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メ夕ボローム解析による変性性認知症の代謝異常の特定

Comparing metabolic pathway of dementia patients with active persons by means of metabolomic
profiling

環境情報学部4 年 

池垣雅子

要旨

認 知 症 を 大 別 す る と ，脳梗塞の多発 な ど に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 脳 血 管 性 認 知 症 と 脳 の 変 性 に  

よって引き起こされる変性性認知症に大別できる . また変性性認知症には，認知症全体の疾患の  

約 5 0 % を占めるアルツハイマー型認知症と，約 1 0 % を占めるレビー小体型認知症が含まれ， その 

他の変性性認知症としては前頭側頭型認知症もある . 各認知症は， アルツハイマー型認知症は， 

認知機能低下や人格障害を特徴とし， レビー小体型認知症は，認知障害だけでなくパーキンソン  

病様の運動障害も併発するのが特徴であり，前頭側頭型認知症は，人格障害が顕著な認知症であ  

る . これらの変性性認知症の診断法は現在，知能検査や画像診断が主であるが，発症初期などは  

診断が難しく，誤診が多いことが問題となっており，生化学検査などからの客観的な指標が求め  

られている . メ夕ボローム技術は代謝変動を網羅的に調べられ，様々な疾患のバイオマーカーの  

発見や，病理研究への応用がなされている .本研究はメタボローム解析を用いてこれらの変性性  

認知症， アルツハイマー型認知症， レビー小体型認知症，前頭側頭型認知症についての診断方法  

を確立することを目的としている .

本研究では ， T he Shankle C lin icとの共同研究で得られた認知症患者（アルツハイマー型認知症： 

A D ，前 頭 側 頭 型 認 知 症 ：F T L D， レビー小体型認知症：L B D )の血清，尿，唾 液 を 解 析 し た •統 計  

解析からは，各認知症の傾向を把握することに成功し，特に同定物質に特徴があることが分かっ  

た . また， マンホイットニーの検定で健常者と認知症患者の間に差が見られていた複数の代謝物  

で，各認知症の共通性と相違点を考察した .

K e y w o r d s:ア ル ツ ハ イ マ ー 型 認 知 症 （A D ) ， 前 頭 側 頭 型 認 知 症 （F T L D ) ， レビー小体型認知症  

(L B D ) ， メ夕ボローム，C E-M S
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1 . 序論

1 . 1 現在の認知症診断

認知症の診断は現在，知能検査を始めとした神経心理学的検査と，画像診断によるものが主流で  

ある .

神経心理学的検査は， 日本で最も広く使用されているのは長谷川式認知症スケールとM ini-M ental 

State Exam ination(M M SE)である . どちらも，健常者は簡単に答えられるが，認知症にとってはそ 

れが困難になる設問で構成されている . これにより，認知症と判断された場合，本人とその家族  

への問診を行った上で画像診断を行い，両者の診断に矛盾がなければ病名が下されることが多い  

が，それでもなお誤診率は50%に上るという結果が出ている .

画像診断においては，剖検調査の結果， アルツハイマー病と診断されていた約半数は診断を満た 

すべき脳病変が認められなかった . それに対して， レビー小体型認知症や，脳血管性痴呆では，病 

変は明らかであった .レビー小体型認知症の脳に現れるレビー小体という封入体は健常者の脳に  

も加齢とともに出現するものである . 脳血管性痴呆の原因は脳梗塞や脳出血などであるが，軽微 

な脳梗塞は， これも，高齢者には出現しやすい . よって，対象者が高齢者であればあるほど病変  

混在比率が増え，画像病変の曖昧さは高まると報告されている . [ 1 ]

認知症の治療法は薬などによる対処療法となり，早期発見によって進行を遅らせることが望まれ  

るが，以上の理由により誤診率が高く，不適切な治療を行なってしまうことが多々ある .よっ  

て，今後より多角的な病理研究や，客観的な評価指標が求められており， メタボローム解析を用 

いた生化学検査はそのうちのひとつである .

