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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）は加齢に伴い急増する神経変性疾患であ

り、その予防法・治療法の開発は喫緊の社会的課題となっている。本研究では AD 脳で生じて

いる神経毒キノリン酸産生を伴うトリプトファン代謝異常（インドールアミン酸素添加酵素の

誘導）、特に老人斑に集積した活性化ミクログリアによる本誘導の分子機構の解明、特に、活性

化ミクログリア上に存在が想定されるアミロイドβペプチド受容体の性状解析を試みた。 

 

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is an increasing neurodegenerative 

disease with growing elderly population. Prevention and treatment of AD is an urgent 

social issue. In this study, molecular mechanisms of the aberrant metabolism of tryptophan 

via induction of indoleamine 2,3-dioxygnase in AD, which leads to a generation of 

neurotoxin quinolinic acid, was studied. In particular, the putative receptor for amyloid  

peptide expressed in activated macrophages infiltrating into amyloid plaques was tried to 

be characterized.    
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１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー病（AD）は加齢に伴い増

加する神経変性疾患であり、高齢化が急速に

進む本邦において現在約170万人の患者数が

25 年後には約 340 万人に倍増すると試算さ

れており、その予防法・治療法の開発は喫緊

の社会的課題となっている。 

AD はアミロイドβペプチドが凝集した老

人斑の蓄積に加え、微小管関連蛋白の一つで

あるタウが異常重合した神経原線維変化の

形成、さらに領域特性のある神経細胞の脱落

を特徴とする。様々の事実から、老人斑の蓄
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積が神経原線維変化の蓄積を促進している

と考えられている。一方、非ステロイド性抗

炎症剤が AD の発症・進行を遅延することか

ら、中枢性の「炎症」が神経変性・脱落に関

与していることが示唆されており、老人斑に

集積したグリア細胞が産生する炎症性サイ

トカインや活性酸素等による神経変性作用

が「炎症」の本体ではないかと考えられてい

る。しかし、この｢炎症｣の全体像は十分に解

明されておらず、AD 研究の重要課題の一つ

となっている。申請者らは、種々の炎症性疾

患で強く誘導されるトリプトファン代謝酵

素（インドールアミン酸素添加酵素：IDO）

とその代謝産物で興奮性神経毒性を有する

キノリン酸に注目し、ヒト AD 剖検脳を精査

した結果、老人斑に集積した活性化ミクログ

リアで異常な IDO 発現とキノリン蓄積を発

見した。更に、脳でアミロイドβペプチドを

過剰発現し老人斑を蓄積する AD モデルマウ

ス（Tg2576）で検討した結果、老人斑に集積

したミクログリアには IDO 発現及びキノリ

ン酸蓄積は認められないが、起炎剤 LPS を

末梢投与し脳内の「炎症」を増強した時に初

めて IDO 誘導及びキノリン酸蓄積の生じる

ことを見出した。以上の結果は、老人斑に集

積したミクログリアは、老人斑の主要構成成

分であるアミロイドβペプチドによる刺激

に加え、脳内の「炎症」が更に加わった時に

初めて強く活性化されトリプトファン代謝

異常を惹起することを示している。この現象

をミクログリアのモデルとして汎用される

マクロファージ系細胞株 THP-1 細胞で検討

した結果、予想通りアミロイドβペプチドと

炎症性サイトカインの 1 つである IFN-γと

の相乗的な刺激で IDO が強誘導されること

を発見した。この相乗作用は神経毒性の本体

と考えられているアミロイドβペプチド

1-42（Aβ1-42）に特異的であり、弱毒性を

示す Aβ1-40 あるいは Aβ25-35 は無効であ

った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ミクログリアにおけるＡβ

1-42と炎症性サイトカインIFN-γとによる

相乗的IDO誘導の分子機構を解明するために

Ａβ1-42受容体の同定とその分子的性質を解

明する。 

 

３．研究の方法 

申請者らはミクログリアと同じマクロフ

ァージ系細胞である THP-1 細胞が Aβ1-42

と IFN-γとの相乗作用により IDO が強く誘

導されることを明らかにしている。従って、

THP-1 細胞膜上に Aβ1-42 を特異的に認識

する受容体が存在すると考えられる。この受

容体を以下の手順で同定する。 

１）Aβ1-42 を大量培養した THP-1 細胞に

添加して Aβ1-42-受容体複合体を形成させ

る。 

２）SH 剤で切断可能な架橋剤を添加して複

合体を解離しないように固定化する。 

３）Aβ1-42‐受容体複合体を可溶化し、抗

Aβ1-42 抗体（Aβ1-42 の N 端から 1－16

アミノ酸配列を認識するモノクローナル抗

体 6E10 あるいは Aβ1-42 の 17－24 アミノ

酸配列を認識するモノクローナル抗体 4G8）

で免疫沈降する。 

４）SH 剤処理で Aβ1-42 から切断した受容

体を SDS-PAGE で分離精製した後、相当す

る蛋白バンドをトリプシン処理して断片化

し液体クロマトグラフィー質量分析器

（LC-MS）で同定する。 

５）アミノ酸部分配列に基づいた DNA 配列

をプローブ、あるいはプライマーを合成し、

THP-1 細胞の cDNA ライブラリーから受容

体の全長 cDNA を単離し、Aβ1-42 と受容体

の相互作用及び受容体の機能解析に使用す

る。 

 
４．研究成果 

ミクログリアと同じマクロファージ系の

THP-1 細胞が Aβ1-42 と IFN-γとの相乗作

用により IDO が強く誘導される。従って、

THP-1 細胞膜上に Aβ1-42 を特異的に認識

する受容体が存在すると考えられる。当初 A

β1-42 を使用したが受容体の存在を生化学

的に確認できなかった。最近、ヒト AD 脳に

おける神経毒性の本体は、Aβ1-42 ではなく

修飾されたプログルタミル Aβ3-42（pAβ

3-42）であることが報告されたため、平成 23

年度は、pAβ3-42 と IFN-γによる IDO 誘

導の相乗作用を THP-1 細胞で確認し、しか

もその相乗作用は Aβ1-42 よりかなり低濃

度で生じることを明らかにした。これを受け

て、THP-1 細胞膜上に存在すると想定される

pAβ3-42 受容体を、1）リガンド‐受容体複

合体を免疫沈降、2）SDS-PAGE 分離、3）

LS-MS による同定で試みたが、免疫沈降で特

異的なバンドを確認できなかった。以上の試

みが不成功に終わった原因として、THP-1 細

胞膜上の Aβと反応する受容体のレベルが想

定より低く、通常の免疫沈降法でその性状を

生化学的に解明することが困難であったた

めと考えられた。今後はパンニング法による

受容体の発現クローニング法を試みる。この

方法では、まず、THP-1 細胞 mRNA から作



 

 

製した cDNA ライブラリーを pCEV4 等の真

核細胞用発現ベクターを用いて構築する。次

にこのライブラリーを大腸菌で増幅し、COS

７細胞に遺伝子導入して一過性に蛋白を発

現させ、 pAβ3-42 をコートした培養皿で 

pAβ3-42 に親和性の高い受容体を細胞膜上

に発現している COS7 細胞を濃縮する。この

COS7 細胞からベクターを回収し、大腸菌で

増幅した後、再び COS7 細胞に導入して、 pA

β3-42 に親和性のある蛋白をコードしてい

る cDNA を更に濃縮する。この一連のパンニ

ング操作を数回繰り返すことで、 pAβ3-42

受容体 cDNA のクローニングを行う。これに

より当該受容体の分子的性状を解明する計

画である。 
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