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研究成果の概要（和文）：特発性正常圧水頭症（iNPH）の的確な診断法と病態を解明するため，モデルマウスを
作製し行動実験, 電気生理実験から脳機能を解明した基礎研究とiNPHの様々な診断法および治療法に関する臨床
研究を進めた．加齢性変化で脳内発現増加したLeucine-rich alpha-2 glycoprotein(LRG)に着目し，中枢神経系
にLRGを特異的に過剰発現させたトランスジェニックマウスで脳スライスパッチクランプによるpaired pulse 
facilitationや長期増強などシナプス可塑性について解析した結果，synaptophysinと結合しシナプスの量的減
少を惹起し，記憶形成を障害した．　

研究成果の概要（英文）：To investigate the relationship between LRG expression in the brain and 
memory impairment, we analyzed transgenic mice overexpressing LRG in the brain (Tg) focusing on 
hippocampus.
Immunostaining and western blotting revealed age-related increase of LRG expression in hippocampal 
neuron . Y-maze and Morris water maze test indicated spatial memory was retained in 24-week-old Tg, 
while deteriorated in 48-week-old compared to age-matched controls. Field excitatory postsynaptic 
potential declined in Tg compared to controls in 8, 24, and 48-week-old, obviously with age. 
Paired-pulse ratio decreased with age in Tg, while increased in controls. As a result, long-term 
potentiation was retained in 8 and 24-week-old Tg while diminished in 48-week-old comparing with 
age-matched controls. Electron-microscopic observation revealed decrease of synaptic vesicles and 
junctions in Tg. Hippocampal LRG overexpression contributes to synaptic dysfunction, which lead to 
memory impairment with advance of age.

研究分野：脳神経外科学

キーワード： 糖タンパク質　認知機能障害　トランスジェニックマウス　パッチクランプ
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１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会に突入している我が国におい
ては，高齢者の認知障害、歩行障害、排尿障
害を有し，また転倒や寝たきりの原因として
特発性正常圧水頭症（以下 iNPH）は重要な研
究課題となる．iNPH の診断はガイドラインの
刊行などにより著しく進歩を遂げたが，一方
で髄液排除試験を行っても診断不可能な一
群の症例も存在し，これらの症例を的確に診
断するためには髄液バイオマーカーの探索
など，新たな手法の開発が望まれる状況であ
る．私たちはこれまでに的確な髄液診断を目
的に，iNPH患者の髄液プロテオーム解析を行
い，その髄液中に著しく増加する蛋白
leucine-rich alpha-2 glycoprotein 
(LRG1)を同定した（Li.X et al. Acta 
Neurochir, 2006）．さらに抗 LRG1抗体を作
製し，Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
（ELISA）法による髄液中 LRG1蛋白の測定法
を確立した(Nakajima et al. Acta Neurochir, 
2011)．また LRG1 蛋白はヒトおよびラット，
マウスにおいて，加齢とともに脳内で増加し
ていることを報告し，LRG1 が加齢関連糖蛋白
である可能性を示した（Nakajima et al. Acta 
Neurochir, 2012, Miyajima et al. PLOS one 
2013）． 
LRG1は、脳内では主にアストロサイトまたそ
の突起が伸展した血管壁において発現が多
く認められており，バインディングプロテイ
ンとして他の蛋白と接着し，神経活動に影響
を与えている事と推察される．さらに，タン
パク検出用プロテインアレイ（T. Kodadek, 
Chemistry & Biology, 8, 105, 2001）を用
いて LRG1を特異的に認識して結合するリガ
ンドを検出した．検出された蛋白群の中でも，
特にそれぞれ 120倍、10 倍の親和性を持つ
presynaptic cytomatrix protein である 
piccolo (PCLO)、cortactin (CTTN) に着目
すると， PCLOは神経プレシナプス・アクテ
ィブゾーンに存在する蛋白であることが知
られる．アクティブゾーンはプレシナプスの
膜直下に位置する比較的電子密度の高い構
造体で， シナプス小胞のドッキングの場所
として，機能的にも重要な働きをしていると
考えられている．また CTTN は，リン酸化に
より神経細胞における成長円錐の形成，神経
突起の形成に関わるアクチン制御機構に深
くかかわっていることが知られている． 
先行研究では，加齢関連糖タンパク質である
LRG1を脳内に過剰発現させたトランスジェ
ニック（Tg）マウスモデルを用いて，生後 8
週時の脳を形態学的に観察した．ワイルドタ
イプ(WT)マウスモデル（Contr.）と LRG-Tg
マウスを比較したところ，生後 8週 齢の時
点で外観，体重では有意差がみられなかった
が，脳形態は異なり，LRG-Tg マウスで脳は質
量ともに有意に小さかった．LRG-Tgマウス大
脳皮質には LRGが過剰に発現していることを
確認した． 
 

