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	 研究要旨 

	 現在アルツハイマー病治療薬に関しては、その多くが有効な結果が得られなかったとし

て、臨床試験が中止となっている。その原因の一つとしてアルツハイマー病の発症段階に

おいて、既に老人斑と神経原線維変化といったアルツハイマー病の病理が形成されており、

たとえ老人斑の形成が抑えられたとしても、既に形成された神経原線維変化によって、そ

の進行が抑えられないという可能性が考えられる。今後より早期、つまりプレクリニカル

での臨床試験が行われることも予想され、アルツハイマー病発症前の徴候を捉えることの

重要性はよりいっそう増すものと考えられる。もし血液でのバイオマーカーが確立されれ

ば、画像診断と比較して、安価で迅速に診断する方法を確立できるばかりでなく、発症前

に予知することも可能となる。当センターでも Aβに着目した血液バイオマーカーを同定

しているが、それ以外にも確実性の高い血液バイオマーカーを同定して組み合わせてい

くことで、より正確かつ早期の診断に役立つと思われる。 

	 本研究では質量分析による血漿中の微量タンパク質解析法の開発を行い、これらを用い

て、これまでの研究でアルツハイマー病と健常人の血漿中で違いが見られたApoEの糖鎖や

プロセシングに特に注目して解析を行った。これ以外にも翻訳後修飾等の変化を同定し、

それらがアルツハイマー病の早期診断に利用できないか、さらには、患者の重篤度の評価

に利用できないか検討している。 
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Ａ．研究目的 

	 アルツハイマー病を正確かつ早期に診断し、治療を開始することが患者の増加ならびに

病気の進行を抑える上で、極めて重要である。しかしながら、現在十分な早期診断法は確

立されていない。もし血液バイオマーカーでアルツハイマー病発症前の徴候を捉えること

が出来れば、予防的介入を行うことで、高齢者の認知能やADL (Activities of Daily Living) 低
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下を抑制することが期待できる。そこで、本研究は質量分析を用いて、血液中のアルツハ

イマー病関連タンパク質の解析を行う。これらによって、バイオマーカーを探索し、ア

ルツハイマー病の早期診断法の開発を目的とした。 

 
 

Ｂ．研究方法 

１）ヒト血漿中の変性 ApoEの解析 

	 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、プロテオーム解析を試みた。

全処理として、アルブミン、IgG、IgA等の主要な 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、各々の画分は遠心フィルターによって３kDa以上の分子量

のタンパク質を集め、各検体の素通り画分と吸着した画分の各々1ugを SDS-電気泳動を行

い、抗 ApoE 抗体を用いたウエスタンブロットを行った。さらに、各々の画分はそれぞれ

直接トリプシンで消化し、得られた消化物は C18 column (Magic C18AQ, 0.1 x 300 mm; 

Michrom Bioresources, Inc.)を用いて、500nl/minといった低流量で流せる HPLCを連結し、

高感度質量分析装置 LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific)によるショットガン分析

に供した。質量分析によって得られたデータは Proteome discoverer software (Thermo Fisher 

Scientific)でタンパク質の同定を行った。 

 

２）長時間インキュベーションしたリコンビナント ApoEの解析 

	 ApoEの蓄積による変化をみるため、リコンビナント ApoEを用い、ApoE3 (0.1ug/ul) 及び

ApoE4 (0.1ug/ul) を 0.1Mリン酸緩衝液 (pH7.4) 中で 1ヶ月(1M) 、2ヶ月(2M) 、3ヶ月(3M) 

と 37℃でインキュベートとし、ApoEにどのような変化が起こるかについて抗 ApoE抗体を

用いたウエスタンブロット及び質量分析装置を用いたプロテオーム解析を行った。 

 

（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。 

 

 

Ｃ．研究結果 

１. ヒト血漿中の変性 ApoEの解析 

	 これまでアルツハイマー病患者と認知機能正常者の血漿を用いた解析から、ApoE抗体は
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アフィニティーカラムには固定化されていないので、本来ならば ApoEは素通り画分に回収

