけるヒト免疫グロブリン製剤の有効性も
示され[5]、アルツハイマー型認知症の病態
を抑制する自然抗体の存在も示唆されてい
る[6]。 
また、様々な疾患において自己抗体のバイ
オマーカーとしての意義は注目されており、
アルツハイマー型認知症においてもその例
外ではない[7]。Aβの蓄積はアルツハイマー
型認知症の発症 10～20 年前より起こるとさ
れており、脳内における炎症も同様に発症前
に起こることが推測される。よって、アルツ
ハイマー型認知症における自己抗体の研究
が、同疾患の発症前診断マーカーの開発につ
ながる可能性も考慮される。 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー型認知症の病態機序の解
明とバイオマーカーの開発を目的として、本
研究では、炎症機序の関与、特に自己抗体に
着目し、患者血清・髄液中より新たに抗神経
抗体および抗血管内皮抗体を検出し、その認
識抗原蛋白の同定と自己抗体の特異性を検
討した。 
 
３．研究の方法 
ヒト神経芽細胞腫由来細胞、ヒト大脳微小
血管内皮細胞といった培養細胞およびラッ
ト大脳ホモジネートを抗原とした二次元免
疫ブロット法を用い、アルツハイマー型認知
症患者の血清・髄液中より新規に、抗神経抗
体と抗血管内皮抗体を検出した。その後、検
出したこれら自己抗体の認識抗原蛋白を
LC-MS/MS もしくは MALDI-TOF/MS を用いた質
量分析により同定した。 
 
４．研究成果 
ラット大脳ホモジネートを抗原とした二
次元免疫ブロット法と質量分析の手法を用
い、血清中の抗神経抗体の検索を行った。10
名のアルツハイマー型認知症患者の混合血

清と 10 名の健常対照者の混合血清を用い、
健常者の混合血清中には存在せず、アルツハ
イマー型認知症患者の混合血清中のみに存
在する抗神経抗体の認識抗原蛋白の同定を
行った。その結果、アルツハイマー型認知症
患者の混合血清中のみに存在する抗神経抗
体が反応する 6 つの抗原スポットを検出し、
このうちの１つは、Phosphatidylinositol 
transfer protein alpha isoform (PITPNA)
であった。PITPNA は Phospholipid transfer 
protein (PLTP) の １ つ で あ り
phosphatidylinositol も し く は
phosphatidylcholine を小胞体やゴルジ装置
から細胞膜へと輸送する蛋白であることが
知られている。アルツハイマー型認知症との
関連ではアルツハイマー型認知症患者の脳
内では、非アルツハイマー型認知症患者と比
較し、有意に PLTP の産生が亢進していると
いった報告がある[8]。その一方アルツハイ
マー型認知症患者の髄液中では、その他の神
経疾患患者と比較し有意に PLTP 活性の低下
がみられるといった報告がある[9]。抗
PITPNA 抗体が、アルツハイマー型認知症の新
たな血清バイオマーカーとなる可能性もあ
り、現在さらなる特異性の検討のため、リコ
ンビナント蛋白を用いた一次元免疫ブロッ
ト法を用いた検討を行っている。 
続いて、ヒト神経芽細胞腫由来細胞を抗原
とした二次元免疫ブロット法を用い、20例の
アルツハイマー型認知症患者の髄液中に存
在する抗神経抗体を検出した。二次元ブロッ
ト後のメンブレン上に合計135個の抗体反応
スポットを確認した。このうちの 25%以上の
アルツハイマー型認知症患者で陽性となっ
た抗体反応スポットは合計 13 個あり、質量
分析の結果、13 個の内の 10 個のスポットか
ら 7種類の認識抗原蛋白を同定した。抗原蛋
白名は、Heat shock 105kDa/110kDa protein 
1, isoform CRA_ Ｂ ; 78 kDa 
glucose-regulated protein; Heat shock 
cognate 71 kDa protein; Tubulin beta 
chain; Vimentin; 60 kDa heat shock 
protein; T-complex protein 1 subunit 
epsilonであった。一方、多発性硬化症20例、
無菌性髄膜炎 20 例、身体表現性障害 17 例の
合計 57 例の対照患者の髄液を用い、同じ条
件下で二次元免疫ブロットを行った。その結
果、これら 7種類の抗原蛋白を認識する自己
抗体は、対照患者群においても存在し、アル
ツハイマー型認知症患者群との比較で、その
陽性率に有意差はみられなかった。特に
T-complex protein 1 subunit epsilon を除
く 6種類の抗原蛋白に関しては、分子シャペ
ロンや細胞骨格蛋白であるが、これらに対す
る自己抗体は、それぞれの対照患者群におい
ても 25%以上の患者で陽性となり、ヒトの髄
液中において、特別の抗原刺激がない環境下
においても存在する自然抗体と考えられた。
従来の報告では、血清中の自然抗体は、アポ
トーシスに至った細胞のクリアランスにか



かわるなど組織のホメオスターシスの維持
に重要な役割を担っていると報告されてい
る[10]。髄液中に存在する自然抗体の認識抗
原を網羅的に調べた報告はなく、今回同定し
た自然抗体が神経組織に対し保護的に働き、
ホメオスターシスの維持に重要な役割を担
っている可能性もあり、これらの抗体が神経
組織に及ぼす影響に関する今後の更なる検
討が重要と考えられた。 
抗血管内皮抗体に関しては、ヒト大脳微小
血管内皮細胞を抗原とした二次元免疫ブロ
ット法と質量分析を用いて、アルツハイマー
型認知症患者 24 例と 54例の対照患者（60 歳
以上の神経疾患非合併患者 19 例、40 歳未満
の神経疾患非合併患者 18 例、多発性硬化症
患者 17 例）の血清中に存在する抗血管内皮
抗体の検索を行った。その結果、アルツハイ
マー型認知症患者に比較的多く存在する5つ
の自己抗体を同定した。これら自己抗体の認
識抗原蛋白とアルツハイマー型認知症患者
における陽性率は Vimentin (75%), Protein 
disulfide-isomerase A3 (45%), Alpha 
enolase (80%), Mitochondrial import 
receptor subunit TOM40 homolog (Tom40) 
(42%), Annexin A2 (65%)であった。5つの自
己抗体の中、抗 Tom40 抗体のみがアルツハイ
マー型認知症患者において、対照患者と比較
し有意に抗体陽性率が高値であった。次に抗
Tom40 抗体陽性のアルツハイマー型認知症患
者と抗体陰性のアルツハイマー型認知症患
者 の 認 知 機 能 を Mini-Mental Scale 
Examination を用いて評価し、比較検討した
結果、抗 Tom40 抗体陽性のアルツハイマー型
認知症患者は抗体陰性のアルツハイマー型
認知症患者と比較し有意に MMSE の点数が低
い結果となった。Tom40 はミトコンドリア外
膜に存在し、ミトコンドリア内への蛋白の選
択輸送に関与するチャンネルを形成してい
ることが知られている。最近のゲノムワイド
関連解析の結果、Tom40 をコードする遺伝子
TOMM40 のリスクアリルはコントロールと比
較し晩期発症型アルツハイマー型認知症の
発症が２倍になるといった報告[11]や
TOMM40 のイントロン変異を持つ患者は、発症
が約 7 年早くなるといった報告もある[12]。
アルツハイマー型認知症における抗Tom40抗
体の病的意義に関し現在検討中である。 
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