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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病脳内ではアミロイド斑が観察される。脳アミロイド斑は通常脳内免
疫細胞であるミクログリアにより貪食除去され、脳神経機能維持が図られる。本研究は、脳アミロイド斑局在ヘ
パラン硫酸糖鎖の分解酵素を脳内で発現させ、脳アミロイド斑除去作用への効果を検証することを目的とし実施
された。本研究の結果、血管内皮由来のヘパラン硫酸糖鎖が脳アミロイドの形成に深く関わることが強く示唆さ
れた。本研究は一部予想外の結果に対処する必要があったが、順調に進展し予定通り遂行された。

研究成果の概要（英文）：Extracellular accumulation of amyloid beta peptides is a character of 
cerebral amyloid plaques in Alzheimer's disease. Heparan sulfate is an extracellular carbohydrate 
chain found in amyloid plaques in the brain of transgenic Alzheimer's model mice and patients with 
Alzheimer's disease. Highly sulfated subdomains within heparan sulfate chains are abundant in 
amyloid plaques of Alzheimer's mouse brains. Degradation of these subdomains may be a potential 
approach to activate microglial clearance of the plaques in Alzheimer's brain. We tested if the 
transgenic expression of an extracellular sulfatase in Alzheimer's model mice could facilitate 
removal of the subdomains and attenuate cerebral amyloid plaque formation. We have shown that a cell
 type-specific expression of an extracellular sulfatase resulted in negative regulation of amyloid 
plaque formation. An enzymatic remodeling of extracellular heparan sulfates in the brain can perhaps
 control Alzheimer’s pathogenesis.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病は神経変性を伴う認知
症の一つであり、世界で最も多い神経変性疾
患である。AD発症における主な原因は脳内に
おけるアミロイドβ蛋白 (Aβ) の重合によ
るオリゴマー形成、および Aβがさらに重合
し形成される線維化 Aβの細胞外沈着増加
（アミロイド斑形成）である。これら重合沈
着した Aβは神経毒性作用を示す。これまで
にアルツハイマー病脳において細胞外マト
リックス成分プロテオグリカンの糖側鎖で
あるヘパラン硫酸 (HS) と Aβの結合が報告
されている。HS が Aβの重合を促進している
こと、HS が脳内免疫細胞ミクログリアの細胞
性貪食による沈着 Aβの除去に対して負に作
用していることが国内外で提唱されている。
しかし、分子構造レベルでの HS の作用機序
は不明な点が多かった。HSはグルクロン酸と
N-アセチルグルコサミンの二糖が200個ほど
連なった分岐のない糖鎖で内部は硫酸基修
飾が多く見られるドメイン“多硫酸化ドメイ
ン”や硫酸基修飾が少ないドメインが存在す
る。ヘパリンは多硫酸化ドメインが約８０%
を占める HS である。私たちはヘパリンが A
βの重合をある濃度で促進する現象を観察
していた。当該ドメインがアルツハイマー病
態に関わることが示唆されていた。 
 私たちは HS 多硫酸化ドメインを特異的に
認識するファージディスプレイ抗体 RB4CD12
を開発した（Glycobiology 2010）。本抗体で
認識される HS 多硫酸化ドメインが生理条件
下の脳では血管基底膜に存在することを研
究代表者は報告し（J Neurosci Res 2011）、
さらにアルツハイマー病のモデルマウスお
よび患者剖検脳では Aβ沈着アミロイド斑に
蓄積することを明らかにした（Am J Pathol 
2012)。一方、以前単離同定した細胞外スル
ファターゼ Sulf2（J Biol Chem 2002）が当
該多硫酸化ドメインを in vitro で分解し得
ることを研究代表者は明らかにした（BMC 
Biochem 2006）。また、ヒト Sulf2 による特
異的分解が培養細胞レベルおよび ex vivo 脳
凍結切片システムでも観察されることを報
告した（Am J Pathol 2012)。大変興味深い
ことに、ヒト Sulf2 をマウスミクログリア細
胞株BV2にレンチウィルスを使用して発現さ
せると、Aβ沈着アミロイド斑の貪食除去が
促進されることを ex vivo 解析により明らか
にした。Sulf2 は分子量約 130kDa の分泌型酵
素で中性 pH を至適とする。Sulf2 およびその
ファミリー酵素Sulf1は主に発生期に発現が
観られるが成獣ではほとんど観察されない。

細胞外に分泌されて活性を示す Sulf2 を
Cre/loxP コンディショナルシステムを利用
して脳内で細胞特異的に過剰発現させるこ
とにより、アルツハイマー病モデルマウス脳
で観察されるアミロイド斑蓄積 HS 多硫酸化
ドメインを in vivo で分解することが可能と
思われ本研究の着想に至った(図１)。 

