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研究成果の概要（和文）： 

加齢による学習記憶力の低下(加齢性記憶障害)は脳老化の重要な表現型である。前回我々は
PKA 抑制変異体では加齢性記憶障害が特異的に抑制されることを利用して、加齢性記憶障害と
相関するタンパクの動態をプロテオミクス解析により調べ、ショウジョウバエ Pyruvate 
Carboxylase (PC)の相同タンパク dPC レベルの加齢による上昇が加齢性記憶障害と高い相関を
持つことを見出した。今回、生化学的解析と遺伝学的解析を併せて行い、グリアでの PC 活性上
昇が加齢性記憶障害を引き起こすことを明らかにした。また脳老化の重要なリスクファクター
である酸化ストレスと加齢性記憶障害との関係を調べ、酸化ストレスとは独立した加齢性記憶
障害の発生機構が存在することを見出した。そこで dPC レベルが酸化ストレスによるものか？
逆に dPC レベルの上昇が酸化ストレスを発生するか調べたところ、いずれも起こらなかった。
これらの結果から dPC 依存性の AMI 経路は従来の酸化ストレスによる経路とは異なる新規経路
であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Age-related memory impairment (AMI) is a debilitating consequence of brain aging that can be 

suppressed in Drosophila by reducing PKA activity. However, the molecular mechanisms 

underlying AMI remain unclear. Using proteome analyses of wild-type and PKA mutants, we 

identified an AMI-associated increase in the activity of Drosophila pyruvate carboxylase (dPC), a 

mitochondrial anaplerotic enzyme. Genetic and biochemical data demonstrate that age-related 

increases in glial dPC cause AMI and that PKA mutations suppress AMI by reducing dPC activity. 

Although increased oxidative stress has been proposed to cause AMI, increases in dPC activity are 

not associated with increased oxidative stress. Strikingly, although the production of D-serine, a 

glia-derived NMDA receptor agonist, decreases in aged flies, this decrease is suppressed by dPC 

mutations and AMI is ameliorated by feeding flies D-serine. We propose a novel oxidative 

stress-independent AMI signaling pathway in which age-related increases in glial mitochondrial 

dPC activity cause AMI by reducing D-serine production. 
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研究分野：総合領域  

科研費の分科・細目：神経科学  神経化学・神経薬理学  

キーワード：老化、学習記憶、遺伝子、ショウジョウバエ、プロテオミクス 

 
１．研究開始当初の背景 
加齢性記憶障害はショウジョウバエにもみ
られる脳老化の重要な表現型である。生物学
的観点だけでなく、高齢化社会の対策からも
その発生メカニズムの解明が期待されてい
るが、発生の分子メカニズムは殆ど知られて
いない。我々は DC0 遺伝子によりコードされ
る PKA 触媒部位のヘテロ変異体 DC0/+では加
齢性記憶障害が特異的に(寿命が延長してい
ない)抑制されることを見出している。前回
この結果をもとに DC0/+を用いたプロテオミ
クス解析を行い。ピルビン酸カルボキシラー
ゼのショウジョウバエホモローグ dPCの加齢
に伴う発現レベルの上昇が加齢性記憶障害
を起こすこと、さらに DC0/+変異では dPC の
発現レベルが低下していることなどを見出
した。 
 
２．研究の目的 
老化の主たる発生機序の一つに加齢に伴う
酸化ストレスの上昇とミトコンドリア不全
との相互作用による累進的な上昇が提唱さ
れている。PC はミトコンドリアで TCA サイク
ルへのオキサロ酢酸補充酵素として働くが、
哺乳類の脳に於いて神経細胞には発現せず
グリア細胞で発現することが示されている。
そこで本研究では以下の項目を中心に脳老
化経路の解明を進めた。 
(1)dPC が実際 PC としての機能を持つのか生
化学的解析を行う。 
(2)dPC がやはりショウジョウバエでもグリ
ア細胞で発現し、加齢性記憶障害を引き起こ
すのか確かめる。 
(3)酸化ストレスがショウジョウバエでの加
齢性記憶障害とどのような関与を持つのか
検証を行う。 
(4)また加齢に伴う dPC の活性上昇は酸化ス
トレスとどのような関係があるのか？ 遺伝
学的・生化学的解析を行う。 
 
３．研究の方法 
dPC 酵素活性の測定 
myc タグ付き dPC をグリアに発現するトラン
スジェニックフライを作成し、抗 myc 抗体で
dPC を単離した。ピルビン酸から PC により生
成されたオキサロ酢酸を利用して起こるマ
レイン酸の生成過程で消費される NADH の消
費量を指標にして活性を測った。一連の生化
学反応は以下の反応緩衝液 (0.1 M Tris-HCl 
(pH 8.0), 0.1 M NaHCO3, 0.1 M KCl, 5 mM MgCl2, 

10 mM pyruvate, 4 mM ATP, 200 µM acetyl-CoA, 
10 U pig heart MDH, and 150 µM NADH) 内
で行った。 
 
ショウジョウバエ系統 
dPC/+変異系統、グリア細胞特異的な GAL4 発
現系統、神経細胞特異的な GAL4 系統、dPC 遺
伝子に GFP を含む Mi{MIC}トランスポゾンの
挿入系統、UAS-dPC+トランスジェニック系統、
UAS-sod1-IR ノックダウン系統などを行動解
析、生化学実験などで用いた。 

 

