
 

 1

長寿医療研究開発費 ２０２１年度 総括研究報告 

 

長寿医療研究のための技術基盤形成に資する基礎技術研究（２１－２７） 

 

主任研究者 渡邉 淳 国立長寿医療研究センター 共同利用推進室（室長） 

 

 研究要旨 

研究推進基盤センターは、国立長寿医療研究センター（以下 NCGG）内で実施される研究

を技術的に支援する組織である。網羅的な生体分子解析技術や遺伝子改変技術等の向上は

日進月歩で、老年病に関する高度専門医療に資する研究開発を推進する NCGG としては、

常に新しい技術の情報収集とそれらの可能な限りの実装を行なっているだけでなく、NCGG

独自の研究にマッチした既存技術の創意工夫なども行なっている。 

本研究では、老年病患者試料等の解析や、その解析から得られた疾患関連候補分子の性

状分析、機能解析などを実施し、既存技術の有用性を立証して研究支援に応用できる基盤

を構築する。今回は以下の３項目を実施した。 

１）分析機器の性能向上により疾患バイオマーカーの探索研究が盛んとなっている。

NCGG では認知症の血液マーカー分子の探索研究が複数進行していることから、本研究で

は質量分析装置を用いて血中タンパク質の解析技術の構築を試みる。また網羅的解析によ

るタンパク質の変動解析やパスウェイ解析などの解析手法を確立する。 

２）ゲノム編集技術を利用した遺伝子ノックアウトおよびノックインを、マウス、ゼブラ

フィッシュ、ヒト培養細胞において実施できる環境を整える。またこれを用い、認知症に

関連した遺伝的多型、および DNA のメチル化多型の機能解析を試行する。 

３）加齢動物に特徴的なリンパ球（老化関連リンパ球）の存在が明らかになり、個体の老

化に伴う免疫機能低下や炎症に関与していることが示唆されている。免疫系の老化におけ

る老化関連リンパ球の意味を研究する技術として、これらリンパ球の増殖や活性を個体レ

ベルで制御できる実験系が求められている。本研究では、老化関連リンパ球で発現増加す

る因子を標的した低分子化合物や抗体を用いてこれらを個体レベルで除去したり、活性を

阻害したりする技術を開発する。 

 

 

 主任研究者 

  渡邉 淳   国立長寿医療研究センター 共同利用推進室（室長） 

 分担研究者 

  下田 修義 国立長寿医療研究センター 分子機能解析室（室長） 

  錦見 昭彦 国立長寿医療研究センター バイオセーフティ管理室（室長） 
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Ａ．研究目的 

