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研究成果の概要（和文）：　本研究は脳虚血がアミロイドβ(Aβ)の存在下により、脳血管老化さらにAβクリア
ランス障害を増加し、認知障害を悪化させる可能性及びアンジオテンシン(Ang) II受容体の一つであるAT2受容
体の認知機能低下への抑制作用を検討することを目的とした。これらの結果により、Aβの存在下では脳虚血に
より、認知障害を悪化させることが示唆された。そのメカニズムとしては、脳血管老化を促進させることにより
脳内炎症・酸化ストレスを増加すること、RAGEを介したAβクリアランスを軽減することで脳内Aβと神経細胞障
害が増加すると考えた。血管AT2受容体の活性化はこの認知障害を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Our study examined the possibility that cerebral ischemia may increase Aβ
-induced cognitive decline by increasing cerebrovascular senescence and Aβ clearance impairment, 
and the possible ameliorative role of angiotensin (Ang) II type 2 (AT2) receptor activation in this 
worsening of cognitive function. We demonstrated that cerebral ischemia potentially worsens Aβ
-induced cognitive decline involving enhancement of oxidative stress and inflammation, impairment of
 RAGE-mediated Aβ clearance system, and exaggeration of cerebral Aβ level and neuronal 
degeneration. AT2 receptor activation in the cerebrovasculature could play a preventive role in this
 worsening of cognitive function through inhibition of oxidative stress, inflammation, impaired 
RAGE-mediated Aβ clearance system and neuronal degeneration.　

研究分野：生化学・加齢・循環器疾患・脳神経疾患
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、脳血管障害とADの病態を繋ぐメカニズムの一端が解明されるだけではなく、血管病の視点から
も認知症の新しい予防・治療戦略に繋がるものと考える。例えば、Aβを標的とする効果的な開発には、脳血管
機能の維持を考慮する必要があるというコンセプトの確立に貢献すると予想される。さらに、レニン-アンジオ
テンシン系(RAS)調節薬、例えば、Ang IIのAT1受容体阻害薬ARBやAT2受容体活性化剤C21は脳血管保護薬とし
て、トランスレーショナル研究にあたり有効と考えられる。本研究結果は高齢者において、手術や麻酔後認知障
害のメカニズムの解明にも結び付く可能性があり、大変有意義であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）近年、超高齢社会の進展に伴って認知症患者が増加し、大きな社会問題となっており、
発症の予防及び進展の抑制対策が急がれているが、発症後の対症療法が主であり、根本的な疾
患の治療には繋がっていないのが実状である。認知症の原因の多くはアルツハイマー病と血管
性認知症が占めるが、昨今血管障害を介して両者が密接に関連していることが報告されている。
アルツハイマー病 (AD) はアミロイドβ（Aβ）蛋白の脳組織への蓄積とタウ蛋白の貯留による
神経細胞の破壊が原因と考えられている。近年、脳内 Aβの血管クリアランス経路が脳内 Aβの
代謝に主要な役割を担っていることが示唆され、血管の低密度リポタンパク質受容体関連タン
パク質 1（LRP1）、serum response factor (SRF)、myocardin (MYOCD)が Aβの血管クリアラン
スに関連していることが報告されている（J Neurosci 32:16458-16465,2012）(Nat Cell Biol 
11:143-153,2009）。血管からの Aβのクリアランス経路が破綻すると、脳内の毛細血管や小動
脈の血管壁に沈着した Aβは血管構造や機能に影響し、アミロイドアンギオパチー（cerebral 
amyloid angiopathy, CAA）や血管障害を誘導すると考えられている。近年、動脈硬化などの加
齢性血管病の発症・進展に血管平滑筋細胞の老化が深く関与していることが報告されているが、
Aβの代謝と血管細胞の老化が関連している可能性も示唆されている（ FASEB J 
24:2385-2395,2010）。血管壁に Aβが沈着することが血管細胞の老化に影響し、血管の機能が
減弱あるいは破綻することにより、脳内で産生された Aβが血管周囲の perivascular space か
らのクリアランス経路で排出され難くなり、脳内 Aβの蓄積がさらに亢進し、AD の病理が加速
する可能性が考えられる。 
 
