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研究成果の概要（和文）：脂肪組織におけるAβに対する応答機構の解明を目的とし、Aβ1-42に対する脂肪幹細胞（AS
C）と前駆脂肪細胞（ccdPA）の応答性を解析した。Aβ1-42の低濃度暴露によりASCでは細胞増殖が惹起され、走化性関
連遺伝子の発現が上昇した。NEPのノックダウンによりASCでは同定した走化性関連遺伝子の発現が上昇し、過剰発現に
より発現が低下した。NEPのノックダウンによりASC、ccdPAともに脂肪分化能が抑制された。
以上の成績からASCとccdPAはAβ1-42に対して異なる応答性を示し、脂肪組織にはNEPの発現変化と連動してAβに応答
する遺伝子制御機構が存在していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate self-defensive mechanisms against amyloid β protein (Aβ) in 
adipose-tissue, cellular responses of adipose-derived stem cells (ASC) and progenitor cells (ccdPA) to 
Aβ were examined. Proliferation of ASC was enhanced and migration-related gene expression in ASC was 
increased upon low dose Aβ exposure. The gene expression was increased by NEP gene knock-down in ASC, 
but not in ccdPA, and decreased by NEP overexpression in ASC. NEP knock-down resulted in reduced 
lipid-droplet accumulation upon adipogenic stimulation in both cells.
These data indicated that ASC and ccdPA respond differently to Aβ, and suggested that adipose tissue 
regulates self-defensive mechanisms against Aβ through NEP-mediated signaling.

研究分野：遺伝子細胞治療

キーワード： 脂肪幹細胞　脂肪組織　アルツハイマー認知症　ネプリライシン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

