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【序論】 

近年、日本において高齢化が進み、それに伴い認知症の患者数も増加している。

認知症患者数は 2010 年時点で約 200 万人といわれ、さらに 2020 年には 325 万

人に達すると推計されている 1 )。認知症の原因となる疾患は、脳細胞傷害を引き

起こす脳血管障害及びアルツハイマー病が主である。 

高齢化社会において、要介護の原因となる認知症を予防、早期発見することは

Quality of life (QOL)を維持、向上させることにつながるため重要である。 

脳血管障害は、日本の三大生活習慣病の一つであるにもかかわらず信頼性の高

いバイオマーカーが存在していなかった。この背景のもと Yoshidaらは、生体内

で生成されるアルデヒド化合物の一つであるアクロレイン（CH2＝CHCHO）に

着目して、脳血管障害におけるバイオマーカーとしての可能性を検討した。細胞

内において産生されたアクロレインは、タンパク質のリジン残基と結合してタン

パク質結合型アクロレイン（Protein‐conjugated acrolein : PC‐Acro）を生成

し、有用なバイオマーカーとなり得るとの報告を行った 2)。 

PC‐Acroを形成するアクロレインは、細胞内にmMオーダーの濃度で存在す

るポリアミン（プトレスシン、スペルミジン、スペルミン）より産生される。ポ

リアミンは生物界に広く存在しており、第一級ならびに第二級アミンを二つ以上

含む塩基性の生理活性物質である。現在、同定されている 20 種類以上のポリア

ミンのうち、細胞内にはプトレスシン（Putrescine：PUT：NH2(CH2)4NH2）、ス

ペルミジン（Spermidine：SPD：NH2(CH2)3NH2）、スペルミン（Spermine：SPM：

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2）の三種類が存在している。これらポリアミ

ンは細胞内において、主として RNA と結合しておりタンパク質ならびに核酸の

合成を促進することにより、細胞増殖因子として働いている 3‐8)。また、3種のポ

リアミンは同様な生理活性を示すが、有効濃度が異なるため 9) PUT 、SPDなら
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びに SPMが相互変換し、各々の至適濃度を厳密に保ち生理機能を保っている。 

一方、ポリアミンは酸化分解により有毒なアクロレインの産生源となる影の部

分をもつ。ポリアミン由来のアクロレインの生成経路は、大きく二つに分類され

る。ひとつは、スペルミンオキシダーゼ（SMO）が SPMを分解し、SPDならび

に 3‐アミノプロパナールの生成を介しアクロレインを生じる経路 10)、もう一方

の生成経路は SPMあるいは SPDが、SPD/SPM‐N1‐アセチルトランスフェラ

ーゼ（SSAT）の働きによりアセチル化され、さらに N1‐アセチルポリアミンオ

キシダーゼ（AcPAO）により酸化分解され、それぞれ SPDと PUTならびに 3‐

アセトアミドプロパナールを生じる経路である 11)。また、二つの代謝経路で生成

する副生成物、SSATと AcPAOにより生成する 3‐アセトアミドプロパナールか

らはアクロレインはほとんど産生されないが、SMO による代謝経路で産生され

る 3‐アミノプロパナールは自発的にアクロレインに変換される 11)。このことか

ら、ポリアミンの酸化分解により生成されるアクロレインは、SPMの SMOによ

る代謝が主要な反応であると考えられている 12)。 

また、ポリアミンからウシ血清中のアミンオキシダーゼにより代謝される過程

において、先述したアクロレインと過酸化水素（H2O2）が実際に産生されること

が証明されている 13,14)。 

アクロレインと過酸化水素の細胞毒性について、Saiki らが報告している 15)。

培養細胞を用いた実験において、H2O2に比べ、アクロレインは約 20分の 1の添

加量でほぼ同等の細胞毒性を示した。このことから、脳梗塞発症時の細胞傷害は、

活性酸素種（O2
・－、・OH、H2O2）に起因するといわれている 16)が、アクロレイ

ンによる細胞傷害性も関与することが提唱された。 

細胞内で生成したアクロレインは、ペルオキシソームに局在している 17)が、ア

ルデヒド基を有するため、アルデヒドデヒドロゲナーゼにより分解されることに
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より無毒化される 18)。もう一つの代謝としては、細胞内に存在しているグルタチ

オンにより解毒代謝され 19) 、3‐ヒドロキシプロピルメルカプツール酸（3‐

Hydroxypropyl mercapturic acid：3‐HPMA）に代謝され尿中に排泄される。

そのため細胞の機能が正常であればその毒性はあまり問題視されない。しかしな

がら、脳梗塞等の細胞傷害性の疾患発症時には、細胞外にポリアミンやポリアミ

ン代謝酵素が放出され、アクロレインが産生されると考えられる。これらを踏ま

えて、筆者はこれまで細胞傷害性の疾患とポリアミンの代謝酵素ならびにアクロ

レインの産生とその毒性に注目し、これをあらたな臨床指標に広げることをめざ

して研究を行ってきた。 

これまでの研究の中でアクロレインは、尿毒症を進行させる原因物質の一つで

あることが知られている 20)ことから、Sakata らにより慢性腎不全患者を対象と

しアクロレインとポリアミンとの関連性について検討が行われている 21)。慢性腎

不全患者の血漿中では、 PC‐Acro 量が健常者群に比べ約 6 倍も増加しており、

同時に PUT 量、SMO 活性、遊離型アクロレインが上昇していたが、SPM 量は

減少することが判明し、腎不全の重症度との相関が認められた 21)。さらに、脳虚

血モデルラットにおいて、SPMの代謝物である 3‐アミノプロパナールが細胞傷

害に強く関連することが報告 22,23)されており、Tomitoriらは脳卒中死亡率の 60％

を占める脳梗塞に着目した検討を行い、血漿中の PC‐Acro 量、AcPAO 活性、

SMO 活性が増加していることを明らかにした 24)。また、これらに加え生体防御

因子であるインターロイキン‐6（IL‐6）ならびに、炎症のバイオマーカーの C

反応性タンパク（CRP）を測定することで、自覚症状のない無症候性脳梗塞（Silent 

brain infarction : SBI）を高い感度、特異度で検出できることを Yoshidaらが報

告している 2)。また、脳梗塞の危険因子は、SBIに加え、頸部動脈硬化（Carotid 

atherosclerosis : CA）や大脳白質病変（White matter hyperintensity : WMH）
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が報告され 25,26)ているが、CAならびにWMH患者においても血漿中の PC‐Acro

量の増加が認められ、他の因子とともに脳梗塞を発症する危険度を算出できるこ

とが Yoshidaらにより報告されている 27)。 

さらには、自己免疫疾患のうち涙腺や唾液腺を標的臓器とする原発性シェーグ

レン症候群の患者の唾液中においても PC‐Acro 量が増加していることを

Higashi らが報告 28)しており、この場合にも細胞の傷害を伴う疾患においてアク

ロレインが強く関与していると推察される。 

日本国内において脳梗塞発症時に脳保護剤として使用されているラジカルスカ

ベンジャーであるエダラボン（ラジカット）は、梗塞作成時での投与では、梗塞

巣の広がりを有意に抑制したが、梗塞作製 6 時間後における投与では、その効果

は認められなかったとの報告がある 15)。一方、アクロレインの除去剤である N‐

ベンジルヒドロキシルアミンは梗塞作成時の投与において有効であり、さらに梗

塞作成 6時間後の投与においても梗塞巣の広がりを有意に抑制した。このことか

らもアクロレインは脳梗塞の症状の悪化に関与していること、また、アクロレイ

ンの除去が脳梗塞の治療において有効であることが明らかにされている 15)。 

認知症のもう一方の原因疾患であるアルツハイマー病は、進行性の脳疾患であ

る。進行過程において軽度の認知機能低下から段階を経て重度の認知機能低下が

出現すると自力では日常生活を送れなくなり、介護が必要になる。 

また、認知機能低下の段階の中で、軽度認知障害（mild cognitive impairment：

MCI）のうち、アルツハイマー型認知症に進行する場合と、そうでない場合があ

る。現在は診断基準として、認知機能検査である MMSE（Mini‐mental state 

examination）が多く用いられているが、画像による判定も進歩しており、MRI

画像を基に、早期アルツハイマー型認知症診断支援システム（VSRAD）を用いて、

Z‐Scoreを算出することにより海馬の萎縮度の解析が可能である。早期治療のた
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めにも、認知機能障害の原因疾患がどのようなタイプなのかを認知機能低下が軽