される。一方で、素通り画分ほど量は多くないが、アフィニティーカラムに吸着した画分

にごく一部変性した ApoE があり、それらは ApoE4 を持つ検体で多く見られた。変性した

ApoEは ApoEの C末の抗体を用いたウエスタンブロットによって、モノマーから高分子領

域までスメアを呈した。一方で ApoE の C 末以外の抗体ではこのような変化は見られなか

った。それらの変化を調べるために、アルツハイマー病患者及び認知機能正常者の血漿の

素通り画分及び吸着画分を 2ug、各々トリプシンで消化し、質量分析装置によるショットガ

ン分析に供した。質量分析によって得られたデータは mascot 検索を行いタンパク質の同定

を行った。その結果、アルツハイマー病患者及び認知機能正常者の血漿の素通り画分から

それぞれ ApoE の配列の約 76％及び約 66％の領域をカバーすることが出来た。一方で、ア

ルツハイマー病患者及び認知機能正常者の血漿の吸着画分からはそれぞれ ApoE の配列の

約 27％及び約 18％の領域しかカバー出来なかった。量的な問題に加えて、ヒト ApoEでは、

glycosylation や sialylation 等の修飾が報告されていることから、アミノ酸そのものの変化に

加えて、同定出来なかった領域については翻訳後修飾を加味し、さらなる解析を試みてい

る。 

 

２．長時間インキュベーションしたリコンビナント ApoEの解析 

	 ApoEの蓄積による変化をみるため、リコンビナントApoEを用い、リン酸緩衝液中、長時

間インキュベートとすることで、ApoEがどのように変化するのかをSDS電気泳動及び抗

ApoE抗体を用いたウエスタンブロットで解析した結果、ApoE3及びApoE4は分解とともに、

重合がおこり、変性したスメア状のApoEが観察されたが、ApoE3とApoE4では分解と重合

のパターンは異なっていた。そこで、これら変性したApoEの違いを質量分析装置で解析し

た結果、ApoE3では1ヶ月、2ヶ月 、3ヶ月とインキュベート時間の増加に伴い、

VRAATVGSLAGQPLQERAQAWGERLR [207-215]の領域のペプチドが同定されなくなった。

ApoE4についてはインキュベートに伴い、AWGERLRARMEEMGSRTR[190-226]のペプチド

が同定されなくなった。これらの領域で、アミノ酸側鎖の変化及び切断が起きている可能

性が示唆された。 

 

 

Ｄ．考察と結論 

	 血漿中のApoEのC末の抗体を用いたウエスタンブロットにおいて、ApoE4を持つ検体では

高分子領域までスメアを呈した。C末以外の抗体ではこのような変化は見られなかったこと

から、ApoEのC末側がこれらの変化に関わっていると考えられた。また、リコンビナント

ApoEを長時間インキュベートとすることでもスメアが観察された。このことから、蓄積さ

れたApoEが一部血漿中に存在することが考えられる。ApoE4保有者は認知機能正常の段階

からこのような変化がみられ、ADを発症すると更にその変化が大きくなることが推測され
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た。また、アルツハイマー病脳の前頭皮質の質量分析によってApoEのC末領域 (224-299)が

蓄積しているという報告があり、特にApoE4を持つ検体ではC末領域の蓄積が多いことが示

されている(Wang M and Turko IV, PLoS One, 2013)。このことから、おそらく血漿中に見ら

れる変性したApoEは脳内のApoEの一部が血漿中に混在している可能性が推測された。これ

ら変性したApoEの違いをさらに詳細に質量分析装置で解析し、変化がみられる領域を絞り

込んでいるが、正確な修飾の同定までには到っていない。これらの変化を特定することで、

アルツハイマー病の早期診断に利用できる可能性がある。 
 

 

Ｅ．健康危険情報 

	 	 なし 
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