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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病アミロイドβオリゴマー（Aβ）の脳内代謝を解明するため、1,000 kDaカ
ットオフ微小透析膜プローブを用いたin vivo 微小透析膜実験法を樹立した。APP tgマウス脳海馬において検討したと
ころ、アミロイド斑蓄積前に比べ、アミロイド蓄積後にAβの代謝速度が遅くなることが分かった。また老人斑結合タ
ンパク質CLAC tgとAPP tgの二重tgマウスでは脳間質液中のAβ濃度が低下することが分かった。この結果から老人斑が
Aβの代謝に重要な役割を果たすことを明らかにした。さらにsplit-luciferaseを用いAβとapoEの結合を簡便に高感度
に測定可能な実験系を樹立した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of the metabolism of amyloid beta peptide (Abeta) oligo
mers in the brain, we have developed in vivo microdialysis technique using a 1,000 kDa cut-off microdialys
is probe. Using this techqnique, we identified that the clearance rate of Abeta in the brain of plaque-bea
ring APP transgenic mice was significantly slower than that in the brain of plaque-free APP transgenic mic
e. We also identified that the level of ISF Abeta in the brain of APP / CLAC double transgenic mice was si
gnificantly lower than that of APP transgenic mice. These observations suggested that amyloid plaque affec
t the metabolism of Abeta monomer and oligomers in the brain. We have also developed an easy and high-sens
itive method to evaluate the interaction between Abeta and apoE using a plit-luciferase complementation as
say. 
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１．研究開始当初の背景 
	 アルツハイマー病(AD は認知症を殊勝状
とする進行性の神経変性疾患である。近年
AD 発症機構として amyloid β peptide（以下
Aβ）の凝集課程の中間体で、可溶な Aβオリ
ゴマーが神経細胞に障害性を与え、その結果
認知機能低下、さらに AD を引き起こすと考
える Aβオリゴマー仮説が提唱された。しか
し、Aβオリゴマーが脳内でのどのようにして
形成されるか、さらに Aβオリゴマーがどの
ようにして神経細胞死を引き起こすか、その
メカニズムは全く不明であった。 
	 アポリポ蛋白E (apoE)には apoE2, apoE3, 
apoE4 の３つの遺伝多型が存在し、そのうち
apoE4は AD の最も強い遺伝的発症危険因子
であることが知られている。しかし apoE4
がどのようなメカニズムで AD 発症を引き起
こすかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、Aβオリゴマーの形成課程、さ
らに神経細胞障害性に与える分子機構を解
明することを目的とし、特に 1) Aβ結合タン
パク質 apoE 及び CLAC が Aβオリゴマーの
代謝に及ぼす影響を明らかにする。2)どのよ
うな分子種の Aβオリゴマーがどのような機
構で神経細胞障害性を与えるか明らかにす
ることに焦点を絞り研究を行った。 
 
３．研究の方法 
	 脳内 Aβオリゴマー量は極めて少なく、そ
の動態を明らかにすることは困難であった。
本研究では脳内の Aβオリゴマーの動態を解
明するため、新たに 1,000 kD カットオフの
微小透析膜プローブを AD モデルマウスであ
る APP トランスジェニック (tg)マウス脳海
馬に埋め込み、脳間質液中の物質動態をモニ
ターする in vivo 微小透析膜法の開発し、利
用する。また。脳内に Aβオリゴマーを注入
し、Aβの蓄積を評価する in vivo seeding 実
験を行い、apoE、CLAC の Aβ線維化への影
響を in vivo レベルで評価する。さらに神経
細胞に Aβオリゴマーを投与し、dendritic 
spine の減少を評価することにより、Aβオリ
ゴマーの神経細胞障害性について解明する。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 apoE4 は Aβの protofibril から fibril
への変換を促すことにより Aβのアミロイド
蓄積を促進することを明らかにした。	 
	 ApoE4 はこれまでに Aβオリゴマー形成を
アイソフォーム特異的に促進することを見
いだした(Hashimoto, J. Neurosci., 2012)。
Aβ	 protofibril は Aβ凝集中間体で、Aβオリ
ゴマーの一つである。本研究ではこれまでに
樹立した In	 vitroにおいてAβのprotofibril
及び fibril 形成を測定する実験系（Hori,	 
Hashimoto,	 J.	 Biol.	 Chem.,	 2007）を用い、
apoE が ア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 的 に Aβ	 
protofibril 形成にどのような影響を与える

