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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）の原因分子であるアミロイドβペプチド（Aβ）の脳内量制御機構
の解明は重要である。本研究では、主に神経－グリア細胞間コミュニケーションという観点からEphA4/ephrinシグナル
に着目し、新規Aβ量制御機構を明らかにすることを目的に研究を行った。本研究をとおし、EphA4/ephrinシグナルに
よって、Aβ産生酵素の一つBACEの蛋白量変動を介したAβ産生量調節機構があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Amyloid-β peptide (Aβ) is linked to the pathogenesis of Alzheimer disease (AD). 
Therefore, it is important to reveal the mechanistic insights underlying regulation of brain Aβ level. 
In this research, we examined the functional role of EphA4/ephrin signal as neuron-glia communication in 
the regulation of brain Aβ level. We found that EphA4/ephrin signal modulates the Aβ level by altering 
the protein level of BACE, which is a limiting enzyme for Aβ　production.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化が進む現代社会においてアルツハ
イマー病（AD）は大きな社会問題となりつつ
あり、AD 発症機構の解明とその機構に基づい
た根本治療法の確立が急務となっている。 
AD の発症メカニズムとして広く支持され
ている「アミロイド仮説」は、神経細胞から
産生されるアミロイドペプチド（A）が異
常に線維化・蓄積することによって、神経細
胞に対し障害性を発揮するというものであ
る。そのため、AD 発症の原因分子である A
の脳内における量を制御する分子機構の詳
細な解明は、AD 発症メカニズムの解明に繋が
ると共に、根本治療法確立にむけた標的分子
機構となると考えられる。 
これまでこのアミロイド仮説に基づいて、
A産生に関する多くの研究が神経細胞を用
いて行われてきたが、A産生機構をグリア細
胞の側から明らかにした研究はほとんどな
い。しかし近年、「神経－グリア細胞間コミ
ュニケーション」という神経細胞とグリア細
胞の間に機能的相互関係があるという概念
が提唱され、実際にグリア細胞も神経活動の
制御に積極的に関与することが報告され始
めている。このことは、グリア細胞も神経細
胞機能に影響を及ぼすことで A産生機構に
関与する可能性を示唆している。そのため、
神経細胞のみに注目した研究だけではなく、
神経－グリア細胞間コミュニケーションの
異常が病態形成・疾患発症に関与するか否か、
またその分子メカニズムについての研究が
注目されている。 
 
 
２．研究の目的 
 過去の研究室内外の実験結果から、
EphA4/ephrin シグナルによる神経－グリア
細胞間コミュニケーションが存在すること
（Filosa et al., Nat. Neurosci., 2009）、
またそのシグナルの異常がシナプス機能、ひ
いてはADに関与する可能性があること（Shen 
L, et al., Neuroimage, 2010, Simón et al., 
J. Alzheimer’s Dis., 2009, Shiohara et 
al., 未発表データ）が示唆されている。そ
こで我々は、特に EphA4/ephrin シグナルに
着 目 し て 研 究 を 行 う こ と と し た 。
EphA4/ephrin シグナルによる神経－グリア
細胞間コミュニケーションが脳内 A量の制
御に関与する可能性を検証すること、またそ
の分子メカニズムを解明することを目的に
解析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 EphA4シグナルがA量に及ぼす影響を検討
するために、初代培養細胞や成体マウス、あ
るいはマウス神経芽細胞腫Neuro2a細胞を用
いて、薬剤投与によるシグナル阻害や過剰発
現・ノックダウンの手法によって EphA4 シグ
ナルを変化させ A量の変化を評価した。また

同時に、分子メカニズムの検討のために、特
に A産生に関与する分子に着目してウェス
タンブロット解析を行い、蛋白量を評価した。 
 さらに、EphA4 自体の代謝と AD の関連につ
いて、特に細胞外領域のプロテアーゼによる
シェディングに着目して検討した。初代培養
細胞を用い、A刺激時の EphA4 のシェディン
グの変化について、conditioned medium に放
出された sEphA4 断片量をウェスタンブロッ
トにより評価した。 
 
