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長寿医療研究開発費 課題番号 21 指－22 

平成 21～22 年度総合研究報告書 

及び 

平成 22 年度総括研究報告書 

 
⾼高齢者の健康及び疾病状態の把握のための新たなマーカー

（遺伝⼦子・蛋⽩白等）の探索索と分析に係る研究  
 

主任研究者	 新飯田俊平	 

	 国立長寿医療研究センター研究所	 遺伝子蛋白質解析室・室長	 

 

【平成 21～22 年度総合研究報告】血中の生体分子の加齢変化を知る目的で、加齢育成

ラットの血漿の多層的オミックス解析（microRNA 発現解析、プロテオーム解析、メタ

ボローム解析）を行った。その結果、血中には加齢に伴って漸次変化する microRNA、

タンパク質、代謝産物が存在することを見いだした。また、血中のマイクロパーティク

ル(MP)は、炎症モデル動物において鋭敏な炎症マーカーとなる可能性が示された。	 

	 一方、ヒト試料のオミックス解析をスタートさせた。中年期から高年期の血漿メタボ

ローム解析では、女性において加齢で漸次変動する３種類の代謝産物を同定した。また、

認知症患者の microRNA 発現解析では、疾患群で特異的に発現量を変化させる microRNAs	 

を同定した。ヒト歯周炎患者歯肉溝液のプロテオーム解析では新規の病態関連分子群が

同定され、うち 1 分子は歯周炎の急性増悪マーカーになる可能性が示された。	 

【平成 22 年度総括研究報告】当該年度は加齢育成ラット血漿の各オミックス解析とそ

の情報分析ならびに炎症モデル動物の血中 MP の定量解析を行った。健診ドック受検者

の血漿メタボローム解析、認知症（アルツハイマー病及び血管性認知症）患者の血中

microRNA 発現解析とその情報分析行った。また、ヒト歯周炎のプロテオーム情報に基

づいた検証実験を行い、急性増悪マーカー1 分子を同定した。	 

 
【研究班】 

主任研究者	 新飯田俊平	 国立長寿医療研究センター研究所・室長	 

	 分担研究者	 	 渡辺	 淳	 	 	 同所・室長	 

	 	 	 	 	 	 	 	 滝川	 修	 	 	 同所・室長	 

	 	 	 	 	 	 	 	 徳田治彦	 	 	 同病院・部長	 

山本誠士	 	 	 富山大学大学院・助教	 

松原悦朗	 	 	 弘前大学大学院・准教授	 

高田	 隆	 	 	 	 広島大学大学院・教授	 

松田直之	 	 	 京都大学医学部付属病院・准教授（平成 21 年度）	 
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冨本秀和	 	 	 三重大学大学院・教授（平成 22 年度）	 

協力研究者	 脇田英明	 	 	 国立長寿医療研究センター研究所・室長	 

本山	 昇	 	 同所・室長	 

森脇佐和子	 同所・研究員	 

村松	 昌	 	 	 同所・ﾘｻｰﾁﾚｼﾞﾃﾞﾝﾄ（平成 22 年度）	 

宮内睦美	 	 	 	 広島大学大学院・准教授	 

服部裕一	 	 富山大学大学院・教授	 

	 