か in	 vitro で検討した。その結果、apoE2,	 
apoE3 は Aβの protofibril から fibril 形成
を抑制するが、apoE4 にはその効果が少ない
ことが分かった。次に Aβ	 protofibril を用
い、Aβ	 protofibril	 を APP	 tg マウス脳に注
入し、アミロイド形成を促す in	 vivo	 seeding
実験系を樹立した。そして Aβ	 protofibril
と apoE の複合体を APP	 tg マウス脳に注入し
たところ、apoE4 は他 apoE アイソフォームに
比べ、Aβ蓄積を促進することが確かめられた
（図表１、論文投稿準備中）。これらの結果
は apoE4 が Aβ protofibril から fibril へ
の形成を促し、アミロイド蓄積を促進するこ
とにより AD 発症に関与する可能性を示唆す
るものである。 

	 
(2)1,000kDa	 cut-off 微小透析膜プローブを
用いた脳間質液中 Aβ測定技術の開発	 
	 脳内 Aβオリゴマーの動態を解明するため、
1,000kDa	 cut-off 微小透析膜プローブを APP	 
tg マウス脳に挿入し、ISF サンプルを回収、
Aβ特異 ELISA を用いて Aβ濃度を測定し、ISF
中の Aβの測定に成功した。そこで Aβ産生を
阻 害 す る γ-secretaase 阻 害 剤 で あ る
compound	 E を投与したところ半減期約 1時間
で ISF 中 Aβ濃度が低下することがわかり、さ
らに compound	 E を除くことで、Aβが増加す
ることがわかり、in vivo レベルで Aβのクリ
アランスを測定することが可能となった。そ
こで、本実験系を用いてアミロイド斑形成前
の若齢 APP	 tg マウスとアミロイド斑形成後
の高齢 APP	 tg マウス間で Aβクリアランス速
度を測定したところ、アミロイド斑形成後の
APP	 tg マウスでは Aβクリアランスが低下し
ていることが明らかになった。近年 AD 患者
において、放射性同位体アミノ酸を用いた解
析から、AD 患者では Aβのクリアランスが低
下していることが報告された(Mawuenyega,	 
Science,	 2010) 。今回の結果は AD 患者での
知見を支持するものである。 
 
(3)CLACは脳幹質液中のAβ濃度を低下させる
ことを見いだした 
	 CLAC は老人斑アミロイド構成因子であり、
線 維 化 し た Aβ と 特 異 的 に 結 合 す る	 
(Hashimoto,	 EMBO	 J,	 2002)。またこれまで
に CLAC を神経細胞に過剰発現させた APP	 tg
マウスでは、びまん性の Aβ	 蓄積が消失し、
替わりにコンパクトな形状の Aβ	 蓄積が増加
することが明らかになっていた（論文投稿準



備中）。しかしそのメカニズムは不明であっ
た。(2)で開発した in	 vivo 微小透析膜法を
用いて CLAC が Aβクリアランスに与える影響
について検討した。その結果 CLAC/APP 二重	 
tg マウスでは APP	 tg マウスに比べ、♂マウ
スにおいて脳間質液中 Aβが低下することが
分かった（図表２、未発表データ）。これま
での検討から CLAC は Aβ産生に影響を与えな
いことから、CLAC による Aβ蓄積様式の変化
は脳内 Aβクリアランスに影響を与えている
ことを示唆する知見である。なお、本検討で
♀マウスでは違いが認められなかった。これ
は APP	 tg マウスでは既に十分の内因性 CLAC
が蓄積しているためであると考えられ、今後
さらに詳細に検討する。 

	 
(4)	 apoE と Aβの結合を評価する新規測定技
術の開発	 
	 (1)の検討から Aβと apoE の相互作用は Aβ
のオリゴマー化、凝集、蓄積に重要な影響を
与えていると考えられる。そこで、両者の結
合を阻害することを目的として、apoE と Aβ
の相互作用を評価する実験系の樹立を行っ
た。apoE のアミノ末端に Gaussia	 luciferase
のアミノ末端を、Aβのアミノ末端に Gaussia	 
luciferase のカルボキシ末端を融合させた
cDNA を作成し、HEK293 細胞に共遺伝子導入
した。その培養上清を測定したところ、両者
を遺伝子導入させた場合にのみ luciferase
の発光が確認された（図表３）。またこの培
養上清をゲルろ過カラムで分離したところ
200	 kDa以上のサイズであったことから、apoE
は lipidation を受けていることを確認した。
以上の結果apoEとAβの結合と特異的、簡便、
かつ高感度に測定する実験系が樹立でき、今

後両者の結合を特異的に阻害する小化合物
の探索を行う。	 
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