 加齢による身体機能の低下や疾患は、年齢とともに生体内で生ずる様々な変化が積み

重なった結果として引き起こされる。そこで、これら疾患の発症原因や病態を解明し、そ

の理解に立脚して予防法や治療法を開発するにあたり、加齢に伴う生体内の変化を分子レ

ベルで正確に解析する必要がある。本研究は、共用機器の整備や基盤となる研究システム

の運用に携わる研究推進基盤センターを構成する研究グループが有機的に連携し、エイジ

ングファームやバイオバンクなど当センター独自の研究リソース活用することにより、老

化による生命現象の変化を網羅的かつ効率よく解析することを目指している。また、本研

究を通じて研究基盤を充実させ、センターにおける研究活動の推進に資することも目的の

ひとつとして掲げている。 

はじめに分析機器の性能向上により、疾患バイオマーカーの探索研究が盛んとなってお

り、NCGG では認知症の血液マーカー分子の探索研究が複数進行している。そこで本研究

では質量分析装置を用い、アルツハイマー病における血中タンパク質の網羅的解析手法を

構築し、特定の因子の変動や、どの経路が関与しているかについてパスウェイ解析を行

う。さらに、翻訳後修飾の同定に関する解析技術の構築を目指す。 

二つ目は老年病の発症原因や病態を解明し、その理解に立脚して予防法や治療法を開発

するには疾患のモデルとなる動物が必要である。当センター内では現在、メディカルゲノ

ムセンターを中心としたゲノム解析からアルツハイマー病やレビー小体型認知症の発症に

関連したバリアント（DNA の塩基置換）を持つ遺伝子が次々と発見されており、次の段階

としてそれらバリアントのもたらす影響をモデル動物で評価することが必要となってい

る。この場合、効率やコストの面、またノウハウの蓄積がなされるという点、さらに技術

の継承がなされるということから、変異体を集約的に作成する支援体制をセンター内に構

築するのが合理的である。そこで本研究ではゲノム編集技術を利用して、高齢者特有の疾

患に関連する遺伝子のノックアウトとバリアントのノックインをマウスとゼブラフィッシ

ュ、さらに培養細胞で行い、それらをセンター内研究者に供給できる体制の構築を目的と

する。 

三つ目は加齢動物に特徴的なリンパ球（老化関連リンパ球）の存在が明らかになり、個

体の老化に伴う免疫機能低下や炎症に関与していることが示唆されている。免疫系の老化

における老化関連リンパ球の意味を研究する技術として、これらリンパ球の増殖や活性を

個体レベルで制御できる実験系が求められている。本研究では、老化関連リンパ球で発現

増加する因子を標的した低分子化合物や抗体を用いてこれらを個体レベルで除去したり、

活性を阻害したりする技術を開発する。 
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Ｂ．研究方法 

研究は、各所属施設の専門委員会の審査、承認を得て、動物愛護や遺伝子組み換え、ヒトサ

ンプル使用等に関係する法律を遵守して実施し、本年度は以下の研究を行った。 

１） 血中タンパク質の網羅的解析 

アルツハイマー病の血中タンパク質を解析するにあたり、患者の血液の網羅的解析でマ

ーカー候補となるペプチドの同定率を上げることが必須となる。そのためには、液体クロマ

トグラフィーでのペプチドの分離条件の検討が必要不可欠であることから、カラムの選択

や流速及びグラジエント等のパラメーターの条件検討を行い、解析方法の最適化を試みた。

さらにアルツハイマー病患者及び認知機能正常者の血漿を用い、血液中に高濃度に含まれ

る主要な 14 種類のタンパク質の抗体が固定化されたアフィニティーカラムを用いて、液体

クロマトグラフィーで分離を行った。素通り画分と吸着した画分に分けた後、各々の画分は

トリプシンで消化し、質量分析を行った。変動があったタンパク質についてはウェスタンブ

ロットにより、変化がないか確認を行った。質量分析では捉えることが困難なタンパク質に

関しては、サンドイッチ ELISA やウェスタンブロットを用いた解析を行った。アルツハイ

マー病では脳内炎症が起こっていることから、sTREM2、 MCP-1 /CCL2、YKL-40 と Clusterin、

fractalkine、Free BDNF、TNF-α、IL-1β/IL-1F2、IL-6、IL-8/CXCL8、IL-10、C-Reactive 

Protein/CRP、GFAP の解析を行った。 

 