高齢化社会の到来に伴って、ここ 10 年間

で認知症患者は倍増し、65 歳以上の 10 人に

１人が認知症を患っていると推定されてい

る（厚生労働省推計、平成 24年 8月）。最も

頻度の高い原因はアルツハイマー型認知症

であり、その予防とともに治療法の開発は喫

緊の課題である。中年期の高血圧、高脂血症、

糖尿病といったメタボリックシンドローム

がそのリスクを増大させる。これらの病態の

形成には異所性の脂肪（内臓脂肪）の肥大、

炎症性サイトカインの分泌亢進とインスリ

ン抵抗性が関与する。脂肪細胞は、多くのサ

イトカインを分泌し、全身代謝を司る。申請

者らのグループは、脂肪細胞移植研究におい

て、移植部位の違い、サイトカイン分泌能の

修飾がインスリン抵抗性などの全身病態を

おおきく左右することを証明してきた。これ

らの研究成果は、脂肪細胞の機能破綻がメタ

ボリックシンドローム関連病態の進展に密

接に関わることを示す。 

脂肪組織には成熟脂肪細胞のほかに脂肪

幹細胞（ASC）が存在し、再生医療への応用

研究が盛んである。申請者らはこれまで 25

例の被験者の脂肪組織を用い、成熟脂肪細胞

の比重特性を利用した脂肪細胞と脂肪幹細

胞（ASC）の分離培養技術を標準化した（JDI, 

2011）。申請者らが成熟脂肪細胞から獲得し

た細胞は、ASCよりも脂肪細胞にコミットし

（AJP-CP, 2011）、自発的な脂肪細胞への分化

成熟能を残存し（ECR, 2012）、分化度に応じ

てレプチンを初めとする生理活性タンパク

を分泌する、in vitroで培養可能な前駆脂肪細

胞の標準化細胞である（ceiling culture-derived 

proliferative adipocyte、ccdPA）。ccdPAはレト

ロウイルスベクターを用いた分泌タンパク

遺伝子の発現・分泌にも優れ（TOGTJ, 2011、

EMM, 2011）、分泌タンパクはメタボリックシ

ンドロームの病態改善機能（Diabetologia, 

2005、MGM, 2011）を示す。その特性を難治

性疾患の酵素補充療法に応用展開し、遺伝子

導入脂肪細胞移植治療法（特許成立済、JP：

4879867、US：7820438B2、EP：1541674 B1）

の実用化研究を実施してきた。現在、千葉大

学医学部附属病院未来開拓センターを拠点

とし、遺伝子治療臨床研究「家族性レシチ

ン：コレステロールアシルトランスフェラー

ゼ（LCAT）欠損症を対象とした LCAT 遺伝

子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する

臨床研究」を厚生労働省に申請し、臨床導入

間近である。このように申請者らは ccdPAと

ASCを効率よく機能修飾し、安定的に移植す

る技術を確立してきた。 

脂肪細胞が分泌するレプチンは、脳内へ移

行し、in vitroではアルツハイマー型認知症で

認められるタウタンパクの重合を阻害する。

アミロイド β（Aβ）分解酵素ネプリライシン

（NEP）は ASC、ccdPAでも発現される膜貫

通型タンパクである（TOGTJ, 2011）。Aβ、ア

ンギオテンシンを含む多様な生理活性タン

パクを基質とし、そのタンパク分解活性は周

囲の細胞環境の制御、膜貫通ドメインを介し

て細胞内の遺伝子発現に関与する。このよう

に脂肪組織の機能は本来、アルツハイマー型

認知症の抑制に寄与しており、その不可逆的

な機能破綻がアルツハイマー型認知症をさ

らに増悪させることを示唆する。最近、マウ

スに静注された培養 ASCが脳内に到達し、ア

ルツハイマー型認知症の病態を改善すると

いう研究成果が報告された。ASCは骨髄由来

幹細胞（BM-MSC）より神経細胞への分化能

に優れる。 

２．研究の目的 

近 年 、 生 活 環 境 に よ る 外 的 刺 激

（Environmental activation）が、視床下部BDNF

の発現を惹起し、それが脂肪細胞のレプチン

の分泌能やフェノタイプ変換、すなわち機能

へと伝達されることが報告された。また、脂

肪幹細胞が存在する幹細胞ニッチでは、脂肪

幹細胞の組織内への動員に周辺の脂肪細胞、

内皮細胞が細胞間相互作用を介して関与す

ることが示唆されている。これらの基礎・臨

床成績は、脳機能の質的変化が脂肪細胞・組

織の機能を制御し、さらに脂肪幹細胞のニッ

チにおける活性化と細胞動員によるフィー

ドバック機構の存在を示唆する。これらの背

景から、本研究ではアルツハイマー型認知症

の病態における脂肪組織の活性化と脳への

フィードバックメカニズムを解明すること

を目的とする。 



３．研究の方法 

具体的には、①認知症で血中濃度変化をき

たす液性因子による脂肪組織活性化機構の

検討、②Aβ 分解酵素群の ASC、ccdPA にお

ける機能解析、③血液脳関門（BBB）の ASC

通過に関する検討、④病的状態に応答した脂

肪細胞が分泌するサイトカインの神経細胞

に与える影響、⑤脂肪組織からの ASCの動員

機構、を課題として脳からの危機管理シグナ

ルに応答した脂肪組織賦活によるサイトカ

イン分泌、ASC活性化・動員に基づく２つの

病態改善メカニズムの解明をこれまで確立

してきた脂肪細胞培養・改変技術を用いて進

めることとした。 

 

