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研究成果の概要（和文）：　超高齢社会の到来によりアルツハイマー病が急増しており、現在、進行が軽度な時
期からの治療の開始が重要と考えられている。本研究では三重大学医学部附属病院を受診した軽度のアルツハイ
マー病患者を対象とし、蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳動法（2D-DIGE法）を用いて、アルツハイマ
ー病患者血漿中で発現量が減少した５種類のタンパク質と増加した２種類のタンパク質を同定した。また、血漿
エキソソームを用いたバイオマーカーの探索においては、検診にも応用可能な少量の血液からゲル濾過カラムク
ロマトグラフィーを用いてエキソソームの回収を行い、タンパク質の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia in elderly 
persons.  To facilitate the early diagnosis of AD, we performed protein profiling of blood in 
patients with mild AD.  Plasma and exosomal protein samples from mild AD patients and healthy 
controls were analyzed using two-dimensional differential gel electrophoresis (2D-DIGE) combined 
with matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight tandem mass spectrometry 
(MALDI-TOF/TOF/MS) followed by peptide mass fingerprinting.  Three down-regulated and two 
up-regulated proteins were identified.  Our results suggest that altered expression levels of these 
proteins in blood may yield candidate biomarkers for the early diagnosis of AD.

研究分野： 予防医学

キーワード： アルツハイマー病　血液　バイオマーカー　プロテオミクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会の我が国では、認知症が急増
している。最近の疫学研究によれば、アル
ツハイマー病は認知症全体の 60％以上を
占め確実に増加している。しかし、アルツ
ハイマー病の根治的治療法は未だ確立され
ておらず、進行を抑制するためには早期発
見による予防的治療が必須である。最近、
PET（陽電子放射断層撮影法）などの核医学
検査法が開発され、さらに脳脊髄液中タウ
タンパク質の測定などにより早期発見に一
定の成果がみられているが、PET 画像検査
は高額で脳脊髄液の採取も苦痛を伴うため、
スクリーニング的手法としては課題が多い。
従って、アルツハイマー病の早期発見のた
めには、集団検診にも利用可能な血液や尿
中のバイオマーカー探索が必須である。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではアルツハイマー病の早期診断
のために血液中バイオマーカーに注目した。
脳脊髄液は直接中枢神経系と相互作用して
いることから、脳内の状態を反映している
と考えられている。現在までに、脳脊髄液
中のアミロイド β（Aβ）やリン酸化タウ
タンパク質がアルツハイマー病の診断バイ
オマーカーとして有効であることが報告さ
れている。しかし、脳脊髄液の採取は患者
に対して侵襲性が高いこと、採取するため
にある程度の技術が必要であること、また
採取後しばらくはベッドで安静にする必要
があるため一般診療所や検診場所では実施
が困難であるといった問題が挙げられる。
一方、血液は繰り返し採取できること、安
価で低侵襲に採取できることなどの利点が
有り、また、多くの人を短時間で検査する
ことができる。従って、本研究ではアルツ
ハイマー病の早期診断に利用できる血液バ
イオマーカー候補タンパク質をプロテオミ
クス解析によって探索した。 
 さらに、本研究では、細胞から分泌され
る 40～100nm の膜小胞で、血液などの体液
中に存在し細胞間の情報伝達を担っている
エキソソームにも注目した。エキソソーム
中に含まれるタンパク質やマイクロ RNA は、
それらを分泌する細胞の種類や生理条件を
反映しているため、各種疾病に特有な新規
バイオマーカーの探索に非常に有用である
と考えられている。本研究では、少量の血
液からエキソソームを分離する方法を確立
し、エキソソーム中のタンパク質を解析し
た。 
 
３．研究の方法 
3-1. 患者 
 本研究では、三重大学医学部附属病院を受
診した患者のうち、アルツハイマー型認知
症の病期判定のひとつである FAST スケー
ルにおいて、ステージ 4と診断された軽度
アルツハイマー病患者を対象とした。FAST