	 研究期間：平成 21 年 6 月 26 日～平成 23 年 3 月 31 日 
 
A．研究目的	 

超高齢社会となり、高齢者の健康的な生活をできるだけ長期間持続させるという社

会的必要性から、新しい医療関連ツールの開発が重要となっている。疾患バイオマーカ

ーもその一つで、高齢化が最大のリスクである認知症や、高齢者が罹患している慢性疾

患等の重篤化を予測するバイオマーカーなどのニーズが高まっている。 
近年、病態解明や医薬品開発などのライフサイエンス分野では、質量分析装置の性

能向上や次世代型高速シーケンサーの登場で、細胞内の転写産物や体液中の微量タンパ

ク質、代謝産物などを網羅的に解析するいわゆるオミックス(Omics)解析を基盤とした

新しい研究開発戦略が世界的に展開されている。本研究班では、多層的疾患オミックス

解析を通して、認知症や重篤となりやすい肺炎、歯牙喪失の主因である慢性歯周炎など、

高齢期の健康を脅かす疾患群の早期発見や重篤化を予測する血中微量分子の同定を目

的として研究を実施した。また、血中の微量分子の運搬役と考えられている細胞小胞（エ

クソソーム/マイクロパーティクル）にも焦点を当て、その定量化がバイオマーカーと

して有用であるかどうかについても検討を行った。 
 
B. 研究方法	 

1) ラット血漿の多層的オミックス解析	 

高齢で発症する認知症などの疾患オミックスにおいては、解析の対照群となる正常

加齢群の分子プロファイルの把握が重要であることから、近年加齢の分子プロファイル

の作成が行われている。本研究では、ヒト臨床試料のオミックス解析に先立ち、加齢育

成ラット（6～27 月齢）血漿または血清を材料として microRNA の発現解析、微量タン

パク質の網羅的解析であるプロテオミクス、代謝産物の網羅的解析であるメタボロミク

スの 3 つのオミックス解析を行った。詳細は分担研究報告 1，2，3 を参照。 
 
2) 血中マイクロパーティクルの定量 

近年、末梢血中には循環性血管内皮細胞(CEC)や血管内皮細胞由来マイクロパーティ
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クル(EMP)が存在し、炎症性疾患やがんなどの疾患でその数が増加することが報告され

ている。本研究では EMP が疾患バイオマーカーとして有効かどうか検討する目的で、in	 

vitro および in	 vivo の炎症モデルを用い、培養上清中あるいは血漿中の EMP の数的変

化を Flow	 cytometry を用いて定量した。また、ヒト動・静脈血中の CEC の定量が可能

化についても検討を行った（H21 年度のみ）。EMP 解析の詳細は分担研究報告４を参照。 
 
3) 臨床試料のオミックス解析 

認知症および比較的健常な中高年層の血漿の多層的オミックス解析（miRNA発現解析、

プロテオミクス、メタボロミクス）を実施し、疾患における分子発現特異性について検

討した。血液試料は、50 代、60 代、70 代、80 代以上と４つに区分して解析した。	 ま

た、健常者のみにおいて、年齢層別の比較を行い、高齢化（老化）に伴う変化について

検討した。解析の詳細は分担研究報告 5、7、8 を参照。	 

 
4) real time-RCR 

ラットならびにヒト血漿の miRNA 発現解析の結果を検証する目的で、変動がみられた

miRNA については、TaqMan®の miRNA プローブを購入し、real	 time	 RCR 解析を行った。

解析の詳細は分担研究報告１を参照。 
 
5) アルツハイマー病モデルマウスのメタボローム解析	 

ヒト AD 脳と同様に加齢に伴って老人斑を蓄積するマウスモデル、Tg	 2576 マウスと

その対照マウスについて、4、７、10、20 月齢（各群 n=5）の尿メタボロミクスを行っ

た。サンプル尿はマウスを採尿ケージで飼育し、回収した。各成分は添加した内部標準

物質に対する相対面積として定量した。詳細は分担報告 3 を参照。 
 

6) 歯肉溝液のプロテオミクス	 

ヒト歯周炎患者および非疾患群の歯肉溝液をペーパーポイントで採取し、試料調整後

プロテオーム解析を行った。解析の詳細は分担研究報告 6 を参照。 
 
7) 血中 VEGF の疾患バイオマーカーとしての検討（H21 年度のみ）	 

	 国立長寿医療研究センター病院において長寿ドックを受検した者を対象とし、血清

VEGF 濃度を ELISA 法にて測定し、検診で得られた各種データと照合することで疾患マ

ーカーとしての可能性を検討した。	 

 
研究方法（平成２２年度） 

	 平成 22 年度実施分の研究方法については、上記に同じ（７を除く）。 
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（倫理面への配慮） 

