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研究成果の概要：神経変性疾患モデルを用いてlipid raftsでのオリゴマー蓄積を検討し
た．1. 培養細胞ではlipid rafts の蛋白の変化がAß前駆体の分布を変化させた．2. APP発
現マウスに高コレステロール食を投与すると脳Aßの増加と共に脳lipid rafts分画中へのAß 
オリゴマーが増加した．3. Tau発現マウスでは初期からtauが脳lipid raftsに高濃度に存
在し，加齢と共に増加しオリゴマーも認められた．4.新たに作成したα-synuclein発現マ
ウスでも脳lipid raftsへのα-synuclein蓄積の増加を認めた．Lipid raftsは蛋白凝集体
蓄積の共通開始部位であることが示された．lipid raftsにおけるオリゴマー制御は神経変
性疾患の根本的治療法になりうると考えられた． 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の研究からアルツハイマー病(AD)
においてその原因物質であるアミロイドß蛋
白(Aß)の神経毒性は不溶性の Aß アミロイド
ではなく、もっと小さな可溶性の Aß凝集（オ
リゴマー：oligomer）によると考えられるよ
うになった．我々は glycosphingolipid と
cholesterol の凝集によって形成される
membrane microdomain である lipid rafts が
Aß オリゴマーの超早期蓄積部位であること

を AD 脳および AD モデルマウス Tg2576 の脳
において示した（ Kawarabayashi T, J 
Neurosci 2004）．培養細胞においても Aß オ
リゴマーは lipid rafts に特異的に集まるこ
と，集まった Aß オリゴマーは lipid rafts
の蛋白組成を変化させ,lipid rafts に存在
するfyn依存性に細胞死を誘発することが示
されている(Williamson R, FASEB J, 2009)．
Lipid rafts は signal transduction 
molecule の集まる場所であり，蛋白や脂質の
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sorting の部位でもあることから，Aßオリゴ
マーは lipid rafts の機能障害を介して神経
毒性を生じると考えられている． 
(2)一方，中年期の高コレステロール血症はAD
の危険因子であり，治療薬であるstatinの投
与によってADの発症率を減少させることから，
ADではコレステロール代謝障害があるものと
考えられている。我々はlipid raftsがAßの産
生部位であることを世界で初めて示し,lipid 
raftsのコレステロール濃度を減少させると
Aß産生が低下することを示した（Wahrle S, 
Kawarabayashi T, Neurobiol Dis, 2002）． 
Lipid raftsのコレステロール制御がADの根
本的療法として期待されている． 
 (3) Creutzfeldt-Jakob 病のprion蛋白や
AIDSのHIV蛋白などもlipid raftsで凝集する
ことが認められている．我々はAD脳および
Tg2576マウス脳においてAßオリゴマーの蓄積
に引き続きリン酸化tauもlipid raftsに蓄積
することを示した（Kawarabayashi T, J 
Neurosci 2004）．これらのことからlipid 
raftsが神経変性疾患において原因蛋白のオ
リゴマー形成の共通部位である可能性がある．
Lipid raftsでのAßオリゴマー形成を阻害す
ることができれば他の神経変性疾患の治療に
も応用が可能である可能性がある． 
  
２．研究の目的 
本研究の目的は，lipid rafts の Aß オリ

ゴマーの形成機序を明らかにし，その形成阻
止を標的にした治療法を開発することであ
る．そのためにまず lipid rafts におけるAß 
オリゴマーおよび他の神経変性疾患の原因
蛋白である tau や α-synuclein オリゴマー
の蓄積過程を明らかにする．そして lipid 
rafts の蛋白および脂質組成を操作する事に
よりオリゴマー蓄積を操作することができ
るかどうかを検討する．  
 
３．研究の方法 
(1) CHO cell に Sweden 型遺伝子変異を組み
込んだ Aß 前駆体蛋白(APP)を stable に発現
させる系を作成した．細胞を洗浄した後に
1% Triton-X 入り MBS buffer で dounce 
homogenizer で homogenize した。27000 回転
10 分の低速遠心で沈殿を除いた後に不均等
蔗糖分画を用いて 4℃，10 万 g で 19 時間遠
心し，lipid rafts を含む各分画を得た．各
分画を用いて Aß および APP を ELISA および
western blotting にて検出した．GPI anchor
が Aß 代謝に及ぼす影響を調べるために GPI 
anchor の knock out cell とその wild type
で検討した．また，GPI anchor 部分を分解
す る 酵 素 で あ る phosphatidylinositol 
phospholipase C (PIPLC)で細胞を処理し，
GPI 欠損による影響を検討した． 
(2) 8.5 月齢の Tg2576 マウスに高コレステ

