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研究成果の概要（和文）：老年性認知症の最大の原因であるアルツハイマー病は、脳内でのアミロイドβの蓄積
が、数十年に渡り脳にストレスを与え続け、ついには神経細胞が失われて発症に至ると考えられている。この過
程に、神経炎症と呼ばれるグリア細胞の活性化や脳血管の破綻が関与すると考えられている。本研究では、アル
ツハイマー病患者の脳でみられる病変を遺伝子ネットワークの変化として読み取り、モデル動物を用いて検証す
ることで、アミロイドβがグリア細胞の一つであるアストロサイトを慢性的に活性化した結果、神経血管ユニッ
トと呼ばれる脳血管の構成を破綻させるメカニズムを明らかにした。本研究の成果は、新たな治療薬の開発につ
ながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of senile dementia. 
Accumulation of amyloid-β in brains is thought to cause decades-long chronic stress and induce 
neuronal loss, which leads to onset of AD. Reactive gliosis and disruption of neurovascular system 
are likely to be involved in this neurodegenerative process, however, underlying mechanisms remain 
elusive. In this study, we integrated weighted gene co-expression network analysis of transcriptome 
data from AD patient brains and experimental validation using animal models of AD, and unraveled 
molecular mechanism how accumulation of amyloid-β pathology induces reactive astrogliosis and 
disrupts neurovascular units in brains. These results will contribute to identification of novel 
therapeutic targets for AD.

研究分野：病態神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病は老年性認知症の最大の原因であるが、発症にいたるメカニズムは明らかではなく、有効な予
防、治療法も確立されていない。一方で、最近の技術革新により、アルツハイマー病を発症する前に罹病のリス
クを診断できる可能性が高まっている。このような状況の下、アルツハイマー病に対する先制治療法の開発は社
会的要請の極めて高い課題になっている。本研究では、アルツハイマー病の発症に深く関わると考えられている
アミロイドβが、脳の中で神経炎症や脳血管系の破綻を引き起こすメカニズムの一端を初めて明らかにした。本
研究の成果は、アルツハイマー病の発症を遅延させるための、新たな治療薬の開発につながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病の患者数は増加の一途を辿っており，予防・治療法の確立は急務の課題であ
る。脳内でのアミロイド β （Aβ）の蓄積が，数十年をかけて神経炎症，シナプス変性，タウ病
理の拡大，神経細胞脱落を引き起こす過程で，反応性グリア細胞が重要な役割を果たしていると
考えられる。アストロサイトは神経炎症や脳内の自浄システムに関わることが知られているが，
アストロサイトがアルツハイマー病患者の脳内でどのような活性制御を受けているのか，また
病態進行にどのように寄与するのかについては不明な点が多い。 
申請者は，臨床症状，脳病理，ゲノム情報と統合したアルツハイマー病患者脳由来の遺伝子共
発現ネットワークと，Aβ 病理モデルマウス脳における遺伝子発現変化を調べ，Aβ 病理の増悪化
に伴い変化する遺伝子ネットワークを網羅的に同定した。これらの多くは，各種グリア細胞での
機能が予測され，アルツハイマー病の発症機序を理解するための強力な手がかりになると考え
られる。中でもアストロサイトは，神経炎症や脳の自浄システム，シナプス機能や神経血管ユニ
ットの構成など，その破綻はアルツハイマー病の脳病態の形成に深く関わっていると考えられ
る。従って，同定したアストロサイト遺伝子ネットワークの機能を解析することで，アルツハイ
マー病の発症機序の一端を解明し，治療薬標的となる遺伝子・経路を同定できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では，Aβ 病理の増悪化により活性化されるアストロサイト関連遺伝子ネットワークに
着目し，Aβ 病理モデル動物を用いた検証実験を通して，病態関連アストロサイトの脳内分布，
活性制御機構，さらにその制御不全が脳病理の形成に及ぼす影響を調べ，反応性アストロサイト
がアルツハイマー病の発症機序において果たす役割を明らかにする。またアストロサイト遺伝
子ネットワークを構成する遺伝子の中から，アストロサイトの貪食能や神経保護作用に関わる
新規遺伝子の同定を試みる。本研究の結果，Aβ 病理の増悪化からアルツハイマー病発症を惹起
する機序の一端が明らかとなり，アストロサイトを標的とした新規治療薬や病態バイオマーカ
ー開発への展開が期待できる。 
目的１では，ネットワーク構成遺伝子のうち，アストロサイトや神経血管ユニットの機能制御
に関わる候補遺伝子として ABCC9 遺伝子を選定した。ABCC9 がコードするスルフォニル尿素
受容体 2 は，ATP感受性 K＋チャネルの活性調節サブユニットであり，細胞内エネルギー状態の
変化を感知して細胞の活性状態を制御することで，虚血や低酸素状態等のストレスから細胞を
保護する作用を持つ。脳中枢神経系においてはアストロサイトと血管内皮細胞，周皮細胞での発
現が高いことが知られ，近年，加齢性海馬硬化症への関与も示唆されている。そこで ABCC9欠
損マウスを用い，ABCC9 の機能低下がアストロサイトの活性化，神経血管ユニット構成やその
他の脳病態，記憶学習，脳内の遺伝子発現に及ぼす影響を解析する。目的２では，アデノ随伴ウ
イルス（AAV）ベクターによる遺伝子導入法を用いて ABCC9 の働きをアストロサイトで向上さ
せ，脳病態形成への影響を調べる。目的３では，アストロサイト遺伝子ネットワーク構成遺伝子
の中から，AD 病態脳に出現する新規反応性アストロサイトマーカーを検索する。目的４ではシ
ョウジョウバエモデルを用いて，ネットワークを構成する遺伝子中から，貪食作用や神経保護作
用を持つ新規遺伝子を探索し，アストロサイトの新たな機能や創薬候補遺伝子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
本研究では Aβ 病理モデルマウスを用い，アストロサイト遺伝子ネットワークの構成遺伝子で
ある ABCC9 の機能低下が，反応性アストロサイトの活性化や神経血管ユニットの変化など，脳
病態の形成に及ぼす影響を調べる。またネットワークを構成する遺伝子の中から，Aβ 病理モデ
ルマウスの脳病態の形成に関わる新たなアストロサイトマーカー遺伝子，ならびにショウジョ
ウバエモデルを用いた遺伝子スクリーンにより，貪食や神経保護に関わる遺伝子を同定する。 
 