1 .2  メ夕ボローム解析の概要と臨床への期待

これまでの認知症の研究は脳生理学的な観点から行われるものが中心であったが， メ タ ボロ ー ム  

解析技術は代謝変動を網羅的に調べることができ，様々な疾患のバイオマ ー カ ー の 発見や，病理 

研究への応用が期待されており，メ夕ボロ ー ム 解析による認知症研究への有用性も期待されてい  

る[2 ].

メ夕ボロ ー ム 解析による研究はA D について盛んに行われ，ノ《イオマ ー カ ー 探索や病理研究に貢献  

している[3 , 4 ] . 先行研究によると，A D患者の脳内は健常者に比べ酸化ストレスが強く，一酸化 

窒 素 合 成 酵 素 （N O S ) が顕著に現れ，尿素回路酵素に異常を引き起こすことが報告されている  

[6 ]. 別の研究においては，A D 患者の血漿においてステロ ー ル の 一種と推定される未知物質がバ  

イオマ ー カ ー 候補として挙げられた . しかしながら，数々の異性体から完全に特定することは出  

来ず；物質の特定は出来ていない [ 5 ] . また，F T L D やL B Dなどその他の変性性認知症を含めた研究  

はなく， メタボロ ー ム 解析でこれらの認知症を正確に診断するバイオマ ー カ ー は 発見されていな

1 . 3 本研究の意義

診断が難しいA D ， F T L D ， L B D について，様々な視点•手法から特徴付けを行 い ， それらを複合 

的に組み合わせて考察する . 主に統計解析を用い，各認知症の特徴を把握した上で， どのような 

評価，尺度からが最も各認知症を区別できるかということについて検討し，診断の精度を上げる 

ことを目的としている .

2 .対象と手法

2 . 1 血清，唾液，尿の処理法

CE-MS[7]で検出されたピークを，先端生命科学研究所の杉本氏によって開発されたソフトウェア 

MasterHands ver.2.10 .0 .n[7]を用いて解析した . 血清，尿，唾液，コントロールそれぞれのデ一夕 

各 19サンプルをそれぞれ全積分し， ヒ一ク情報として質量電荷比（m/z)，泳 動 時 間 （Migrationtime: 
MT)とピーク面積値を得た .解析の手順は図1のとおりである.
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1 .  m /z:40ppm M T:0 .5m inで積分を行った .

2 .  代謝物質の標品を測定したピークファイル（標準物質）を用いてアノテ一ションを行った .

I仏 " …  ド ， I -

\minmAthm stAn4M*i Uk
■

!v - へ * >- • ^

、 - よト*じぐ”、ハ,、い>s ! .:,、，、ぶ"“，
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F ig .1 M asterH andsによる解析の流れ

3 . 内 部 標 準 物 質 （I S ) にM ethionine su lfo n eとD iethil-2-A cetateの2 つを設定しピークの補正を行っ 

た .

4 • アノテーシヨンタグにN o i s e と付いた物や， ノイズと思われるデ一夕を目視で取り除く . A D  

( n = 3 )，FTLD(n=4)， LBD ( n = 3 ) ， NL ( コントロール，n = 9 ) 計 19サンプルのうち，発現してい 

るサンプル数が3未満の物質についても取り除いた .

5. 4 .で出されたRelArea^ Coneからz-scoreに変換し，統計解析に用いた .