スケール ステージ 4の患者の特徴は計画、
買い物、金銭管理、服薬管理などが困難に
なり、社会生活・対人関係では支障がある
が、日常生活ではほぼ介助なしで生活でき
る状態である。また、これらのアルツハイ
マー病患者に対して認知機能評価試験の一
つである MMSE を実施した。さらに、MRI や
SPECT を用いた検査も行った。コントロー
ル群はいなべ総合病院の健康管理センター
を健診のために受診した人のうち、認知症
やその他の神経疾患がない人を対象とした。 
 本研究で使用したアルツハイマー病患者
のサンプル数は男性 2名、女性 7名の 9名
で、その平均年齢は 72.7 才であり、コント
ロール群は男性 2名、女性 8名の 10 名で、
その平均年齢は 63.8 才である。この研究は
各施設での倫理委員会にて承認を取得済み
である。 
3-2. 2D-DIGE 法 
 本研究ではプロテオミクスを用いたタン
パク質の定量解析法として、蛍光標識二次
元ディファレンスゲル電気泳動法（2D-DIGE
法）を用いた。2D-DIGE 法は、蛍光色素で
標識したサンプルと内部標準を同一のゲル
で二次元電気泳動を行うことにより、内部
標準を用いたゲル間でのマッチングが可能
となり、各タンパク質の発現量を正確に定
量することができる。アルツハイマー病患
者及び健常者の血液から血漿を分離後、ア
ルブミンなどの血液中に高濃度に含まれて
いるタンパク質を除去した。その後、タン
パク質を精製し、比較するサンプルを Cy3
と Cy5 の蛍光色素で標識した。同時に、各
サンプルを等量ずつ混合した後、Cy2 の蛍
光色素で標識し内部標準とした。Cy3、Cy5
で標識した両群１サンプルずつと内部標準
を 1枚のゲルサンプルとして混合し、等電
点 電 気 泳 動 次 い で 二 次 元 電 気 泳 動
（SDS-PAGE）を行い、血漿中のタンパク質
を各スポットとして分離した。各ゲルイメ
ージを画像解析装置 Typhoon FLA9500 で取
得後、統計解析ソフト DeCyder を用いて内
部標準を基準に各スポットの発現量を定量
解析した。 
3-3. タンパク質の同定 
 タンパク質の同定は、CBB 染色によって
得られた各スポットをゲルから切り出し、
トリプシン処理によるゲル内消化を行い、
マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛
行 時 間 型 タ ン デ ム 質 量 分 析 装 置
MALDI-TOF/TOF-MS とデータベースを用い
て行った。 
3-4. エキソソームの単離 
 従来のエキソソーム分離法としては、多
量の血液を必要とする遠心分離法が用いら
れてきた。本研究では、ゲル濾過クロマト
グラフィー法により検診で採取可能な少量
の血液（約 1〜2 ml）からエキソソームを
単離する方法を確立した。ゲルろ過クロマ
トグラフィーによって血漿を各画分に分離



し、その各画分に対しウェスタンブロット
法を行うことにより、エキソソームが含ま
れる画分を分取した。さらに、その分画に
対し免疫電子顕微鏡法を用いてエキソソー
ムの存在を確認した。 

 
４．研究成果 
4-1. 患者情報 
 アルツハイマー病で本大学病院を受診し
た患者のうち問診票および家族からの情報
提供により、FAST スケール ステージ 4の
軽度なアルツハイマー病患者を男性 2名、
女性 7名選別した。これらのアルツハイマ
ー病患者に対して認知機能評価試験の一つ
である MMSE を実施し、その平均スコアは
21.7 であったことから、認知機能の低下は
軽度であることが確認された。さらに、MRI
による海馬の萎縮や SPECT による脳血流の
低下の検査を行ったところ、これらの所見
は軽度のアルツハイマー病の診断を支持し
ていた。一方、本研究で使用したアルツハ
イマー病患者の平均年齢は 72.7 才であり、
コントロール群の平均年齢は 63.8 才であ
ったため、統計学的に平均年齢に有意差が
認められた（表１）。 
 