目的 1：ABCC9 ヘテロ欠損が AD モデルマウス脳内で Ab病理が惹起する神経炎症，その他脳
病態に及ぼす影響を検討する 
ABCC9欠損マウスと Aβ 病理モデルマウス（AppNL-G-F）を交配し，ABCC9+/+; AppNL-G-F/+マウス
と ABCC9+/-; AppNL-G-F/+マウスの比較から， Aβ 蓄積が引き起こす脳病態，認知機能低下，遺伝
子発現変化に対し，ABCC9 の機能低下が及ぼす影響を検討する。  
（1）組織学的・生化学的解析 
 神経炎症（グリオーシス）の指標としてアストロサイトの肥大化や終足の変化（アクアポリン
4 の発現分布），ミクログリア活性化，脳血管障害の指標として血管周囲細胞の脱落，血管壁肥
厚，血中成分（フィブリノーゲンなど）の漏出，シナプス変性や軸索変性，成熟オリゴデンドロ
サイト脱落，さらにタウ病理の程度について組織学・生化学的手法等を用いて検討する。 
（2）認知機能の評価 
 ABCC9ヘテロ欠損が，Aβ 病理モデルマウスにおける認知機能低下に及ぼす影響を，24ヶ月
齢まで加齢したマウスを用い，水迷路試験にて評価する。 



 

 

（3）遺伝子発現解析 
 野生型（ABCC9+/+），ABCC9+/-，ABCC9+/+; AppNL-G-F/+，ABCC9+/-; AppNL-G-F/+の４群のマウス
の海馬，大脳皮質を採取し，RNA シーケンス解析を行う。ABCC9 のヘテロ欠損による AD モデ
ルマウス脳内の遺伝子発現変化を調べ，パスウェイ解析等を用いて脳病態への影響を検出する。 
 
目的２：ABCC9によるアストロサイト活性制御機序の解明  
 Aβ 病理モデルマウス脳内において，アストロサイトで発現する ABCC9 が活性制御に関わる
のかを検討する。AAVベクターによる遺伝子導入法を用い，アストロサイト特異的に ABCC9 を
発現抑制・過剰発現し，反応性アストロサイトと上述の脳病理解析，さらに遺伝子発現解析を行
い，脳病態への影響を解析する。 
 
