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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 

 

本研究では、血液中の生体分子の網羅的解析（オミックス）情報を基に、老化や疾患に関連

するバイオマーカー分子を同定することを目的としている。 

 今年度は、アルツハイマー病（AD）で発現変動する分子探索と、加齢で変化する血中分子

の解析を行った。患者および健常者の血漿を材料とした複数のオミックスを実施した。その結

果、疾患群で発現が変動する 16 の血中 microRNA のほか、エネルギー代謝・アミノ酸代謝・

グルタチオン代謝回路における７つの代謝物が疾患群で変化していることを確認した。本研

究の参考とするため、AD モデルマウス脳のオミックス解析を併せて実施した。脳組織の

microRNA アレイ解析では、17 の microRNA の変動を確認した。 

 一方、健常者のオミックス情報を用い、血中 microRNA と代謝物の加齢変動を調べた。その

結果、50代を起点として、15のmicroRNAの加齢変動と、男性 14、女性 5の代謝物の濃度に

加齢変動を認めた。 

 
【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 

冨本秀和   三重大学大学院・教授 

 
A．研究目的 

近年、質量分析装置（MS）などのテクノロジーとバイオインフォマティックスの発達

により、創薬・診断薬開発分野では生体内分子の網羅的解析（オミックス）を基盤とし

た研究開発が主流となっており、発症予測・予後予測が可能な新しいタイプのバイオマ

ーカーが誕生している。われわれは、認知症や関節疾患など、高齢期に発症する疾患の

治療標的分子やバイオマーカー候補分子の同定を目指しているが、本研究課題ではアル
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ツハイマー病（AD）患者血漿を材料とした多層的オミックスを実施し、発症の予測や診

断に利用出来るバイオマーカー分子の探索を行っている。本年度は、おもに臨床試料の

収集と試料調整法の確立を主体に研究を行ったが、一部の血漿を用いたオミックスを実

施した。また患者脳の確保が困難なことから、AD モデルマウスの脳組織を用いたオミ

ックスを行い参考となるオミックス情報の収集を行った。一方、疾患群の対照として解

析した健常群のオミックス情報を二次利用し、血中分子プロファイルの加齢変化を解析

し、老化の指標となる分子探索を行った。 
 
B．研究方法 

1) AD 血漿のオミックス 

 これまで AD 群 19例、MCI ９例、血管性認知症４例の血漿を収集した。対照とした

血漿は、人間ドック（長寿ドック）受検者のうち、とくに加療の必要ない健常者から提

供されたもので、これまで 81例を収集した。今年度はこれらのうち、AD９例（対照群

16）のトランスクリプトーム解析、メタボローム解析を実施した。また、３例（対照群

３）のプロテーム解析を実施した。 

 トランスクリプトーム解析として、血中の microRNA の発現解析を実施した。解析に用

いたチップは、Agilent社のマイクロアレイチップ Human miRNA cer.14。メタボローム解析では、

イオン性代謝産物を検出する、キャピラリー電気泳動装置を MS に連結した CE/TOFMS

による分析を行った。プロテオミクスでは、高感度質量分析装置 LTQ Orbitrap Velos (Thermo 

Fisher Scientific 社)による nanoLC/MS 分析を実施した。 

 

2) AD モデルマウス脳の microRNA 解析 

 APP トランスジェニックマウスは、AD のモデルとして利用されている。今年度は、脳内

に Aβの蓄積が見られる 17 ヶ月齢の APP マウスと正常マウスの脳（大脳全体）から

RNA を抽出し、mouse miRNA microarray kit（Agilent 社）による発現解析を行った。 
 
3) 細胞由来のマイクロパーティクルの解析 

 最近、分泌型 microRNA が注目されている。この microRNA は、細胞から放出される

Exosome や Micropaticle (MP)などの小包体に包まれ、血漿中に存在すると考えられている。

今回われわれは、細胞から放出される MP が実際に microRNA を含んでいるかを確認する

目的で、培養血管内皮細胞由来 MP (EMP)の検出・定量を実施した。実験に用いた細胞はマ

ウス血管内皮細胞株 b.End5 細胞。EMP 定量にはフローサイトメトリー法を用いた。microRNA

の解析は上記同様の方法で行った（分担研究報告書を参照）。 

 

4) 血中分子プロファイルからの老化マーカーの探索 

 材料は、上記研究で解析された健常群の各オミックス情報で、今回は、microRNA 解
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析情報の一部とメタボロミクス情報を年齢順に並べ、時系列解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 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

を得て実施。被験者の研究への参加は本人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、センター外の分担研

究については分担研究者の所属する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。また動物を用いた研究は、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、同センターの動物実験指針に従った。 
 

