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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病 (AD)脳の最大の特徴である老人斑は、アミロイドβペプチド(Aβ)から成
ることが明らかになっているが、その形成過程には不明の点が多く残されていた。本研究では脳機能の本態である神経
活動とAβ蓄積の関係に焦点を絞り、神経活動の制御法として最新の技術である光遺伝学を用いて検討を行った。ADモ
デルであるAPPトランスジェニックマウスの脳において、海馬の主要な入力回路である貫通線維路を、光遺伝学により
長期にわたり慢性刺激したところ、投射先の海馬歯状回においてAβ蓄積が増加した。これらの結果は神経活動とAβ蓄
積の関係をはじめて直接的に示した点で、画期的な知見である。

研究成果の概要（英文）：Massive deposition of amyloid β peptide (Aβ) as senile plaques is the 
pathological hallmark of Alzheimer disease (AD), although the mechanism of Aβ deposition remains 
unclear. In this study, we examined whether synaptic activity influences Aβ secretion and deposition in 
vivo. Optogenetics is a state-of-the-art technique that enables the selective control of a specific 
population of neurons by light. We adopted optogenetics and chronically stimulated the perforant pathway, 
a major input into the hippocampus, of AD model mice, and found a significant increase in Aβ deposition 
at the projection area of the perforant pathway. These findings implicate functional abnormalities of 
specific neuronal circuitry in Aβ pathology and AD.

研究分野： 神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
	 アルツハイマー病（Alzheimer disease, AD）
は高齢化社会の本格化に伴い急増しつつあ
る認知症の主因として、最も頻度の高い神経
変性疾患である。AD 脳に生じる病理学的変
化のうち、老人斑は amyloid β peptide (Aβ)か
らなるアミロイド線維の蓄積であり、AD の
原因的過程に密接不可分な現象と捉えられ
ているが、その形成過程ならびに神経障害の
メカニズムとの関係は不明であった。近年、
シナプスが神経活動依存性に生じる Aβ分泌
の場であることを示唆する結果が報告され 
(Kamenetz et al., Neuron, 2003, Cirrito et al., 
Neuron, 2005)、ADを「シナプス異常症」と
捉える視点が生じた。しかし、Aβの産生・蓄
積とシナプス活動の関係を in vivoレベルで直
接検証した研究はなかった。 
	 近年神経活動を時空間的に制御すること
が可能な新技術として光遺伝学 (オプトジェ
ネティクス)が開発された (Boyden et al., Nat 
Neurosci, 2005)。光駆動性の陽イオンチャネ
ルであるチャネルロドプシン(ChR2)を利用
し、ChR2 を特定の神経細胞群に発現させる
ことにより、その神経活動を光刺激依存的に
制御させることが可能な技術であり、神経疾
患研究への応用も期待された。 
 
 
２．研究の目的 
	 AD を「シナプス異常症」と捉える仮説に
立脚し、（１）シナプスにおける活動依存的
なAβ産生の検証と、その分泌機構の解明、（２）
AD モデル動物脳におけるシナプス活動依存
性 Aβ蓄積の実証、さらに（３）Aβによるシ
ナプス障害機構の解明と治療法開発、に焦点
をあて検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
	 本研究において AD モデル動物として、
我々がこれまでに樹立した APP トランスジ
ェニック  (tg)マウス (A7 系統 )を用いた 
(Yamada et al., J Neurosci., 2009)。A7マウスで
は 神 経 細 胞 特 異 的 に ヒ ト APP695 
(KM670/671NL + T714I)を過剰発現すること
により、大脳新皮質や海馬に約 11 ヶ月齢か
らAβ蓄積が生じることが確かめられている。
本研究では神経活動依存的な Aβ産生・蓄積
機構の検証のため、海馬への主要な入力経路
である貫通線維路に着目し、貫通線維路の起
始部である嗅内皮質第 II層の神経細胞をオプ
トジェネティクスを用いて特異的に刺激し、
貫通線維路終末の海馬歯状回外分子層にお
ける Aβ蓄積、および海馬間質液 (interstitial 
fluid, ISF)中における Aβ濃度を評価した。 
	 本研究において貫通線維路を長期間持続
的に刺激するため、ChR2 改変体 hChR2 
(C128S/D156A), stabilized step function opsin 
(SSFO)を利用した。SSFO は１回の光刺激で
30 分以上神経細胞を脱分極させることが可