（２）最近、Langdon と Kocki らのグループは総頸動脈閉塞術による一過性全脳虚血を起誘導
したラットを用いた検討において、T-maze 試験による認知機能が低下し、海馬のβ-及びγ-セ
クレターゼと APP の発現が虚血後の時間とともに増加することを報告した (EJN 
28:2310-2318,2008)(J Alzheimers Dis 47:1047-1056,2015)。一方で、周術期の低酸素血症や
低炭酸血症、麻酔薬などが Aβの産生・蓄積を促進し、AD の病理に関わることが示唆されてい
る(J Alzheimers Dis 22:91-104,2010)。こうしたことから、周術期において一過性の脳虚血が
起きた場合、脳血管からの Aβのクリアランスに影響を与えることにより、脳内の Aβの蓄積の
増加に繋がり、将来のアルツハイマー病発症の危険に繋がるのではないかと作業仮説を立てた。
これまで、一過性の脳虚血が Aβの代謝に関連し、AD 発症に繋がる可能性について、動物実験
により検討した報告はほとんどないが、私たちはこれまでの先行実験から、脳室内 Aβ投与後
に一過性の全脳虚血を誘導するモデルマウスにおいて、Aβ投与のみ群や全脳虚血のみ群と比べ
て、脳室内 Aβ投与下全脳虚血群において、認知機能が明らかに低下するという結果を見出し
ており(図１)、Aβ存在下で虚血が起こることにより顕著な認知機能の低下が誘導されることが
示唆されている。故に、脳内の Aβが血管障害によるクリアランスの低下に伴いより蓄積した
り、Aβ産生に関するセクレターゼや APP などの発現が血管で増加したり、オートファジーに影
響を及ぼしたりすることによって、脳内 Aβの蓄積がさらに亢進するという Vicious Cycle が
存在する可能性が考えられる。 
 
（３）レニン・アンジオテンシン系（RAS）は血圧調節だけでなく生活習慣病に関与し、脳心血
管障害に密接に関連することが知られている。これまでに我々は、アンジオテンシン（Ang）II
が 1 型（AT1）受容体シグナルを介して血管平滑筋細胞老化に深く関与し、動脈硬化などの加齢
性血管障害を促進することを報告してきた(Ageing Res Rev 8:113-121,2009；Cardiovasc Res 
76:506-516,2007)。また、Ang II が AT1 受容体シグナルを介して認知機能を減弱することも
報告した（Hypertension 59:1079-1088,2012; Int J Hypertens 2012:169649,2012; Hypertension 
54:782-787,2009; Hypertension 50:1099-1105,2007）。一方、我々をはじめ昨今の多くの研究
成果により、Ang II AT2 受容体は AT1 受容体の作用に拮抗することだけでなく独自のユニーク
な 作 用 を 有 す る こ と が わ か っ て き た (Am J Hypertens 29:727-736,2016; PLoS One 
7:e48387,2012; Hypertension 51:1339-1344,2008; Hypertension 48:141-148,2006)。AT2 受
容体は胎児期に発現が増大することや、正常成体では発現が限られているものの、脳梗塞や心
筋梗塞などの虚血性臓器障害など、各種病的状態において発現が再び増加することが知られて
いることから、AT2 受容体による脳虚血後の脳血管保護作用が期待されている。最近、私たち
の研究結果より血管老化、認知機能においても AT2 受容体シグナルの活性化が有益な作用を持
つことが示唆された(J Am Soc Hypertens 9:250-256,2015; Am J Hypertens 27:1036-1044,2014; 
Eur J Pharmacol 724:9-15,2014; Geriatr Gerontol Int 13:13-18,2013; J Cereb Blood Flow 
Metab 32:248-255,2012; Int J Hypertens 2012:169649,2012;Hypertension 51:1339-1344,2008; 
Hypertension 48:141-148,2006)。 
 
２．研究の目的 
血管障害によって誘導される Aβの蓄積が、その後の AD や認知症の発症に繋がっているので

はと仮説を立て、一過性の全脳虚血モデルを用いて、血管老化の促進・Aβクリアランス機構の
破綻・Aβの脳内や血管への蓄積・神経細胞の破壊及びオートファジーの関与、さらに認知機能
の低下に着目して検討し、特に RAS の関与に注目し、予防・治療法について探索することを目
的とした。 



 
３． 研究の方法 
In vitro： 
（１） 10 週齢の雄性野生型 C57BL/6J(WT)マウスの脳より脳血管平滑筋細胞（BVSMC）の初代

培養。 
（２） βガラクトシダーゼ（SA-β-gal）染色：Aβ(Aβ1-40)の刺激で Ang II による BVSMC   

老化の変化を SA-β-gal 染色法により評価した。細胞は毎日刺激液を入れ替え、8 日 
間までの連続刺激を行った。 

（３） Dihydroethidium（DHE）染色：酸化ストレスの関与性は dihydroethidium によるスー
パーオキシドアニオンの産生により評価した。 

（４） ウエスタンブロット：細胞周期制御因子（p53、p21、p-Rb）、p-ERK、p-IB、p-IKK/
の発現はウエスタンブロット法にて測定した。 

（５） ルシフェラーゼ活性アッセイ：NF-B の活性はルシフェラーゼ活性アッセイにより評
価した。 

 
In vivo： 
（１） 動物：10～12 週齢の雄性野生型 C57BL/6J（WT）マウス及び血管平滑筋細胞特異的に AT2

受容体過剰発現マウス(SMAT2)を用いた。 
（２） Aβ投与合併一過性全脳虚血（Aβ-虚血）モデルマウスの作製：Aβ(Aβ1-40)の投与は

マイクロシリンジポンプで脳室内に注射した。一過性全脳虚血は両側総頸動脈閉塞術
（BCCAO）による誘導した。Aβ-虚血モデルマウスの作製はまず Aβ1-40 を脳室内に投
与し、1 日後 BCCAO を実施した。両側総頸動脈閉塞 15 分後両側の閉塞を解除し、脳虚
血を回復させた。 