3.2. 統計解析

M asterH andsにより計算された R elA reaを用いて主成分分析，対 応 分 析 を 行 っ た .こ れ ら の 解 析 は  

TM 4 Multi Experiment Viewer(Dana-Farber Cancer Institute, B oston)を用いて行った .主成分分析と対  

応 分 析 は ， 多 変 量 の デ ー タ を 扱 う 解 析 手 法 の 一 分 野 で あ る . 主 成 分 分 析 は ， データに含まれる  

個々の項目を総合して評価し，少数の指標によって表す手法である . [16 ]扱う多次元デ一夕から， 

直 交 回 転 を 用 い て 相 関 の な い 主 成 分 を 算 出 し ，低 次 元 に 要 約 す る こ と が で き る . 対 応 分析は， 

デ一夕の行と列の相関が最大になるように， 関係性の強い要素を相対的に近くプロットする手法  

である . [17]

3 . 結果  

3 . 1 統計解析

TM4  Multi Experiment Viewer(Dana-Farber Cancer Institute, Boston)を用いて主成分分析と対応分析を  

行 っ た （F ig .1 -2 ). 血清の寄与率は対応分析が 29.80%であるのに対し，主成分分析が 27.573% , 唾 

液では対応分析 20.37%で主成分分析 31.91 4 % ,尿では対応分析が 28 .17で 主 成 分 分 析 27.830% で 

あった . 血清と唾液の対応分析の結果では疾患群と健常者群で分離することができ， さらに各疾 

患に注目すると，血清においては FTLDやAD間で， 唾液においてはFTLDとLBD間でも明確に分離  

されていた . 尿の対応分析では血清，唾液に比べ疾患群と健常者群で分離することができなかっ  

たが，主成分分析に比べ対応分析では全ての体液において疾患群対健常者群でよく分かれ，特に 

血清は累積寄与率も高かった .
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Fig.1 各体液における対応分析

A)血 清 B)唾 液 C)尿を示す .グラフ下の数字は主成分分析の累積寄与率を示し，A )_C )それぞれ
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2 9 .8 0% , 20 .37% ， 2 8 . 1 7 % .また，赤枠ヵ嫉患群，黒枠が健常者群を表す . ■ : N L  (健常者 ） ■ :  

A D  ( アルツハイマー型認知症 ） ■ : F T L D  (前頭側頭型認知症） ： L B D  (レビー小体型認知

症 ）
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F ig .2 各体液における主成分分析

A )血 清 B )唾 液 C )尿を示す . グラフ下の数字は主成分分析の累積寄与率を示し，A )-C )の左から 

それぞれ 2 7 .5 7 3% , 31 .9 1 4% , 2 7 .8 3 0% . •  : N L  (健常者 ） •  ： A D  ( アルツハイマー型認知症）

•  : F T L D  (前頭側頭型認知症） ： L B D  ( レビー小体型認知症）

3 . 2 .マンホイットニーの U 検定

T M 4  M ulti Experim ent V iew erを使用し，マンホイットニーの U検定を行った . 第二章で，疾患群対  

健常者群で U 検定を行ったところ，血清と尿において G lu ta m in e(G ln )に，唾液と尿において G A B A  

に 有 意 差 が 見 ら れ た （T a b l e . l ) . これらの物質はともに尿素回路周辺に位置する代謝物である .

A D では尿素回路周辺の代謝物に有意差 (p値 < 0 . 0 5 )は見られなかったが，L B D では A rgin in e(A rg)と 

G A B A , F T L Dでは G A B A に有意差があらわれた . L B D のA rgin in eは血清，唾液で共に健常者より減  

少 し て い る （F i g . l ) . また，G A B A の濃度はL B D ，F T L D共に上昇している . （F ig .2 )

A ) B)

F i g . ] 血清中と唾液中の A rgin ine濃 度 （縦 軸 ：C one)
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A ) 血 清 B)唾液

グラフ黄：L B D 黒 ：健常者

A) B)

F ig .2唾液中のG A B A濃 度 （縦 軸 ：Cone)

グラフ黄：L B D 青 ：F T L D 黒 ：健常者

第二章の考察で述べたように，G A B Aは神経伝達物質であるドーパミンを放出するドーパミン作動 

性の活動を抑制する [ 8 , 9 ] .マンホイットニーのU検定では血清，尿，唾液のどれにも有意差は出な 

かったが，血清デ一夕のR elA reaで算出して平均値を取ったグラフを以下に載せる . （F ig .3) ま 

た，D opam ineは唾液と尿では欠損値が多かったため載せない . 血清中のD opam ine量は，健常者に 

比べてすべての認知症で平均し少なかった .