能である (Yizhar et al., Nature, 2011)。アデノ
随伴ウイルス (AAV)ベクターに、CaMKIIα
プロモーター下に SSFO-EYFP あるいはコン
トロールとして EYFPを繋いだコンストラク
トを組み込み、脳定位固定装置を用いて APP 
tgマウス嗅内皮質第 II層神経細胞に遺伝子導
入した。１ヶ月後嗅内皮質に光刺激用オプテ
ィカルカニューレを埋め込み、１日１回（473 
nm, 4 mW, 2秒間）光刺激を行った。 
	 また、in vivo microdialysis法を用い (Cirrito 
et al., J Neurosci, 2003)、海馬 ISF中 Aβ濃度の
測定を行った。APP tgマウス脳海馬に脳定位
固定装置を用いて 35 kDaまたは 1,000 kDaカ
ットオフの微小透析膜プローブを埋め込み、
流速 1.0 µl/minで人工脳脊髄液 (artificial CSF, 
aCSF)を灌流し、ISFサンプルを回収した。得
られたサンプルは Aβ特異 ELISA を用いて海
馬 ISF中 Aβ濃度を算出した。 
	 
	 
４．研究成果	 
（１）貫通線維路 SSFO発現マウスの作出と
神経活動依存的な Aβ放出の検証 
	 貫通線維路の神経活動を制御するため、
AAV-CaMKIIα-SSFO-EYFP (SSFO)あるいは
コントロールとして AAV-CaMKIIα-EYFP 
(EYFP)を嗅内皮質第 II 層の神経細胞に感染
させた。１ヶ月後嗅内皮質を２秒間光刺激 
(473 nm, 4 mW)し、その後抗 c-fos抗体を用い
て、神経活動を免疫組織化学的に検討した。
その結果、光刺激を行った嗅内皮質の神経細
胞、及び貫通線維路の投射先である海馬歯状
回の神経細胞において c-fos 陽性像が観察さ
れた（図１）。一方非光刺激側の海馬歯状回
や、EYFP を感染させたマウスではそのよう
な c-fos 陽性像は認められなかった。これら
の結果から、オプトジェネティクスを用いて
貫通線維路の神経活動を光刺激依存的に亢
進可能なマウスの作出に成功した。 

	 次に神経活動依存的な Aβ放出について検
討するため、SSFOあるいは EYFPを APP tg
マウス嗅内皮質第 II層の神経細胞に感染させ、
１ヶ月後海馬に 35 kDa カットオフの微小透
析膜プローブを埋め込んだ。そして嗅内皮質



を毎分 2秒間 240分間光刺激（473 nm, 4 mW）
行った。その結果 SSFOを感染させたマウス
では光刺激直後から海馬 ISF 中の Aβ42濃度
が約 24% 上昇することが認められたが、
EYFP を感染させたマウスでは上昇は認めら
れなかった (Yamamoto et al., Cell Reports, 
2015)。これらの結果は神経活動依存的に Aβ
が軸索終末から放出されることを示すもの
である。 
 
（２）慢性的な神経活動の亢進が Aβ蓄積を
増強することを解明	 
	 Aβが神経活動依存的に軸索終末から放出
されることを見出したことから、慢性的な神
経活動の亢進が Aβの病理形成にどのような
影響を与えるかにつき検討を行った。SSFO
あるいは EYFPを 9.5ヶ月齢の APP tgマウス
嗅内皮質第 II層の神経細胞に感染させ、１ヶ
月後より 5 ヶ月間嗅内皮質を光刺激(2 秒間/
日, 473 nm, 4 mW)した。その結果 SSFO感染
マウスでは、非刺激側に比べ光刺激を行った
半球側の海馬歯状回外分子層の Aβ蓄積面積
は約 2.5倍有意に上昇した（図２）。一方 EYFP
感染マウスでは海馬歯状回の Aβ蓄積面積に
変化は認められなかった。これらの結果は、
慢性的な神経活動の亢進が軸索終末におい
て Aβ蓄積を促進しうることを示す初めての
所見である (Yamamoto et al., Cell Reports, 
2015)。 

	 さらに慢性的な神経活動の亢進が Aβ蓄積
開始時期を早めるか否かを検討するため、
SSFO あるいは EYFP を 4.5 ヶ月齢の APP tg
マウス嗅内皮質第 II層の神経細胞に感染させ、
１ヶ月後より 5ヶ月間嗅内皮質を同様に光刺
激行った。しかし、光刺激により Aβ蓄積開
始が早まる様子は認められず、Aβ蓄積には神
経活動の亢進だけではなく、なんらかの附加
的要因、例えば凝集核形成など、が必要であ
る可能性が示唆された。 
	 次に慢性的な神経活動の亢進が Aβ蓄積を
増強した分子機構を明らかにするため、Aβ
の産生過程に注目した。Aβは１回膜貫通型タ
ンパク質 APP から β-secretase、次いで
γ-secretase の二段階切断を受け産生される断
片であり、特にβ-secretase による切断は Aβ
産生の律速段階である。そこで APP が
β-secretase による切断を受け放出する sAPPβ
量を測定することにより、慢性的な神経活動
が Aβ産生を亢進するかを検討した。SSFOあ
るいは EYFPを 3~6ヶ月齢のAPP tgマウス嗅

