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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病発症の物質基盤であるアミロイドβペプチド（Aβ）は細胞外において重
合沈着し、アミロイド斑と呼ばれる不溶性の蓄積物を脳内で形成する。本研究は、細胞外スルファターゼSulf-2の作用
によりAβに結合するヘパラン硫酸糖鎖を分解しそれに付随するアミロイド斑除去の促進を個体レベルで解析する事を
目的とし遂行された。我々はアルツハイマー病モデルマウス脳凍結切片を用いた実験から、活性型Sulf-2発現によるア
ミロイド斑Aβ貪食作用の促進を明らかにした。本研究は順調に進展し予定通り遂行された。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is characterized by cerebral amyloid plaques, which are 
formed by extracellular accumulation of amyloid beta peptides. Heparan sulfate is an extracellular sugar 
chain found in amyloid plaques in the brain of transgenic AD mouse models and patients with AD. Heparan 
sulfate subdomains abundant in amyloid plaques of AD mouse brain sections were substantially degraded by 
Sulf-2, an extracellular endosulfatase. Ectopic expression of Sulf-2 facilitated amyloid clearance 
mediated by phagocytotic cells, which were cultured with AD mouse brain sections in an ex vivo 
phagocytosis assay. These results suggest that AD pathogenesis could be regulated by an enzymatic 
remodeling of extracellular heparan sulfate in AD brains.

研究分野：医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病発症における主な原因
は脳内におけるアミロイドβタンパク(Aβ)
重合沈着の増加である。重合沈着した Aβは
神経毒性作用を示す。通常、脳内貪食細胞の
一種であるミクログリアによる作用やタン
パク分解酵素の分解活性により Aβは除去さ
れるが、アルツハイマー病の進行にともない
これらの作用が減弱する。これまでにアルツ
ハイマー病脳において細胞外マトリックス
成分プロテオグリカンの糖鎖であるヘパラ
ン硫酸糖鎖と Aβの結合が報告されている
(Snow, Kimata ら, Neuron 1994)。ヘパラン
硫酸糖鎖が沈着 Aβと共局在し、細胞貪食へ
抵抗性を示していることが国内外で提唱さ
れている。ヘパラン硫酸糖鎖は 200 個ほど糖
が連なった構造を示し、内部は硫酸化が多く
見られるドメインや硫酸化が少ないドメイ
ンが存在する(図 1)。なかでも、硫酸基修飾

が多く見られる“多硫酸化ドメイン”はタン
パク分子と結合し分解酵素などから守り安
定性を制御することも報告されている。ヒト
変異型アミロイド前駆タンパク質を発現す
るアルツハイマー病モデルマウスAPP-Tgは、
加齢育成に伴って脳内における沈着 Aβの蓄
積量増加を示す。沈着 Aβに局在するヘパラ
ン硫酸糖鎖の構造解析から、ヘパラン硫酸糖
鎖内部の“多硫酸化ドメイン”が多く沈着 A
βに存在することが明らかになった（図 2）。
申請者らは“多硫酸化ドメイン”が病変の進
行にともない蓄積増加していることも明ら
かにした（Uchimura ら Am J Pathol 2012)。 
一方、我々は以前単離同定した細胞外スル
ファターゼ Sulf-2 が当該多硫酸化ドメイン
を分解できることを明らかにした（Uchimura
ら  BMC Biochem 2006 ； Hossain ら 
Glycobiology 2010；  Hosono-Fukao ら  J 
Neurosci Res 2011）。Sulf-2 を使用し脳内沈
着 Aβと共局在するヘパラン硫酸糖鎖多硫酸
化ドメインを分解することが可能と思われ
た。さらに、ヘパラン硫酸糖鎖が示す沈着 A
β細胞貪食への抵抗性の解除が期待された。
以上のことから、Sulf-2 処理によるヘパラン
硫酸多硫酸化ドメインの分解および Aβ貪食
除去の促進が可能であることが強く示唆さ
れ、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 

