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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスの蓄積は、糖尿病などの生活習慣病や、アルツハイマー病、パーキンソン病に
代表される神経変性疾患など、様々な疾患の発症に強く関与している。我々はこれまでの研究において、加齢により脳
の酸化ストレスの蓄積が亢進するDALマウスと、生体内での酸化還元状態を蛍光イメージング法によりモニターできるr
oGFPマウスを開発した。本研究では、この2種類のマウスを掛け合わせて、脳の酸化還元状態を可視化できるroGFP/DAL
マウスを作製し、脳の酸化ストレスの蓄積を蛍光イメージング法で定量評価する方法の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of oxidative stress associated with aging is one of causative 
factors in the pathogenesis of major neurodegenerative diseases including Alzheimer’ and Parkinson 
diseases (AD and PD). In animal experiments using mitochondrial oxidative stress enhanced mice (DAL 
mouse), hydrogen molecules revealed that it is effective in removing oxidative stress associated with 
aging. In this study, we developed a transgenic mouse that can quantitatively evaluate the oxidative 
stress in the body and crossed with DAL mouse. We tried to visualize removal of oxidative stress using 
this double transgenic mouse.
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1. 研究開始当初の背景  

(1)糖尿病に代表される生活習慣病やアルツ

ハイマー病、パーキンソン病に代表される神

経変性疾患は、遺伝的要因の他に加齢に伴う

酸化ストレスの蓄積が大きく関与している。

酸化ストレスを除去することは、疾患の予防

や治療につながり、優れた抗酸化剤の研究開

発が求められている。 

(2)酸化ストレスを引き起こす活性酸素種は、

ヒドロキシラジカル(OH・)、ペルオキシナイ

トライト（・COOH)のような強力な酸化力を

有するものの他、NO のように生理活性を持ち、

生体内において必要不可欠なものも存在す

る。強力な抗酸化剤の過剰摂取は、生体に必

要な活性酸素種までも取り除いてしまうこ

と に なり、 む しろ死 亡 率が上 昇 す る 

(J.Am.Med.Assoc.,297,842,2007)。 

(3)我々は水素分子が毒性の強い活性酸素種

のみを選択的に還元することを見つけ、脳梗

塞モデルラットでの動物実験で、水素分子の

投与が急性酸化ストレスを軽減し、脳梗塞の

予 後 を 改 善 す る こ と を 報 告 し た 

(Nat.Med.,13,688,2007)。さらに水素水の投

与が、慢性的身体拘束ストレスにより誘発さ

れ る 脳 の 酸 化 ス ト レ ス を 抑 制 し た 

(Neuropsychopharmacology,34, 2008)。他の

グループからは、水素水を投与したマウスで

脳の活性酸素種生成が減少すること(Sato,

他,BBRC.,375, 2008）、パーキンソンモデル

マウス、モデルラットへの水素水投与は、ド

ーパミン作動性神経細胞死に対して顕著な

保護作用を有することなどが報告された（Fu 

Y.,他,Neurosci.lett.,453, 2009）(Fujita,

他,PloS ONE 4:e7247, 2009）。以上の研究は、

水素分子が脳の酸化ストレス除去による神

経変性疾患の予防・治療にきわめて有効であ

ることを強く示唆している。 

(4)慢性的な脳の酸化ストレスの蓄積に起因

する認知障害への水素水の効果を調べるた

めに、我々が作製した酸化ストレス亢進マウ

スへの水素水の長期投与実験を行った。この

マウスの特徴である加齢に伴う認知機能の

低下や海馬の神経変性が水素水の長期投与

により抑制された。 

(5)一方我々は、酸化還元状態により蛍光ス

ペクトルが変化するroGFPタンパク質の遺伝

子を導入したトランスジェニックマウスを

作製した。このマウスを用いれば、生体内の

酸化還元状態の変化をリアルタイムで測定

することが可能となった。 

 

2.研究の目的 

 酸化ストレス亢進に起因するアルツハイ

マー病モデルマウスに対する水素分子の効

果は、脳内の酸化ストレスの除去によるもの

と思われる。実際水素水投与群では、採取し

た脳における過酸化脂質の蓄積が減少して

いた。しかしながら現在のところ、生体内の

酸化ストレスを生きた個体の脳で観察する

手法は開発されていない。そこで加齢による

脳の酸化ストレスの蓄積と水素水による酸

化ストレスの除去を評価するために、個体レ

ベルで酸化ストレスの定量的評価が可能な

マウスを開発し、加齢による酸化ストレスの

蓄積と、水素分子による酸化ストレスの除去

を時空間的に評価する。 

 

3.研究の方法 

(1)アルツハイマー病モデルマウス(DAL マウ

ス）：我々が開発した、酸化ストレス亢進マ

ウス-DAL マウス(DAL: Dominant-negative of 

ALDH2)を用いた。このマウスは、ミトコンド

リア ALDH2 活性を低下させたマウスである。

脳の酸化ストレスが亢進して、海馬での神経

変性、学習記憶力の低下、寿命の短縮が認め

られる神経変性疾患モデル動物である(J. 