行動解析 

匂いと電気ショックを組み合わせた匂い条
件付け連合学習課題を用いて記憶力の定量
的解析を行った。具体的にはティーチングマ
シーンという学習装置で、約 100 匹のハエに
2 種類の匂いのうち一つを電気ショックと共
に 1分間与え、他方の匂いはショックなしで
矢張り 1 分間与える。記憶テストではどちら
がショックと連合していたか弁別させ、正解
したハエの比率から記憶スコアを算出した。 
 
抗 dPC 抗体 
dPC の C 末を抗原にウサギ抗ペプチド抗体を
作成し、アフィニティ精製したものをウェス
タンブロッティングなどで用いた。 
 
４．研究成果 
(1) dPC の PC 活性と加齢による変化：PC に
より生成されたオキサロ酢酸はマレイン酸
デヒドロゲナーゼ (MDH) により NADHを還元
してマレイン酸になる。そこで dPC と MDH の
カップリング反応による NDAH の消費 (340 
nm 吸光度の変化) を指標に dPC が確かに PC
活性を持つことを確認した。 
 
(2) グリア dPC活性と加齢性記憶障害との相
関： dPC 遺伝子内に GFP を含むトランスポゾ
ンが挿入した Mi{MIC}系統では GFP が dPC と
同じ発現パターンを示す。そこで GFP シグナ
ルの発現を調べたところ(下図 B)、グリアマ

ーカー(下図 C)との顕著なシグナル重複(下
図 C)が観察された。 



 

 

さらに dPC/+系統に遺伝子グリア細胞特異的
に dPC+トランスジーンを発現させると
(repo-Gal4 + dPC+または nrv2-Gal4 + dPC+) 
dPCEP2547/+系統で加齢性記憶障害が回復した。
しかし神経細胞特異的にdPC+トランスジーン
を発現(elav-Gal4 + dPC+)しても、dPCEP2547/+
系統の加齢性記憶障害は抑制されたままで
あった(下図)。 

以上の結果からグリア細胞における dPC 活性
の加齢に伴う上昇が加齢性記憶障害と因果
関係を持つことが示唆された。 
 
(3)加齢性記憶障害と酸化ストレス：エネル
ギー代謝により発生する活性酸素種は通常
活性酸素種除去機構により除去されるが、除
去し切れなかった場合、遺伝子、細胞膜、タ
ンパクなどと反応してその機能を阻害する
酸化ストレスとなる。これまでの老化研究か
ら、加齢とともに上昇する酸化ストレスが老
化を促進し、加齢性記憶障害も引き起こすと
考えられてきた。もし加齢性記憶障害が酸化
ストレスにより起こるのであれば、加齢性記
憶障害を呈した個体に活性酸素種を与えれ
ば増悪化することが予想される。そこで加齢
性記憶障害が顕在化する 15 日齢体に活性酸
素種の過酸化水素(H2O2)や産生化合物パラコ
ート(PQ)を摂取させたが、予想に反して 1 時
間記憶を指標とした加齢性記憶障害の亢進
は見られなかった(下図)。 

一方、活性酸素種除去機構を遺伝学的に低下
させた系統に過酸化水素(H2O2)や産生化合物
パラコート(PQ)を摂取させる顕著な記憶障
害が見られ(下図 a)、且つ加齢による記憶低

下が若い時から見られた(下図 b)。以上の結
果から加齢により活性酸素種の産生が上昇
するが、活性酸素種除去機構により記憶を障
害するほどの酸化ストレスは生じないこと、
少なくともショウジョウバエでは活性酸素
種除去機構が低下する以前から始まる加齢
性記憶障害機構があることが示唆された。 
 
(4) dPC 依存性の加齢性記憶障害と酸化スト
レスとの関わり： dPC レベルの上昇が酸化ス
トレスの上昇に因るものか明らかにするた
め、先ず活性酸素種除去機構が抑制された系
統で dPC レベルを検証した。この系統では酸
化ストレスの上昇により記憶障害が観察さ
れたが(下図 A)、dPC レベルの上昇は見られ
なかった(下図 B)。 

さらに活性酸素種除去機構の低下により起
こった記憶障害は dPC変異により改善されず
(下図 C)、グリアに dPC+を過剰発現させて記
憶障害を引き起こしても酸化ストレスのマ
ーカーである hsp22 の発現は上昇しなかった
(下図 D)。 



 

 

以上の結果から dPC 活性による加齢性記憶障
害機構は酸化ストレスによる障害とは異な
る新規経路であることが示唆された。 
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種類：特許 
番号：特願 2009－287741 
出願年月日：平成 21 年 12 月 18 日出願 
国内外の別：国内 
 
名称：加齢性記憶障害マーカーとしてのリン
酸化ピルビン酸カルボキシラーゼ 
発明者：齊藤 実、山崎大介 
権利者：財団法人東京都医学研究機構 
種類：特許 
番号：特願 2009-112761 



 

 

出願年月日：平成 21 年 5月 7日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計１件） 
 
名称：加齢性記憶障害が抑制された非ヒト動
物 
発明者：齊藤 実 
権利者：財団法人東京都医学総合研究所 
種類：特許 
番号：4948826 
取得年月日：平成 24 年 3月 16 日 
国内外の別：国内 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.igakuken.or.jp/memory/ 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

齊藤 実（SAITOE MINORU） 

財団法人東京都医学総合研究所・運動・感

覚システム研究分野・参事研究員 

 研究者番号：50261839 

 
(2)研究分担者 

 なし 

  

(3)連携研究者 

なし 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


