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研究成果の概要（和文）：本研究では、GAPDH 凝集が関与する酸化ストレス誘発細胞死カス

ケードにおいて、我々が新規に同定した GAPDH ドミナントネガティブ分子（C152A-GAPDH）

の治療効果を個体レベルで検討する目的で、C152A-GAPDH のコンディショナル・トランスジ

ェニックマウスの作製を行った。結果、2 系統のテトラサイクリン誘導型 C152A-GAPDH ト

ランスジェニックマウスを確立した。現在、酸化ストレス性疾患モデルとして、メタンフェタ

ミン誘発性パーキンソン様モデルと脳卒中モデル（中大脳動脈閉塞モデル）を用いて、確立し

たテトラサイクリン誘導型 C152A-GAPDH トランスジェニックマウスでの効果を検討してお

り、酸化ストレス性疾患への治療応用の可能性について検証中である。 
 
研究成果の概要（英文）：In the present study, we aim to establish a conditional transgenic 
mice containing mutant GAPDH (C152A-GPDH), which inhibits oxidative stress-induced 
cell death mediated by GAPDH aggregation dominant negatively, and to investigate 
whether therapeutic benefits of C152A-GAPDH might be showed in vivo.  As a result, we 
have succeeded two strains of mice in which the expression of C152A-GAPDH is under the 
control of a tetracycline-inducible system.  And then, we are examining the possibility for 
therapeutic application of C152A-GAPDH on oxidative stress-induced disorders such as 
stroke model or methamphetamine-elicited Parkinson disease-like model using the 
established transgenic mice, compared to that of wild-type mice.  
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１．研究開始当初の背景 
 
GAPDH は解糖系酵素として同定された古典
的蛋白質であるが、近年、様々な機能を有す

る多機能蛋白質であることが報告されてい
る。特に、酸化ストレス性神経細胞死におい
て、GAPDH は核内移行し p53 や PUMA など
のアポトーシス関連遺伝子の発現を誘導す
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ることから、細胞死のイニシエイターである
可能性が示唆されている。一方で、GAPDH
が多くの神経変性疾患の病巣部において蓄
積していることが報告されている。我々は
GAPDH が酸化ストレスによりアミロイド様
線維を形成し、細胞死を引き起こすことを明
らかにした。さらに GAPDH 凝集の詳細な解
析を行う過程で、GAPDH 凝集の責任アミノ
酸残基として 152 番目のシステイン残基
（Cys152）を同定した。このアミノ酸残基を
変異させた C152A-GAPDH を発現する
SH-SY5Y 細胞を作製し解析したところ、①
GAPDH 酵素活性を全く有さないこと、②細
胞の生存性、増殖性、解糖系及び ATP 合成に
全く影響を与えないこと、及び③酸化ストレ
スで誘発される内在性 GAPDH のアミロイド
様線維形成を抑制することが明らかになっ
た。以上から、C152A-GAPDH は内在性
GAPDH を介する細胞死を特異的に抑制する
ドミナントネガティブ分子であることが示
唆された。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、我々が新規に同定した GAPDH
ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 分 子
（C152A-GAPDH）のトランスジェニックマ
ウスを作製し、酸化ストレス性疾患モデル
（脳卒中モデル及びパーキンソン病様モデ
ル）での病理解析及び生化学解析を実施する
ことで、酸化ストレス誘発性細胞死における
GAPDHドミナントネガティブ分子の効果を
個体レベルで検討し、酸化ストレス性疾患へ
の治療応用の可能性を探ることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 
１．pTRE vector に搭載した C152A-GAPDH
（myc タグ付加）から、CMV ie エンハンサ
ー、Tet-operator、ニワトリβアクチンプロ
モーター、翻訳領域およびウサギβグロビン
ターミネーター（ポリ A 付加）を含むトラン
スジーンを作製し、定法に従い B6 マウス前
核期受精卵にインジェクトして胚移植後、仔
マウスを得た。サザンブロッティングと PCR
によるジェノタイピングでファウンダーの
選択を行い、選抜された系統のマウスの線条
体に、Tet-trans activator（tTA）発現遺伝子
を含むアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター
を投与した。その 4 週間後、マウスをペント
バルビタール麻酔下で瀉血安楽死後、4% パ
ラホルムアルデヒドを用いて還流固定を行
い、脳を取り出し凍結切片を作製した。この
切片を薄切し、抗 myc 抗体を用いて免疫染色
を行い導入遺伝子の発現の確認を行った。 
 