Neurosci., 28: 6239-49,2008)。 

(2)生体内酸化ストレスを定量評価できるト

ランスジェニックマウスの作製(roGFP マウ

ス)：roGFP は、酸化ストレスにより励起波長



スペクトルが変化する緑色蛍光タンパク質

である。酸化ストレスはミトコンドリアで酸

素を利用してエネルギーを産生する際に発

生するため、ミトコンドリア内酸化ストレス

を測定できるように、ミトコンドリアターゲ

ッティングシグナルを付加したroGFPを発現

するトランスジェニックマウス(mito-roGFP

マウス）と細胞全体で roGFP を発現するトラ

ンスジェニックマウス(cyto-roGFP マウス）

の 2 種類を作製する。mito-roGFP マウスと

cyto-roGFP マウスは、脳での roGFP タンパク

の発現している系統を選別して用いる。 

(3)生体内酸化ストレスを時空間的に定量評

価できるアルツハイマー病モデルマウスの

作製: DAL マウスと roGFP マウスの掛け合わ

せを行い、生体内酸化ストレスを定量評価で

き る アルツ ハ イマー 病 モデル マ ウ ス

(mito-roGFP/DAL マウス、cyto-roGFP/DAL マ

ウス）を作製する。 

(4) 脳 の 酸 化 ス ト レ ス の 定 量 評 価 ： 

roGFP/DAL マウスを用いて、加齢による脳の

酸化ストレスの蓄積を時空間的に定量評価

する。 

 

4.研究成果 

(1)roGFP タンパクは酸化還元状態により立

体構造中のS-S結合の形成や切断が起き、S-S

結合の有無によって立体構造が変化する。そ

のため、405nm と 480nm 励起波長による蛍光

強度の比率が変化する。この roGFP を発現し

ているトランスジェニックマウスを作製し

た。励起波長の 405nm と 480nm、さらに自家

蛍光を測定するための波長である 450nm の

LED ランプや CCD カメラ、動物麻酔装置等を

測定用の暗箱に設置し測定装置を組み立て

た。roGFP は酸化状態と還元状態において

405nm と 480nm で励起した場合の吸光スペク

トルが異なるため、2 つの励起波長の比率に

より酸化還元状態を表すことができる。そこ

で 405nm と 480nm の蛍光強度の比率を色に変

換して視覚的に理解できるようにした。この

マウスの組織を酸化剤である過酸化水素と

還元剤であるDTTで処理した時に酸化還元状

態により予想通り色が変化し、酸化還元状態

の測定にこのトランスジェニックマウスが

利用できることがわかった。 

(2) 脳の酸化ストレスの蓄積を評価するた

め に 、 mito-roGFP/DAL マ ウ ス 、

cyto-roGFP/DAL マウスを作製した。マウスは

ペントバルビタール、キシラジン麻酔下で頭

皮切開し、頭蓋骨を介して大脳皮質の roGFP

タンパク質の蛍光強度を測定した。脳のミト

コンドリアと細胞質での酸化還元状態を生

きた状態で定量評価することに成功した。 

(3)さらに加齢による脳の酸化還元状態を評

価するために 6 ヶ月齢、12 ヶ月齢、15 ヶ月

齢、18 ヶ月齢の mito-roGFP/DAL マウス、

cyto-roGFP/DAL マウスで、脳の roGFP の蛍光

強度を測定した。若いマウスに比べ、高齢の

マウスの脳ではROSの発生が多いことが知ら

れている。しかしながら roGFP/DAL マウスを

用いて、加齢という慢性的な酸化ストレスの

蓄積を酸化還元状態の変化で評価すること

は困難であった。そこで、roGFP/DAL マウス

に急性ストレスを負荷し、継時的な蛍光スペ

クトルの変化で脳の酸化のストレスの発生

を測定することを試みている。既に、皮膚、

肝臓において、酸化ストレスが発生するよう

な負荷（UV 照射、薬剤投与など）を与えて、

継時的な酸化ストレスの変化の測定に成功

している。 
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