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研究成果の概要（和文）：剖検脳を用いて免疫組織化学的検討ならびにin situ hybridization法による検討を行った
ところ、大脳皮質神経細胞における核酸の酸化傷害レベルは対照例において加齢に伴って増加し、最軽度段階のAlzhei
mer病で顕著な増加が認められることが明らかになった。また、加齢脳における核酸の酸化傷害とミトコンドリアDNA欠
失との間に相関が認められ、これらが神経変性の準備段階において重要な変化であると考えられた。他方、microRNA発
現については、特異的な反応を検出することが困難であり、死後脳標本作製条件を最良にコントロールする必要性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：An in situ approach in the cerebral cortex of postmortem brains revealed that leve
ls of oxidative damage to nucleic acids in neurons increased during aging and remarkably increased at the 
stage of very mild Alzheimer's disease. The neuronal nucleic acids oxidation in aging was significantly as
sociated with mitochondrial DNA deletion, and both of them were regarded as crucial alterations in the pro
dromal stage of neurodegeneration.In this study, however, specific reactions of microRNA were hardly detec
ted in postmortem brains, which suggested requirements of strictly controlled conditions in the processing
 of the brains to investigate microRNA in situ.
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１．研究開始当初の背景 
わが国では、人口高齢化率の急増を背景に

認知症対策の重要性が益々クローズアップ
されている。認知症の原因疾患の中で大きな
比率を占め、加齢との関連が深い Alzheimer
病(AD)の原因究明ならびに治療・予防法開発
は、老年精神医学の最重要課題のひとつであ
る。 
近年、多くの研究によって AD の病態に酸

化ストレスが密接に関連することが示唆さ
れてきたが、酸化ストレスが神経変性を引き
起こすメカニズムの詳細は十分に解明され
ていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、加齢脳や AD 脳における神経

変性のメカニズムを解明することを目的に、
AD の病態に関連することが知られている酸
化ストレス、とくに核酸の酸化傷害に焦点を
絞る。 
すなわち、近年重要性が解明されてきたマ

イクロ RNA異常やミトコンドリア DNA異常と
核酸の酸化傷害との関連性について、剖検脳
組織上で検討することによって、神経変性の
メカニズム解明の糸口を得ることを目的に
研究を行った。 
 

３．研究の方法 
本研究では材料として以下の剖検脳を用

いた（山梨大学医学部倫理委員会承認）。 
 
(1) 実験 1 

認知症がない 0.3～86 歳の対照例の海馬
支脚（27 例）および側頭葉皮質（38例） 
 

(2) 実験 2 
① preclinical AD 群（AD に合致する病

理変化はあるが、Clinical Dementia 
Rating (CDR)スコア 0の認知機能正
常例） 

② 最軽度群（AD 病理変化があり、CDR
スコア 0.5 の軽度認知障害例） 

③ 軽度 AD 群(AD 病理変化があり、CDR
スコア 1の軽度認知症例)  

④ 年齢を一致させた対照群 
 
以上 4群（各群 4～6例）の側頭葉皮質
および小脳皮質 
 

以上の各群の剖検脳組織（メタカン固定あ
るいはリン酸緩衝ホルマリン固定、パラフィ
ン包埋）切片上で核酸の酸化傷害の指標であ
る 8-hydroxyguanosine を免疫細胞化学的に
検出した。また、in situ hybridization 法
によって、マイクロ RNA 発現やミトコンドリ
ア DNA 欠失の検出を試みた。さらに、組織上
で得られた陽性反応に対して画像解析によ
る半定量的解析を行った。 
 
 

４．研究成果 
(1) 実験 1 

海馬支脚および側頭葉皮質錐体細胞内
の核酸酸化傷害レベルは、認知症のない
対照例において加齢に伴って増加してい
た。 
また、海馬支脚において、核酸酸化傷

害レベルとミトコンドリア DNA 欠失レベ
ルの間に有意な相関が認められた
(R2=0.86)。 
 

(2) 実験 2 
側頭葉皮質の錐体細胞内の核酸酸化傷

害レベルは、preclinical AD 群では対照
群と有意差がなかったが、最軽度 AD 群お
よび軽度 AD 群では対照群に比べて有意
な増加が認められた。一方、小脳プルキ
ンエ細胞内の核酸酸化傷害レベルは、4
群間に差がなかった。 
他方、マイクロ RNA の検出については、

locked nucleic acid プローブを用いた
in situ hybridization 法では、各群の
脳組織標本において特異的な反応を検出
することが困難であった。 

 
以上のことから、酸化ストレス異常とミト

コンドリア異常は、AD 発症前段階において、
相乗的に発症準備状態に関与していること
が推定され、今後 AD の治療・予防法を開発
する上で示唆に富む成果と考えられる。 
他方、マイクロ RNA の剖検脳組織上の検出

については、高度にコントロールされた剖検
脳処理条件が求められると考えられ、至適条
件の検討が今後の課題として残った。 
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