度のうちに識別することが必要である。また、MRI 画像に加え、さらに

fluorodeoxyglucose（FDG）‐positron emission tomography（PET）ならびに

amyloid PETによりアルツハイマー型認知症に進行する可能性、また、認知症の

患者においてはアルツハイマー型認知症か否かの診断が可能になった。しかしな

がら、これらの検査は、国内において導入している医療施設が少なく、高価であ

るため、より安価で簡便に受けられる検査が必要である。 

 アルツハイマー病の患者の脳には、老人斑ならびに神経原線維変化がみられる

ことが知られている。老人斑は、アミロイドベータペプチド（A）が蓄積したも

のである。Aは、アミノ酸個からなる Aと、アミノ酸個からなる Aが

存在する。また、神経原線維変化は微小管のタウタンパク質がリン酸化され遊離

し凝集することで形成される。脳脊髄液（CSF）中の A（A、A）、タウタ

ンパク質ならびにリン酸化タウタンパク質量は、アルツハイマー病のバイオマー

カーとして注目されている。

 そこで本研究においてアルツハイマー病患者群の血漿中の PC‐Acro、IL‐6、

CRP、A、A量、ならびに尿中の 3‐HPMA 量を測定し、健常者群、WMH

群および SBI を有する群、MCI 患者群との比較から、これらのバイオマーカー

としての有用性を検討することにより、高価な画像診断よりも安価で簡便な検査

を模索した。 

また、認知機能低下の段階の中で、MCIのうち、アルツハイマー型認知症に進

行する場合と、そうでない場合がある。そこで、MCIならびにアルツハイマー病

の患者の CSF中の A、A、PC‐Acro、総タウタンパク質、リン酸化タウタ

ンパク質を測定した。さらに画像診断の Z‐Scoreならびに認知機能検査の

MMSEの結果との相関を検討した。また、アルツハイマー病患者の脳組織ならび
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にコントロール（疾病対照）群の死亡後の剖検検体（脳組織）中の PC‐Acro、

Aおよび Aを測定し、アクロレインが軽度認知症及びアルツハイマー病のバ

イオマーカーとして有用であるか検討した。 

 

以上の知見から本研究では、脳卒中患者、認知機能障害患者、大脳白質病変患者、

ならびにアルツハイマー病患者、健常者など多くのボランティアの方々に協力を

得て提供された臨床データや臨床検体を解析し、遂行した。 

第一章においては、脳卒中患者に対し健常者群を対照群として、アクロレイン

の代謝物である 3‐ヒドロキシプロピルメルカプツール酸（3‐Hydroxyproryl 

mercapturic acid：3‐HPMA）に着目し、尿中 3‐HPMA 量と脳梗塞ならびに

脳出血の有無について検討した。また、あわせて脳卒中患者群において脳梗塞な

らびに脳出血の病巣部位の大きさ、ならびに重症度と尿中 3‐HPMA量の相関性

を述べる。 

第二章においては、アルツハイマー病との関連が注目されている Aとアクロレ

インに着目し、MCI患者群ならびにアルツハイマー病患者群における、血漿中の

A、Aならびに PC‐Acroの相関性を評価した。

第三章においては、MCI患者群ならびにアルツハイマー病患者群における、脳

脊髄液中の A、Aならびに PC‐Acroを測定し、認知機能検査と画像診断に

よる脳の萎縮度との相関性を評価し、これらを組み合わせた感度の高い簡便なバ

イオマーカーを検討した。 
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第一章 

脳卒中患者における尿中アクロレイン代謝物と 

重症度の関連性の検討 
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【目的】 

脳梗塞発症時の細胞傷害は、活性酸素種（O2
・－、・OH、H2O2）に起因すると

いわれている 16)。しかし、Saiki らの研究において培養細胞を用い細胞傷害性を

検討した結果、活性酸素に比べアクロレインがより強い細胞毒性を示し細胞傷害

を引き起こすことが報告されている 29)。また、脳梗塞モデルマウスを用いた検討

の結果、脳梗塞巣において組織中 PC‐Acro 量が、脳組織の正常部位に比べ 26

倍多く生成されることが報告されている 29)。一方、活性酸素由来のタンパク結合

型 4－ヒドロキシノネナールや 8－ヒドロキシデオキシグアノシンは 2～3倍程度

の増加であったことから、脳梗塞部位の細胞障害には活性酸素に比較し、アクロ

レインがより強く関与していることを明らかにしている 29)。 

また、生体内において産生されたアクロレインは、グルタチオン抱合を受け、3‐

HPMAに代謝され尿中に排泄される（Fig.1‐1）。このことと上記知見から、ア

クロレインの尿中排泄物である 3‐HPMAが、アクロレインの毒性に対する解毒

機能の指標となると推察した。そこで脳梗塞組織中、ならびに血漿中のアクロレ

イン量が増加することが明らかとなっている脳梗塞患者群ならびに対照群として

健常者群の尿中 3‐HPMA量とクレアチニン量を測定し、アクロレイン代謝能と

脳梗塞ならびに脳梗塞巣の大きさならびに重症度と 3‐HPMAの関連性を検討し

た。 



9 

 

 

  



10 

 

【対象と方法】 

対象 

本臨床研究は国立大学法人千葉大学ならびに千葉中央メディカルセンターの倫

理委員会に許可を得て、その指針、手順に従い行った。また、この臨床研究はヘ

ルシンキ宣言を基盤原則として行った。また、インフォームドコンセントは患者

本人またはその介護者に対し、書面で行った。 

健常者（脳梗塞を有しない）群 90名（男性：47名、女性：43名；年齢 57.8

±6.8歳、40～79歳の範囲）ならびに脳卒中患者群 78名（男性：50名、女性：

28名；年齢 70.7±18歳、42～96歳の範囲）（脳卒中患者内訳：ラクナ梗塞 17

名、アテローム性梗塞 29名、心原性梗塞 6名、脳出血 26名）の協力を得た。 

 

尿検体 

 健常者（脳梗塞を有しない）群 90名（男性：47名、女性：43名；年齢 57.8

±6.8歳、40～79歳の範囲）ならびに脳卒中患者群 78名（男性：50名、女性：

28名；年齢 70.7±18歳、42～96歳の範囲）（脳卒中患者内訳：ラクナ梗塞 17

名、アテローム性梗塞 29名、心原性梗塞 6名、脳出血 26名）の尿検体を採取し

た。また、脳卒中患者群については、発作後 1～2日後に採取した。尿検体は、

採取後測定までの期間－80℃にて凍結保存した。 

 

3‐HPMAの測定 

 3‐HPMAは Eckertらの方法 30) に従い LC‐MS/MSにより測定した。各尿検

体 2 mlに 2 mlのギ酸アンモニウム緩衝液（50 mM, pH 2.5）、内部標準として

0.02 mlの 10 mg/ml N‐acetyl‐d3‐S‐(3‐hydroxypropyl) cysteine (d3‐3‐

HPMA) （ジシクロヘキシルアンモニウム）（Tront Chemicals）を加え混合した。
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2,000×gで 5分間遠心分離した後、上清をあらかじめメタノール 6 mlとギ酸 

