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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の主要病理の１つである老人斑の近傍では、神経突起中に輸送障害
小胞やオルガネラが蓄積し膨化した変性神経突起が生じる。近年、変性神経突起は、神経回路に沿って広がり神
経細胞死を引き起こすタウ凝集体の形成と細胞間伝播を促進する場として注目されているが、その発生機序や病
態への関与は明らかでない。そのため、本研究では培養海馬スライスを用いて老人斑様凝集体を再現し神経突起
変性の過程を経時的に観察可能なモデルを確立することを目指した。今後、このモデルを用いて変性神経突起発
生の機序とタウ病態との関連を解析する予定である。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease is characterized by the presence of dystrophic and 
swollen neurites, which contain various vesicles and organelles, in the vicinity of senile plaques. 
Research suggests that dystrophic neurites contribute to tau aggregation and propagation within the 
neuronal network, potentially leading to neuronal cell death. However, the mechanisms underlying 
their formation and role in Alzheimer’s disease pathophysiology remain unclear. This study aims to 
address this gap by establishing an in vitro model using cultured hippocampal slices that reproduces
 plaque-like beta-amyloid aggregates, enabling time-lapse analysis of dystrophic neurites. We plan 
to use this model to elucidate the mechanisms of these neurites and their relationship with tau 
pathology in Alzheimer’s disease.

研究分野：神経薬理学

キーワード： アルツハイマー病　アミロイドβ　小胞輸送障害　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病は細胞外のアミロイドβ（Aβ）凝集体が引き金となりタウの細胞内凝集体からなる神経原線
維変化を生じ神経細胞死に至るとするアミロイド仮説が有力である。神経細胞死の拡大は神経回路に沿って起こ
ることからタウ凝集体の細胞間伝播が重要とされている。Aβを主要構成成分とする老人斑の周囲に生じる変性
神経突起は、Aβとタウの接点としてタウ凝集体の形成と伝播促進の場となる可能性が示されている。in vitro
モデルを用いて、変性神経突起発生の機序とタウ病理との関連を解析することは、今後の治療戦略開発のために
重要な知見となることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 厚生労働省研究班の推計では、65 歳以上の認知症は 2040 年には 584.2万人に増加し、65 歳
以上の 6.7人に 1人が認知症を発症するとされている。介護者の精神的・肉体的負担だけでなく
認知症の医療・介護にかかわる社会的コストが大きく増加すると予想される。中でもアルツハイ
マー病は、認知症の原因の 50%以上を占めており、その治療法の開発は社会的急務となってい
る。 
 アルツハイマー病脳において、老人斑と呼ばれる細胞外沈着の主要構成成分であるアミロイ
ド β (Aβ) が、アルツハイマー病の病理に中心的な役割を果たすと考えられている。Aβは、1回
膜貫通タンパク質であるアミロイド前駆体タンパク質（amyloid precursor protein, APP）が膜結合
型プロテアーゼである BACE1、γセクレターゼにより２段階のβ,γ切断を受けることにより産
生され細胞外に放出される。Aβは第２段目の γ切断部位の違いにより 38-43 程度のアミノ酸か
らなるペプチドであるが、比較的産生量が多いものの中では 42 アミノ酸からなる Aβ 1-42 が凝
集しやすい性質を持つ。若年発症の家族性アルツハイマー病では、APP または γ セクレターゼ
の活性中心を形成するプレセニリンに変異が見られるが、その多くは主要な産物である Aβ 1-40 
に対する Aβ 1-42 の産生比率を増加させる変異であることが知られており、Aβ凝集体形成が病
態発現に重要と考えられる。アルツハイマー病は Aβ凝集体が引き金となり、高度リン酸化タウ
の細胞内凝集体からなる神経原線維変化を生じ神経細胞死に至るとするアミロイド仮説が有力
である。神経細胞死の拡大は神経回路に沿って起こることから、タウ凝集体の細胞間伝播が重要
とされている。 
 Aβ の沈着はアルツハイマー病発症の 20 年ほど前から始まっており、その局在や沈着量と症
状は必ずしも対応していない。一方、タウ凝集体には神経回路に沿った広がりが見られ、その局
在や沈着量と神経細胞死や症状が関連していることが知られている。その過程では、タウ凝集体
形成の核となるシード（種）と呼ばれる異常構造をもつ小さな凝集体がシナプスを介して次の神
経細胞に移行し、新たな細胞内で正常構造をもつタウタンパク質の構造変換・凝集を誘導し、そ
こを起点として凝集シードが神経回路に沿って次々と広がっていくというプリオン様伝播仮説
が広く受け入れられている。アルツハイマー病ではタウには疾患の原因となる変異は見出され
ておらず Aβ 凝集体によりタウ病理が引き起こされると考えられているが、Aβ とタウの接点と
なる部位や Aβがタウ凝集体の形成・細胞間伝播を促進する機序は病態進展の上での謎となって
いる。Aβ病理への介入は発症前早期に行うことが重要と考えられ、現在バイオマーカーの探索・
検討が進められているが、Aβによるタウ病理トリガーメカニズムの解明は、発症初期にも適用
可能な新たな治療戦略開発につながる重要な知見をもたらすと期待される。しかしながら、Aβ
とタウの接点となる現象は脳内のどこでどの時期に起こるか不明確であり、タウ病理も長期間
かけて神経回路に沿って拡大するため、その詳細は解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 老人斑の周囲の神経突起には、輸送障害小胞や各種のオルガネラが蓄積し膨化した変性神経
突起と呼ばれる構造が観察される。この現象は、家族性アルツハイマー病の変異をもつ APP を
高発現するモデルマウス（APP-Tgマウス）の脳内でも起こり、変性神経突起形成初期に蓄積す
る「マーカータンパク質」が報告されている。変性神経突起は小胞によるシナプスタンパク質や
脂質のシナプス終末への輸送障害、オートファジーにより分解されるシナプス由来基質の蓄積
等を介して神経機能異常を引き起こすとともに、シードによるタウ凝集体形成やその細胞間伝
播を促進する場となる可能性が示されている。アルツハイマー病脳由来タウ凝集シードを APP-
Tg マウス脳内にインジェクションした実験において、変性神経突起形成以前の時期ではタウ凝
集体は形成されるものの細胞間の伝播は限られているが、変性神経突起形成期では、まず変性神
経突起内にシードによるタウ凝集体の蓄積が起こり、細胞間の伝播も促進されるという結果に
基づいたものである。このように変性神経突起は、細胞外の Aβ凝集体からなる老人斑と神経細
胞内で引き起こされるタウ病理の接点であり、遺伝的リスクファクターとなる分子群を発現す
るミクログリアが集積する場でもあることから、Aβによるタウ病理のトリガーとなる現象が変
性神経突起を場として起こる可能性が高いと考えられている。 
 本研究の目的は、培養海馬スライスを用いて、in vitro で老人斑と変性神経突起を再現するモ
デルを構築し、そのモデルを用いて神経突起変性の機序とタウ病理・病態進展との関連を明らか
にすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 海馬スライスの培養 
 生後 6日齢のラットを安楽死させ、全脳を摘出した。酸素化し氷冷した生理的塩溶液中で海馬
を単離し、ティシューチョッパーを用いて海馬の長軸に対して垂直に 400 μmの厚さで薄切した。
ポリテトラフルオロエチレン多孔膜を底面としたフィルターカップ (Millicell CM, Millipore)
に海馬スライスを置き、培地（50% 最小必須培地 (MEM) , 25% ハンクス液、25%ウマ血清）と