内皮質第 II層の神経細胞に感染させ、1ヶ月
後より 3 ヶ月間嗅内皮質を光刺激(2 秒間/日, 
473 nm, 4 mW)した。その後海馬に 1,000 kDa
カットオフの微小透析膜プローブを埋め込
み、嗅内皮質を光刺激した。その結果、SSFO
感染マウスでは光刺激により 8時間以上海馬
ISF中の Aβ濃度が上昇したが、sAPPβあるい
は、APPのα-secretase切断産物である sAPPα
濃度の上昇は認められなかった。一方 EYFP
感染マウスでは海馬 ISF 中の Aβ, sAPPβ, 
sAPPαの濃度の上昇は認められなかった。こ
れらの結果から慢性的な貫通線維路の神経
活動亢進により Aβ産生ではなく、Aβ放出が
促進される可能性が示唆された(Yamamoto et 
al., Cell Reports, 2015)。 
	 また本研究において１ヶ月以上光刺激を
繰り返した SSFO感染マウスでは全身性の痙
攣症状を示すことがわかった。これは貫通線
維路の慢性的な刺激によりキンドリングが
形成されたものと考えられ、このようなてん
かん様症状は EYFP感染マウスでは認められ
なかった。 
 
（３）Neuroligin-1が神経活動依存的に切断さ
れることを見出す 
	 シナプスは神経活動に応じて結合様式や
形を変化させることが知られているが、その
メカニズムは不明であった。本研究において
我々はポストシナプスに存在し、興奮性シナ
プス形成に重要な役割を果たす Neuroligin-1 
(NLG1)に着目し (Scheiffele et al., Cell, 2000)、
NLG1がメタロプロテアーゼ ADAM10、次い
でγ-secretase により切断されることを見出し
た。 
	 神経活動と NLG1の切断について検討すべ
く、ラット初代培養神経細胞にグルタミン投
与を行ったところ、NLG1 の切断が亢進し、
これはNMDA受容体阻害剤AP-5により抑制
されたことから、NLG1は NMDA受容体を介
した興奮性の神経活動依存的に切断される
ことが示唆された。 
	 さらに NLG1の切断が興奮性シナプス形成
に及ぼす影響を検討するため、ADAM10によ
る切断が抑制される変異型 NLG1をラット初
代培養神経細胞に発現させたところ、野生型
NLG1 を発現させた場合に比べ、スパイン数
の有意な上昇が認められた。これらの結果は
NLG1 の切断がスパインの形成に抑制的に働
く可能性を示唆する結果である (Suzuki et al., 
Neuron, 2012)。 
 
（４）CLAC-P は神経筋発生に必須の分子で
あることを発見 
	 CLAC-P / collagen type XXVはAD脳老人斑
アミロイドより同定した非 Aβ老人斑アミロ
イド構成因子である (Hashimoto et al., EMBO, 
2002)。これまで CLAC-Pは成体マウスでは中
枢神経特異的に発現することが確かめられ
ていたが、その生理機能は不明であった。そ
こで我々は CLAC-Pの生理機能を明らかにす



るため、CLAC-P 遺伝子欠損マウスを作出し
たところ、E0において、脊髄の運動ニューロ
ンが消失し、骨格筋の形成不全により致死と
なることを見出した。 
	 さらに、CLAC-P 遺伝子欠損マウス胎児を
用いて検討したところ、E12.5 において運動
ニューロンは正常に発生し、標的骨格筋まで
軸索束を投射するものの、その後筋肉での軸
索伸長・分枝が起こらず、アポトーシスによ
り消失することがわかった（図３、Tanaka et 
al., J Neurosci, 2014）。 

図 3 CLAC-Pノックアウトマウス（下段）と対照動物（上
段）における横隔膜運動ニューロン軸索支配の時間経過

（胎生 11.5 日（左）と 12.5 日（右））。ニューロフィラ
メント(NF;赤)と、運動ニューロン全体に発現した GFP
（緑）で軸索末端部（円で囲み）の伸長を示す。 
 
これらの結果は、CLAC-P が神経筋発生に必
須な分子であることを示すものであり、今後
詳細な分子メカニズムの解明が期待される。 
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