（ pH 2.5 ） 6 mlにより平衡化した SPEカラム（ ISOLUTE ENV+, 100 mg 3 

ml）を通過させた。 通過させた後のカートリッジをギ酸アンモニウム緩衝液（50 

mM, pH 2.5）で洗浄し、メタノールで溶解した 2％ギ酸 2.5 mlで溶出し、乾燥

させた。その後、1 ml溶媒 A [ 5 mM酢酸アンモニウム、pH 6.5（アセトニトリ

ル/水（ 88/12  v/v））]で溶解した。溶解した溶液の遠心分離（2,000×g、10分

間）の 0.01 mlの上清について LC‐MS/MSにより分析を行った。 

 なお、LC分離は、親水性相互液体クロマトグラフィー（ X Bridge HILIC、

3.5 m particle size、2.1 mm×150 mm、Waters、 MA, USA）および対応する

プレカラム（HILIC, 2.1 mm × 10 mm）で行った。3‐HPMAの分離は、均一濃

度の pH 6.5の 5 mM酢酸アンモニウム（88%アセトニトリル及び 12％水の混合

液、流量条件：0.3 ml/min ）を使用して行った。3 ～9分間に溶出した 3‐HPMA

を含むフラクションを、MS 

（ model  SciexAPI 2000 、 Applied  Biosystems 、 Langen , Germany ）の

検出器に注入した。エレクトロスプレーニードルボルテージは、ネガティブイオ

ンモードで－4,000 Vに設定した。ターボーヒータは 475 ℃に維持した。窒素は、

霧化ガス、ヒータガス及びカーテンガスとして使用した。霧化ガス、ヒータガス

及びカーテンガスは、それぞれ、45 psi、60 psi及び 25 psiの圧力に設定した。

MS/MSモード用の衝突ガス（窒素）は、スリーインストルメントユニットのフ

ローに設定した。MSは、マルチプルリアクションモニタリングモード（MRM）

を使用した。3－HPMAのリテンションタイムは 4.8分であり、前駆イオン（Q1）

及びプロダクトイオン（Q3）は、それぞれ、220.2 m/z 及び 91.0 m/z であった。 

 

クレアチニンの測定 
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 尿中クレアチニン量の測定は、クレアチニンアッセイキット

（Cayman Chemical Co., USA）を使用し、添付のプロトコールに従い測定した。 

 

検定 

 統計的計算は、GraphPad Prism®Software（GraphPad Software）により実

行した。値は、中央値±四分位偏差で示した。各群のデータは、Wilcoxon の順位

和検定または、Kruskal-Wallis検定を用いて検定した。Spearman順位相関係数

は、年齢及び 3‐HPMAもしくはクレアチニン間の統計的相関関係を評価するた

めに使用した。 

 

頭部断層画像解析 

 すべての被験者は、T1 及び T2 強調 MRI を受け、一部の被験者は FLAIR

（fluid‐attenuated inversion recovery）及び CT（computed tomography）を

受 け た 。 す べ て の MRI 検 査 は 、 1.5 T ‐ MRI ユ ニ ッ ト

（Signa HiSpeed Infinity, GE Medical Systems）の 1 ～2 mmスライスギャッ

プで 5 ～8 mm厚さで実行した。レシーブ‐トランスミットバードケージデザイ

ンのスタンダードヘッドコイルを使用した。また、病巣梗塞の最大サイズは、各

イメージ装置に付属している 5 mmまたは 10 mm長の目盛で測定した。 

 

NIHSS評価方法 

 脳卒中の重症度については、医療施設ならびに臨床研究において広く用いられ

ている、Brott らにより報告された 31)脳卒中重症度評価スケール （ National 

Institute of Health Stroke Scale ： NIHSS）の基準に従い評価した。NIHSS

は、1a.意識水準、1b.意識障害‐質問、1c.意識障害‐従命、2.最良の注視、3.視
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野、4.顔面麻痺、5.上肢の運動（左右）、6.下肢の運動（左右）、7.運動失調、8.感

覚、9.最良の言語、10.構音障害、11.消去現象と注意障害（無視）の項目からなり、

重症度が高いほど点数が高くなり、最大は 42点となる。 
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【結果】 

脳卒中患者における尿中 3‐HPMAの減少 

健常者群ならびに脳卒中患者群の尿検体について、アクロレインの尿中排泄体

である 3‐HPMAならびにクレアチニン量を測定した。尿検体中 3‐HPMA量を

クレアチニン量により補正した値を算出した。また、健常者群 90 名ならびに脳

卒中患者群 78名の対象者の年齢を示した。（Fig. 1‐2A） 

その結果、3‐HPMA 量、クレアチニン量ならびにクレアチニン補正した 3‐

HPMA量で、脳卒中者群において健常者群に比べ有意な減少が認められた。特に、

クレアチニン補正した 3‐HPMA 量の中央値は、健常者の 2.83mol/g Cre に比

べ、脳卒中患者群では 1.5mol/g Cre と顕著な減少が認められた（p<0.0001）。

（Fig. 1‐2A） 

しかしながら、健常者群と脳卒中患者群の年齢でも有意な差が認められるため

（Fig. 1‐2A）、年齢を考慮した検討も加えた。 

健常者群ならびに脳卒中患者群のうち年齢 60 ～79歳の対象者を抽出し、健常

者群の 32名ならびに脳卒中患者群の 44名について統計解析した。その結果、全

対象者について解析した結果と同様に、3‐HPMA 量、クレアチニン量ならびに

クレアチニン補正した 3‐HPMA量（p = 0.0029）で、脳卒中患者群において健

常者群に比べ有意な減少が認められた。 （Fig. 1‐2B） 
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脳梗塞患者ならびに脳出血患者における尿中 3‐HPMAの減少 

健常者群、脳卒中患者群 78名 のうち、脳疾患のタイプに分け詳細な検討を行

った。脳梗塞患者 52 名（ラクナ梗塞 17 名、アテローム性梗塞 29 名、心原性梗

塞 6 名）ならびに脳出血患者 26 名の尿組織中 3‐HPMA ならびにクレアチニン

量を測定し、クレアチニン補正した尿検体中 3‐HPMA量を算出し解析した。3‐

HPMA 量、ならびにクレアチニン補正した尿中 3‐HPMA 量は、健常者群に比

べ、脳梗塞患者群ならびに脳出血患者群において有意な減少が認められた。また、

脳梗塞患者群と脳出血患者群の間においては、脳出血患者群においてクレアチニ

ン補正した尿中 3‐HPMA量が低い傾向がみられた。（Fig. 1‐3） 
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脳梗塞巣または脳出血巣の大きさと尿中 3‐HPMAの減少の相関 