２）ゲノム編集技術を認知症研究へ応用するための環境構築 

マウスとゼブラフィッシュに対し、ゲノム編集（ノックアウトおよびノックイン）を

行えるよう環境整備した。NCGG で見出された５つの新規認知症関連遺伝子を対象と

して、有効なガイド RNA のデザイン法や導入法、変異の検出法などを見出した。ガイ

ド RNA と Cas9 タンパク質の複合体を形成させた後、マウス受精卵へのエレクトロポ

レーション法による遺伝子導入、受精卵の偽妊娠マウスへの移植、自然出産あるいは帝

王切開による産仔の取得、仮親による育成を行った。離乳した産仔（G0; 変異の

possible carrier）から DNA を抽出し、ノックアウトについては HMA (heteroduplex melt 

curve analysis)を行った。HMA 後、変異が検出された G0 については変異がモザイクで

存在すると考えられた。ノックインについては変異導入箇所を PCR により増幅した

後、ダイレクトシーケンスあるいは制限酵素処理により、一塩基置換の有無を解析し

た。変異を有している可能性のある G0 マウスを野生型マウスとアウトクロスし、F1

マウスを得た。F1 の中の変異キャリアの同定は G0 の変異同定と同じ手法により行っ

た。すべての変異は最終的にシーケンスにより確認した。 

 ゼブラフィッシュについても同様にノックイン個体を作成した。ガイド RNA と Cas9

タンパク質の受精卵への導入はマイクロインジェクションにより行った。 
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３）老化関連リンパ球を個体レベルで制御する技術の開発 

昨年度までに、T 細胞と B 細胞について老化細胞と非老化細胞を分取することを可能に

した。これにより分取した細胞から抽出した RNA を cDNA に逆転写し、増幅したものを

次世代シーケンサーで解析し、加齢に伴って蓄積する老化関連 T 細胞（SA-T 細胞）で発

現が上昇しているシグナル伝達因子を同定した。そこで、この因子を阻害する化合物を用

いて、SA-T 細胞の誘導や機能を阻害することを試みた。また、SA-T 細胞と同様に、加齢

に伴って増加する加齢関連 B 細胞（ABC）について、細胞骨格制御関連の遺伝子発現の増

加が認められたため、細胞骨格が関与する細胞の遊走や抗原取り込み（貪食）について検

討した。 

i) SA-T 細胞を抑制する化合物についての検討 

 マウスより採取した CD4+ T 細胞を、抗 CD3 と抗 CD28 で刺激し、3 日間培養した。こ

の時に、SA-T 細胞で発現が上昇しているシグナル伝達因子を阻害する化合物を加えた、

SA-T 細胞（PD1+, CD153+）の割合を検討した。また、マウスより SA-T 細胞を採取し、化

合物存在下、非存在下での抗 CD3 と抗 CD28 の刺激に応答したオステオポンチンの産生量

について検討した。さらに、高脂肪食を投与した糖尿病モデルマウスに化合物を投与し、

脾臓における SA-T 細胞の割合について検討した。 

ii) 老化関連 B 細胞（ABC）の特性ついての検討 

 マウス由来の濾胞（Fo）B 細胞と ABC より RNA を抽出し、定量 RT-PCR により細胞骨

格制御関連因子について発現の差異を検討した。また、マウス由来の濾胞（Fo）B 細胞と

ABC の遊走能と貪食能について、それぞれ比較した。 

 

 

（倫理面への配慮） 

 臨床試料の解析については、倫理•利益相反委員会によって法令（人を対象とする医学

系研究に関する倫理指針）に定められた基準への適合性について審査・承認を得たうえで

行った。また、当センターのバイオバンクに保存されている生体試料は既に研究に利用す

ることを許可され、番号化されており、研究者が患者の個人情報を全く知ることができな

いようになっている。 

遺伝子操作や疾患モデル動物については、当センターの各専門委員会の審査、承認を得

て実施した。動物実験では、「動物の愛護及び管理に関する法律」、「実験動物の飼養及

び保管等に関する基準」、「動物の処分方法に関する指針」、「厚生労働省大臣官房厚生

科学課長通知における基本指針」等の遵守、遺伝子組換え実験では、「遺伝子組換え生物

等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律」等の法令を遵守して研究を行

った。 

 

 



 

