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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の発症にはオートファジーの機能不全・低下が関与している。そのた
め、アルツハイマー病（AD）においてもオートファジーの機能が低下していると考えられ、ADモデルマウス
Tg2576の加齢に伴うオートファジーの機能低下が予想された。そこで、Tg2576の脳神経細胞におけるオートファ
ジー関連蛋白Beclin 1の加齢に伴う変化を検討したが、発現低下は確認できなかった。一方、認知症を伴う高齢
者脳組織では発現低下を確認できた。ADの発症に伴う神経細胞内におけるオートファジー機能の変化を解析する
には、モデルマウスよりもヒトを対象とする研究が適しているとの結果が導かれた。

研究成果の概要（英文）：It had previously reported that loss of autophagy was involved in 
neurodegeneration even in the absence of any mutant proteins. Therefore, it was predicted that 
autophagy function is lost or attenuated in AD, and intraneuronal accumulation of Aβ could induce 
dysfunction of autophagy in AD transgenic mouse brain with aging. Employing Tg2576 mouse we observed
 intraneuronal expression of Beclin 1, autophagic protein, with aging. However, the reduction of 
intraneuronal Beclin 1 was not observed in Tg2576 mouse brain tissue by immunohistochemical 
labelling. In contrast, remarkable reduction of intraneuronal Beclin 1 was observed in brain tissue 
from patients with dementia. These results might be able to conclude that human brain tissue is more
 available to investigate intraneuronal autophagic dysfunction than mouse tissue.

研究分野：医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の高齢化社会においてADの早期診断法の確立は社会的に極めて重要な課題である。オートファジーの変化に
着目したAD早期診断法の確立のためには、ADモデルマウス脳組織よりもヒト脳組織を用いた解析が有効であるこ
とが本研究により明らかとなった。このことは今後のADとオートファジーの関連を解明するためにも学術的な意
義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病（AD）の病理組織学的特徴の 1つには、β-アミロイドペプチド（Aβ）から形

成される老人斑がある。ADの発症には、Aβの中でも 42残基のアミノ酸から構成される Aβ42

が重要な役割を担っていると考えられているが、分子レベルでの発症機構は未だ明らかではな

い。我々はこれまでに、分子細胞生物学的手法を用いて、神経細胞内における Aβ42の蓄積が AD

発症に関与することを裏付けてきた 1, 2。最初に、野生株マウス・ラットおよび認知症状のない

ヒト脳組織の神経細胞内で、蛋白の輸送や分解に携わる後期エンドソームに相当する多胞体

（MVB: multivesicular body）やエンドソーム由来の小胞（EV: endosomal vesicle）に Aβ42が

局在していることを免疫電子顕微鏡的手法（免疫電顕法）により証明した 1。さらに、AD モデ

ルマウスを用い、加齢とともに Aβ42が神経突起やシナプス終末で増加していることを示した 1, 

2。また、神経突起・シナプス終末で蓄積・凝集した Aβの近傍においての細胞骨格の破壊や変性

も観察した 2。これらのことから、AD モデルマウスの加齢とともに神経細胞内 Aβ42 が神経突

起・シナプス終末で増加・蓄積し、シナプス終末に変性や消失をきたすことにより、記憶障害が

引き起こされ、ADが発症するのではないかと推察した。 

神経突起やシナプス終末のMVB・EVで加齢とともに Aβが蓄積することが、ADの発症に関与

することを示してきたが、Aβが蓄積する機序に関しては未だに不明のままである。近年、細胞

内での浄化作用や栄養供給をつかさどるオートファジーという細胞内分解機構が、神経変性疾

患において関与しているとの報告がなされている 3。パーキンソン病と並び、AD においてもオ

ートファジーの機能不全が AD発症の原因に深く関連しているともいわれている 4。シナプスの

変性・消失を引き起こす MVB・EV への Aβ 蓄積の原因はオートファジーの障害によって細胞

内の浄化ができなくなったためと仮定し、両者の関係性を検討する。オートファジーの障害が

Aβ蓄積の原因に関与している場合には、オートファジーの促進、誘導を目標とする ADの治療

薬が期待される。 

 