      表１ 患者情報 
 

*p<0.05 
 
4-2. 2D-DIGE による統計解析 
 2D-DIGE のゲルイメージを図 1に示す。 
 

 
  図１ 2D-DIGE のゲルイメージ 
 
図１では、コントロールを Cy3、アルツハ
イマー病患者を Cy5 で標識した時の結果で
あり、このゲルでは発現量がコントロール

と比較して減少しているスポットは緑色、
増加しているスポットは赤色、発現量が変
わらないスポットは黄色で表示されている。
このようなゲルイメージを各サンプル分
10 枚作成し、内部標準を用いてスポット間
のマッチングを行うと共に発現量を解析し
た。その結果、コントロール群と比較して
有意に発現量が減少したスポットは 21 個、
有意に発現量が増加したスポットは 10 個
検出された。 
 
4-3. 有意差のあったタンパク質の同定 
 発現量が有意に変化したスポットのうち、
図2の丸で示した11個のスポットに対して
タンパク質の同定に成功した。青丸が発現
量が減少したスポット、赤丸が発現量が増
加したスポットを示す。 
 

 
図２ 有意に発現量が変化していたスポッ
ト 
 
MALDI-TOF/TOF-MS とデータベースを用い
てタンパク質の同定を行った結果を表 2に
示した。 
 
   表２ 同定したタンパク質 

 
発現量が減少したタンパク質としてプラス
ミンの前駆体である Plasminogen（スポッ
ト No. 462, 469, 479）、ビタミン Eに結合
する Afamin（スポット No.651, 655）、キニ
ンの前駆体である Kininogen-1（スポット
No. 881）、プロテアーゼ阻害因子である
α-2-HS-glycoprotein（スポット No. 1100）、



HDL を構成しコレステロールの逆輸送に関
わる Apolipoprotein A-1（スポット No. 
1649）を同定した。また、発現量が増加し
たタンパク質として血液凝固因子である
Fibrinogen gamma chain（スポット No. 1161, 
1281）とカイロミクロンを構成し脂質の吸
収に関わる Apolipoprotein A-4（スポット
No.1373）を同定した。Average Ratio はコ
ントロール群に対してアルツハイマー病患
者群で発現量が何倍変化しているかを示し
ており、同定したタンパク質の中では
Plasminogen の発現量比が最も減少し、
Apolipoprotein A-4 の発現量比が最も増加
していた。 
 本研究では、アルツハイマー病患者群と
コントロール群の平均年齢に有意差が認め
られたため、重回帰分析を用いて発現量の
変動に対する年齢の影響を検討した。その
結果、Plasminogen はいずれのスポット（ス
ポット No. 462, 469, 479）においても年
齢の影響を受けていた。Afamin は、スポッ
ト No. 651 は年齢の影響を受けておらず、
スポット No. 655 は年齢の影響を受けてい
た。Kininogen-1 の発現量も年齢の影響を
受けていたことが示唆された。また、
α-2-HS-glycoprotein と Apolipoprotein 
A-1 の発現量は年齢の影響を受けておらず、
疾患の有無によって発現量が変化している
と考えられる。Fibrinogen gamma chain は
年齢の影響を受けていないスポット（スポ
ット No. 1281）と影響を受けているスポッ
ト （ ス ポ ッ ト No. 1161 ） が あ り 、
Apolipoprotein A-4 の発現量は年齢の影響
を受けていなかった。 
 年齢の影響を受けていないタンパク質の
各サンプルでの発現量変化を図 3に示した。 
 

 
図３ 年齢の影響を受けていないタンパク
質の発現量変化 
 
図中のStandardized abundanceは内部標準
に対する各サンプルの発現量比を示してい
る。各群での平均値は黒い太線で示した。
Apolipoprotein A-1 、
α-2-HS-glycoprotein 、 Afamin 、

Apolipoprotein A-4 のスポットはすべての
サンプル間で発現が観察された。発現量変
化はコントロール群に対してアルツハイマ
ー病患者群で発現量が何倍変化しているか
を示しており、例えば Apolipoprotein A-1
ではコントロール群と比較してアルツハイ
マー病患者群で 0.77 倍減少していた。 
 