脳卒中患者群（78名）のうち、くも膜下出血患者群（2名）を除いた脳梗塞患

者群、脳出血患者群を対象に尿中 3‐HPMA量について検討した。 

脳梗塞巣または脳出血巣の病巣部位の大きさが 1cm 未満の患者 20 名（ラクナ

梗塞 14 名、アテローム性梗塞 5 名、脳出血 1 名）と、脳梗塞巣ならびに脳出血

巣の病巣部位の大きさが 1cm以上の患者 56名（ラクナ梗塞 3名、アテローム性

梗塞 24名、心原性梗塞 6名、脳出血 23名）の尿検体について検討を行った。 

3‐HPMA 量とクレアチニン量を測定し、クレアチニン補正をした 3‐HPMA

量を算出した。また、各群の年齢ならびに NIHSS を指標に重症度と尿中 3‐

HPMA量についても解析を行った。 

その結果、クレアチニン補正した尿検体中 3‐HPMA濃度は病巣部位の大きさ

1cm未満群の中央値：2.16 mmol/g Creと比べて病巣部位の大きさ 1 cm以上群

では、中央値：1.39 mmol/g Creと有意な減少が認められた。（Fig. 1‐4）  

また、脳卒中重症度評価スケールの一つである NIHSS についても、病巣部位

の大きさ 1cm 未満の患者群に比較し、病巣部位の大きさ 1cm 以上の患者群にお

いて NIHSS のスコアが有意に高く、病巣の大きさと NIHSS により評価される

脳卒中の重症度に相関があることが示唆された。（Fig. 1‐4）  

また年齢については各群間において、差は認められなかった。（Fig. 1‐4） 

このことから、尿中 3‐HPMA量は、年齢の影響を受けずに脳卒中の重症度の指

標になる可能性が示唆された。 
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【考察】 

本研究により、対象者の年齢にかかわらず、脳梗塞ならびに脳出血の有無また

その大きさ、ならびに NIHSS を指標とした脳卒中の重症度とアクロレインの尿

中排泄体である 3‐HPMA量の減少に相関があることが明らかとなった。このこ

とから、3‐HPMAが脳卒中の重症度の指標になる可能性が示唆された。 

また、虚血性脳卒中（脳梗塞）のみならず脳出血という異なったタイプの脳血

管障害に起因する脳細胞傷害においても、3‐HPMA 量が減少することが明らか

となった 32）。 

これまで脳梗塞患者の血漿中の PC‐Acro 量は、健常者に比べ有意に高値を示

すことを明らかにしてきた 2)。その一方で、今回、尿中でのアクロレイン代謝物

である 3‐HPMA量が健常者に比べ、脳卒中患者において減少することが明らか

となった 32)。また、その減少傾向は、病巣部位の大きさまた重症度と相関が示唆

されたことから、尿中 3‐HPMA量を測定することは、回復期においての治療効

果の指標になることが期待される。 

これまで、尿中 3‐HPMA量が減少する機序については、明らかになっていな

かったが、今回の結果より、アクロレインに対しての解毒代謝であるグルタチオ

ンが関与する 3‐HPMAへの代謝反応が進んでいないことが推察される。 

3‐HPMA の生成には、γ‐グルタミルトランスフェラーゼ、システニルグリ

シナーゼ、N‐アセチルトランスフェラーゼならびにアルドケトレダクターゼの

４つの酵素が関与している（Fig. 1‐1）。今回ご協力いただいた脳卒中患者の、3‐

HPMA の生成過程中の律速酵素であるγ‐グルタミルトランスフェラーゼの活

性は、正常の範囲内であった（共同研究者よりの私信）。また、健常者群に比較し

て、脳梗塞患者群の血漿中のグルタチオン量が減少していることが報告されてい

る 33)ことからも、尿中 3‐HPMA量の減少は、グルタチオン量の減少が原因の一
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つである可能性が考えられる。さらに、脳梗塞モデルラットを用いた動物実験に

おいても、脳梗塞部位のグルタチオン濃度が有意に低くなることが報告されてい

る 34)。 

細胞が損傷を受けることにより、アクロレインが増加する一方で、その解毒代

謝に必要なグルタチオンが不足する状態が脳組織内で継続することにより、アク

ロレインが代謝されずに生体内に長く存在してしまう。 

生成されたアクロレインは、PC‐Acro に代表されるように、タンパク質に結

合しその機能を失活させることにより、脳梗塞や脳出血のような組織機能障害を

引き起こす疾患を悪化させてしてしまうことが推察される。 

また、グルタチオンの組織内濃度は、年齢等の要因でその濃度が変化すると考

えられる。このことから、血漿中のアクロレインをさらに減少させ、細胞傷害性

を抑制するためには、組織内グルタチオン濃度を増やし、グルタチオンが関与す

るアクロレイン解毒代謝を促進させること、ならびに SH 基を供給しより効率よ

くアクロレイン解毒代謝を行わせることが脳梗塞等の脳組織傷害性疾患の重症化

を防ぐことになると考えられる。 

グルタチオンの供給手段として、グルタチオン製剤の投与をすることにより可

能である。これらにより、アクロレインの解毒代謝を促進し、血漿中のアクロレ

インならびに組織内アクロレイン濃度を減少させ、脳梗塞等の細胞傷害性疾患の

予防ならびに治療、改善に効果が期待される。 

本研究において、検体の採取に負担の少ない尿検体を対象とした 3‐HPMA量

が、年齢の影響を受けずに、脳卒中の病巣部位の大きさならびに、重症度の指標

となり得ることが推察された。 
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第二章 

軽度認知機能障害およびアルツハイマー病患者における 

血漿中バイオマーカーの検討 
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【目的】 

 細胞傷害の原因として知られている活性酸素種（O2
・－、・OH、H2O2）よりも、

アクロレインが強い細胞毒性を示し、細胞傷害を引き起こす可能性が報告されて

いる 29)。 

 さらに、脳梗塞時の細胞傷害性についてアクロレインに着目した研究により、

血漿中の PC‐Acro量、AcPAO活性、SMO活性が増加していることが Tomitori

らにより報告されている 24)。また、PC‐Acro、IL‐6、CRPに加えて、年齢を

因子としリスク値を算出することで、SBI を検出できることを報告している 21)。

また、SBIに加え、脳梗塞の危険因子である CAならびにWMH患者においても

血漿中の PC‐Acro、IL‐6および CRP量が増加することを明らかにし、症状と

の関連性が認められた。 

 脳梗塞等の脳血管障害は、認知症の原因疾患である。脳血管障害とならび、認

知症の原因疾患としてアルツハイマー病が知られている。アルツハイマー病は、

認知機能障害ならびに身体機能障害を特徴とする進行性の神経変性疾患であり、

高齢者においては認知症の全体の 5割以上のを占める原因疾患である 35,36)。 

近年では、軽度認知機能障害（MCI）ならびにアルツハイマー病の重症度診断

において、MRI 画像に加え、fluorodeoxyglucose（FDG）‐positron emission 

tomography（PET）ならびに amyloid PETが使用されている 37,38)。しかしなが

ら、これらの検査は、国内において導入している医療施設が少なく、高価であり、

さらに高度な技量が必要とされるため普及が進んでいない。そこで、MCIならび

にアルツハイマー病の軽度認知機能低下症の重症度診断において、より簡便に受

けられるバイオマーカーが必要とされている。 

アルツハイマー病のバイオマーカーとして、患者に必ず検出される老人斑の構

成成分である Aが注目されている。Aには、アミノ酸個からなる Aと、ア



23 

 

ミノ酸個からなる Aが存在する。アルツハイマー病患者において報告されて

いる Aの研究結果は様々である。いくつかの報告では、血漿中の Aと、A

の値はアルツハイマー病患者群および健常者群間において有意な差はないと報告

されている 39‐42)。一方、他の報告では Aと、A40/42比は、健常者群に比べアル

ツハイマー病患者群で有意に低下している 43‐47)。

広く知られている Aに加え、アルツハイマー病患者の脳組織中の PC‐Acro

または遊離型のアクロレインが増加することも報告されている 48‐51)。したがって、

アクロレインがアルツハイマー病のバイオマーカーとなり得る可能性が考えられ

る。 

本章において、認知機能障害の重症度、MCIおよびアルツハイマー病のバイオ

マーカーとして血漿中の PC‐Acroならびに、Aおよび Aの有用性を検討し

た。


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【対象と方法】 

対象 

本臨床研究はヘルシンキ宣言を基盤原則として、国立大学法人千葉大学大学院薬

学研究院、東京都総合医学研究所ならびに松戸市立福祉医療センター東松戸病院

の倫理委員会に承認を得て行った。また、インフォームドコンセントは被験者本

人またはその介護者に対し行った。 

健常者 33名、大脳白質病変を有する非認知症者（non‐demented subjects with 

white matter hyper intensity:nd‐WMH）68 名、MCI患者 50名、アルツハイ

マー病患者 70名、合計 221名のボランティアの協力を得た。（Table 2‐1） 

MCIならびにアルツハイマー病の診断は、the National Institute of 

Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s 

Disease Related Disorders Association （NINCDS‐ADRDA）の診断基準に従

い行った 52,53,54)。  

また、PC‐Acroは、脳梗塞ならびに慢性腎不全の指標として有用であること

が報告されている 24,55,56)ため、本臨床研究において脳梗塞（アテローム血栓性脳

梗塞、脳塞栓症、ラクナ梗塞）、慢性腎不全ならびに心機能障害を有する被験者は

除外している。 

 

 

血漿検体 

3 U/ml へパリン管で採血し、遠心分離（1,500 × g、10分間）後、血漿成分

を採取し、PC‐Acro、A、IL‐6、CRPの測定に用いた。 
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MRI検査 