２．研究の目的 
本研究は高齢者認知症疾患に関連する iNPH
を的確な診断と病態を解明するため，iNPHの
様々な診断法および治療法に関する臨床研
究とモデルマウスを用いた基礎研究とのト
ランスレーショナルリサーチである． 
診断法として，iNPH 患者から手術前およびシ
ャント治療介入後，定期的に患者から髄液を
採取し，髄液中のバイオマーカーとなる各種
蛋白（アミロイドβ，タウ蛋白，LRG1 など），
また microRNAを測定した．髄液診断を行う
目的として第一はアルツハイマー病,パーキ
ンソン関連疾患など，治療予後に作用する併
存疾患を同定することであり，第二としては，
髄液シャントの治療介入によって変化する
髄液環境を詳細に検討することで，iNPH の病
態解明に寄与すると考えるからである．また
iNPHに同様な髄液シャント治療を介入して
も併存疾患の有無などにより治療予後が異
なるのは何故かを明確にすることは，無駄な
外科手術を介入しない医療経済上も重要な
責務である．さらに，既述した通り iNPH患
者の髄液中に多く発現が認められた LRG1が
どのような臨床的意義を有するのか基礎実
験から iNPH 病態解明に努める．我々は脳内
においては生理的機能が不明である LRG1に
関して，過剰発現させるべく遺伝子組替えを
行なったトランスジェニックマウスを作製
し，LRG1が脳内でどのような働きをし，マウ
スの認知機能低下にどのように関与してい
るのか，認知行動実験と電気生理実験を行い，
また病理組織学的に検証する． 
 
３．研究の方法 
臨床研究では，iNPH の診断に有用な髄液排除
試験（タップテスト）により，患者から採取
された髄液を用いて，主に ELISA 法による髄
液中各種蛋白を測定した.LRG1以外にも，
iNPH症状の重症度，iNPHに高率に合併する
とされるアルツハイマー病病理の評価とし
て（アミロイドβ（38,42），タウ蛋白(t-tau, 
p-tau)，sAPPαおよびシャペロンとして Aβ
排泄に関与する Lipocalin-type prostandin 
D/β-trace (L-PGDS),シスタチン C）の髄液
濃度と髄液シャント介入の認知機能におけ
る長期治療効果（ミニメンタルスケール
（MMSE））との関連を検証した. 
 
一方基礎研究は，①LRG1過剰発現トランスジ
ェニック(LRG-Tg)マウスを作製, ②同モデ
ルマウスの認知行動異常を経時的に（8 週，
24 週，48週齢）評価する．また③記憶の低
下を電気生理学的な見地から証明するため，
（脳スライスの海馬パッチクランプ法によ
る）神経生理学的な評価を行なった．各行程
の詳細を以下に記す． 
 
①トランスジェニックマウスの作製 
(ⅰ) CAG-loxP-GFP-loxP-LRG1ベクターの
作製と遺伝子導入 



本ベクターは CAGプロモーターと LRG1 との
間に lox配列で挟まれた poly (A)シグナルを
有する GFPが存在しているため，転写が終了
し，LGR1 は発現しないで，GFPが発現しグリ
ーンに光るベクターを作製した．次にこのベ
クターをマウスに卵に遺伝子導入し，
CAG-loxP-GFP-loxP-LRG1 遺伝子導入マウス
を作製した．このマウスを hGFAP-Creマウス
と交配し，このマウスを GFAP promotor 下に
LRG1を高発現するマウスを作製した。 
 
②LRG１過剰発現トランスジェニックマウス
脳組織の観察 
先行研究の結果より，24 ヶ月齢の高齢マウス
の脳組織スライスにおいても，LRG1は加齢と
ともに大脳皮質，海馬，基底核，脳幹の神経
細胞と小脳プルキンエ細胞の細胞質に広汎
に免疫反応の発現が確認されていた． LRG１
を脳内に過剰発現した LRG-Tg マウスを用い
て 8週齢，24週齢，48週齢で認知行動検査
（Y字迷路，モリス水迷路）を用いた空間参
照記憶試験を行ない，平均反応率と平均反応
潜時を測定し，得られたデータに関して３元
配列による分散分析と各セッションにおけ
る群間比較を統計学的に検討した． 
 
③LRG１過剰発現トランスジェニックマウス
神経生理学的評価 
LRG-Tgマウスおよびコントロール群として
を，8週齢，24週齢，48週齢で認知・記憶に
重要な海馬における電気生理学的検索をパ
ッチクランプ法による神経発火頻度を測定、
解析した．シナプス機能の測定は，海馬 CA3
から CA1 に投射する Schaffer 側枝を電気刺
激し，CA1 錐体細胞層でその応答(興奮性シナ
プス後場電位; field excitatory 
postsynaptic potential, fEPSP)を記録して
行なった．正常な神経線維を短時間に高頻度
刺激すると，その神経終末でのシナプス伝達
が強化され，fEPSP が長期間増強された状態
が得られる．本現象は長期増強(long-term 
potentiation, LTP)と称し，学習・記憶の際
に特定の神経回路でシナプス伝達の強化が
起こると考えられており，LRG-Tg マウスにお
いても同手法にて，電気生理学的な評価を行
なった． 
 