0 .0 5  1

0 .0 4  1

0 .0 3  j
*

0.02 1

°-°1 L
_ .

一 ！

FT L D
；：

NL

Fig.3 血清中の  Dopamine 量 （縦 軸 ；R elA rea)

グラフ赤：A D グラフ黄：L B D 青 ：F T L D 黒 ：健常者

3 .3.神経伝達物質量

認知症に関わりの深い物質として，神経伝達物質が挙げられる . その中でも，認知症の精神症状  

に深く関わりがあるとされる S e r o t o n in と，特に A D において顕著な減少が見られるとされる  

A cety lch o lin eについて，以下にRelArea量で算出したグラフを載せる . （F ig.4 ) D opam ine同様，尿 

と唾液では欠損値が多くあつたため，血清のデータを載せる . 結果を見ると，3物質のどれからも 

傾向か見られず， また誤差範囲か多く出た . G lutam ineと相互変換されるG lutam ateについても同様 

であった .
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F i g . 4 血清中の神経伝達物質量（縦 軸 ；R d A rea)

A)Serotonin, B)A cetylcholine

グラフ赤：A D グラフ黄：L B D 青 ：F T L D 黒 ：健常者 

3 .4. 各認知症の尿素回路周辺の代謝マップ

尿素回路周辺の物質について，代謝マップを描き，疾患ごとの共通性と相違点を比較した .代謝  

マップについては付録 1 に掲載する . 結果，A D の血清ではこの代謝経路においてすベての代謝物 

濃度が健常者群よりも高かった .

4 . 護論

4 . 1 デ一夕全体の傾向

対応分析では，疾患群対健常者群ですベての体液で分けることができた .特に血清は主成分分析  

に比べ，累積寄与率が高く，信頼性が高いと言える . 尿，唾液では逆に累積寄与率が低くなった 

が，主成分分析ではほとんど分かれなかったのに対し，対応分析では分かれている . これは，対 

応分析が独立したデータの解析に適していることが関係していると考えられる [ 10 ] . また，行と列 

の関係性を最大化出来る性質により，疾患群と健常者群を各代謝物濃度によって特徴付けること  

に成功した . 対応分析により，疾患群と健常者群は代謝物濃度において明確な差があることが分 

かった .

4 .2 尿素回路周辺の代謝系

血清のサンプノレでは，A D の尿素回路の代謝物濃度が全て健常者に比べ上昇している.これは他の  

サンプルには見られない特徴である . 先行研究によると，A D患者の脳内は健常者に比べ酸化スト 

レスが強く，一酸化窒素合成酵素（N O S )が顕著に現れ，尿素回路酵素に異常を引き起こすこと 

が報告されている [8 ] . またA D の脳内において，尿素回路における重要な酵素の一つ ， Ornithine 

transcarbamylase ( 0 T C ) が機能していることが確認されている [15]. 0 T C は力ルバモイルリン酸と 

O m khineからC itrullineとリン酸を生成する際に働く酵素である .健常者の脳内ではこの酵素は不活  

性であり，尿素回路が活発になることがA Dの脳に何らかの影響を与えていると推察されている . 

血清サンプルのL B D における代謝マップを見ると，O rnith ine濃度は健常者に比べて平均的に高  

く，Citrullineは平均的に低いことが確認できる . これらのデ一夕から，OCTが機能して尿素回路に 

異常を引き起こすのはA D のみであることが示唆される .

