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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病は記憶障害に端を発しその後様々な認知機能障害が進行するが、そ
の認知機能障害の程度とシナプス機能不全がよく相関することが報告されている。従って興奮性シナプスを構成
する樹状突起スパインに着目したアルツハイマー病におけるシナプス機能不全の実態解明が重要である。本研究
ではアルツハイマー病のスパインレベルでの詳細な解析を行うために新規モデルマウスを作成し、in vitroでの
解析系を開発した。スパインに局在するタンパク質であるドレブリンに着目した解析を行い、スパインからドレ
ブリンが消失することがシナプス機能不全につながる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease causes cognitive dysfunction such as dementia, and it 
is reported that the degree of cognitive dysfunction correlates with synaptic dysfunction. It is 
important to reveal the synaptic dysfunction in Alzheimer’s disease focusing on dendritic spines, 
because they are the main structures of excitatory synapses. To study Alzheimer’s disease focusing 
on dendritic spines, a new animal model of Alzheimer’s disease was made in this study. In addition,
 as an in vitro analysis system is necessary to study the dendritic spine level of the disease, in 
vitro high-content imaging analysis system was established. Drebrin, an actin-binding protein that 
accumulates at dendritic spines, is a good marker for synaptic states. The dendritic spines of 
cultured neurons from a new animal model of Alzheimer’s disease were analyzed focusing on drebrin. 
It is suggested that the exodus of drebrin from dendritic spines causes synaptic dysfunction.

研究分野：神経科学

キーワード： 樹状突起スパイン　ドレブリン　ハイスループット解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病脳のシナプス機能不全の実態はその検証があまり進んでいない。本研究ではモデル神経細胞を
用いてin vitro解析系を開発し、スパインレベルでの解析を可能とした。今後、さらに検証を進めることでアル
ツハイマー病におけるシナプス機能不全の実態を明らかにすることができると期待される。さらに本研究では、
ドレブリンをシナプス機能マーカーとし、医薬品のシナプス機能安全性評価などへ応用可能なシナプス機能評価
のハイスループット化を実現させた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病は記憶障害に端を発し、その後様々な認知機能障害が進行する。病理変化はア
ミロイドβ（Aβ）の蓄積（老人斑）、タウタンパク質の異常リン酸化による神経原線維変化、そ
して細胞死が主に挙げられる。しかしながら死後脳解析によると、Aβ 量や老人斑の増加、細胞
死よりもシナプス機能不全の方が認知機能障害の程度と相関することが報告されている（Terru 
et al., 1991）。このシナプス機能不全は細胞死よりも早い段階で起きていると考えられるがその
実態は不明な点が多い。従って、興奮性シナプスを構成する微小構造物である樹状突起スパイン
に着目したシナプス機能不全の実態解明が重要である。 
樹状突起スパインの形態変化は認知機能に大きな影響を及ぼすが、その形態変化を担ってい

るのがアクチン線維であり、アクチン重合が阻害されるとその形態変化は阻害される（Fischer 
et al., 1998）。アクチン線維はアクチン結合タンパク質の一種であるドレブリン（Shirao and 
Obata, 1985）と結合することで安定化し、スパインはその形態を長期間維持することができる
ようになる（Koganezawa et al., 2017）。一方ドレブリンが少なくなるとアクチン線維の重合・
脱重合が促進し、形態が変化しやすいスパインとなり記憶形成・保持に障害を来すと考えられる。
ドレブリンは加齢とともにゆるやかにその発現量が減少するが（Hatanapää et al., 1999）、アル
ツハイマー病患者の死後脳解析では海馬や大脳皮質を中心に著しい発現低下が認められている
（Harigaya et al., 1996）。加えて軽度認知機能障害の患者においても、ドレブリン発現量の低
下が認められている（Counts et al., 2006）。つまり、ヒト脳においてドレブリンの発現量減少
の異常亢進は認知機能障害と関係することが示唆されている。アルツハイマー病脳においては
ドレブリン異常減少により安定なアクチン線維が減り、安定なスパインと不安定なスパインの
バランスが崩れシナプス機能不全を引き起こし、すなわちアルツハイマー病の初期症状である
記憶障害の発症につながるのではないかと考えられる。 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー病早期におけるドレブリンの異常減少が安定なスパイン数を減らし、認知機能
障害を引き起こすと考えられることから、本研究では安定なスパインを構成するドレブリンに
着目し、アルツハイマー病のスパインレベルでの病態を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
スパインレベルでの詳細な解析を行うためには in vitro での解析系を開発することが必至であ
る。アルツハイマー病の病態解明のため、これまでに多くのモデル動物が作成されており
（Sasaguri et al., 2017）、こうした動物の脳でもヒトアルツハイマー病脳と同様にドレブリン
発現量の減少は報告されている（Calon et al., 2004）。しかしながら、モデル動物でのドレブリ
ン発現量減少はヒトにおけるそれに比べて弱く、ヒトで見られるドレブリン減少の異常亢進と
までは言えないのが実情である。そこで本研究では、従来開発されてきたモデルマウスとドレブ
リンノックアウトマウスを掛け合わせ脳内のドレブリン発現を消失させ、ヒトにおける病態に
近づけた。既存のアルツハイマー病モデルマウスとドレブリンノックアウトマウスを掛け合わ
せた新規モデルマウスから培養神経細胞を作成し、アルツハイマー病態モデル神経細胞とした。
これまでのモデル動物では Aβの蓄積などに時間がかかり in vitro 系への応用が難しかった。し
かし、ドレブリン発現を消失させることで少なくともドレブリン発現量の減少という点におい
ては時間をかけずに in vitro 系での再現ができるようになった。この新規アルツハイマー病モデ
ル神経細胞を用いて、シナプス機能不全に着目してスパイン内に局在するドレブリンの解析を
進めた。また、アルツハイマー病では Aβ の凝集が病理的知見であることから、Aβ オリゴマー
を投与することで病態モデル神経細胞を作成できる可能性が示唆されている（Ishizuka et al., 
2014）。そこで本研究においてもアルツハイマー病態モデル神経細胞の 2つ目の作成法として薬
理学的な手法による作成法を試みた。具体的には、げっ歯類胎仔海馬由来培養神経細胞に Aβオ
リゴマーを投与することで病態モデル神経細胞とし、ドレブリン局在等の解析を行った。 
 