４．研究成果 
臨床研究では，probable iNPH と診断した 36
名(男女比 23:13 名, 平均 73.2±SD6.46)を対
象にし，腰部クモ膜下腔腹腔シャント治療介
入後、認知機能の改善を維持した群を予測し
うるバイオマーカーを検証した．髄液シャン
ト治療介入後，髄液中の Aβ蛋白，p-tau，
L-PGDS，シスタチン C濃度の増加が認められ
た．MMSE得点により分類した認知機能予後良
好群と予後不良群の 2 群間では，術前 p-tau
値 , Aß1-38 /Aß1-42,比, Aß1-42/p-tau 比に
統計学的有意差を認め，p-tau値のカットオ
フ値 22.0 (pg/mL)で, 感度 77.8%, 特異度 

71.4%，Aß1-38 /Aß1-42,比はカットオフ値
3.58で感度 77.8%, 特異度 81%で,また 
Aß1-42/p-tau比はカットオフ値 14.6で感度
76%, 特異度 72.7%で MMSE の改善を予測し
た．また iNPHの髄液シャント介入後は、術
前低値であった L-PGDS，シスタチン Cの分泌
量が増加しており，脈絡叢などからの髄液産
生量増加があって，Aβ排泄機構に影響を与
えている可能性が推察された． 
 
 
 
 
 
 
 
本結果は，Journal of Neurological  
Science,357(1-2)2015 にて報告した． 
 
また，疾患鑑別がどこまで明確にできるかを
検討するため、生物学的マーカーとして脳脊
髄液中の蛋白質や神経ペプチド, 遺伝子の
転写後発現調節に関与するマイクロ RNA
（miRNA）を行なった．definit iNPH (n=21), 
iNPH+パーキンソン症候群（PS）合併例(n=18), 
iNPH+アルツハイマー病（AD）合併例(n=16)
の髄液を，網羅的に arrayを用いてスクリー
ニングし，鑑別に有効と考えられる miRNA を
定量ポリメラーゼ連鎖反応(Q-PCR)にて定量
した．iNPH+PD 関連疾患合併症例の診断定義
としては，MIBG心筋シンチグラフィまたは／
かつ, 脳ドーパミントランスポーターシン
チ（ダットスキャン®）において取り込み低
下をみた例, AD 合併例は，NINCDS/ADRDA に
よる AD 臨床診断基準にて診断した． 
免疫化学的手法では，iNPHで髄液型 trans- 
ferrin, sAPPαの低下, PD関連疾患合併で
LRGの増加，AD 合併で sAPPαの上昇, Aβ
1-42の低下, p-tauの上昇を示し, miRNA 解
析では miR-3675, miR-4274, miR-4310 が３
疾患の鑑別に有用であった。ROC 解析を行う
と miR-4274は PS合併している iNPHを AUC = 
0.913 と高い水準で鑑別し得た。miR-4274, 
miR-4310 はドパミン受容体シグナルに関与
していた． 
本結果は，J Alzheimers Dis 56(1): 
317-325.2017 にて報告した． 
 
基礎研究では，高齢者認知症疾患に LRGの脳
内発現が関与することを証明するため，
LRG-Tｇマウスの学習能の低下を検証した．
LRG-Tgマウスの脳スライスによるパッチク
ランプ法にて長期増強（LTP）を検証した．
海馬 CA3 から CA1に投射する Schaffer 側枝
を電気刺激し，CA1 錐体細胞層でその応答
(fEPSP)を記録すると，刺激電流による fEPSP
は、Tg マウス海馬スライスにいて反応が小さ
い傾向があった．また fiber volley の大き
さ（活動電位を反映し，刺激された軸索の数）
を解析すると，Tgマウス海馬スライスで

 



fEPSP がより小さい傾向が認められた．また
Paired-Pulse Ratio も Tgマウス海馬スライ
スで大きくなり、シナプス前終末の変化が示
唆される結果が得られた． 
LRG-Tgマウスで paired pulse facilitation，
長期増強 (LTP)のシナプス可塑性について
解析した結果，24週齢から paired pulse 
facilitation，LTPは有意に低下を認め，LTP
形成のための刺激閾値が上昇した．認知行動
実験において 24週齢では シナプス機能の代
償が働き，有意差は生じなかったが，加齢に
伴ない 48週齢では短期記憶および空間記憶
が障害されることを確認した．病理組織学的
には，LRG-Tg マウスで synaptophysin の免疫
反応が有意な低下を認め，電子顕微鏡下にシ
ナプス小胞とシナプス接合部の減少を確認
した．LRG1は synaptophysin と結合しシナプ
スの量的減少を惹起し，記憶形成を傷害して
いる可能性が推察された． 
本研究結果は現在，海外専門誌に投稿中であ
る． 
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