目的３：AD 病態関連新規反応性アストロサイトマーカーの探索 
 アストロサイト遺伝子ネットワークを構成する遺伝子群の中から 10〜20 遺伝子を新規マー
カー候補遺伝子として選定し，アストロサイトサブタイプへの分布様式を調べる。また各アスト
ロサイトの，Aβ 病理，シナプス変性，血液脳関門の破綻等の損傷部位への集積度を検討する。 
 
目的４：ショウジョウバエモデルを用いた貪食機能や神経保護作用を持つ遺伝子の探索 
 アストロサイト遺伝子ネットワークを構成する遺伝子群のうち，ネットワークの活性制御や
貪食機能，神経保護作用が予測される候補遺伝子群について，以下のモデルで検証する。 
（1）ショウジョウバエ軸索傷害による貪食モデルを用いたスクリーニング  
 ショウジョウバエ神経傷害モデルのグリア細胞で候補遺伝子群を RNAi 法によりノックダウ
ンし，傷害を受けた GFP 標識神経細胞が除去される過程を共焦点レーザー顕微鏡により観察し，
貪食活性を抑制，促進する遺伝子を単離する。 
（2）ショウジョウバエ Ab42 神経毒性モデルを用いたスクリーニング 
 神経細胞で Aβ42 を発現し（LexA系で誘導），グリア細胞で候補遺伝子に対する RNAi を発現
できる （GAL4-UAS系で誘導）ショウジョウバエモデルを用い，グリア細胞で候補遺伝子をノ
ックダウンした際の，Aβ42 の蓄積や毒性に対して，神経保護作用を持つ遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
目的 1：ABCC9 ヘテロ欠損が AD モデルマウス脳内で Ab病理が惹起する神経炎症，その他脳
病態に及ぼす影響を検討する 
（1）組織学的・生化学的解析 
ABCC9 は，脳中枢神経系ではアストロサイトや脳血管細胞に発現し，それらの機能調節に関わ
ると考えられる。まず，ABCC9 のヘテロ欠損が，脳老化に伴う神経炎症の亢進や脳血管系の変
化に及ぼす影響を調べた。24 ヶ月齢の野生型ならびに ABCC9 ヘテロ欠損マウス脳を用い，神
経炎症の指標としてミクログリアの活性化，アストロサイトの肥大化や終足の変化（アクアポリ
ン 4 の発現分布），脳血管障害の指標として血管細胞の変化，微小出血，血中成分（フィブリノ
ーゲンなど）の漏出，シナプス変性や軸索変性，成熟オリゴデンドロサイト脱落，さらにタウ病
理や TDP-43 病理について免疫組織学，生化学的手法を用いて検討した。その結果，ABCC9ヘ
テロ欠損のみでは顕著な脳病理は認められなかった。次に，ABCC9 のヘテロ欠損が，Aβ 病理が
引き起こす脳病態に及ぼす影響を調べた。ABCC9欠損マウスと Aβ 病理モデルマウス（AppNL-G-
F）を交配して得た ABCC9+/+; AppNL-G-F/+マウスと ABCC9+/-; AppNL-G-F/+マウスを 24ヶ月齢まで
加齢飼育し，脳病理を解析した。その結果，ABCC9 のヘテロ欠損により Aβ 病理が惹起する神
経血管ユニットの構成の乱れや，脳実質への血鉄素の沈着が増悪することを見出した。一方，そ
の他の脳病理への影響は見られなかった。以上の結果から，ABCC9 の機能低下は，アルツハイ
マー病に関連する脳病態形成の増悪因子として働く可能性が示唆された（論文準備中）。 
 
（2）認知機能の評価 
ABCC9 は，認知機能障害を伴う加齢性海馬硬化症の関連遺伝子として報告されている。まず，

ABCC9 のヘテロ欠損が老齢期の認知機能に及ぼす影響を，24ヶ月齢の野生型ならびに ABCC9
ヘテロ欠損マウスを用い，モリス水迷路試験にて検討した。その結果，ABCC9 のヘテロ欠損マ
ウスは野生型マウスと同程度の空間学習能力を示した。次に，ABCC9 のヘテロ欠損が Aβ 病理
モデルマウスの認知機能障害を増悪するか調べた。ABCC9 欠損マウスと Aβ 病理モデルマウス
（AppNL-G-F）を交配して得た ABCC9+/+; AppNL-G-F/+マウスと ABCC9+/-; AppNL-G-F/+マウスを 24ヶ
月齢まで加齢飼育し，モリス水迷路試験を実施したところ，空間学習，空間記憶能ともに影響は
見られなかった（論文準備中）。 
 