４．研究成果 

（１）認知症で血中濃度変化をきたす液性因

子による脂肪組織の賦活機構 

認知症の病態では血中 BDNF の低下、Aβ

の上昇が認められる（Diniz, 2011、Reitz, 2011）。

Aβはインスリンのシグナルと競合する（Xie, 

2002）。BDNFは血小板に蓄積されており、そ

れが血中濃度を反映している（Karege, 2005、

Tamura, 2011）。以上の背景から BDNFと Aβ

の濃度変化による脂肪幹細胞（ASC）と ccdPA

の機能変化を解析することとした。 

既報ではBDNFは血小板に存在するとされ

ているため、健常人の血小板について BDNF

が検出されるかどうかを検討した。予想通り、

BDNF が検出された。BDNF は翻訳後修飾を

受け、proBDNFが成熟型に変換される。今回

検出できた BDNF のシグナルは proBDNF と

同じサイズに検出された。従って、BDNFが

本研究で解明を目指す感知機構に関与する

のであれば、proBDNFから BDNFへの変換が

血小板から放出される際に起きる可能性が

あると考えられた。BDNFの受容体は 2種類

あるとされており、それら（TrkBと p75NTR）

について ASC と ccdPA における発現を検討

した。両者とも ASC、ccdPAでは検出されな

かった。既報からAβによる細胞傷害にBDNF

が抑制的に機能することが知られている。両

細胞において Aβ による細胞傷害が認められ

る条件で BDNFを添加しても、細胞傷害の抑

制は観察されなかった。また神経芽細胞腫細

胞などではレチノイン酸で刺激することで

TrkBは誘導されるため、ASC、ccdPAにおい

てレチノイン酸刺激を行ったが、TrkB誘導は

確認されなかった。従って、両細胞は、少な

くとも検討した培養条件においてBDNFの濃

度変化に対する脂肪前駆細胞の応答機構の

存在は否定的であると考えられた。 

一方、Aβ の濃度感知機構についてその主

な分解酵素であるネプリライシン（NEP）に

よる細胞応答を中心とした解析を行った。

Aβ1-40 と Aβ1-42 の存在下で、ASC、ccdPA

ともに濃度依存的な増殖阻害が認められた。

ASC、ccdPA に強い細胞傷害性を示すことが

確認された Aβ1-42 について、ASC に比較的

低濃度の暴露を行い、アルツハイマー病態に

関連する遺伝子の発現変化を網羅的に検討

した。ASCは既報から神経細胞への分化誘導

が可能であるとされているが、それに関連す

るように各種神経伝達物質の受容体遺伝子

の発現上昇が観察された。さらに幹細胞の走

化性を亢進させる遺伝子の発現上昇も認め

られた。 

Aβ1-42 への暴露による細胞増殖と遺伝子

発現の変化を引き続き検討した。Aβ1-42の低

濃度暴露により、ASCは細胞増殖が惹起され、

ccdPA ではその効果はほとんど認められなか

った（図１）。高濃度（5μM 以上）ではいず

れの細胞も細胞傷害性が認められた。 

 

図 1. ASCと ccdPAの増殖に対する Aβ1-42の

影響 

 

さらにこの成績を検証するため、NEPの基

質として知られている、心房性ナトリウム利

尿ペプチド（ANP）また阻害剤の存在下で

Aβ1-42 の細胞増殖に対する影響を検討した。

ANP の有無による影響は認められなかった。



NEP の阻害剤により、低濃度 Aβ1-42 による

細胞傷害性に変化が認められ、ccdPA に比較

して、ASC の方が、低濃度 Aβ1-42 による細

胞傷害性に耐性であることがわかった（図

２）。この成績は、NEP による基質の分解シ

グナルが、細胞内の遺伝子発現を制御してい

ることを示唆する。また低濃度 Aβ1-42 によ

る細胞増殖の亢進と並行して、同定していた

幹細胞走化性関連遺伝子の発現が上昇した

（図３）。 

 

図 2. NEP 阻害剤存在下における ASC と

ccdPAの増殖に対する Aβ1-42の影響 

 

 

図 3. ASCにおける低濃度 Aβ1-42暴露に応答

した幹細胞走化性関連遺伝子の発現変化 

 

（２）Aβ 分解酵素群の ASC、ccdPA におけ

る機能解析 

Aβ 分解酵素群の中で、アルツハイマー型

認知症の病態に最も重要な影響を与えると

考えられる NEPの ASC、ccdPAにおける機能

解析を行うため、レンチウイルスベクターに

よる shRNA 導入系を確立することとした。

６つのデザインされた shRNA 配列と

puromycin 耐性遺伝子を搭載するレンチウイ

ルスベクターを作製し、ASC、ccdPA に遺伝

子導入した。その後、それぞれの細胞におけ

るネプリライシン mRNAを定量 PCRにより

測定した。同時に、NEPの産生量をフローサ

イトメトリー、細胞抽出液を用いたウェスタ

ンブロットにより評価した。5種類の shRNA

配列のうち、1種類の shRNAが効率良く NEP

の発現を抑制することが分かった（図４）。 

 

図 4. shRNAによる NEPノックダウン系の確

立 

(-): Control（非導入細胞）、NT: Non-target、 

1～6: NEP shRNAコンストラクト導入細胞 

 

他方、NEP発現レンチウイルスベクターの構

築を行った。その過程で既報を基に膜貫通ド

メインを欠失したコンストラクトの構築を

行った。作製を試みた膜貫通ドメイン欠損型

NEPについて精査を加え、当該蛋白の細胞外

分泌が確認され、培養上清中に活性が検出さ

れた。これらの解析を通じて、NEPの mRNA

量、タンパク量の評価が可能となった。 

レンチウイルスベクターによる NEP の

shRNA導入と機能解析を進めた。ノックダウ

ンした細胞において、細胞増殖に有意な影響

は認められなかったことから NEP そのもの

はこれらの細胞の増殖に関与しないと考え

られた。さらに、NEPをノックダウンした細

胞において、細胞骨格系のタンパク質の発現

抑制が確認された（図５）。 

 