 1.5テスラのMR装置（東芝 Visart 1.5T MRI）を使用し、T1 、T2画像、な

らびに FLAIR（fluid attenuated inversion recovery）法によりMRI画像を撮影

した。MRI画像を基に、早期アルツハイマー型認知症診断支援システム（VSRAD）

を用いて、Z‐Scoreを算出し、海馬領域を含む脳の萎縮度を評価した。 

 また、大脳白質病変のグレードは、側脳室周囲病変（PVH）および深部皮質下

白質病変（DSWMH）について Shinoharaらの方法 57）に従い評価した。 

 

血漿中の PC‐Acro、Aオリゴマー、A、A、IL‐6および CRPの測定

 PC‐Acro[N ‐(3‐formyl‐3,4‐dehydropiperidino)‐lysine (FDP‐

Lysine)] は、ACR‐Lysine測定キット（日本油脂）を用い内田らの方法 58)によ

り測定した。 

Aオリゴマーは、アミロイド Aオリゴマー測定 ELISAキット（IBL）を用い

て測定した。A、Aは、ヒトアミロイド（1‐40） ELISAキットⅡ（Wako）、

高感度ヒトアミロイド（1‐42） ELISAキット（Wako）を使用し、添付のマ

ニュアルに従い測定した。 

IL‐6ならびに CRPは、ヒト IL‐6測定 ELISAキット（Pierce社）ならびに

N‐アッセイ LA CRP‐T（ニットーボー）を用いて測定した。 

  

検定 

 統計的計算は、GraphPad Prism®Software（GraphPad Software）により実

行した。値は、中央値±四分位偏差で示した。各群は、Wilcoxon の順位和検定、

Yates のχ2検定（2 群間）または、Kruskal-Wallis 検定（3、4 群間）を用いて

比較した。 
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相対リスク値 

相対リスク値は、人工ニューラルネットワークを用い NEUROSIM/L ソフト

（Fujitsu）により算出した 27,59)。健常者群ならびにアルツハイマー病患者群のデ

ータ、PC‐Acro、A40/42、年齢を使用し健常者群を 0、アルツハイマー病患者群

を 1 として使用した。その結果を基に、各群の相対リスク値を算出した。また、

感度、特異度については、ROC 曲線（Receiver Operatorating Characteristic curve）を使

用し評価した。 
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【結果】 

血漿中の PC‐Acro、Aオリゴマー、A、A、IL‐6および CRPについて 

 健常者群 33名、nd‐WMH群 68名、MCI患者群 50名およびアルツハイ

マー病患者群名の血漿検体を用い PC‐Acro 、Aオリゴマー、A、A、

IL‐6および CRP を測定した。

 PC‐Acroは、MCI群およびアルツハイマー病患者群において、健常者群に

対し p<0.01 の有意な増加が認められた。nd‐WMH群で健常者群に対し増加傾

向が見られたが、有意な差は認められなかった。 

 しかし、同時に測定した IL‐6、CRP、Aオリゴマー、A、Aは、nd‐

WMH群、MCI群およびアルツハイマー病患者群のどの群においても、健常者

群に対して有意な変化は認められなかった。 

一方、A、Aの値より算出した A比では、nd‐WMH群では健常者

群に対し、有意な差は認められなかったが、認知機能障害を有するMCI群およ

びアルツハイマー病患者群では、健常者群に対し有意な増加が認められた。（そ

れぞれ、p<0.05 および p<0.01 ；Fig 2‐1A) 

 

血漿中 PC‐Acroと A比の相関について 

次に、MCI群ならびにアルツハイマー病患者の血漿中 PC‐Acro量ならびに、

A、 Aにより求めた A比が、健常者群に対し有意に増加していたこと

から、PC‐Acro量と A比の相関性を検討した。 

その結果、A比と PC‐Acro量には p=0.026で有意な相関関係が認めら

れた（Fig. 2‐1B）。 

認知機能障害と PC‐Acro、A比の相関をみるために Fig. 2-1 Aのデータ

を基に、認知機能障害のない群（健常者群+nd‐WMH群）、ならびに認知機
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能障害を有する群（MIC患者群+アルツハイマー病患者群）に分類し、認知機

能障害と PC‐Acro、A比の相関についてあらためて検定した。その結果、

PC‐Acroは、認知機能障害のない群の中央値 63.4 nmol/mLに対し、認知機能

障害を有する群では、中央値 67.9 nmol/mL、p=0.0112となり、A比は、

認知機能障害のない群の中央値 7.3に対し、認知機能障害を有する群では、中

央値 8.0、p=0.0014と共にに有意な増加が確認された。（Fig. 2‐1C） 

 

 

 

 


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PC‐Acro、A比への年齢の影響について

PC‐Acro、A比への年齢の影響を検討するため 60～83歳までの対象者

を抽出しデータ解析を行った。検体数は、60～83歳の対象者は、健常者群 20

名、nd‐WMH群 57名、MCI患者群 33名、ならびにアルツハイマー病患者

群 34名である。 

血漿中 PC‐Acro 量は、MCI患者群、ならびにアルツハイマー病患者群で健

常者群および nd‐WMH群に対しても増加傾向がみられたが、統計的に有意で

なかった。(Fig2‐2A) 

A比は、アルツハイマー病患者群では、健常者群ならびに nd‐WMH群

に対し増加している傾向がみられたが、統計的に有意ではなかった。また、nd‐

WMH群では健常者群に対し低下の傾向が認められた。統計的有意差の消失は

サンプル数の低下が原因と考えられた。 

 

PC‐Acro、A比への認知機能障害の影響について

 PC‐Acro、A比が、認知機能障害の指標となり得るか検討した。 

認知機能障害を有さない群（健常者群+nd‐WMH群）および、認知機能障害

を有する群（MIC患者群+アルツハイマー病患者群）の両群間で比較を行った。

その結果、PC‐Acroは p=0.0379、A比は p=0.0133と有意な増加が認め

られた。(Fig2‐2 B) 
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相対リスク値と脳萎縮度について 

PC‐Acro、A比ならびに年齢をもとに、相対リスク値を算出した。相対

リスク値は、健常者群を 0、アルツハイマー病患者群を 1とし、本臨床研究対

象者の PC‐Acro量、A40/42比、年齢を基に人工ニューラルネットワークを使

用し求めた。その結果、nd‐WMH群、MCI患者群ならびにアルツハイマー病

患者群は健常者群に対し、有意に高値を示した。リスク値は、アルツハイマー

病患者群＞MCI 患者群≫nd‐WMH群≫健常者群の順で高値であった。（Fig. 

2‐3A） 

脳の萎縮度を示す Z‐Scoreに関しては、MCI患者群ならびにアルツハイマー

病患者群で健常者群に対し有意な脳萎縮の増大が認められた。（Fig. 2‐3B） 

また、nd‐WMH群は健常者群に対し、脳萎縮度の増加傾向が見られたが有意

な差は認めらなかった。しかしながら、相対リスク値は、nd‐WMH群において

も健常者群に対し有意に高値を示した。（Fig. 2‐3A、B） 
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大脳白質病変グレードと血漿中 PC‐Acro、A40/42比ならびに相対リスク値と

の相関 

本臨床研究対象者 221名の大脳白質病変グレード（PVH+DSWMH）と血漿中

PC‐Acro、A比、APC‐Acroならびに年齢/A/PC‐Acroより求め

た相対リスク値との相関を検討した。また、各群の対象者内訳は、Grade 0群 38

名、Grade 1‐4群 141名、Grade 5‐8群 42名であった。 

血漿中 PC‐Acro量では、Grade 1‐4群、Grade 5‐8群ともに、Grade 0群

に対し、p<0.05と有意な増加が認められた。（Fig. 2‐4A） 

また、A比は、Grade 1‐4群、Grade 5‐8群ともに Grade 0群に対し、

増加傾向がみられたが統計的に有意ではなかった。（Fig. 2‐4B） 

さらに、PC‐Acroと A比より求めた相対リスク値、さらに年齢因子も加

えた相対リスク値についても検討した結果、どちらの相対リスク値も Grade 1‐4
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群、Grade 5‐8群ともに Grade 0群に対し有意な高値を示した。さらに、この