 
４．研究成果 
 まず、EphA4 シグナルが A量の制御に関与
しているかを検討するために、初代培養細胞
に対し EphA4 阻害剤である KYLペプチドを投
与し、A量を評価した。その結果、KYL ペプ
チド投与量依存的に A量が上昇することを
見出した。この A量の変化は、初代培養神経
細胞単独時には観察された一方で、初代培養
グリア細胞単独時には観察されなかった。こ
のことから、KYL ペプチドによる A量上昇に
はグリア細胞ではなく神経細胞内のシグナ
ルが関与していることも明らかになった。ま
た、この現象が in vivo においても再現され
るかどうかを、成体マウスの脳内に KYL ペプ
チドをインジェクションして検討した。その
結果、KYL ペプチド投与側の海馬において内
因性脳内 A量の増加が観察され、in vivo に
おいてもKYLペプチドによるA量制御機構が
存在することが示唆された。 
さらに、KYL ペプチドによるこれらの結果
がEphA4シグナルの変化を介しているかどう
かを検討するために、EphA4 の過剰発現実験
を行った。マウス神経芽細胞腫である
Neuro2a 細胞を用いて、EphA4 恒常発現細胞
を取得し A量を定量したところ、EphA4 の過
剰発現により A量が減少した。これらの結果
は、EphA4 シグナルの阻害により A量が上昇
し、活性化により A量が減少するという、神
経細胞のEphA4シグナルによるA量制御機構
が存在することを示唆している。 
 さらにその詳細な分子メカニズムについ
て検討するために、KYL ペプチド投与時にお
ける A産生過程に関与する蛋白質の量をウ
ェスタンブロットにより解析した。その結果、
KYLペプチド投与により、A前駆体蛋白質APP
の切断酵素である BACE の蛋白量が増加して
いることが明らかになった。同実験条件にお
いて qRT-PCR により BACE mRNA 量の定量を行
ったが、BACE mRNA 量に変化はなかったこと
から、この蛋白量の変化は分解抑制によるも
のではないかと推測される。 
以上から、図に示すように、我々は EphA4
シグナルにより BACE の分解制御を介した A
産生量の調節機構が存在することを新規に
明らかにした。 
 
 
 



 
  
一方で、EphA4 の研究を進める過程で、我々
はEphA4が細胞外領域でプロテアーゼにより
シェディングを受け、N末端側が sEphA4 とし
て細胞外に放出されることを見出した。
EphA4 は細胞外領域を介してリガンドである
ephrin と結合することでシグナルをながす
ことから、EphA4 細胞外領域のシェディング
はephrinとの相互作用を失い、EphA4/ephrin
シグナルの減少に繋がると考えられる。そこ
で、このシェディングがどのようなメカニズ
ムで引き起こされるのか、AD との関連はある
のかについて検討した。 
まず EphA4 のシェディングと AD との関連
を検討するために、月齢依存的に脳内に A
アミロイド蓄積を生じる AD モデルマウスに
おいて、脳内 sEphA4 量の変化を月齢ごとに
検討した。Aアミロイド蓄積が生じ始める月
齢において、野生型マウスと比較し AD モデ
ルマウスで sEphA4 量が増加し、シェディン
グが亢進していることを見出した。さらに、
EphA4 は神経細胞・グリア細胞共に発現して
いることから、どちらの細胞において EphA4
シェディングが亢進しているかを検討する
ために、初代培養細胞を用いて A刺激実験を
行った。初代培養神経細胞とグリア細胞を個
別に培養し、AD において毒性分子種と考えら
れている Aオリゴマーをそれぞれ投与する
と、神経細胞ではなくグリア細胞特異的に、
AオリゴマーによってEphA4のシェディング
が亢進していることが明らかになった。 
EphA4 シェディングの責任酵素を明らかに
するために、メタロプロテアーゼである ADAM
ファミリーに着目した。各種 ADAM をノック
アウトしたマウス由来不死化線維芽細胞に
EphA4 を発現させ、その切断効率を評価した
ところ、Adam10 ノックアウト細胞において
EphA4 切断効率が減少することがわかった。
この結果は、EphA4 の切断には ADAM10 が関与
していることを示唆している。 
AD モデルマウスや AD 患者脳内において、
グリア細胞は Aアミロイド斑の周囲に集積
して活性化していることが知られている。
我々の実験結果は、このような Aアミロイド
斑周囲において、グリア細胞に発現する
EphA4のADAM10を介したシェディング効率が

変化し、EphA4 シグナルが変化している可能
性を示している。 
 
 本研究において、従来の研究とは異なりグ
リア細胞の観点から研究を進めたことによ
り、新たな A産生調節機構と EphA4 の代謝機
構を明らかにすることができた。今後は、両
機構が相互に関連しているかどうかを中心
に解析を進め、グリア細胞を介した A産生調
節機構のさらなる詳細な分子メカニズムを
検討したい。 
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