 5

Ｃ．研究結果 

１.血中タンパク質の網羅的解析 

アルツハイマー病患者及び認知機能正常者の血漿を用いた質量分析によって同定された

タンパク質のリストを作成し、変化が見られたタンパク質について、各々それらの抗体を用

いたウェスタンブロットにより、変化がないか確認を行った。現在までに行った各血漿のウ

エスタンブロットでは、アルツハイマー病患者や認知機能正常者の違いより、個々の検体で

の違いが大きい、もしくはそれほど顕著な違いが見られない等、アルツハイマー病特異的と

いったタンパク質は同定されていない。今後、他のタンパク質での検討及び検体数を増やし

変化がないか解析を行う予定である。 

ミクログリア活性化マーカーの sTREM2、ミクログリア炎症反応マーカーの MCP-1 /CCL2、

アストロサイト活性化マーカーYKL-40 と Clusterin、神経細胞-ミクログリア相互コミュニケ

ーションマーカーの fractalkine、抗炎症メディエータ Free BDNF、また、炎症系サイトカイ

ンとして TNF-α、IL-1β /IL-1F2、IL-6、IL-8/CXCL8、IL-10、C-Reactive Protein/CRP、さら

に神経炎症関連蛋白として GFAP の血清を用いたサンドイッチ ELISA を用いた解析で、

MCP1 と TREM2 が脳内炎症と特に相関するという結果が出ており、更なる解析を行ってい

る。また、アルツハイマー病に密接に関連する APP や ApoE、ニューロフィラメントといっ

たタンパク質についても、それらの抗体を用いたウエスタンブロットによる解析を行った

ところ、各症例で変化が見られたことから、症例数を増やして解析を行っている。 

 

２．ゲノム編集技術を認知症研究へ応用するための環境構築 

マウスおよびゼブラフィッシュにおいてゲノム編集技術を利用したノックアウトおよ

びノックイン個体の作出を行えるよう環境整備した。具体的には以下の四項目である。 

１）簡便なガイド RNA のデザイン法やオーダー法の選択と、それらの情報を希望者に

伝えるための文書化 

２）エレクトロポレーションによるマウス受精卵へのガイド RNA 導入レシピの検討

（実験動物管理室との共同研究による） 

３）ゼブラフィッシュ受精卵にゲノム編集のためのマテリアル（ガイド RNA と Cas9

タンパク質）を顕微注入するためのシステム立ち上げ 

４）ゲノム編集の成否を確認するための簡便な変異検出技術の立ち上げ 

 現在、これらの基盤的技術に基づきメディカルゲノムセンターから依頼を受けた２つ

の新規レビー小体型認知症関連遺伝子 MRPL43, MFSD3（マウスでは Mrpl43, Mfsd3）に

ついてノックアウトマウス個体を、また MRPL43 のレビー小体型認知症関連バリアン

トおよび、アルツハイマー型認知症関連のバリアントが見つかった、3 つの遺伝子 

MLKL, OR51G1 および SHRPIN の 3 遺伝子（それぞれマウスでは Mlkl, Olfr578, 

Sharpin）、計４遺伝子についてノックイン変異体マウスの作出を試みた。ノックアウト

型ゲノム編集について Mfsd3 については成功し、Mrpl43 は体細胞モザイク変異状態で
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胚性致死となると判断した。そのためヒト型の認知症関連 Mrpl43 バリアントのノック

イン個体作成に期待が持たれたが、やはりノックイン個体は作成できなかった。Mlkl

のノックアウトおよびノックイン個体の作出については、最終的にノックイン変異がモ

ザイクで存在する G0 個体が一匹得られ、野生型マウスとアウトクロスすることで、最

近 Mlkl ノックイン変異を持つ F1 個体を複数得られた。そしてその後行った Olfr578 と

Sharpin バリアントのノックインも導入された G0 個体が複数得られており、現在野生

型とアウトクロスしている。 

ゲノム編集を利用したゼブラフィッシュのノックアウト変異体作製も Mfsd3 と Mrpl43

について行った。Mfsd3 についてはマウス同様、ホモ変異体が２系統得られた。Mrpl43

については、ガイド RNA/Cas9 導入胚における同遺伝子への変異導入は確認できたもの

の、マウスの場合と同様致死となった。 

 