４．研究成果 
本研究ではまず、既存のアルツハイマー病モデルマウスとドレブリンノックアウトマウスを掛
け合わせた新規モデルマウスを作成した。この新規モデルマウスから培養神経細胞を作成し、そ
の機能解析を行った。培養 21 日目で培養神経細胞を固定し、免疫細胞染色法によりドレブリン
クラスター密度の比較を行った。その結果、新規モデルマウス由来培養神経細胞（以下、モデル
培養細胞）はドレブリンクラスター密度がコントロールマウス由来培養神経細胞（以下、コント
ロール培養細胞）のほぼ半分であった（図１）。ドレブリンは NMDA 型グルタミン酸受容体
（NMDAR）の活性によりその局在を変化させることが知られている（Sekino et al., 2006）。こ
れは、シナプスが正常に機能しているかどうかの判断基準となる。培養神経細胞を短時間グルタ
ミン酸で処理してから免疫細胞染色法でドレブリンの局在を解析すると、クラスター状の局在
が見られなくなり、その結果、ドレブリンクラスター密度が低下する。この反応性を検証するた
め、コントロール培養細胞とモデル培養細胞を 100 µM のグルタミン酸で処理した時のドレブ



リンクラスター密度を比較
した。その結果、モデル培
養細胞でも有意にドレブリ
ンクラスター密度が低下し
たことから、シナプス機能
は正常であることが示唆さ
れた。しかし、コントロー
ル培養細胞ではドレブリン
クラスター密度が 32％低
下したのに対し、モデル培
養細胞では 20％程度の低
下となった（図１）。 

次に、薬理学的に作成し
たアルツハイマー病態モデ
ル神経細胞の解析を試み
た。コントロール神経細胞
に Aβ オリゴマーを投与す
ることでモデル神経細胞と
した。モデル培養細胞の実験と同様に、ドレブリンクラスター密
度を定量したところ、コントロール細胞に比べて有意にドレブリ
ンクラスター密度が低下していることが明らかになった（図２）。 

以上のことから、アルツハイマー病の記憶障害の背景には、シ
ナプスにおけるドレブリンの集積低下が起きていることが明ら
かになった。また、ドレブリンのクラスター密度を計測すること
で正常時のシナプス密度が予測でき、グルタミン酸への反応性を
検証することでシナプス機能を予測できることが示唆された。そ
こで本研究の成果を発展させ、ドレブリンクラスター密度を指標
としてシナプス機能を評価する方法を確立させた（Hanamura 
and Koganezawa et al., 2019）。この方法では医薬品のシナプス
機能安全性評価などへの応用を目指すためにハイスループット
化を実現させた。 
アルツハイマー病などによくみられる認知機能障害の改善を

目指した創薬は盛んにおこなわれているが、近年、生薬やその有
効成分にも注目が集まっている。本研究で
開発したドレブリンをシナプス機能マーカ
ーとして用いた in vitro ハイコンテントイ
メージング解析法を用いることで認知機能
を in vitro で検討することが可能となった。
そこでこれまでにヒトの認知機能への効果
が知られている生薬を中心にシナプス機能
への影響をこの手法を用いて検証した
（Koganezawa et al., 2021）。げっ歯類海馬
由来神経細胞を培養し、培養 21 日目に 3つ
の有効成分（ノビレチン、ジオスゲニン、テ
ヌイフォリン）と５つの生薬（チョウトウ
コウ、ゴオウ、オウレン、オウバク、オンジ）
を投与した。その後、免疫細胞染色法によ
る in vitro ハイコンテントイメージング解
析を行った。細胞数、樹状突起長、ドレブリ
ンクラスター密度を自動解析した。投与し
た有効成分や生薬のうち、オウバク（PB）
とオンジ（PR）はドレブリンクラスター密
度の低下を引き起こすことが明らかになっ
た（図３）。また、このドレブリンクラスタ
ー密度の低下は NMDAR 阻害剤（APV）に
よりブロックされたことから、NMDAR 依
存的であることが示された。つまり、これ
らの生薬はシナプス可塑性への影響がある
ことが示唆された。さらに本研究ではこの
in vitro ハイコンテントイメージング解析
法を凍結神経細胞を用いた方法に応用さ
せ、その成果も発表した（Koganezawa et 
al., 2023）。 
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