（3）遺伝子発現解析 
 Aβ 病理が惹起する脳病態に ABCC9 ヘテロ欠損が及ぼす影響を，遺伝子発現レベルで調べる
ために，まず ABCC9ヘテロ欠損マウスの海馬と大脳皮質側頭葉で RNA シーケンス解析を行っ
た。その結果，mRNA からタンパク質への翻訳に関わる遺伝子群の発現が上昇し，さらにオー
トファジー関連遺伝子の発現の低下が見られ，栄養センサーの mTOR 経路の活性が変化してい



 

 

る可能性が示された。一方，側頭葉では，神経やシナプス関連経路の遺伝子の発現が低下してい
る傾向が見られた。mTOR 経路と記憶学習の関係について多くの報告があり興味深い。 
 次に， ABCC9 のヘテロ欠損が Aβ 病理モデルマウス脳で惹起される遺伝子発現への影響を調
べた。ABCC9欠損マウスと Aβ 病理モデルマウス（AppNL-G-F）を交配して得た ABCC9+/+; AppNL-
G-F/+マウスと ABCC9+/-; AppNL-G-F/+マウスを 24ヶ月齢まで加齢飼育し，海馬と大脳皮質側頭葉で
RNA シーケンス解析を行った。まず，AppNL-G-F/+バックグラウンドでは，ABCC9ヘテロ欠損に
より多くの遺伝子で発現変動が認められることを見出した。次に，ABCC9ヘテロ欠損が脳病態
に及ぼす影響を理解するために，得られた発現変動遺伝子を用いてパスウェイ解析（エンリッチ
メント解析等）を行った。その結果，Aβ 病理モデルマウスで発現上昇する遺伝子はミクログリ
アの活性化や神経炎症に関わるパスウェイへ高い集積が認められ，ABCC9ヘテロ欠損ではこれ
らに加え，ウイルス応答やインターフェロン γ といったパスウェイへの集積が出現した。一方，
Aβ 病理モデルマウスで発現低下する遺伝子は，脳の発達やシナプス形成などに関わるパスウェ
イへの集積が認められ，ABCC9 のヘテロ欠損によりそれらのパスウェイへの集積がより強くな
る傾向が認められた。以上の結果より，ABCC9 の機能低下は，アルツハイマー病に関連する脳
機能低下の増悪因子として働く可能性が示唆された（論文準備中）。 
 
目的２：ABCC9によるアストロサイト活性制御機序の解明 
 Aβ 病理モデルマウス脳内において，アストロサイトで発現する ABCC9 が活性制御に関わる
のかを検討するために，マウス脳内でアストロサイト特異的（GfaABC1D プロモーター）に
ABCC9 遺伝子を過剰発現させるためのアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター（AAV-PHP.eB型），
ならびに対照群として mCherry を発現する AAVベクターを作製した。眼窩静脈叢経由で 3ヶ月
齢の Aβ 病理モデルへ投与し，投与後 3ヶ月間または 9ヶ月間加齢飼育し，脳組織を摘出後に免
疫組織染色を行った。その結果，mCherry の AAVベクターを投与した対象群では，前頭前皮質
に mCherry を発現するアストロサイト様のシグナルを確認し，アストロサイトマーカーである
GFAP との共局在から，AAV がアストロサイト特異的に感染していることが認められた。一方，
ABCC9 の AAVベクターを投与した実験群では，ABCC9 のアストロサイトでの発現効率が極め
て低かった。この原因としては， ABCC9 遺伝子のサイズが AAVベクターに導入できる限界に
近く，得られたウイルスの力価が低かったことが考えられる。 
 
目的３：アルツハイマー病の脳病態関連新規反応性アストロサイトマーカーの探索 
 アストロサイト遺伝子ネットワークには，反応性アストロサイトマーカー遺伝子，神経血管ユ
ニットを構成するアストロサイト終足分子の遺伝子，アストロサイト貪食機能に関わる遺伝子，
そして神経細胞の生存や神経軸索の保護に関わる遺伝子などが含まれていた。この情報を用い
て，アルツハイマー病の脳病態形成に伴うアストロサイトの形態や機能の変化，またそれらのサ
ブタイプを明らかにするために，アストロサイトネットワークを構成する遺伝子群の中から，１）
ネットワークの活性や生理機能を制御することが予想される，２）Aβ 病理モデルマウス脳で高
発現している，３）免疫組織染色に使用可能な抗体が購入できる，等を指標に 10 遺伝子を病態
関連新規反応性アストロサイトマーカーの候補遺伝子として選定した。 
 