4 .3. G A B Aの濃度上昇

代謝マップを見ると，全てのデータにおいて認知症患者のG A B Aの濃度が高くなっている.これら 

のうち，L B D とFT L Dはともに唾液で有意差（p < 〇_〇5 ) が出ている . 前期の研究結果でもG A B Aは 

健常者に比べ疾患群では高く出ていた . G A B Aは抑制性の神経伝達物質であり，抗不安，鎮静な
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どの作用があるが，一定以上の増加はしばしば健忘を引き起こし， また興奮性神経伝達物質であ 

るノルアドレナリンの前駆物質であるドーパミンを放出するドーパミン作動系の活動を低下させる 

[9， 1 0 ] . ドーパミンの不足は意欲の低下やパーキンソン病様の症状を引き起こす [11].意欲の低下  

はA D，FTLD，L B Dすべての疾患に共通する症状である . G A B Aは老年認知症，特にアルツハイマー 

型認知症の脳内での蓄積が報告されているが [ 1 2 ] , 本研究ではレビー小体型認知症における蓄積が  

顕著である .
欠損値がなかった血清でDopamine量を調べたところ，健常者に比べ，各認知症ではD opam ineが少 

なく出ていた . 平均値として最も低かったのはL B Dで，先行研究を裏付ける結果となった .先行  

研究ではタンパク質発現量で調査しているが，今回，C E -M Sによるメ夕ボローム解析でも同様の  

結果か出ている .

L B D と関わりのある疾患としてパーキンソン病が挙げられる .ともに脳内にレビー小体が発生す  

ることが原因となるが，発生箇所が異なる . レビー小体は神経細胞に出現するa-シヌクレインの封 

入体であり， ドーパミン， ノルアドレナリン，セロトニン，アセチルコリンを分泌する神経細胞に 

多く現れるとされているが，詳細な機構は明らかになっていない . L B Dの神経伝達では， ドーパ 

ミン， ノルアドレナリン，セロトニン，アセチルコリン作動系で欠陥が起き，脳内で不足する . 

パーキンソン病では D op am in e作動系の働きが低下することが知られており [1 8]，パーキンソン  

病，L B D ともに現れる身体症状はD opam ine濃度の低下が原因と考えられる . また， ノルアドレナ 

リンはA D とFT L D，アセチルコリンはA D でも低下することが分かっている . [ 19]セロトニンの低 

下はうつ病をはじめとする精神病で起こるとされ，抑うつ状態を引き起こすとされる . [2 0 ]今回， 

D opam ineは認知症に低く出る傾向が見られたが，A cetylcholineやSerotoninでは個体差が大きく，先 

行研究に沿った結果は得られなかった .

4 .4.血液脳関門の性質と代謝物

.血 液 脳 関 門 （Blood-Brain Barrier，B B B ) とは，脳の血管から神経細胞に流入する血液中の物質を 

選択的に阻害する機構である . この機構により，毒性のある物質などは神経細胞に届かない .通  

過できる物質としては帯電性があり， また，分子量の小さい物質が多いが，全貌は解明されてい  

ない . 代謝物から神経伝達物質の結果を導こうとすると，問題となるのがこのB B Bである .

本研究の結果を見ると，尿素回路周辺の物質やD opam ineなど，発現量や脳解剖学による先行研究  

と類似するか， または同様の結果が出ている物質も多い . しかしながら，SerotoninやA cetylcholine  

など，先行研究に沿わない結果が出た物質もある . 尚，Dopam ine，Serotonin，A cety lch olin eはすべ 

てB B Bを通過することができず前駆物質を利用して脳内で生成されている .

今回， これら 3つの神経伝達物質の生成について調べた . すると， すべての物質について脳内  

(B B B以降）の神経細胞で産生されるが， SerotoninとA cetylcholineについては，体 内 （B B B以前） 

でも産生されていた . ゆえに，S ero to n inとA cety lch o lin eが脳内と体液で結果が得られなかったの  

は，脳以外の場所で産生された同物質との総量を測っていたからだと考えられる .この結果よ  

り，脳内の代謝量変化について見る場合，体液からは難しいが，脳内でのみ産生される物質では  

体液にも反映されるということが導かれた .
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