C．結果と考察 

1. AD 血漿のオミックス解析 

 これまで疾患群９例、対照群 16 例の血中 microRNA プロファイリング解析を実施した。

解析の結果、患者群では対照群に比べ 16個の microRNAs の発現上昇が示された（減少

なし）。これらの標的となる mRNA 群を公知のデータベースを用いて検索した結果、神

経伝達物質の分解に関わるアセチルコリンエステラーゼ遺伝子、細胞内輸送に関与する

SV2A 遺伝子等を標的とする microRNA が含まれており、疾患との関連性が示唆された。 

 疾患マーカー分子の意義付けには、実際の患部であるヒト脳組織の解析が必要である

が、現実的には脳組織の収集は困難である。そこで今回、AD モデルマウスの脳を用いた

オミックス解析を試みた。microRNA 解析の結果、疾患モデルマウスにおいて、野生型

マウスより２倍以上発現が増減したものは 17種類で、上昇が７、減少が 10であった（分

担研究報告書参照）。これらの microRNA には、ヒト血漿で検出されたものと共通する

microRNA はなかったが、共通する標的遺伝子をもつ microRNA が存在したことから、

モデル動物の検討には一定の意義があると思われる。 

 血中に存在する分泌型の microRNA の由来を特定することは今後の研究の焦点の一つ

とされている。われわれは、AD が脳の疾患であることに着目し、脳血管内皮細胞から

遊離するマイクロパーティクル（EMP）は、炎症などの刺激で変化するのか、in vitro

で検討を行った。その結果、b.End5 細胞の培養上清から EMP が検出され、それらはサ

イトカイン等による炎症誘導で有意に増加することが示された。次に、回収した EMP

から small RNA を回収し、microRNA の解析を行った結果、70種類の microRNAs の発現が

炎症誘導により変化した（分担研究報告書参照）。このことは、脳に炎症がある場合、

血漿中には脳血管内皮細胞から分泌した EMP/microRNA が存在している可能性を示唆

しており、脳特異的バイオマーカーの探索に有益な情報と思われた。 

 血漿メタボロミクスでは、疾患群９例、対照群 15例の分析を修了しているが、定量

解析においては同時期に分析した疾患群９例、対照群９例で比較した。その結果、AD

群において増加する６個の代謝物と減少する１個の代謝物が示された。個々の代謝物を
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みると、エネルギー代謝・アミノ酸代謝・グルタチオン代謝において変動する代謝物が

検出されていることがわかった。しかし microRNA 同様、まだ例数が少ないので今後十

分な臨床試料の確保と解析を行うことが重要と考えている（分担研究報告書参照）。 

 なお、プロテオーム解析については、当センターに新たに導入された高感度質量分

析装置による解析を行うため、今年度は試料の前処理法の確立と解析条件の最適化など

を検討した。現在、新しく確立した前処理法による予備解析（疾患群３・対照群３）を

進めている。 

 
2. 老化のバイオマーカー分子の探索 

 これまで 16例の microRNA 解析を終了したが、50代は含まれていないので、60代前

半から、同後半〜70代〜80代という流れで加齢変化を調べた。その結果、年代が進む

につれて発現値が徐々に上昇するものが 13、減少するものが 2存在した。興味深いこ

とに、これらの中には、神経系や循環器系の機能維持、がん・糖尿病の発症に関連する

ものが含まれており、老化をリスクとする疾患との関連性が深い microRNA 群と考えら

れた。また、年齢に関係なく一定の発現量を保っている microRNA が 20存在し、これ

らが内因性のコントロールマーカーに使える可能性があり、今後検討を加えたい。 

 一方、メタボロミクスでは２回の解析で 15の試料（50,60,70代各 5例）を解析した。加

齢変動解析については、2回目の９個体（男性３、女性６）を対象に行った（分担報告

書参照）。男性では加齢で増加する代謝物が６、減少する代謝物が８検出され、女性で

は増加が３、減少が２であった。これらの中には、microRNA 解析同様、神経細胞の維

持機能に関連する代謝物が含まれている。また、タンパク質合成に関連するもの、老化

により機能低下が現れやすい、腎機能に関連した代謝物が検出され、今後の解析に注目

したい。しかしながらまだ例数が少ないため、男女に共通する代謝物は検出されなかっ

たことなど、検討すべき点が示された。 

 代謝物の網羅的解析であるメタボロミクスでは、代謝物の血中濃度が正常老化によっ

てどのような変化を示すかという問題に強い関心が持たれている。また、加齢がリスク

となる疾患の代謝物プロファイルの解釈では、代謝物の変化が加齢による変化なのか、病

気による変化なのかを把握する必要性があり、今回のようなアプローチは重要な試みと

考えられている。 

 

D．結論 

1) AD 患者と健常者血漿の microRNA プロファイリング解析では、疾患群で発現変動を示す

microRNA が複数検出された。 

2) 同様に、メタボローム解析では疾患群で変動する複数の代謝物が確認された。 

3) AD モデルマウス脳のmicroRNA プロファイリング解析では、変動する 17種類のmicroRNA

が検出された。 
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4) 血中 EMP には microRNA が含まれ、それらは炎症誘導によりプロファイルを変化させた。 

5) 男女それぞれにおいて、加齢によって変動する代謝物が確認された。 

 

E. 健康危険情報 
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