空気の界面で培養した。培地の交換は、一週間に 2回行った。 
 
(2) 培養海馬スライスにおける老人斑様凝集体と変性神経突起の再現 
 凍結保存した 12〜21 ヶ月齢の APP-Tg マウス脳を PBS 中で破砕し、低速遠心後の上清を Aβ
凝集シードとして用いた。さらに超音波、界面活性剤、プロテアーゼ等で処理し、より精製度の
高いAβ凝集シードも調製した。その一部はアミノ基反応性のビオチン標識試薬で処理を行った。
培養海馬スライスに Aβ凝集シードを添加するか任意の部位にインジェクションし、化学合成ヒ
ト Aβ 1-40 とヒト Aβ 1-42の混合物またはヒト Aβ 1-42またはヒト Aβ 1-40のみを培地中に加え
て 1〜8週間培養した。 
 
(3) 培養海馬スライスの蛍光抗体法による染色 
 培養海馬スライスは 4%パラホルムアルデヒドにて固定し、PBS で洗浄後、Triton X-100 を含
む PBS で透過処理を行った。ブロッキング後に変性神経突起マーカータンパク質に対する一次
抗体と 4℃ 暗所で一晩、蛍光標識された二次抗体と室温暗所で 3 時間反応させた。必要に応じ
て 1-fluoro-2, 5-bis (3-carboxy-4-hydroxystyryl) benzene (FSB) 溶液を用いてアミロイドの蛍光染色
を行った。その後、封入剤を用いてスライドグラスにマウントし蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
(4) 光-電子相関顕微鏡法 (CLEM) 
 ビオチン標識した APP-Tg マウス脳由来 Aβ 凝集シードを添加し、化学合成ヒト Aβ存在下、
非存在下で培養した。グルタールアルデヒドを加えたパラホルムアルデヒド溶液で固定後、蛍光
標識ストレプトアビジンによる染色、後固定、包埋、薄切を行い、ビオチン標識 Aβ凝集シード
と関連づけて周囲の神経軸索の微細構造を観察した（In-resin CLEM法）。 
 