図1．Aβ病理モデルマウス脳におけるCausal regulator遺伝⼦産物の局在変化
野⽣型，Aβ病理モデルマウスの⼤脳⽪質をFSB⾊素（Aβ斑を染⾊），抗アクアポリン（AQP4）抗体，
抗GFAP抗体にて共染⾊。
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 次に，それら候補遺伝子産物の脳内局在を，免疫組織学的解析により調べた。24 ヶ月齢の野
生型マウスと Aβ 病理モデルマウスの凍結脳切片を，候補遺伝子産物に対する抗体を用いて免疫
組織染色したところ，それらの多くがアストロサイトで発現しており，Aβ 病理モデルマウス脳
内では野生型マウスに比べて発現の亢進や，局在変化が見られた。これらの変化は，以下の 4 つ
のグループに分けられた。1）Aβ 病理下で顕著に増加する反応性アストロサイト全般で発現する
（図 1，GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein など），2）Aβ斑周囲の反応性アストロサイトに特
異的に発現する，3）神経血管ユニットを構成するアストロサイト終足から，Aβ斑周囲へと局在
が変化する（図 1，AQP4: Aquaporin 4 など），4）アストロサイトに発現し，Aβ 病理下でも大き
な変化は見られない。以上の結果から，Aβ 病理に対するアストロサイトの活性化により，神経
血管ユニットの構成が乱れることを見出し，これらの変化がアルツハイマー病初期の神経変性
や脳血管障害，さらに認知機能の低下につながる可能性を見出した（論文準備中）。 
 
目的４：ショウジョウバエモデルを用いた貪食機能や神経保護作用を持つ遺伝子の探索 
（1）ショウジョウバエ軸索傷害による貪食モデルを用いたスクリーニング  
 アストロサイト遺伝子ネットワークを構成する遺伝子の中から，遺伝子ネットワーク全体の
活性や機能を制御する遺伝子群を選定した。これら各遺伝子に対するショウジョウバエ相同遺
伝子への RNAi系統をストックセンターより入手，または自身で作製し，グリア細胞の貪食機能
に関わる遺伝子をスクリーンした。ショウジョウバエの上顎神経 （嗅覚神経） が通っている小
顎肢の切断により誘導する嗅覚神経軸索傷害モデルを用いて，グリア細胞で各候補遺伝子群を
RNAi 法によりノックダウンし，傷害を受けた GFP 標識神経軸索が除去される過程を共焦点レ
ーザー顕微鏡により観察した。これまでに 17 遺伝子について検討し，そのうちの一つである分
泌型セリンプロテアーゼ阻害剤セルピン相同遺伝子のノックダウンにより，グリア細胞の貪食
効率が低下することを見出した。このセルピンは，自然免疫の Toll 受容体経路や，昆虫の生体防
御に関わるメラニン化経路を負に制御することが知られている。これまでに，グリア細胞におけ
る自然免疫の活性化は貪食能に影響を与えないことを見出しており（Sakakibara, Y., Yamashiro, 
R., et.al., iScience 2022），現在は，細胞外領域におけるメラニン化経路の活性化とグリア細胞の
貪食活性の関係について研究を進めている（論文準備中）。 
 
（2）ショウジョウバエ Ab42 神経毒性モデルを用いたスクリーニング 
アストロサイト遺伝子ネットワークの構成遺伝子の中から，ネットワークの活性制御が予測さ
れるキードライバー遺伝子を選定し，これら各遺伝子に対するショウジョウバエ相同遺伝子へ
の RNAi系統をストックセンターより入手，または自身で作製した。次に，神経細胞で Aβ42 を
発現し（LexA 系で誘導），グリア細胞で候補遺伝子をノックダウン（GAL4-UAS 系で誘導）で
きるショウジョウバエモデルを用い， Aβ42 が引き起こす加齢依存的な神経変性に対し，候補
遺伝子のノックダウンが及ぼす影響を調べた。約 5 週齢までショウジョウバエを加齢飼育した
後，頭部を採取，パラフィン切片を作製し，神経変性の程度を定量解析した。これまでに 27 遺
伝子，重複を含めて計 39 の RNAi 系統について検討し，Aβ42 が引き起こす神経変性を有意に
増悪する 5 遺伝子を同定した。現在，詳細な機序の解析を進めている（論文準備中）。 
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