時の p値は、p<0.001であったことから、PC‐Acroと A比を両方測定する

ことが重要であることが示唆された。（Fig. 2‐4C、D） 

 

 

 

 

 

 

血漿中 PC‐Acro、A比、APC‐Acroならびに年齢/APC‐Acroと

MMSEおよび Z‐Scoreとの相関 

本研究対象者の血漿中 PC‐Acro、A、APC‐Acroならびに年齢

/A/PC‐Acroと、臨床データのMMSEおよび Z‐Scoreとの相関を検討した。 
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その結果、脳萎縮度を示す Z‐Scoreと PC‐Acroとの間には相関が認められ

なかったが、Z‐Score と A、APC‐Acroならびに年齢/A/PC‐Acro

について、相関が認められた。（Table 2‐2） 

また認知機能障害の指標であるMMSEと A、APC‐Acroならびに年

齢/A/PC‐Acro は、いずれの項目でも相関が認められた。（Table 2‐2）
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【考察】 

  アルツハイマー病は、有用なバイオマーカーが存在しておらず、簡便に受診可

能な検査が必要である。アルツハイマー病のバイオマーカーの有力な候補として

Aならびに PC‐Acroが挙げられる。 

アルツハイマー病ならびに、MCIにおいて A比、PC‐Acro量がバイオマ

ーカーとして有用であるか否かを、健常者群、大脳白質病変を有する非認知症患

者、MCI患者、ならびにアルツハイマー病患者を対象に検討した。その結果、

MCI患者群およびアルツハイマー病患者群で血漿中 PC‐Acroならびに A

が有意に上昇し、さらに、それらの結果を基に算出した相対リスク値は、アルツ

ハイマー病患者群＞MCI患者群＞nd‐WMH群＞健常者群であった。 

また、MCI患者群、アルツハイマー病患者群では健常者群に比べA比、PC‐

Acro量が有意に増加することが明らかとなり、A比、PC‐Acro量の増加に

は相関が認められた。 

これらのことから、血漿中 PC‐Acro、A、A量はMCIならびにアルツハ

イマー病の有用なバイオマーカーであることが示唆された 60)。 

 また、大脳白質病変を有する非認知症患者群において、健常者群と Z‐Scoreの

差が認められなかった。一方、各バイオマーカーより算出した相対リスク値では、

大脳白質病変を有する非認知症患者群の有意な増加が認められた。このことから、

これらバイオマーカーは、MCIならびにアルツハイマー病のみならず、大脳白質

病変の検出にも有用であることが示唆された。特に、MCIならびにアルツハイマ

ー病患者の診断において、MMSEの実施とバイオマーカー（PC‐Acro、A、

A）を測定することが重要であることが示唆された 60)。 

また、大脳白質病変のグレードと血漿を対象検体とした PC‐Acro、PC‐Acro 

/Aならびに年齢/ PC‐Acro /Aより求めた相対リスク値は、相関が認めら
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れ、このことからも大脳白質病変の検出、さらにはその増大の指標になる可能性

が示唆された 60)。 
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第三章 

軽度認知症およびアルツハイマー病患者における 

脳脊髄液中バイオマーカーの検討 
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【目的】 

認知症の進行過程において軽度の認知機能低下から段階を経て重度の認知機

能低下が認められると自力では日常生活を送れなくなり、介護が必要になる。

また、認知機能低下の段階の中で、アルツハイマー型認知症に進行する場合と、

軽度の認知機能低下で安定している場合がある。 

認知機能検査としてはMMSE（Mini‐mental state examination）が多く用

いられている。MMSEは、簡便な検査により 30点満点で評価する。27～30

点は正常、22～26点は軽度認知症の疑いあり、21点以下では認知症の疑いが

強いと判定される。また、現在は画像による判定も進歩しており、MRI画像を

基に、早期アルツハイマー型認知症診断支援システム（VSRAD）を用いて、Z‐

Scoreを算出することにより海馬の萎縮度の解析が可能である。 

認知機能障害のバイオマーカーとして、血漿中の PC‐Acroならびに A

比について検討した結果、MCI患者群およびアルツハイマー病患者群で健常者

群に比べ有意に増加することを明らかにしている 26)。 

また、脳脊髄液（CSF）中の A（A、A）に加え、神経原線維変化の成分

であるリン酸化タウタンパク質量ならびに総タウタンパク質が、アルツハイマー

病のバイオマーカーとして注目されている。アルツハイマー病患者の CSFについ

ては、A量が減少し、総タウタンパク質ならびにリン酸化タウタンパク質量が

増加することが報告されている 61-65)。

本論文第二章において非認知症患者 101名、認知症患者 120 名（MCI患者 50

名、アルツハイマー病患者 70名）の血漿検体について、PC‐Acro、A、A

量を測定した結果、認知症患者群では非認知症患者群に比べ PC‐Acro、A

比が有意に増加することを明らかにしてきた。 

本章において、アルツハイマー病患者とMCI患者計 94例について、CSF中の
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PC‐Acro、A、A量を測定し、MMSEならびに Z‐Scoreとの相関性を評

価し、バイオマーカーとしての有用性を検討した。 
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【対象と方法】 

対象 

本臨床研究はヘルシンキ宣言を基盤原則として、国立大学法人千葉大学大学院

薬学研究院ならびに松戸市立福祉医療センター東松戸病院の倫理委員会に承認を

得て行った。また、インフォームドコンセントは患者本人またはその介護者に対

し行った。 

本研究では、MCI患者 40名、アルツハイマー病患者 54名、合計 94名のボラ

ンティアの協力を得た。MCIならびにアルツハイマー病の診断は、the National 

Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the 

Alzheimer’s Disease Related Disorders Association （NINCDS‐ADRDA）の

診断基準に従い行った 52,53,54)。 MCI患者群の被験者は約 3か月間隔で神経心理

学的検査を受け再評価した。アルツハイマー病への診断の変更は、1）認知機能の

悪化が 6か月継続している、2）診療時の認知症評価ポイントが過去 2回の平均

値が 0.5以上低下したときに行われた。 

また、PC‐Acroは、脳梗塞ならびに慢性腎不全のバイオマーカーとして報告

されている 24,55,56)ため、本臨床研究からアテローム血栓性脳梗塞、脳塞栓症、ラ

クナ梗塞患者、慢性腎不全ならびに心機能障害を有する被験者は除外している。 

被験者のMMSEの中央値はMCI患者群で中央値 23.0±2.3、アルツハイマー

病群で 18.0±5.0であった。また、被験者の女性の割合は報告 66)されているよう

にMCI患者群 60％、アルツハイマー病患者群 70％と高い割合であった。 

 

CSF検体 

CSF検体は腰椎穿刺により採取し、測定に使用するまで－80℃にて凍結保存し

た。 
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MRI検査 

 1.5テスラのMR装置（東芝 Visart 1.5T MRI）を使用し、T1 、T2画像、な

らびに FLAIR（fluid attenuated inversion recovery）法によりMRI画像を撮影

した。MRI画像を基に、早期アルツハイマー型認知症診断支援システム（VSRAD）

を用いて、Z‐Scoreを算出し、海馬領域を含む脳の萎縮度を評価した。 

 

CSF中の A、A、PC－Acro、総タウタンパク質ならびにリン酸化タウタン

パク質の測定

 A、Aは、ヒトアミロイド（1‐40）ELISAキットⅡ（Wako）、高感度

ヒトアミロイド（1‐42） ELISAキット（Wako）を使用し、添付のマニュア

ルに従い測定した。 

 PC‐Acro[N‐(3‐formyl‐3,4‐dehydropiperidino)‐lysine (FDP‐

Lysine)] は、ACR‐Lysine測定キット（日油株式会社）を用い内田らの方法 58)

により測定した。 

総タウタンパク質、リン酸化タウタンパク質は、Fino Scholar ヒトタウ ELISA

測定キット（Innogenetics） 、Innotest リン酸化タウ ELISA測定キット

（Innogenetics）を使用し、添付のマニュアルに従い測定した。 

 