２．個体レベル（動物モデル）での検討 
イソフルラン麻酔下で内頚動脈よりシリコ
ン被覆ナイロン栓子を挿入し、左中大脳動脈
起始部の血流を遮断することで局所脳虚血
を負荷する。60-120 分間の閉塞処置後に栓子
を抜去し、再還流処置を施す。再還流 24 時
間後、ネンブタール深麻酔下にて瀉血安楽致
死を施し、全脳を取り出す。厚さ 1 mm の冠
状脳スライスを作製し、TTC 染色により脳梗
塞体積を定量評価する。また、脳スライスを
ホルマリン浸漬後、薄切標本を作成し、HE
染色により主として大脳皮質および線条体
領域の病理解析を、抗 GAPDH 抗体免疫染色
とコンゴーレッド染色により GAPDH の細
胞内局在とアミロイド様繊維形成を評価す
る。また、大脳皮質および線条体領域ホモジ
ェネートを作製し、Triton-X100 不溶性画分
を調製し、ウエスタンブロッティングにより
GAPDH の凝集体形成を評価する。 
メタンフェタミン（15 mg/kg）を 2 回、2 時
間間隔で腹腔内投与する。投与 4 日後、ネン
ブタール深麻酔下にて瀉血安楽致死を施し、
氷上にて線条体及び中脳を取り出す。冠状脳
切片を作製し、ドーパミン神経細胞マーカー
であるチロシンヒドロキシラーゼ免疫染色
および神経細胞死を病理学的に評価する。ま
た、過塩素酸で除蛋白した脳サンプル中のド
ーパミン及びその代謝物（DOPAC 及び
HVA）を ECD-HPLC で定量する。更に、線
条体及び中脳ホモジェネートを作製し、
Triton-X100 不溶性画分を分取し、ウエスタ
ンブロッティングにより GAPDH の凝集体
形成を評価する。 
 
４．研究成果 
 
今 回 、 我 々 は 時 間 的 、 空 間 的 に
C152A-GAPDH 発現制御が可能な Tet イン
デューシブルトランスジェニックマウスの
作製を目指した。つまり、CMV ie エンハン
サーの上流に tTA によって発現制御を受け
る Tet-operator を付加した C152A-GAPDH
遺伝子をトランスジーンとして導入したマ
ウスに、tTA 遺伝子を含む AAV ベクターを
投与した。この結果、AAV の投与場所により
発現部位が選択でき、またテトラサイクリン
投与の有無により時間的に発現制御が可能
となる。 
pTRE2 vectorにC152A-GAPDH遺伝子を搭
載し、制限酵素処置を行いトランスジーンを
作製し、定法に従い B6 マウス前核期受精卵
にインジェクトして胚移植後、仔マウス（153
個体）を得た。得られた仔マウスに対し、ト
ランスジーン内の配列を増幅する primer を
用いてジェノタイピングを行い、16 個体を選
別した。この 16 個体に対し、サザンブロッ
ト及び半定量的なリアルタイムPCRを行い、



より高発現の期待できる 4 個体を選別した。
これら 4 個体をそれぞれ１系統として繁殖・
維持しつつ、実際に C152A-GAPDH 発現の
確認を行った。8 週齢マウスの線条体に、マ
イクロシリンジを用いて tTA 遺伝子を含む
AAV を投与し、4 週間後に線条体部を抗 myc
抗体を用いて免疫染色を行った結果、2 系統
のマウスで myc 抗体陽性反応が認められた。 
以上の結果から、2 系統のテトラサイクリン
誘導型 C152A トランスジェニックマウスの
作製を完了した。現在、酸化ストレス性疾患
モデルとして、メタンフェタミン誘発性パー
キンソン様モデルと脳卒中モデル（中大脳動
脈閉塞モデル）を用いて、確立したテトラサ
イクリン誘導型 C152A-GAPDH トランスジ
ェニックマウスでの効果を検討しており、酸
化ストレス性疾患への治療応用の可能性に
ついて検証中である。 
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