	 本研究は国立長寿医療研究センターの動物実験倫理委員会の承認を経た後、同センタ

ーの動物実験指針に従い行なった。臨床試料の使用に当たっては、国立長寿医療研究セ

ンター倫理利益相反委員会の承認を得た。また、研究参加は受検者の自由な意思による

こととし、個人情報は厳重に保護されるため、倫理的問題は生じないと考えられた。ま

た、研究センター外の分担研究分については各研究機関の定める倫理委員会の承認を得

て実施されている。 
 
C．研究結果	 

１．研究期間全体の結果	 

1） ラット血液試料の多層的オミックス 

H21 年度には、血液からの small	 RNA 画分を安定して抽出できる方法を確立した。

H22 年度は、ラット血中 miRNA の発現解析を行い 139 種の miRNA を検出した。これら

のうち 100 種は加齢で 2 倍以上の発現変動があった。逆に加齢による変動がほとんど

ない miRNA が 8 種検出された。変動幅の大きい miRNA について、上位 20 種をリアルタ

イム PCR で検証した結果、16 種が経時的変化を示した。内訳は漸減するものが 14 個、

漸増するものが 2 個であった。プロテオーム解析では、6 月齢を基点に 15 月齢で増加

するタンパク質として、Beta-2-glycoprotein	 1	 precursor、T-kininogen	 II	 precursor

等を同定した。12月齢から減少するタンパク質としてserine	 (or	 cysteine)	 peptidase	 

inhibitor、thrombospondin	 1 を、15 月齢で減少するものとして haptoglobin、

transferrin を同定した。メタボローム解析では、加齢に伴い漸減する脂質代謝産物

として valeric	 acid を同定した。（各分担報告参照）	 

 
	 2) 血中の EMP の解析 

血中の EMP が疾患マーカーとして有効かどうか炎症モデルマウスを用いて検討した。

その結果、炎症を誘導したマウスの抹消血では正常より有意に多い EMP が検出された。

この現象を in vitro で確認する目的で、脳血管性障害を想定し、脳血管内皮細胞を LPS

や炎症性サイトカインで刺激したところ、培養上清中に EMP が遊離することを確認し

た。詳細は分担研究報告 4 を参照。	 

初年度には高齢で重篤化しやすい肺炎と敗血症の増悪化を予測するマーカーとして

血中の CEC の定量化について検討した。健常人の動・静脈血から CD146 陽性の CEC 画

分を分離した結果、静脈血から 5	 cells/ml	 が検出されたが動脈では検出されなかっ

た（H21 年度報告書参照）。疾患群における定量を試みる前に、分担研究者の人事異動

があり本課題は中断されたが、敗血症では CEC の増加があるとする報告がなされたこ

とから肺炎でも重症化する症例では CEC の増加が見込まれる。	 
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3) 臨床試料のオミックス解析 

	 NCGG病院の健診を受検した男女6名の血中代謝産物の加齢変化をメタボローム解析

で検討した。その結果、女性では解糖系、尿素回路、アミノ酸代謝などの代謝経路に

おいて加齢に伴うと考えられる変化が見られた。またこれらの変化は MMSE の変化と

連動していることが示された。一方、アルツハイマー病の血中 miRNA 解析では疾患群

において 31	 個の発現上昇する miRNA と減少する 2 個の miRNA が同定された。血管性

認知症の miRNA 解析では miR-638 と 720 が発現増加し、miR-129＊が減少していた。今

後は残りのオミックス解析も行う予定である。詳細は分担研究報告を参照。	 

	 

4） 歯周炎のプロテオーム解析 

歯周炎患者歯肉溝液のオミックスでは歯肉溝液採取法と液量の関係でプロテオーム

解析のみ実施した。プロテオーム解析の結果、疾患群のみにおいて発現が見られるも

の、健常群、疾患群の両方に発現するが、疾患群で発現が上昇しているものなどに区

別することができた。歯周炎患者のみで発現のあったタンパク質に注目して炎症歯肉

組織を用いて検討した結果、歯周炎患者では Hspa2,	 5,	 FAPα,	 Scarp,	 MADA	 mRNA の

発現上昇が観察された。これらの発現は TNF-αや IL-1βや IL-8 炎症性サイトカイン発

現と正の相関を示した。滲出性炎の沈静化した歯肉材料ではではこれらの遺伝子の発

現上昇は検知できなかった。免疫組織学的検討から、MNDA は歯肉切除材料や抜歯適応

の進行した歯周炎組織の好中球に強い発現が認められた（分担報告参照）。	 

	 

5） 血中 VEGF の疾患マーカーとして可能性 

	 長寿ドック受検者の平均 VEGF 濃度は男性 242.4	 pg/ml、女性 287.9	 pg/ml で男女差

に有意差は認められず、加齢による差もなかった。VEGF 濃度と検診データとの比較で

は、男性では GDS15、ALP、BNP、UA と正の相関が示され、女性では骨密度 BMD と負の

相関を、TSH、T-Bil と正の相関を示した。	 

 
２．H22 年度の結果	 

	 	 当該年度の研究結果は、上記 1)～4)に記載したとおりである。 
 
D. 考察と結論  
	 血液の多層的オミックス解析を基盤に疾患バイオマーカー分子の同定を試みる上で

最も困難と思われた血中 microRNA の解析が安定して行えることが確かめられたことは

臨床試料の解析に向けて大きな前進であった。また、月齢の異なるラット血漿/血清を

材料としたことで、経時的な分子プロファイルの作成ができた。これによると加齢で変

動する分子群が同定され、疾患群の網羅的解析を行う際は、対象試料の年齢を合わせる

ことが重要であることが示唆された。これは性差においても同様であった。多層オミッ
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クス情報の統合解析については当初 3 年計画の 3 年目に予定していたことから、今回実