３．老化関連リンパ球を個体レベルで制御する技術の開発 

i) 化合物による SA-T 細胞の産生や機能の抑制 

SA-T 細胞で発現が上昇しているシグナル伝達因子の阻害剤存在下で SA-T 細胞を誘導し、

たところ、阻害剤により SA-T 細胞の分化誘導が大幅に減少した。また、この阻害剤存在下

で SA-T 細胞を刺激した結果、刺激に応答したオステオポンチンの産生が抑制されることを

見出した。また、糖尿病モデルマウスに化合物を投与したところ、脾臓における SA-T 細胞

の割合が減少することが明らかになった。 

ii) ABC における細胞骨格制御の亢進 

ABC において複数の細胞骨格制御因子の発現が上昇していたことから、細胞骨格が関与

する細胞遊走や貪食について検討した。その結果、ABC はケモカインがない状態でも遊走

すること、ケモカインの濃度勾配存在下では、Fo B 細胞に比べて遊走能が亢進しているこ

とが示された。また、FITC を標識したデキストリンの貪食能を検討したところ、ABC が高

い貪食能を示すことが明らかになった。 

 

 

Ｄ．考察と結論 

１）血液バイオマーカーは様々な疾患で注目されていることから、質量分析を用いた血中タ

ンパク質の網羅的解析は研究者に有用な情報となり、同様の解析を必要とする研究にとっ

て基盤となる技術である。しかしながら、現在まで質量分析によって得られた結果が、ウェ

スタンブロットによって確認できなかった。質量分析では翻訳後修飾や変異によりペプチ

ドの同定率が低下した結果、スコアが変動した可能性が考えられる。また、ウエスタンブロ

ットにおいても抗体のエピトープ部分が何らかの翻訳後修飾や変異によって反応性に違い

が出ることも考えられる。血漿タンパク質は特に糖鎖等の修飾がなされているので、今後こ

れらの修飾も考慮に入れ、解析を行っていく予定である。最近、定量プロテオミクスの手法
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の進歩によってデータ依存的解析から直接定量情報を得ることができるソフトウエアが開

発された。今後、これらの解析からより正確な相対的な定量データが得られれば、ウェスタ

ンブロットの結果との相違がなくなることが期待される。また、パスウエイ解析などによっ

て、疾患群でどのような経路が変化しているのかについての情報が得られ、血液バイオマー

カーや治療標的の開発に役立つことが期待される。 

 

２）当該研究は当センターにおける認知症等の長寿医療の中核となる疾患の病態解明に資

する研究技術開発を行う課題である。ゲノム編集技術を認知症の理解や痛みの抑制へ応用

するための環境構築の第一歩であるノックイン・ノックアウト変異体の作製について全般

的に順調に進んでいる。今後もセンター内の横断的協力体制により同定されると期待され

る新規認知症関連遺伝子はもちろん高齢者の QOL 向上に大切な「痛み」の関連遺伝子の機

能解析や治療薬開発をするうえで欠かせない疾患モデル生物を迅速かつ安価に所内研究者

に対して提供できることが期待される。なおヒト MRPL43 遺伝子のレビー小体型認知症関

連バリアントのマウスへの導入を試みたが産仔が得られずマウスでの当該バリアントはお

そらく細胞、正確には受精卵、の生存を許さないほどに有害な変異であることが示された。

この結果からマウスを単純にヒトの認知症モデルとして扱うには結果の解釈に十分な注意

が必要であることが明らかになった。モデル動物個体の作製を優先したので、ヒトの培養細

胞へのノックインのシステム構築まではリソースが回らずまだ行えていない。次年度の課

題である。 

 

３）SA-T 細胞で発現が上昇しているシグナル伝達因子を阻害することにより、in vitro に

おける SA-T 細胞の産生と機能を抑制できることが示された。また、in vivo においても

SA-T 細胞の割合を減らすことができ、この因子が SA-T 細胞制御の標的となり得ることが

示された。今後、この因子が SA-T 細胞の産生や機能に関わるメカニズムを解明するとと

もに、in vivo で効果的に SA-T 細胞を抑制できる方法を検討する予定である。 
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