 アルツハイマー病脳においてヘパラン硫
酸糖鎖と重合沈着 Aβ分子は複合体を形成し
ている。ヘパラン硫酸糖鎖は脳内細胞による

Aβ分子の貪食に抵抗性を示す。細胞外スル
ファターゼ Sulf-2 によりヘパラン硫酸糖鎖
を分解することが沈着 Aβ貪食除去に促進的
に働くか否かを培養細胞レベルおよび個体
レベルの実験系により明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞レベル実験 
レンチウィルス発現システムにより Sulf-2
を過剰発現させたミクログリア細胞株BV2お
よび MG5 を培養した。蛍光標識したイムノグ
ロブリンビーズと共培養し、一定時間培養後
にミクログリア細胞を回収した。蛍光標識イ
ムノグロブリンを貪食したミクログリア細
胞の割合を蛍光顕微鏡下で検鏡し貪食能を
定量した。Sulf-2 を発現させないコントロー
ルと比較した。脳内 Aβ沈着を呈する APP-Tg
マウス脳の凍結切片を作製しスライドガラ
スに固定した。これを細胞培養ディッシュに
沈め Sulf-2 を過剰発現させたミクログリア
細胞株 BV2 および MG5 を一定数播種した。細
胞に Aβ沈着を一定時間貪食させ、取り出し
た切片について切片に残っている Aβ沈着を
蛍光免疫染色により定量した。貪食率を計算
し Sulf-2 を発現させないコントロールと比
較した。 
 
(2)個体レベル実験 
活性型Sulf-2遺伝子の上流にloxP 配列で挟
まれた STOP 配列カセットをトランスジーン
に含むトランスジェニックマウス系統を作
製した。当該マウスは常法に従ってコンスト
ラクトベクターDNA の胚へのマイクロインジ
ェクションによりファウンダーを作製した。
貪食細胞特異的Creマウスは市販のものを購
入した。Aβ沈着を呈する APP-Tg マウスと交
配し、Sulf-2 を貪食細胞で強発現し Aβ沈着
を呈するトリプルトランスジェニックマウ
スを作製した。当該マウス脳内において、
Sulf-2 酵素タンパクが予想通り強発現して

 
図１ ヘパラン硫酸鎖には硫酸基修飾が
特に多くみられる“多硫酸化ドメイン”
が存在する 

 
図 2 抗ヘパラン硫酸多硫酸化ドメイン
抗体 RB4CD12（左）と抗 Aβ抗体 82E1(右)
を用いたアルツハイマー病モデルマウ
ス APP-Tg 脳の蛍光免疫組織化学染色
像。多硫酸化ドメインと沈着 Aβは共局
在する(矢頭)。 



いるかどうかの確認を実施した。アルツハイ
マー病脳病変の評価を行った。研究の実施に
先立ち、本学における倫理委員会による厳正
中立な審査を受け、研究実施計画の承認を得
た。本研究課題は本学設置の遺伝子組換え生
物実験安全委員会、実験動物利用者委員会お
よび動物実験倫理委員会の審査を受け承認
を得た。 
 
４．研究成果 
 活性型 Sulf-2 および不活性型 Sulf-2 をミ
クログリアで発現させるレンチウィルス発
現システムを構築することに成功した。力価
の高いレンチウィルスの作製が順調に行き
Sulf-2 発現ミクログリア細胞株が安定して
得られるシステムを構築出来た。Sulf-2 の発
現と同時に緑色蛍光タンパク質GFPを発現さ
せるベクターを構築することにより、発現細
胞を蛍光で標識することを可能にした。これ
らレンチウィルスをマウスミクログリア細
胞株に感染させ貪食能を測定した結果、活性
型もしくは非活性型 Sulf-2 を発現させるこ
とで細胞自体の貪食能には影響を及ぼさな
いことが確認された。一方、我々はアルツハ
イマー病モデルマウス脳凍結切片を用いた
実験から、活性型 Sulf-2 発現によるアミロ
イド斑 Aβ貪食作用の促進を明らかにした。
コンディショナルに脳内の貪食細胞で
Sulf-2 を発現するダブルトランスジェニッ
ク系統を得ることに成功した。また、当該マ
ウスとアルツハイマーモデル APP-Tg との交
配によりトリプルトランスジェニックマウ
スを作製した。交配を継続し加齢育成を行っ
た。アルツハイマー病脳病変の解析は現在も
継続している。本研究は順調に進展し予定通
り遂行された。本研究の成果は将来アルツハ
イマー病の治療戦略に応用できる可能性が
ある。パーキンソン病やプリオン病といった
他のタンパク異常蓄積を伴う神経変性疾患
の研究発展にも貢献が期待された。 
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