(5) 培養海馬スライスにおけるライブイメージング解析の検討 
 培養海馬スライス中の神経細胞への遺伝子導入には神経細胞特異的なプロモータであるシナ
プシンプロモータにより EGFPを発現するアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用いた。必要に
応じて培養海馬スライスの特定の領域にガラス針で微量注入した。APP-Tg マウス脳由来 Aβ 凝
集シードおよび化学合成ヒト Aβ存在下で一定期間培養後、アミロイド結合性蛍光色素 methoxy-
X04を培地に添加して老人斑様凝集体をライブ染色し、EGFPを発現している神経細胞の投射先
の軸索形態変化を凝集体の周囲で観察した。その後にスライスを固定して変性神経突起マーカ
ータンパク質を蛍光免疫染色し観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 培養海馬スライスにおける老人斑様凝集体の再現 
 海馬スライスに APP-Tg マウス脳由来 Aβ凝集シードを添加し、化学合成ヒト Aβの存在下お
よび非存在下で培養した後、固定して FSBで染色を行ったところ、Aβ非存在下では Aβ凝集シ
ードの縮小が見られた。一方 Aβ存在下で培養した場合は FSBで染色される Aβ凝集体のサイズ
が増大したことから、添加したシードを核として化学合成ヒト Aβが凝集し、凝集体が成長した
ものと考えられた。 
 
(2) 培養海馬スライスにおける変性神経突起の再現 
 APP-Tgマウス脳由来 Aβ凝集シードおよび化学合成ヒト Aβで 1〜8週間程度処理した培養海
馬スライスを固定し、変性神経突起のマーカーとして用いられている APP、ATG9A、ニューロ
フィラメント等の免疫染色を行った。Aβ凝集シード添加のみの場合には、残存しているシード
の周囲に変性神経突起のマーカーの蛍光シグナルは確認されなかった。Aβ凝集シードおよび化
学合成ヒト Aβで処理した場合には、FSB陽性老人斑様凝集体の周囲の膨化した神経突起に対応
して APP、ATG9Aの強いシグナルが観察された。その一部はニューロフィラメントの蓄積・膨
化部位と共局在していた。リン酸化タウ抗体として AT8 を用いて染色したところ、リン酸化タ
ウが老人斑様凝集体周囲の変性神経突起の一部に蓄積していることが明らかになった。光-電子
相関顕微鏡法により老人斑様凝集体周囲の変性神経突起の微細構造を確認したところ、膨化し
た軸索内に異常オートファジー小胞や各種オルガネラが蓄積し、変性神経突起に類似した構造
を持つことが明らかになった。 
 
(3) 培養海馬スライスにおけるライブイメージング解析の検討 
 経時的な観察を容易にするため、短期間に老人斑様凝集体周囲に変性神経突起を誘導するこ
とを目的として凝集シードの処理や培地に添加する Aβ の組成等の条件を変えて至適化を試み
たところ、1週間程度での誘導が可能となった。培養海馬スライスに維持されている特定の回路
に変性神経突起を誘導しその形態変化をライブ観察するため、AAV を注入し軸索を EGFP にて
可視化したところ、methoxy-X04にて標識された凝集体周囲に軸索の膨化が誘導された。 
 
(4) まとめ 
 ATG9A、APP、ニューロフィラメントは神経突起変性の初期に蓄積することが示されているこ
とから、培養海馬スライス上に老人斑様凝集体を形成・成長させ、その近傍に神経突起変性の初



期段階を再現することができたと考えられる。また、組換え AAVによる蛍光タンパク質発現お
よび methoxy-X04 による凝集体のライブ染色により神経突起形成の初期過程を経時的に観察
する条件が整ったと思われる。今後、本モデルを用いて蓄積タンパク質の輸送解析による神経突
起変性過程の詳細な観察、阻害薬や遺伝子発現操作による変性メカニズムの解析を行うととも
に、タウリン酸化および凝集体形成促進についても検討を進める予定である。本モデルを用いて
解析を行うことで、新たな治療戦略につながる知見がもたらされると期待される。 
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