図 5. NEP 発現抑制による細胞骨格系遺伝子

発現の抑制 

 

これらの成績は NEP の発現量と細胞骨格系



のタンパク質の発現変化が連動することを

示しており、NEP による細胞外 Aβ1-42 濃度

の感知機構が外的刺激となって、細胞骨格系

を介した幹細胞の活性化機構の発現に連動

している可能性を示唆していると考えられ

る。また、NEPのノックダウンにより、ASC、

ccdPA ともに脂肪分化能が抑制されたこと

（図６）にも関与していると考えられた。 

 

図 6. NEP ノックダウンによる脂肪分化能の

低下 

 

これまでの成績では通常の培養状態にお

いて、NEP の発現量は ccdPA よりも ASC が

高いことが確認されている。ASC における

NEP によるシグナル伝達機構をさらに検討

するため、NEPのノックダウンコンストラク

トと過剰発現コンストラクトを用いて評価

を行った。ASCにおいて、NEPのノックダウ

ンにより、同定した走化性関連遺伝子の発現

が上昇し、過剰発現により発現が低下した。

NEPをノックダウンした ccdPAではほとんど

変化は認められなかった（図７）。 

 

図 7. ASCの Aβ1-42暴露に応答した幹細胞走

化性関連遺伝子発現に対する NEPノック

ダウンの影響 

 

本研究で ASCは、ccdPAに比べ、ネプリラ

イシンの発現変化に対してより鋭敏に応答

する遺伝子制御機構を細胞内に有している

ことが明らかとなった。 

 

（３）血液脳関門（BBB）の ASC通過に関す

る検討 

既報を参考に、ヒト内皮細胞（HUVEC）の

シートを準備し、それを蛍光標識した ASC

が通過できるかどうかを指標として

Transmigration assayの確立を試みた。今後は

同定していた幹細胞走化性関連遺伝子の発

現解析と組み合わせた検討をすることで本

仮説に関する検討を進めたい。 

 

（４）まとめ 

研究開始当初は、BDNF、Aβの感知機構を

解明することを目的としていたが、ASC、

ccdPAいずれも BDNFに対する応答性をほと

んど示さなかったことから、Aβ の感知機構

を明らかにすることを中心とした研究を行

った。Aβ1-42 の低濃度暴露により、ASC で

は細胞増殖が惹起され、ccdPA ではその効果

は認められなかった。高濃度 Aβ（5μM以上）

ではいずれの細胞も細胞傷害性が認められ

た。NEPの基質として知られている ANP、ま

た NEP阻害剤の存在下で Aβ1-42の細胞増殖

に対する影響を検討したところ、ANPの有無

による影響は認めず、一方 NEP阻害剤の存在

下で、低濃度 Aβ1-42 による細胞傷害性に変

化が認められ、ASC の方が NEP 阻害剤の存

在下でも Aβ1-42 による細胞傷害性が低い傾

向にあった。この成績は、NEPによる基質の

分解活性が、ASCの機能発現に重要であるこ

とを示唆する。また低濃度 Aβ1-42 による細

胞増殖の亢進と並行して、同定していた幹細

胞走化性関連遺伝子の発現が上昇した。 

ASC における NEP によるシグナル伝達機構

をさらに検討するため、NEPのノックダウン

コンストラクトと過剰発現コンストラクト

を用いて評価を行った。ASCにおいて、NEP

のノックダウンにより同定した走化性関連

遺伝子の発現が上昇し、過剰発現により発現

が低下した。ccdPA ではノックダウンによる

変化は認められなかった。また、NEPのノッ

クダウンにより、ASC、ccdPA ともに脂肪分



化能が抑制された。 

以上の成績から ASC は、ccdPA に比べ、

NEP の発現変化に対してより鋭敏に応答す

る遺伝子制御機構を有していることが明ら

かとなり、脂肪組織内に Aβ に対する応答性

の異なる前駆脂肪細胞が存在することによ

り脂肪組織の Aβ 濃度に対する応答能を修飾

することが考えられる。 
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