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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病におけるDNA傷害の蓄積は、アミロイドβによって誘導されてい
る。病初期においてはBRCA1がその修復をになっているが、進行期にはリン酸化タウの蓄積にとなってこのよう
な修復機構が破綻している。このような現象をより詳細に解析し、治療法開発へと結び付けていくにはモデル化
することが必要であり、本研究ではヒト由来の神経前駆細胞を用いて、細胞モデルの構築を行った。また、DNA
傷害はゲノム上に均一におきるものではないと考えられ、そのゲノム上での分布についての解析、およびBRCA1
の結合領域に関する解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In the early stage of Alzheimer's disease, amyloid beta induced DNA damages 
in neuronal cells, which are repaired by BRCA1. However, these mechanism was deteriorated by BRCA1 
co-aggregation with phosphorylated tau in the advanced stage of Alzheimer's disease. We developed a 
novel model for DNA damage accumulation in neuronal cells. We also developed a method for 
quantification of DNA damage accumulation using FACS, and analyzed genome-wide distribution of DNA 
damages and BRCA1 binding regions.

研究分野：神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病の病態はいまだ明らかでなくが、今回の研究では神経細胞におけるDNA傷害の蓄積が神経細胞
の機能低下の一因となっている可能性を示し、細胞モデルの構築を行った。さらにはゲノム上のDNA傷害領域、
修復タンパクの結合領域を解析した。DNA傷害・修復は神経細胞における普遍的な問題であると考えられ、本研
究はアルツハイマー病の病態とともに、加齢における神経細胞の変化についても明らかにしてければと考えてい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(AD)は最大の認知症疾患であり，病態解明には様々なアプローチが試みら
れてきた。しかし、アミロイドβ(Aβ)、リン酸化タウといった病理所見は確立しているが、こ
れらの分子がどのような分子メカニズムを経て神経変性につながるのかは未解明であった。申
請者はこれまで、ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC3の解析を通してエピゲノムの神経変性過
程における重要性に着目するに至り(Mano T et al. PLoS One 2014)、ADにおける神経細胞特
異的 DNAメチル化解析を行った。これまで行った研究から、ADにおいては、 

(1) Aβによって生じた DNA傷害を DNA修復タンパク質である BRCA1が修復 
(2) 凝集タウタンパク質によって BRCA1が不溶化し機能を喪失、DNA修復機構が破綻 
(3) DNA傷害が蓄積し、神経細胞の可塑性喪失の原因となっている 
ということを示した．この研究は、ヒト死後脳のエピゲノム解析から新たな生物学的意義を見
出すことのできたという点でこれまでにない画期的なものである。この新規病態基盤を分子生
物学的に深め、そして創薬へとつなげるためには、凝集タウタンパク質による BRCA1の不溶
化、およびそれによる DNA 障害の修復機構破綻という現象を適切にモデル化して解析する必
要がある。 
 これまでにも様々な AD細胞モデルが作られてきているが，そのなかでも細胞レベルでの A
βによる凝集タウタンパク質蓄積モデルとして、レンチウィルスを用いて変異 APP および変
異 PSEN1 遺伝子をトランスジーンとして導入したヒト神経前駆細胞を細胞外基質マトリゲル
に埋め込んで長期培養したモデルが報告されている(Choi SH et al, Nature, 2014)。細胞外基
質中に Aβが濃縮されることによってタウ凝集過程が促進されているものと考えられ、本研究
でも以下の述べるように、この方法を発展させた手法を行うこととする。 
 