ロール食（5%コレステロール，10% fat，2% 
sodium cholate）（n=5）またはコントロール
食（n=5）を 6 週間投与した。上記の方法で
脳を homogenate し，不均等蔗糖分画を用い
て lipid rafts を含む各分画を得た．各分画
を用いて western blotting を行い，Aßの分
布を解析した． 
(3) 我々の開発した tau 過剰産生マウス
TgTauP301L と nontransgenic littermate の 
脳を不連続蔗糖分画で分画し，western 
blotting で tau 分布を経時的に解析した． 
(4) 我 々 は α-synuclein 発 現 マ ウス
TgαSYN を新たに開発し，Lewy 小体などの病
理学的変化，脳内カテコールアミンの変化，
行動異常が再現されるかどうかの検討を行
っ た ． さ ら に 脳 lipid rafts へ の
α-synuclein 蓄積を検討した． 
 
４．研究成果 
(1) 培養細胞系を用いたAßオリゴマーの
同定と蓄積過程の解明 
APPを発現させたCHO cellでlipid rafts
への干渉がAß蓄積に及ぼす影響を検討した．
Aßはlipid rafts分画に高濃度に存在した．
lipid raftsに存在するGPI anchor protein
のknock outではAß前駆体蛋白(APP)および
そのC末fragmentがlipid raftsに著明に増
加した(図1)．このことからlipid raftsの
GPI anchor protein組成の変化がAßの代謝
を変化させることが示された．一方，GPI 
anchor部分を分解する酵素であるPIPLCで
細胞を処理した後に細胞を分画し，各分画
のAß濃度を測定したが，この処理の有無で
Aßの変化は認めなかった．  

 

図1: GPI anchorのknock outによるAPPおよ
びAPP C末端断片のlipid rafts分画への蓄
積  A: GPI anchor wild type (G+), B: GPI 
anchor knock out cell (G-)の不連続蔗糖
分画．Lipid rafts markerであるcaveolin
陽性の3,4分画にG- cellでAPPおよびその
C末断片の蓄積を認める． 
 
(2) Tg2576マウス 
Tg2576マウスではAß蓄積の超早期の6月齢
からAß oligomerが脳lipid raftsに蓄積を開
始した。Tg2576マウスに高コレステロール食
を投与すると血中のコレステロールはコン
トロール食投与Tg2576に比べて約3倍に増加



 

 

した．血漿中のAß40，Aß42も有意に増加した．
脳Aß量の増加を認めた．特にSDS不溶性でギ
酸で抽出可能な不溶性Aßの増加を認めた．ま
た不連続脳蔗糖分画による検討では脳lipid 
rafts分画中へのAß oligomerの増加を認めた．
APPおよびAPPのC末断片には変化を認めなか
った(図2)．よって高コレステロール食が
lipid raftsのAß oligomerを増加させること
が示された． 

 

図2 高コレステロール食投与によるlipid 
rafts分画へのAßオリゴマー蓄積増加 
上段はAß抗体4G8による染色で，矢印はAPP C
末断片，矢頭はAß dimer．下段はAPP C末抗
体Saekoによる染色で，上段の矢印と同じ分
子量のAPP C末断片は染まるが，矢頭に相当
するバンドは検出されない． 
 
(3) Tau発現マウス(TgTauP301Lマウス) 
我々の開発したTgTauP301Lマウスにおいて
その初期の3月齢からtauがlipid raftsに高
濃度に存在し，加齢と共に増加した(図3)．
リン酸化tauもlipid raftsで増加した．高齢
マウスではLipid rafts分画中に神経原線維
変化に特有のsmear patternが認められた．
よってtauもlipid raftsに早期から特異的に
蓄積を始め,oligomerを形成することが示さ
れた． 

 
図3 TgTauP301Lマウスにおけるtau蓄積の経
時的変化．3月齢 NonTgおよび3, 11, 21, 33
月齢のTgTauP301Lマウスの脳蔗糖分画を示
す．矢印で示すlipid rafts分画でtauの蓄
積が初期から認められ，加齢と共に増加を
示した．神経原線維変化を蓄積した33月齢
Tgでは神経原線維変化に特有のsmear 
patternも認められた． 

 

(4) α-synuclein発現マウス(TgαSYNマウ
ス) 
我々はα-synucleinを発現するParkinson
病モデルマウスTgαSYNマウスを新しく開発
し，Lewy小体様の封入体(図4)，線条体のド
パミンの減少，行動障害を再現することに成
功した．TgαSYNマウスでもNonTgに比べて
lipid raftsへのα-synuclein蓄積の増加を
認めた． 

 

図4 TgαSYNマウスの免疫組織および電顕. 
a, c-e, g,h: TgαSYN マウス， b,f: 
nontransgenic littermate． a,ｂ：ヒト
特異α-synuclein抗体による染色では
TgαSYNマウスのみが染色される．c: 
TgαSYNマウスのLewy様封入体のHE染色，
d: Lewy様封入体のα-synuclein抗体に
よる染色．e, f: 基底核の tyrosine 
hydroxylaseによる染色ではTgαSYN
マウスで低下を認める．g: 細胞室内封入
体，h: 核内封入体の電子顕微鏡撮影 

 
以上の検討から Lipid rafts は蛋白凝集体
蓄積の共通開始部位であることが示された．
lipid raftsの蛋白および脂質の組成の変化
は Aß の代謝を変化させることが示された．
lipid rafts における原因蛋白 oligomer 制
御はADなど神経変性疾患の根本的治療法に
なりうると考えられた。 
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