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研究成果の概要：神経変性疾患では特定の脳領域に変性が進行する傾向があるが、そのメカニ

ズムは不明である。ここでは、ニューロン変性が加齢に伴って大脳辺縁系に選択的に進行する

SAMP10 マウスを神経変性のモデルとして解析した結果、神経変性の原因として、タンパク質分

解系であるプロテアソーム活性の低下、軸索を構築する主要な細胞骨格タンパク質である

α-internexin のリン酸化の亢進が重要であることがわかった。神経変性の原因遺伝子について
は、15 番染色体の特定の領域に存在することは突き止めたものの、同定にはさらなる研究が必

要である。 
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患は特定の神経細胞が変性・脱

落する進行性病態であり、疾患によって、

障害を受ける脳領域が定まっている。例え

ば、アルツハイマー病や老化脳の神経細胞

に生じるユビキチン化封入体病変である神

経原線維変化の分布は、一様に、大脳辺縁

系および側頭連合野に多い。しかし、疾患

ごとに特徴的な selective vulnerability

（変性部位選択性）の分子機序は不明であ

る。ここでは、近交系マウス SAMP10（老化

促進モデルマウスの１系統）を神経変性疾

患のモデル動物として用いる。我々は、

SAMP10 では、大脳辺縁系選択的にユビキチ

ン化封入体を伴う神経細胞変性が加齢によ

って生じることを示した。本研究では、大

脳辺縁系の選択的神経変性の背景として考

えられるような、この部位に特徴的な分子

レベルでの変化を明らかにしたい。また、

大脳萎縮度を表現型として、マイクロサテ
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ライトマーカーを用いた全ゲノム連鎖解析

を開始し、第 15 番染色体上の 3.4 cM の領

域に量的形質遺伝子座位（QTL）を見出して

いる。本研究では、この QTL 領域に存在す

ると思われる原因遺伝子の同定作業を開始

したい。 
 
２．研究の目的 
(1)大脳萎縮を表現型とした全ゲノム連鎖解
析結果が示す第 15 番染色体の QTL に存在す
る候補遺伝子につき、ダイレクトシーケンシ
ングを行って大脳変性病態の責任遺伝子を
同定する。 
(2)脳組織プロテアソーム活性の加齢変化パ
ターンを大脳辺縁系・関連領域と辺縁系非関
連領域とでそれぞれ明らかにし、SAMP10 と
SAMR1 の系統間で比較する。 
(3)ニューロン初代培養系においてプロテア
ソーム活性阻害が封入体形成および細胞形
態に及ぼす影響を明らかにする。 
(4)SAMR1の遺伝子背景にSAMP10型の 15番染
色体 QTL 領域を導入したコンジェニックマウ
スを作製する。 
(5) プロテオーム解析を行って、加齢による
発現量変化が大脳辺縁系・関連領域で特に顕
著であり、かつ変化パターンが SAMP10 と
SAMR1 で異なるようなタンパク質を網羅的に
検索し、同定する。 
 
３．研究の方法 
(1)Senp1, Olfrなどの遺伝子に注目し、ゲノ
ムDNAおよびmRNAからPCR産物を作製する。
業者の受託シーケンスサービスを利用して
塩基配列を決定した。 
(2)3,7,12,17 ヵ月齢 SAMP10 マウスおよび
3,7,12,17,26ヵ月齢SAMR1マウスから摘出し
た脳を分割し、大脳辺縁系およびその関連領
域と大脳辺縁系非関連領域とからホモジネ
ートを調整した。人工基質 Suc-LLVY-AMC と
incubate し、加水分解によって発生する AMC
の蛍光強度を蛍光分光高度計にて測定した。
(3)SAMP10 および SAMR1 マウスそれぞれの
E17 胎仔の大脳皮質からニューロンを単離し
て 10 日間培養した。MG-115 にてプロテアソ
ームを阻害し、封入体の形成率、樹状突起の
形態解析を行った。 
(4)SAMP10 と SAMR1 を交配したマウスのうち
QTL領域がSAMP10由来の遺伝子型を有する個
体を選別し、SAMR1 に戻し交配する。この作
業を 12 世代に亘って継続する。 
(5) 3,8,14 ヵ月齢 SAMP10 マウスおよび
3,8,14,21 ヵ月齢 SAMR1 マウスから摘出した
脳を分割し、大脳辺縁系・関連領域と大脳辺
縁系非関連領域とからタンパク質を抽出し
た。蛍光標識 2次元ディファレンスゲル電気
泳動（2D-DIGE）法にてタンパク発現を解析

し、質量分析にて同定した。免疫組織染色を
行い、タンパク質の分布を検討した。 
４．研究成果 
(1)検討した４遺伝子の exon 領域に関しては。
SAMP10とSAMR1との間で有意な塩基配列の変
異は認められなかった。今後も QTL 領域に存
在する遺伝子に関して塩基配列の差異を探
索したい。 
(2)大脳辺縁系・関連領域においては、SAMP10
の組織プロテアソーム活性は加齢に伴って
急速かつ著明に低下したのに対し、SAMR1 の
活性は緩徐かつ軽度に低下した。一方、辺縁
系非関連領域においては、いずれの系統でも
組織プロテアソーム活性の加齢変化は有意
ではなかった。従って、大脳辺縁系選択的な
神経変性の背景に組織プロテアソーム活性
の低下が関与することが判明した。 
(3)プロテアソーム阻害によってニューロン
中にユビキチン化封入体が形成された。その
形成率は SAMP10 の方が SAMR1 よりも有意に
高かった。いずれの系統においても、封入体
を形成したニューロンでは封入体を持たな
いニューロンに比べて樹状突起が有意に退
縮していた。プロテアソーム阻害によってニ
ューロンは細胞死を起こしたが、ニューロン
生存の脆弱性に関しては SAMP10 と SAMR1 と
の間で差は無かった。従って、SAMP10 ではプ
ロテアソーム阻害による小胞体ストレス下
でニューロンはユビキチン化タンパク質の
分解・除去が不十分であるために凝集体を形
成しやすい性質を有することが判明した。ま
た、封入体そのものもしくは封入体を形成せ
ざるを得なくなった細胞内状態はニューロ
ンにとって傷害性であることが判った。 
(4)遺伝子型のチェックを行いながら、10 世
代の戻し交配までを終えた。あと２世代の交
配によって理論的にコンジェニック系統が
完成する。 
(5)SAMP10 の大脳辺縁系・関連領域において、
3ヵ月齢と14ヵ月齢で有意な発現差を示すタ
ンパク質は 91 個認められた。その中から
SAMP10 で加齢にともなって顕著に変化し、か
つ SAMR1 との差が際立っていたスポット 10
個を選び、タンパク質の同定を行った。質量
分析の結果、リン酸化α-internexinがSAMP10
の大脳辺縁系・関連領域において SAMR1 より
も早期から増加していることが明らかにな
った。リン酸化タンパク質を特異的に染色す
る ProQ Diamond 染色およびα-internexin 抗
体を用いたウェスタンブロットによって、
α-internexin の総発現量は一定で、そのリン
酸化の割合が増加することが明らかになっ
た。免疫組織染色の結果、α-internexin は主
に軸索に分布していた。軸索に分布する中間
径フィラメントであるα-internexin はリン
酸化によって重合が阻害される事が知られ
ている。従って、α-internexin が SAMP10 で



 

 

早期にリン酸化されることが軸索の変性に
関与することが示唆された。 
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