 
２．研究の目的 
 従来、HS 内部のドメイン構造や局在につい
て詳細に調べることは困難であった。さらに
は、それらの生物機能を解明するアプローチ
が確立していないことは当該分野の進展に
大きな壁として立ちはだかった。研究代表者
は多硫酸化ドメインの局在を明らかにでき
る特異抗体を保持していること、酵素的分解
によりそのドメインを構造改変できる方法
を確立した点で本研究の遂行に対し高いア
ドバンテージがあった。HSの内部構造を細胞
外酵素Sulf2で効率的にリモデリングするこ
とにより、アルツハイマー病脳における HS
多硫酸化ドメインの蓄積機序を解析する点、
活性化ミクログリアによる Aβ貪食の抵抗性
を解除しようと試みる点は本研究の特色で
あった。本研究は、HS 多硫酸化ドメイン分解
酵素、細胞外スルファターゼ Sulf2 を血管内
皮細胞もしくはミクログリアで発現する遺
伝子導入マウスを用いることにより、アミロ
イド斑に共局在する HS 多硫酸化ドメインの
蓄積機序を解明し、ミクログリアによる沈着
Aβ貪食能を正に制御する機構を明らかにす

 

 
図１本研究で明らかにする内容 



ることを目的とし遂行された。 
 
３．研究の方法 
 研 究 代 表 者 は 既 に CAG-flox-STOP 
-flox-Sulf2（以下 flox-STOP-Sulf2）マウス
の作製に成功していた。全組織で Cre を発現
する CMV-Cre マウスとの交配で全身性に
Sulf2 を 過 剰 発 現 す る CMV-Cre/ 
flox-STOP-Sulf2 マウスを作製し、Sulf2 の
全身性発現が致死に至らないことを確認し
ていた。血管内皮細胞で Cre リコンビナーゼ
を 発 現 す る Tie2-Cre マ ウ ス と
flox-STOP-Sulf2 マウスを交配し Tie2-Cre/ 
flox-STOP-Sulf2 マウスを作製した。HS 多硫
酸化ドメインのアミロイド斑における蓄積
を呈するアルツハイマー病モデルマウス J20 
(Am J Pathol 2012)と交配し、トリプルトラ
ンスジェニックマウスを作製した（図２）。
6-8 ヶ月齢の当該マウスの解析を行った。 
血管基底膜およびアミロイド斑における HS
多硫酸化ドメインの局在はファージディス
プレイ抗体RB4CD12を用いた免疫組織化学染
色により解析した。 
 生理条件下のミクログリアではその発現
がごく微量だが神経変性における活性化ミ
クログリアではその発現が亢進される遺伝

子 Xが存在する。当該遺伝子の遺伝子座 Xに
Cre リコンビナーゼ遺伝子が導入された
X-Cre マウスと、flox-STOP-Sulf2 マウスを
交配し X-Cre/ flox-STOP-Sulf2 マウスを作
製した。アルツハイマー病モデルマウス J20
と交配し、トリプルトランスジェニックマウ
スを作製した（図３）。上述と同様、6-8 ヶ月
齢の当該マウスを解析した。マウス脳におけ
るアミロイド斑の蓄積は 82E1 抗体を用いた
蛍光免疫染色法で解析した。研究の実施に先
立ち、本学における生命倫理審査委員会によ
る厳正中立な審査を受け、研究実施計画の承
認を得た。本研究課題は本学設置の組換え

DNA 実験安全委員会、および動物実験委員会
の審査を受け承認を得た。本研究課題に参画
した者は「遺伝子組換え生物等の使用等の規
制による生物の多様性の確保に関する法律

（カルタヘナ法）」、「動物の愛護及び管理に
関する法律」および「動物を用いる生物医学
研究のための国際指導原則」の更なる理解を
確認し遵守した。 
 
４．研究成果 
 活性化ミクログリア特異的にヒトSulf2を
発現するアルツハイマー病モデルマウスを
作製し解析した結果、コントロールマウスと
比べて脳アミロイド斑の沈着に変化は見ら
れなかった。ミクログリア細胞株におけるレ
ンチウィルスを使用した Sulf2 発現が、Aβ
沈着アミロイド斑の貪食除去を促進すると
いう以前の我々の ex vivo の結果とは一部異
なる結果となった。このことから、ミクログ
リアでSulf2を発現させて脳アミロイド斑に
蓄積する HS 多硫酸化ドメインを分解するア
プローチは in vivo では困難であることが示
唆された。活性化ミクログリアにおける時空
間的発現をさらに厳密に制御するシステム
を用いれば本 in vivo のアプローチが改善さ
れると期待された。一方、血管内皮細胞で特
異的にヒトSulf2を発現するアルツハイマー
病モデルマウスでは、脳アミロイド沈着量が
コントロールマウスに比べて減弱している
傾向があること示すことができた。血管内皮
由来の HS 多硫酸化ドメインが脳アミロイド
の形成に深く関わることが強く示唆された。
本研究で作製されたモデルマウスは交配を
継続し加齢育成を行っている。アルツハイマ
ー病脳病変の解析は現在も継続されている。
本研究は一部予想外の結果に対処する必要
があったが、順調に進展し予定通り遂行され
た。本研究の成果は将来アルツハイマー病の
治療戦略に応用できる可能性がある。他のタ

 
 
 
図３活性化ミクログリア Sulf2 発現アル
ツハイマーモデルマウスの作製 

 
 
 
図２血管内皮 Sulf2 発現アルツハイマー
モデルマウスの作製 



ンパク異常蓄積を伴う神経変性疾患の研究
発展にも貢献が期待された。 
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