（３） モリス水迷路試験：Aβ1-40 脳室内投与 3週間後にモリス水迷路試験にて空間認知機能
を評価した。 

（４） レーザードップラー法：脳血流量の変化を測定した。 
（５） Dihydroethidium（DHE）染色：海馬酸化ストレスの変化は DHE によるスーパーオキシ

ドアニオンの産生により評価した。 
（６） NADPH オキシダーゼ活性アッセイ：酸化ストレスについて、海馬 NADPH オキシダーゼの

活性はルミネッセンスアッセイにより評価した。 
（７） Real-time RT-PCR：炎症因子、NADPH オキシダーゼサブユニット、アポトーシス因子、

Aβトランスポーターの発現は Real-time RT-PCR にて調べた。 
（８） ウエスタンブロット：脳内 Aβ1-40 のレベルはウエスタンブロット法にて調べた。 
（９） Hematoxylin-eosin (HE)染色：海馬神経細胞の障害は HE 染色法により評価した。 
 
４． 研究成果 
結果： 
In vitro： 
脳血管平滑筋細胞を用いて

低濃度の Aβ1-40 と Ang II が
相乗的に脳血管平滑筋細胞の
老化を促進したことが認めら
れた。そのメカニズムについて
は p-ERK-p16-pRb シグナル活
性と酸化ストレスの増大、
NF-B/IB 活性の増強が関与
していることが示唆された
（Figure 1）。 
 

In vivo： 
（１） WT マウスにおいて、Aβの投

与では認知機能の低下が認め
られた。虚血マウスでは顕著
な認知機能の低下は認めなっ
たが、興味深いことに、Aβ-
虚血マウスでは対照マウスと
比べて、認知機能が明らかに
低下した。このことより、虚
血と Aβ投与が少なくとも相
加的な増大効果を有すること
が示唆された。一方、SMAT2
マウスでは、各群において認



知機能の低下が認められなかった。脳血流の変化は 2 種類のマウスの各群において差
は認められなかった(Figure 2)。 

（２） WT マウスにおいて、虚血群や Aβ投与群では、海馬の NADPH オキシダーゼ活性、NAD(P)H
オキシダーゼサブユニットとスーパーオキシドジスムターゼ発現の顕著な変化が認め
られなかったが、Aβ-虚血群では NADPH オキシダーゼ活性と p22phox、p40phox 発現の
有意な増加、SOD3 発現の有意な減少が認められた。この変化は SMAT2 マウスでは認め
られなかった（Figure 3）。 

（３） WT マウスにおいて、虚血群や
Aβ投与群では、海馬の炎症因
子発現の顕著な変化が認めら
れなかったが、Aβ-虚血群で
は MCP-1、IL1-β発現の有意
な増加が認められた。この変
化は SMAT2 マウスでは認めら
れなかった（Figure 4）。 

（４） WT マウスにおいて、虚血およ
びAβ-虚血マウスの海馬にお
いて Aβトランスポーター、
RAGEの発現が対照マウスに比
べて、有意な増加が認められ
た。一方、LRP1 の発現では 2
種類マウスの各群の間に有意な差がな
かった（Figure 5）。 

（５） HE 染色で海馬の変性ニューロンを示す
とされるpyknosis現象とアポトーシス
因子の発現を検討したところ、WT マウ
スにおいて、Aβ-虚血マウスでの海馬
神経細胞の障害は虚血群や Aβ投与群
より増強したことが認められた。一方、
SMAT2 マウスでは、各群において有意な
神経細胞の障害が認められなかった
（Figure 6）。 

（６） WT マウスにおいて、Aβ-虚血マウスで
の海馬のAβタンパク発現は虚血群やA
β投与群より増加したことが認められ
たが、SMAT2 マウスでは、この現象が認められなかった（Figure 7）。 



サマリー： 
WT マウスにおいては、Aβの存在下で、脳虚血により炎症や酸化ストレスが増強した。また

脳血管老化により発現が増加した RAGE を介した Aβクリアランス機能が低下することで、海馬
の神経細胞障害が増大し、認知機能がさらに悪化した。一方、血管平滑筋細胞特異的に AT2 受
容体過剰発現マウス(SMAT2)を用いて、AT2 受容体の活性化は脳虚血と Aβの相加的な認知機能
の増悪化を抑制する可能性が示唆された。 
 
結論： 
 認知機能における、虚血性脳障害と Aβが相加的な悪化効果を有する可能性が示唆された。
また、AT2 受容体の活性化はこの認知機能の増悪化を抑制する可能性が示唆された。 
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