脳組織中（前頭葉ならびに側頭葉）の A、A、PC‐Acroの測定 

 医療法人さわらび会 福祉村病院 長寿医学研究所の倫理委員会の承認を得て、8

名のアルツハイマー病患者の前頭葉ならびに側頭葉の剖検検体の一部の提供を得

た。同じく 7名の脳卒中患者、1名の心不全患者の剖検検体から前頭葉ならびに

側頭葉の一部を対照（疾患対照）として提供された。 
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各脳組織 50 mgを、NP‐40 lysis buffer （10 mmol/ Tris‐HCl , pH 7.5、10 

mmol/l NaCl、3 mmol/l MgCl2 、0.5 % (V/V) NP‐40、50 mol/l FUT‐175） を

加え、穏やかに溶解した。懸濁液を遠心分離（500×g、5分間）後、上清（タン

パク質量 20g）を用い PC‐Acro抗体（MoBiTec）を使用し、ウエスタンブロッ

ト法 67) により PC‐Acroを検出し、発光強度を数値化した。 

A、Aは、遠心分離後の上清液について、ヒトアミロイド（1‐40） ELISA

キットⅡ（Wako）、高感度ヒトアミロイド（1‐42） ELISAキット（Wako）

を使用し、添付のマニュアルに従い測定した。 

タンパク質量は、Bradford法 68)により測定した。また、ウエスタンブロット法

でのゲル上のタンパク質は、Coomassie Brilliant Blue R‐250 （CBB）で染色

した。 

 

脳組織（海馬）の PC‐Acroの免疫染色 

 医療法人さわらび会 福祉村病院 長寿医学研究所の倫理委員会の承認を得て、8

名のアルツハイマー病患者の剖検検体のうち海馬の一部の提供を得た。同じく 7

名の脳卒中患者、1名の心不全患者の剖検検体のうち海馬の一部が対照（疾患対

照）として提供された。 

 ホルマリン固定した剖検検体を、パラフィン包埋し組織切片を作製した。スラ

イドガラスを恒温槽（56℃、15分間）に入れ温めた。その後、キシレン槽に 5

分間浸し、キシレンを交換しさらに 5分間浸した。次に、無水エタノール、90 %

エタノール、80 %エタノールに各 3分間浸し、スライドガラスを流水で 30秒間

流した。次に PBSに 30分間浸し、脱パラフィンを行った。0.1 %トリプシンの

PBS溶液にスライドガラスを浸し、マイクロウェーヴを 5分間作動させ 1分間室

温に置く操作を 3回行い、抗原性の賦活化を行った。室温で静置し、冷却後、3 ％ 
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H2O2を含む PBS（phosphate-buffer saline）で処理後、抗アクロレインモノク

ローナル抗体（日油株式会社）を用い加湿した容器中にて 4 ℃、１晩静置し１次

抗体反応を行った。PBSで洗浄後、加湿した容器中にて室温 60分静置し、ビオ

チン標識抗体を用い 2次抗体反応を行い、アルカリホスファターゼ染色を行った。

洗浄後、ヘマトキシリンにより対比染色を行い、封入後、顕微鏡下で観察した。 

  

検定 

 統計的計算は、GraphPad Prism®Software（GraphPad Software）により実

行した。値は、平均値±標準偏差、または中央値±四分位偏差で示した。 

各群は、Studentの t検定、またはWilcoxonの順位和検定、または Yatesのχ

2検定を用いて比較した。各因子間の相関係数（Spearman順位相関係数）との p

値、または非線形モデルより相関関係を検討した。 
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【結果】 

アルツハイマー病患者の脳組織中 PC‐Acro A、Aの増加 

 アルツハイマー病患者の脳組織中において、PC‐Acro、Aおよび Aが増加

すると考え、アルツハイマー病患者の脳組織中の PC‐Acro、Aおよび Aを

ウエスタンブロット法により測定し、疾患対照者の脳組織と比較し検討を行った。

その結果、アルツハイマー病患者の脳組織では正常部位の脳組織に比べ PC‐

Acroが前頭葉で 1.44倍、側頭葉で 1.37倍それぞれ有意に増加していた（p<0.05）。

Aおよび Aも予想通り、前頭葉ならびに側頭葉組織中において有意に増加し

ていることが明らかとなった（p<0.05）。（Fig. 3‐1、Fig. 3‐2）組織における

増加の度合いは、A＞A＞PC‐Acroであった。このことから、MCIならび

にアルツハイマー病患者の血漿中の A比の増加は、Aが脳に蓄積されやす

いためであることが確認された。

また、これまで報告されているアルツハイマー病患者の海馬組織への PC‐Acro

の蓄積 48)は、抗アクロレインモノクローナル抗体を用いた免疫染色により、錐体

細胞層ならびに周囲における染色性の増加が見られたことで明瞭に確認できた。

（Fig. 3-3） 
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アルツハイマー病患者群における CSF中 A、A、APC‐Acro の減少 

第二章において述べた血漿中の Aならびに PC-Acroではアルツハイマー病患

者とMCI間の区別ができなかった。そこで CSF中の A、APC‐Acro、A

について測定した。この結果、アルツハイマー病患者群ではMCI 患者群に比べ有

意な減少が認められた。各々の p値は A（p＝0.0026）、A（p＝0.0210）、

APC‐Acro（p＝0.0115）において有意な減少が認められた。一方、APC‐

Acro比では有意な差が認められなかった（p=0.2861） 。 （Fig.3‐4） 

また、A、PC‐Acroおよび APC‐Acro についてはMCI 患者群ならびに

アルツハイマー病患者群間の差は認められなかった。（Fig.3‐4）このことから、

MCI患者群とアルツハイマー病患者群の識別を行うためには、CSF中の A、

A 、APC‐Acro の測定が重要であることが明らかとなった。 
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MCI患者群ならびにアルツハイマー病患者群の CSF検体中タウタンパク質につ

いて 

CSF検体中におけるタウタンパク質ならびにリン酸化タウタンパク質量は、

MCI患者群ならびにアルツハイマー患者群間の有意な差は認められなかった。

（Table. 3‐1） 
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CSF中 A、A、PC‐Acro、A、APC‐Acroならびに APC‐Acro

と萎縮度ならびに認知機能の相関 

 CSF中の A、A、PC‐Acro、A、APC‐Acroならびに APC‐

Acroと脳萎縮度を示す Z‐Scoreと認知機能検査のMMSEとの相関性を検討し

た。 

Z‐Scoreと CSF中の A、PC‐Acro、ならびに A比との間には、相関が

認められなかったが、A、APC‐Acro、 APC‐Acroは、Z‐Scoreの増

加に伴い低下することが認められた。各々の P値は A（p＝0.018）、APC‐

Acro（p＝0.011）、APC‐Acro （p＝0.027）であった。（Fig.3‐5） 

また、MMSEと CSF中の PC‐Acro、Aについては相関が認められなかっ

たが、A、A、APC‐Acro、APC‐Acroは、MMSEの低下に伴い、

低下することが明らかとなり、相関が認められた。 
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各々の p値は A（p<0.001）、A（p<0.001）、APC‐Acro（p＝0.013）、

APC‐Acro （p＝0.001）であった。 (Fig.3‐5) 

 

 



 これらのことから、認知機能障害の患者の CSF中の APC‐Acro、APC‐

Acro値は、脳萎縮度ならびに認知機能障害のバイオマーカーとなり得ることが明

らかとなった。 

 



50 

 

