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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。ADは脳内にアミロイドβペプチド（Aβ）の蓄積を生じるがその分子メカニズ
ムは不明である。本研究ではAD脳で増加する神経毒キノリン酸（QA）に注目し、QAによる反応性アストロサイト誘導因
子の同定及び反応性アストロサイトによるAβ産生機構の解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is an increasing neurodegenerative disease and 
prevention and treatment of AD is an urgent social issue. Amyloid β peptide (Aβ) deposition is a 
well-known pathological feature in AD brains. A neurotoxin quinolinic acid (QA) has recently been to be 
involved in the AD pathology. In this study, the putative mediators responsible for QA-induced 
infiltration of reactive astrocytes in the AD brains have been tried to be identified and the molecular 
mechanism of the high Aβ production in reactive astrocytes was clarified.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病（AD）をめぐる研究は内

外で精力的に進められているが、依然として、
発症機構の全貌は不明であり、神経細胞死を
抑止する薬剤は未だ開発されていない。AD は
病理学的には均一な所見を示し、神経毒アミ
ロイドβペプチド（Aβ）が凝集した老人斑
の蓄積(アミロイド代謝異常)に加え、微小管
関連蛋白の一つであるタウ蛋白が異常重合
した神経原線維変化の形成(タウ蛋白代謝異
常)、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、アミロイド
代謝異常がタウ蛋白代謝異常を促進してい
ると考えられている。一方、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。                         
我々は、種々の炎症性疾患で強く誘導され

る Trp 代謝酵素（IDO）（Biochem Biophys Res 
Commun. 338:12-19, 2005）とその代謝産物
で興奮性神経毒であるキノリン酸（QA）(図
１)に注目し、ヒトAD剖検脳を精査した結果、
特に海馬の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 QA 産生を発見し
た（Neuropathol Appl Neurobiol. 31:395-404, 
2005)。同様の Trp 代謝異常は他の研究者か
ら も 報 告 さ れ て い る  （ Redox Rep. 
15:161-168, 2010）。その後、AD モデルマウ
スと培養ミクログリアを使用した解析から、
老人斑の主成分であるAβ42と炎症性サイト
カイン IFN-γの両者による相乗的な刺激で
誘導される活性化ミクログリアでTrp代謝異
常が惹起されることを示した（J Neurochem, 
110:791-800, 2009）さらに本代謝異常で増
加する神経毒 QA のアミロイド代謝に与える
影響をマウス海馬内投与により調べた結果、
神経細胞死に伴い Aβレベルの著明な増加を
発見した。そしてこの Aβ増加を起こす細胞

はアミロイド前駆体蛋白（APP）を強発現し
た反応性アストロサイトによることを免疫
組織化学的・生化学的に解明した。実際、マ
ウス脳から調製した静止型アストロサイト
をLPS刺激により反応性アストロサイトに転

換することで、著明な Aβ産生を確認した。
しかもその Aβ産生は、反応性アストロサイ
トの特徴である NO（一酸化窒素）産生で比較
した場合、低濃度の LPS 刺激で惹起されるこ
とを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、QAで惹起されるアミロイド代

謝異常に関して次の2点を明らかにする。 
(1)QA脳内投与による反応性アストロサイト
の誘導機構の解明：本誘導に関与する炎症性
サイトカイン等のメディエーターを同定する。 
(2)反応性アストロサイトのAβ産生増加機構
の解明：Aβ産生増加をもたらす分子メカニズ
ムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) QA海馬内投与による反応性アストロサイ
トの誘導機構の解明 
我々は免疫組織学的解析及び生化学的解

析により神経毒 QA のマウス海馬内投与によ
り、神経細胞の傷害が引き金となって、まず
活性化ミクログリア（Iba1 陽性細胞）が約 1
週間後に動員され、それに引き続きアミロイ
ド前駆体蛋白（APP）を発現した反応性アス
トロサイト（GFAP 陽性細胞）が誘導されるこ
とを明らかにしている。活性化ミクログリア
は TNF-αや IL-6 等の炎症性サイトカインを
含む炎症性メディエーターを産生する。また、
ある種の炎症性サイトカインは静止型アス
トロサイトを刺激し反応性アストロサイト
に変換することが知られている。従って、QA
投与で動員される活性化ミクログリアがこ
れらのメディエーターを産生して反応性ア
ストロサイトを誘導していると予想される。
その因子を以下の手順で同定する。 
 
①QA の海馬内投与後、継時的に海馬組織を採
取し抗体アレイ法（40 種類の炎症関連サイト
カインの測定可能な Inflammation antibody 
array）により増加する炎症性メディエータ
ーを同定する。 
②①で同定したメディエーターをマウス海
馬から調整した静止型アストロサイトに添
加し反応性アストロサイトへの転換を in 
vitro で検証し、さらに海馬内に直接投与し
反応性アストロサイトの誘導を in vivo で検
証する。 
 
(2)反応性アストロサイトの Aβ産生機構の
解明 
我々は静止型アストロサイトが Aβ産生に

関して不活性であるが、反応性アストロサイ
トに変換することで Aβを顕著に産生するよ
うに変化することを発見した。このアミロイ
ド産生能獲得の分子機構を解明するために、
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静止型から反応性への転換に伴う Aβの産生
と分解に関与する酵素群及びアミロイド前
駆体蛋白（APP）の発現レベルの変動を生化
学的に解析する。ここでは反応性に変換する
刺激剤として汎用される LPS を使用するが、
上記①の研究により、脳内における反応性ア
ストロサイト誘導因子を同定できた場合、そ
の内因性因子を使用した解析も行う。以下が
その解析手順である。 
 
①マウス胎児脳から常法に従い高純度のア
ストロサイトを得る。 
②細胞分裂をしない静止型アストロサイト
にするために低濃度FCS培地で一晩培養する。 
③LPS あるいは反応性アストロサイト誘導因
子添加後、継時的に次の項目を測定する。 
a) Aβ40 及び Aβ42 産生量（ELISA 法による） 
b) アミロイド前駆体蛋白（APP）量（Western 
blot による） 
c) Aβ生合成に関与する酵素（α、β、及び
γ‐ セクレターゼ活性の測定） 
d) Aβの分解酵素（インシュリン分解酵素活
性及びネプリライシン活性の測定） 
④③の各項目の測定により、Aβ産生増加が
その生合性の亢進に起因するものか、それと
も分解酵素活性の低下によって生じている
かを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) QA海馬内投与による反応性アストロサイ
トの誘導機構の解明 
QA をマウス海馬内投与後、継時的に海馬組

織を採取し抗体アレイ法（Bio－Plex アッセ
イ）で増減する炎症性サイトカインの同定を
試みたが、検出限界以下で同定に至らなかっ
た。1 回の分析に供する海馬組織量を 1 匹か
ら 10 匹に増加して検討することとし、QA の
脳内投与を継続し、サンプルを凍結保存した。
平成 27 年度に測定を予定している。 
 
(2)反応性アストロサイトの Aβ産生機構の
解明 
マウス胎児脳から純化したアストロサイ

トに起炎剤であるLPSを添加して活性化し反
応性アストロサイトへの変換に伴う、アミロ
シド前駆体蛋白（APP）、Aβ切り出し酵素(α、
β、及びγ‐セクレターゼ)、Aβ分解酵素(イ
ンシュリン分解酵素及びネプリライシン)の
変動解析を行った。その結果、反応性アスト
ロサイトによる Aβ産生増加は、APP 及びβ
‐セクレターゼの発現増加とネプリライシ
ンの減少によって生じることを解明した。 
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