施は出来なかった。今後機会があれば解析を行いたい。 
	 一方、実際の臨床試料の解析については H22 年度後半から解析を開始した。まだ例数

の少ない単層オミックス解析の所見であるが、例えばアルツハイマー病の microRNA 発

現解析ではがんで顕著に発現変動する microRNA 群と類似した種類が同定され、退行変

性疾患とがんの共通性が示唆された。また血管性認知症例の解析では、最も顕著な発現

増加を示した hsa-miR-638 は血管壁を構成する線維芽細胞の老化、あるいは虚血環境下

における組織修復に関与する間葉系幹細胞と関連があるといわれており、血管性認知症

の虚血や老化病態を反映している可能性がある。今後は解析数を蓄積して検討を続けた

いと考えている。	 

	 歯周炎のプロテオーム解析はこれまで報告のない、新規の情報が得られた。プロテオ

ーム解析情報の分析から HSP など複数の炎症関連タンパク質が検出され、歯周炎の病態

解明に寄与する所見が得られた。また、炎症歯肉を用いた検証試験の結果から、歯肉溝

浸出液中の MNDA 量は歯周炎の急性増悪の指標となる可能性が示唆された。また、血中

のマイクロパーティクルが炎症によってその数を増加させることが示された点も興味

深い。最近、同様のコンセプトによる診断法開発を実施する米国ベンチャー企業のプレ

ス発表があり、我々のアプローチが実用的であることが裏付けられた。	 

	 以上のように、オミックス解析はこれまで報告のない新たな生体内分子の同定を可能

にした。本研究課題の延長となる新規課題においては臨床試料の解析数を充実させ、バ

イオマーカー分子の同定に向けた研究を進めたいと考えている。昨今、欧米では臨床試

料のオミックス解析は疾患研究の中心的基盤となっており、疾患研究機関においてはオ

ミックス解析が可能な設備を充実される必要性があると思われた。なお、血清 VEGF は

男女で異なるパラメーターと相関があり、男性ではさらなる検討が必要であるが動脈硬

化との関係が示唆され、女性では骨粗鬆症のマーカーになる可能性が示された。 

 
E. 健康危険情報  
	 特になし 
 
F. 研究発表  
	 １．論文発表 
	 平成 21 年度 
１）	 Ekuni D, Yamanaka R, Yamamoto T, Miyauchi M, Takata T, Watanabe T: Effects of 

mechanical stimulation by a powered toothbrush on healing of periodontal tissue in rat model 

of periodontal disease. J Periodontol. Res. 45: 45-51, 2010 

２）	 Takahashi K, Adachi K, Yoshizaki K, Kunimoto S, Kalaria RN, Watanabe A:  Mutations in 

Notch3 cause the formation and retention of aggregates in the endoplasmic reticulum, leading 
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to impaired cell proliferation. Hum Mol Genet. 19: 79-89, 2010 

３）	 Ikeda M, Kawarabayashi T, Harigaya Y, Sasaki A, Yamada S, Matsubara E, Murakami T, 

Tanaka Y, Kurata T, Wuhua X, Ueda K, Kuribara H, Ikarashi Y, Nakazato Y, Okamoto K, Abe 

K, Shoji M: Motor impairment and aberrant production of neurochemicals in human α

-synuclein A30P+A53T transgenic mice with α-synuclein pathology. Brain Res. 1250: 

232-241, 2009 

４）	 Kajiya M, Shiba H, Fujita T, Takeda K, Uchida Y, Kawaguchi H, Kitagawa M, Takata T, 

Kurihara H: Brain-derived neurotrophic factor protects cementoblasts from serum 

starvation-induced cell death. J Cell Physiol. 221(3): 696-706, 2009 

５）	 Brenk M, Scheler M, Koch S, Neumann J, Takikawa O, Häcker G, Bieber T, von	 Bubnoff D: 

Tryptophan deprivation induces inhibitory receptors ILT3 and ILT4 on	 dendritic cells 

favoring the induction of human CD4+CD25+ Foxp3+ T regulatory cells. J Immunol. 183: 

145-154, 2009 

６）	 Yamada A, Akimoto H, Kagawa S, Guillemin GJ, Takikawa O: Proinflammatory cytokine 

interferon-gamma increases indoleamine 2,3-dioxygenase in monocytic cells primed with 

amyloid beta peptide 1-42: Implications for the pathogenesis of Alzheimer’s disease. J 

Neurochem. 110: 791-800, 2009 

７）	 Ogasawara N, Oguro T, Sakabe T, Matsushima M, Takikawa O, Isobe K, Nagase F: 

Hemoglobin induces the expression of indoleamine 2,3-dioxygenase in dendritic cells through 

the activation of PI3K, PKC, and NF-kappaB and the generation of reactive oxygen species. J 

Cell Biochem. 108: 716-725, 2009 

８）	 Adachi S, Tokuda H, Matsushima-Nishiwaki R, Kato K, Natsume H, Minamitani C, Mizutani J, 

Otsuka T, Kozawa O: Involvement of Rho-kinase in prostaglandin E(1)-stimulated VEGF 
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