２．研究の目的 
これまで行ってきたメチル化解析から，AD における DNA 傷害の蓄積が示唆されており，
その結果をより正確にするため，まずは細胞・動物モデルの作成を行い，さらにはヒト剖検脳
を用いて，モデルによって得られた結果を解析する．具体的には，Aβによる DNA 傷害，お
よびそれに対して BRCA1 がどのように関与しているのかを明らかにする．さらに DNA傷害
が蓄積した際に，神経細胞にとってどのような影響があるのかを，初代神経細胞モデルおよび
マウスモデルを使って，より生理的な神経細胞を用いて検討する．進行期 AD では脳内の
BRCA1 総量は増加しているものの不溶化しており，活性を有する BRCA1 は実質的に減少し
ている．この現象をモデル化するために，初代培養系および ADマウスモデルに対して，レン
チウィルスによる BRCA1のノックダウンを行うことする． 
新規 AD細胞モデルの作成に当たっては，変異型 APP遺伝子および変異型 PSEN遺伝子を
発現した神経前駆細胞を作成し，分化させる実験系を確立する．さらには細胞外基質マトリゲ
ル中で３次元培養を長期間(2-3 ヶ月)にわたって行う，三次元培養系の確立を行うこととする．
この方法によって、実際の ADと同様の Aβ産生を得られることが期待できるとともに，また，
ヒト由来の細胞を用いることで，ヒト脳組織におけるタウアイソフォームパターンを得ること
ができることが期待される．AD では，３リピートおよび４リピート両者のタウが混合して凝
集しており，本モデル系によって，AD における Aβおよび凝集タウタンパク質の蓄積を正確
に再現するできることが期待される． 
 ADにおける BRCA1の DNA修復機構について，BRCA1は本来は細胞分裂時の組換え依
存的な DNA 修復酵素として知られており、神経細胞のような分裂のない細胞における役割に
ついてこれまで知られていない。本研究では，ヒト由来の神経前駆細胞を分化誘導し，DNA
傷害モデルを確立することで，BRCA1 のゲノム DNA 結合様式を明らかにすることを目的と
する．具体的には，BRCA1 およびγ-H2ax に対するクロマチン免疫沈降法を行って，ゲノム
DNAに対する結合領域を解析することとしている． 
  
３．研究の方法 
上記目的のため，以下の研究計画を実施する． 
3-1. AD 神経細胞における DNA 傷害蓄積と BRCA1 の関係性 
(1) 実際のヒト剖検脳において DNA 傷害が蓄積しているか，Comet assay およびγ-H2ax 免疫染
色を行って確認を行う 
(2) BRCA1 shRNA 配列を発現するレンチウィルスの作成・濃縮を行う 
(3) (2)で確立したレンチウィルスをマウス由来初代神経培養細胞に導入，さらに AD モデルマ
ウスに対して注入し，これらの実験系において BRCA1 のノックダウンが神経細胞に与える
影響を解析する． 
3-2. ３次元培養による AD神経細胞モデル 
(1) ヒト由来神経前駆細胞に対して，レンチウィルスを用いて，変異型 APP 遺伝子および変異
型 PSEN１遺伝子を導入し，安定発現細胞株を樹立する． 
(2) (1)で得られた細胞について，神経細胞への分化誘導法を確立する 
(3) (2)で得られた細胞をマトリゲルに包埋して培養，分化誘導を行う 
3-3. BRCA1 の DNA 修復過程における役割 
(1) BRCA1 のゲノム DNA に対する結合領域を同定するため，BRCA1 によるクロマチン免疫沈降法



を実施する 
(2) (1)でえられた領域と，DNA 傷害領域との関係を同定するため，γ-H2ax によるクロマチン
免疫沈降法を行い，(1)との比較を行う 
(3) 上記クロマチン免疫沈降法を，ヒト由来神経細胞に対して行い，さらに AD 神経細胞に対
して応用する 
 
４．研究成果 
AD神経細胞におけるDNA傷害蓄積とBRCA1の関係性については，下図に示すような結果を得た．
AD においては，γ-H2ax の染色性が亢進しており，ADにおいて DNA 傷害が蓄積していることが
確認された．また，Comet assay についても，AD 群において有意に DNA 断片化がみられており，
γ-H2ax 染色の結果に一致して，DNA 傷害が蓄積していると考えられた．以上より，AD 剖検脳
において DNA 傷害の有意な蓄積があると考えられた． 
また，AD マウスモデルに対する in vivo BRCA1 ノックダウンにおいては，ノックダウンした神
経細胞においてγ-H2ax の染色が確認された．また，spine 形成が抑制されており，神経細胞の
可塑性が障害されていると考えられた．このような結果は，初代神経細胞においても確認され
た． 

 
上記の結果は，本研究課題の背景となった AD 神経細胞 DNA メチル化解析のデータとともに報告
した．これらのデータをまとめると，初期 AD においては Aβによる DNA 傷害に対して BRCA1 が
防御的に反応しているものと考えられた．一方で，進行期ADにおいては凝集タウとともにBRCA1
の機能が喪失するため DNA 傷害が蓄積し，神経細胞の可塑性を低下させているものと考えられ
た(Mano T, PNAS, 2017)． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３次元培養系については，変異型 AD関連遺伝子を導入した神経前駆細胞を確立し，神経分化お
よび３次元培養を行った．現在は，Aβ蓄積およびそれによる神経細胞機能に対する影響につい
て解析を行っている．通常の２次元培養系と比較して，長期間（３か月以上）の培養が可能で
あり，緩徐進行性である実際の病態に近いモデルとして解析ができることを期待している．
BRCA1 およびγ-H2ax の ChIP-seq についても，実験系の確立を行った． 
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