4-4. 少量の血液からのエキソソームの単
離 
 血液から血漿を分離し、血漿 700μlをゲ
ルろ過クロマトグラフィーにより 10 画分
に分離した。エキソソームの確認は抗 CD9
抗体を用いてウェスタンブロット法によっ
て行った。その結果、画分 2〜5 にエキソソ
ームが分離されていることを確認した（図
4A）。また、各画分のタンパク質濃度を測定
した結果、画分 2〜5 は血漿タンパク質の濃
度が低いことが示された。（図 4B）。 
 

 
   図４ エキソソームの単離 
 
 さらに、画分３を抗 CD9 抗体とナノ金コ
ロイドが結合した抗 IgG 抗体を用いた免疫
電子顕微鏡法で観察した。図 5に示した通 

 
  図５ 画分３の免疫電子顕微鏡写真 



り、金コロイドの結合した小胞が観察され
たことから、この小胞は CD9 陽性のエキソ
ソームであることが示唆された。これらの
結果から、画分３はエキソソームが存在し、
かつ血漿タンパク質がほとんど含まれない
ことが確認された。 
 アルツハイマー病患者群とコントロール
群の各サンプルにおいてウェスタンブロッ
ト法によりエキソソームが含まれる画分を
特定し、その画分のみを用いて 2—D DIGE
法によりタンパク質の発現量解析を行った。
その結果、コントロール群に比べアルツハ
イマー病患者群で 17 個のタンパク質スポ
ットにおいて発現量が 1.5 倍以上有意に変
動していることが明らかとなった。 
 
4-5. 考察 
 本研究で同定した Apolipoprotein A-1
とα-2-HS-glycoprotein は、アルツハイマ
ー病患者の脳脊髄液中でも減少しているこ
とが報告されており、Fibrinogen gamma 
chain ではアルツハイマー病患者の脳脊髄
液中で増加していることが報告されている。
また、Afamin は家族性のアルツハイマー病
患者で増加していると報告されている。脳
脊髄液は脳内の状態を反映しているため、
脳脊髄液中と同じ変動を示す血液中のタン
パク質はアルツハイマー病の状態をより反
映している可能性がある。従って、
Apolipoprotein A-1 と
α-2-HS-glycoprotein、Fibrinogen gamma 
chain はアルツハイマー病の病態にも関連
している可能性が示唆された。 
 本研究で同定された Apolipoprotein A-1
は Aβの凝集や蓄積を抑制し、ニューロン
の維持に関与すると報告されている。
α-2-HS-glycoprotein は抗炎症と神経保
護効果の役割を持つことが報告されている。
Fibrinogen gamma chain はフィブリノーゲ
ンのサブユニットのひとつであり、α、β、
γ 鎖がジスルフィド結合した状態で存在
し、in vitroの研究ではフィブリノーゲン
と Aβが相互作用し、フィブリノーゲンの
構造が変化し、異常なフィブリン凝塊が形
成されると報告されている。以上のように、
本研究で同定されたタンパク質は、機能的
にもアルツハイマー病と深く関連している
と考えられる。 
 認知症の原因で 2番目に多いとされる血
管性認知症において、血中診断バイオマー
カー候補タンパク質が報告されている。し
かし、これらの候補タンパク質は、本研究
で同定したタンパク質中には含まれていな
い。従って、本研究で同定したタンパク質
は、アルツハイマー病を診断出来る可能性
が高いと考えられる。 
 以上の結果をまとめると、本研究では
FAST スケールや画像解析で診断された軽
度アルツハイマー病患者の血液を使用して、
アルツハイマー病の早期診断に利用できる

血液バイオマーカー候補タンパク質をプロ
テオミクス解析によって探索した結果、健
常者と比較して発現量が減少した 3種類の
タンパク質と増加した 2種類のタンパク質
を同定した。そのうち Apolipoprotein A-1
と α-2-HS-glycoprotein 、 Fibrinogen 
gamma chain はアルツハイマー病の早期診
断バイオマーカーとして利用できる可能性
が非常に高いことが明らかとなった。今後
は、血液中の候補タンパク質の濃度を直接
的により簡便に測定できる ELISA のような
方法を用いて、多数の患者からそれらの診
断バイオマーカーの有効性を解析する必要
がある。 
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