２．研究の目的 

現代社会では高齢化が進みつつあり、それに伴い認知症患者が増加を続けている。した

がって、高齢者認知症の代表的疾患である ADの原因や発症機構を解明し、有

効な早期診断法、治療法や予防法を開発していくことは、極めて重要かつ有益な

課題である。 

AD は、原因蛋白とされている Aβが脳内に蓄積して脳機能に障害を与えることにより発

症する考えられている。そのため、Aβが蓄積する原因を解明し、蓄積を阻害することが重要で

ある。近年、細胞機能を維持していくために重要な役割を果たしているオートファジーの異常が、

神経変性疾患に関与しているとの報告が多くなされている。しかし、神経変性疾患の一つである

ADにおいてはオートファジーがどのように関与しているかは明らかにされていない。AD の発

症において重要な役割を果たす Aβの分解にはオートファジーも関与していると考えられ、AD

ではオートファジー関連蛋白が減少していると推察している。細胞内の不要な成分を自ら分解

するオートファジーの機能が、加齢もしくは ADを含めた認知症の進行に伴い低下し、神経細胞

内の Aβ が蓄積することが AD の発症に関与しているのではないかと我々は推測している。AD

患者脳組織において、オートファジー関連蛋白が健常者脳組織と比較してどのように変化して

いるかを検討し、その変化が神経細胞内の Aβ 蓄積にどのような影響を与えているかも調べる。

ADに特異的なオートファジー機能の変化に着目し、早期診断法、治療法を開発することが本研



究の目的である。 

 
３．研究の方法 
ADのモデルとなるトランスジェニックマウス（ADモデルマウス）脳組織、およびその初代培

養神経細胞（ADモデル細胞）を利用して、加齢や培養日数とともに増加する神経細胞内 Aβと

オートファジーとの関係を形態学的、生化学的に解析する。2-20 ヶ月齢の AD モデルマウス脳

を形態学的解析のために、灌流固定後、切片を作製して保存する。生化学的解析のためにはマウ

ス脳を摘出し、液体窒素で凍結後、保存する。ADモデルマウス胎児脳の初代培養神経細胞は必

要時に適宜用意する。形態学的解析法として、免疫染色法、蛍光染色法、免疫電顕法を用い、生

化学的解析法としては、ウエスタンブロット（WB）法、シナプトソーム法を用いる。 

具体的には次の 2点を解析する。 

(1) ADモデルマウスの加齢に伴うオートファジーの機能変化 

(2) ADモデル細胞を用いてのオートファジーと細胞内 Aβ蓄積との相関関係 

ADモデルマウスの 1つである Tg2576は 14-15ヶ月齢でADに特徴的な病理像であるアミロイ

ド斑が著明に出現する。アミロイド斑出現前の早期病変時での変化を解析することが AD 発症

のメカニズムの解明に重要であると考えられる。そこで、アミロイド斑が出現していない健常期

（3-5ヶ月齢）、出現直前の病変早期（9-11ヶ月齢）、出現後の病変後期（14-17ヶ月齢）におけ

る Tg2576脳組織を解析する。一方、Tg2576胎児脳初代培養神経細胞における Aβ蓄積量の経

時的変化から AD細胞モデルを過去に樹立しており、健常（幼若）期は培養 5-7日目、病変早期

は培養 10-12日目、病変後期は培養 19-21日目に相当すると各時期を既に設定している 2。 

(1) ADモデルマウスの加齢に伴うオートファジーの機能変化： 

Tg2576 では加齢とともに神経細胞内 Aβの蓄積が増加することは既に示している 1, 2。Tg2576

の加齢とともにオートファジーの機能がどの様に変化するかを観察するために、オートファジ

ー関連蛋白の 1つである Beclin 1に着目する。ヒトでは Beclin 1が早期の ADで減少している

と報告は既にある 5。健常期、病変早期、病変後期の Tg2576脳組織切片を Beclin 1抗体で免疫

染色し、加齢に伴う Beclin 1の量的変化を検討する。 

(2) ADモデル細胞を用いてのオートファジーと細胞内 Aβ蓄積との相関関係： 

オートファジーと細胞内 Aβ蓄積との相関関係を調べるため、オートファジー阻害剤（クロロキ

ン）を用いて、人為的にオートファジーを抑制し、神経細胞内 Aβの蓄積量変化を調べる。Aβの

変化を観察しやすい病変早期に相当する培養 10-12 日目の AD モデル細胞にクロロキンを投与

して解析する。 
 
４．研究成果 

Tg2576の加齢とともにオートファジーの機能は低下し、オートファジー関連蛋白の発現は減少

すると予測していたが、実際は Beclin 1の染色濃度は 6、11、18ヶ月齢と加齢とともにやや増

加しており、有意なオートファジー関連蛋白の発現低下は確認できなかった（図 1）。ADモデル

マウスでは AD早期に相当する 11ヶ月齢において Beclin 1の有意な減少は確認できなかった。

そのため、ADモデルマウス胎児脳の初代培養神経細胞においても培養日数の経過に伴う Beclin 

1の有意な低下は認められないと予測され、ADモデルマウスを用いる研究はこの段階で中止す

ることとした。一方。ヒトでは AD早期で Beclin 1が減少しているとの報告がなされているため

5、ヒト脳組織の神経細胞における Beclin 1 の変化を検討した。すると、過去の報告と一致し、

認知症を伴わないヒト脳組織神経細胞に比べ、認知症を伴う脳組織内神経細胞で Beclin 1の発現



は、低下する傾向が認められた（図 2）。 

図 1 6ヶ月齢 Tg2576（左）の脳組織における Beclin 1の発現を示した免疫組織染色像である。大脳皮質

に散在している神経細胞が Beclin 1抗体で顆粒状に染色されている。顆粒状にみられる神経細胞における

Beclin 1の発現は 11ヶ月齢（中）、18ヶ月齢（右）Tg2576でやや増加している。（x100） 

図 2 認知症を伴わない高齢患者から採取した脳組織切片の神経細胞には Beclin 1の発現が認められる（左

側 上下段）。一方、認知症を伴う高齢患者からの脳組織切片における神経細胞では Beclin 1の発現は著明

に低下している（右側 上下段）。また、老人斑周囲の神経変性突起においては Beclin 1の強い発現が認め

られる（矢印）。（上段 x100、下段 x400） 

老人斑でアミロイド斑のコア周囲に形成される神経変性突起においては Beclin 1 の強い発現が

認められ（図 2矢印）、Beclin 1の凝集が予想される。過去に報告された AD脳組織での Beclin 1

発現の低下はウエスタンブロットで確認されているため 5、この神経変性突起における Beclin 1

の凝集も測定されている。そのため、免疫組織形態学的手法による神経細胞のみにおける Beclin 

1 の発現を非認知症患者からの脳組織と比較することにより、AD における更なる著明な Beclin 

1低下を確認できる可能性がある。 

これらの実験結果から、ADにおけるオートファジー機能の変化を検討するには ADモデルマウ

スは適当ではないことが予測された。少なとも ADモデルマウスの一つである Tg2576における



オートファジー関連蛋白 Beclin 1 の発現は AD 様症状の発症とともに減少しないことを確認で

きた。ADとオートファジーの関連を検討するにはヒト脳組織の神経細胞に着目することが必要

であるという結果を得ることができた。 
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