【考察】 

 認知機能障害において血漿中の A比ならびに PC‐Acroが有用な指標とな

り得る可能性を本論文第二章で述べた。また、アルツハイマー病においては、CSF

中の Aの低下ならびに、総タウタンパク質、リン酸化タウタンパク質が増加す

ることが知られ、これらはアルツハイマー病のバイオマーカーとし注目されてい

る 61‐65)。

しかしながら、認知機能障害のうちMCIならびにアルツハイマー病の CSF中

の Aの低下ならびに、総タウタンパク質、リン酸化タウタンパク質の増加から

両者が識別できるかについては検討されていなかった。

 第二章で述べた、血漿中の PC‐Acro、 A比 ではMCI患者群ならびにア

ルツハイマー病患者群の識別ができなかった。本章では、MCI 患者群ならびにア

ルツハイマー病患者群の識別をするため、CSF検体を対象検体とし、MCI患者

ならびにアルツハイマー病患者の方々、ご家族の協力を得て、有用なバイオマー

カーを検討した。 

CSF中の A、APC‐Acro、 Aについて、名のMCI 患者群では 40

名のアルツハイマー病患者群に比べ有意に高値であった。Aは Aに比較し、

脳組織中また CSF中においても存在量が多い。 

また、CSF中の A、APC‐Acro、 Aと脳萎縮度を示す Z‐Scoreと

認知機能検査のMMSEとの相関性を検討した。その結果、Z‐Scoreの増加に伴

い、APC‐Acro、 A、APC‐Acroが低下する結果が得られ、相関も認

められた。さらにMMSEの低下に伴い A、A、APC‐Acro 、APC‐

Acroの値も低下することが明らかとなり、脳機能障害においてもこれらバイオマ

ーカーは、相関性があることが確認された。また、特に Aは、MMSEとの相関

が認められ、認知機能障害の指標となることが推察された 68)。 
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また、前章で示した血漿検体において、認知機能障害との相関が明らかとなっ

ている PC‐Acroと Aの値より、A／PC‐Acroを算出することで、MMSE

のみならず Z‐Scoreとも相関することが明らかとなった。

 一方、CSF中のタウタンパク質、ならびにリン酸化タウタンパク質量は、MCI

患者群ならびアルツハイマー病患者群の CSF中の両タンパク質量は、健常者群に

比べ高値を示していた。一方、アルツハイマー患者群ではMCI患者に比較し、減

少傾向がみられた。 

また、Aは Aよりも強い毒性を示すことから 70,71)、アルツハイマー患者の

CSF中において Aの低下が注目されている 61‐65)。しかしながら、本研究の結

果より、認知機能障害の指標として、CSF中の A、PC‐Acro を測定すること

が重要であり、特にMCIおよびアルツハイマー病を識別する指標として CSF中

の A測定の重要性が明らかとなった 69)。

MCI患者群ならびアルツハイマー病患者群の CSF中の A、PC‐Acroは、

各々単独では、両群の差は認められなかったが、APC‐Acroは、認知機能障

害と脳の萎縮度との相関が認められた。このことから、認知機能障害を経過観察

してゆく中で、A、APC‐Acroならびに APC‐Acroを定期的に測定し

注視することが重要であると示唆された 69)。 

これらのことから、アルツハイマー病診断に使用される fluorodeoxyglucose

（FDG）‐positron emission tomography（PET）ならびに amyloid PET 33,34)

などの高価な画像診断に比べ、PC‐Acroと Aならびに APC‐Acroを合わ

せて測定することが、画像診断よりも安価に、画像装置の導入を待たずに多くの

医療施設で受けることが可能な検査となる可能性が示唆された。 
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【総括】 

本研究において、ポリアミンより生成されるアクロレインならびにその代謝物

が、脳疾患における脳細胞傷害のバイオマーカーとなり得るかどうかについて、

脳卒中患者、大脳白質病変患者、軽度認知機能障害患者、アルツハイマー病患者、

健常者を対象とした臨床研究を行い検討した。また、アルツハイマー病との関連

が注目されているアミロイドベータ 40、アミロイドベータ 42についても合わせ

て検討した。 

第一章においては、アクロレインがグルタチオン抱合を受けることにより代謝

される 3‐ヒドロキシメルカプツール酸の尿中排泄量について、脳卒中の患者 78

名ならびに健常者 90名を対象とした臨床研究を行った。その結果、脳梗塞時に

血漿中で増加することが知られているタンパク質結合型アクロレイン量の動向と

は異なり、脳卒中患者群の尿中 3‐ヒドロキシメルカプツール酸量は、健常者群

と比較し有意に低下することが明らかとなった。脳卒中患者群の脳梗塞患者群な

らびに脳出血患者群の両群ともに観察された。また、尿中 3‐ヒドロキシメルカ

プツール酸量は、脳梗塞巣ならびに脳出血の病巣のサイズの大きさならびに、脳

卒中重症度スケールの重症度が高い方がより低下することが明らかとなり、病巣

の大きさならびに脳卒中重症度との相関性が明らかとなり指標となりうる可能性

が示唆された。 

第二章においては、認知機能障害と血漿中タンパク質結合型アクロレイン量、

アミロイドベータ 40ならびにアミロイドベータ 42の相関を評価した。臨床研究

は認知機能障害を有する群 120名（アルツハイマー病患者 70名＋軽度認知症患

者 50名）、認知機能障害のない群 101名（健常者 33名＋大脳白質病を有する患

者 68名）の協力を得て行った。血漿中タンパク質結合型アクロレイン量とアミ

ロイドベータ 40/42比は、認知機能障害を有する群では認知機能障害のない群に
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比較し、有意に高値を示すことが明らかとなった。このことから、血漿中タンパ

ク質結合型アクロレイン量とアミロイドベータ 40/42比が認知機能障害の指標と

なる可能性が示唆された。さらに、脳卒中の危険因子である大脳白質病変につい

て血漿中タンパク質結合型アクロレイン量とアミロイドベータ 40、アミロイドベ

ータ 42の脳卒中の危険因子である大脳白質病変の Gradeと血漿中タンパク質結

合型アクロレイン量、ならびにタンパク質結合型アクロレイン/アミロイドベータ

40/42比またはタンパク質結合型アクロレイン/アミロイドベータ 40/42比と年齢

より求めた相対リスク値が相関を示したことから、大脳白質病変を早期に発見で

きる可能性が示唆された。 

第三章においては、認知機能障害と脳脊髄液中タンパク質結合型アクロレイン

量、アミロイドベータ 40ならびにアミロイドベータ 42の相関を評価した。本臨

床研究は、軽度認知症患者 40名、アルツハイマー病患者 54名の協力を得て遂行

した。また、アクロレインのアルツハイマー病との関与を検討するため、アルツ

ハイマー病患者の脳組織内を用い検討した。アルツハイマー病患者の脳組織にお

いて、疾患対照患者（脳卒中患者、心不全患者）の脳組織に比べアクロレインの

蓄積が多いことが確認されたことから、アルツハイマー病へのアクロレインの関

与が示唆された。 

また、脳脊髄液を対象検体とし、タンパク質結合型アクロレイン量、アミロイ

ドベータ 40ならびにアミロイドベータ 42の測定により軽度認知症患者とアルツ

ハイマー病患者の識別をめざして検討を行った。その結果脳脊髄液中のアミロイ

ドベータ 40、アミロイドベータ 40/アミロイドベータ 42比、アミロイドベータ

40/PC‐Acro比の値が、アルツハイマー病患者群において軽度認知症患者群に比

較して有意に低下していた。さらに、画像診断による脳萎縮度を示す Z-scoreと

アミロイドベータ 40、アミロイドベータ 40/PC‐Acro比、アミロイドベータ
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42/PC‐Acro比に有意な相関が認められた。また、認知機能の指標であるMMSE

とアミロイドベータ 40、アミロイドベータ 42、アミロイドベータ 40/PC‐Acro

比、アミロイドベータ 42/PC‐Acro比は有意な相関を示した。 

以上の結果から、ポリアミンに由来するアクロレインおよびその代謝物である

3‐ヒドロキシメルカプツール酸が、脳卒中、大脳白質病変、認知機能障害におけ

る脳細胞傷害のバイオマーカーとなりうることが示唆された。さらに、認知機能

障害においては脳脊髄液中アミロイドベータ 40、アミロイドベータ 42とタンパ

ク結合型アクロレインを合わせて測定することにより、認知機能低下の原因疾患

診断の一助になる可能性が示唆された。 
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