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アルツハイマー病は脳血管性痴呆と並ぶ代表的な老人性
痴呆疾患の 1つである。この病気は進行に伴って記憶認知
障害を引き起こし末期には高度の痴呆状態となる。高齢化
時代を迎えた現在，アルツハイマー病を含めて老人性痴呆
症疾患の成因解明と治療法の確立は社会的に重要な問題で
ある。当研究チームでは（1）痴呆症の原因となっている神
経変性，すなわち神経細胞死や神経原線維変化の成因につ
いて β-アミロイド，タウ，プレセニリンのキーワードから
研究を行い動物モデルの作製を行う。（2）この動物モデル
を用いて治療法確立へ向けて検討を行う。更に（3）老人性
痴呆症を引き起こす素過程としての脳老化の実体を明らか
にし，その分子機構を解明する。

1. �-アミロイドとアルツハイマー病の関係
酵母を用いた APP代謝系の構築（村上，高島）
生体膜研究室（中野明彦主任）との共同研究により，タ
ンパク質の細胞内輸送について研究が最も進んでいる出芽
酵母を用い，APPの輸送を詳細に解析する系を構築した。
ヒト APP cDNAに酵母の性フェロモン α 因子のシグナル
配列を付与した酵母発現用ベクターを作製した。この発現
系を用いて APP代謝を検討したところ，APPは酵母内で
も α-セクレターゼによって切断が起こりN末端フラグメン
ト，C末端フラグメントが生成されることを確認した。さ
らに酵母温度感受性分泌変異株 sec12，sec7，sec4を用いて
タンパク質輸送を小胞体，ゴルジ体，細胞膜でそれぞれ停
止させると，sec12では APP代謝は完全に阻止され，ゴル
ジ体（sec7），細胞膜（sec4）で輸送をブロックするとAPP

代謝の減少が観察された。つまり，酵母において α-切断は
ゴルジ体以降で生じている。このように，APPの輸送と代
謝の関係を明確にする上で，酵母分泌変異株の利用は極め
て有効であることが明らかになった。
また，APP は酵母においてもゴルジ型の糖鎖修飾を受
けていることが分かった。O結合型糖鎖修飾の変異株では
APPの C末端フラグメントの生成が減少していることが
確認され，現在 APPの輸送/プロセシングと糖鎖修飾の関
係を検討中である。これらのことより，APP は酵母内で
も糖鎖修飾を受け，ほ乳動物細胞の場合と同様に α-セクレ
ターゼにより代謝されると結論した。今後，ヒトの β-セク
レターゼ（BACE）および γ-セクレターゼに関与が示唆さ
れているプレセニリン（PS1）を発現する酵母を作製し，さ
らに APP代謝を検討していく予定である。

2. A� と細胞毒性（吉池，高島）
Aβ には大きく分けて Aβ 40，と Aβ 42が細胞から分泌
されている。家族性アルツハイマー病の研究からは Aβ 42

の増大がアルツハイマー病発症に大きく関与すると考えら

れている。Aβ 42は Aβ 40と比べて疎水性が高く凝集しや
すいことが知られている。しかしながら，分泌量は Aβ 40

の 10%以下であり家族性の遺伝子変異によってもそれらが
2～3倍増大する程度である。この様な Aβ 40/42の割合の
変化が細胞毒性に与える影響を in vitroモデルを用いて調
べた。その結果 Aβ 42 だけでは Aβ が毒性を持つ凝集体
形成は同濃度の Aβ 40と比べて少なかった。Aβ 40/42が
50-20という混合比では凝集体形成は Aβ 40のみの場合よ
りも早いがトータルの Aggregationは Aβ 40の場合と同じ
であった。Aβ 40/42が 10から 3では凝集体形成の亢進と
神経毒性の増大が観察された。すなわち，家族性アルツハ
イマー病での Aβ 42の増大は Aβ 42そのものが細胞毒性
を示すわけではなく，Aβ 40と共に毒性を持つ凝集体形成
を増大させることによることが明らかになった。

3. A� と神経原線維変化（崔，朴，吉池，村山，高島）
Aβ が脳で本当に神経細胞に作用するのかどうかをタウ

Tg mouseを用いて調べた。繊維化した Aβ を海馬 CA1領
域へインジェクションし経時的に神経原線維変化形成を観
察した。インジェクション後 3日目では溶媒のみインジェ
クションしたものと比べて大きな差は観察されなかった。7

日目以降 21日目までの観察では CA3，4 および扁桃体に
嗜銀性でリン酸化タウが蓄積した神経原線維変化を示す神
経細胞を観察することができた。このことは，繊維化した
Aβ が神経細胞に作用し神経原線維変化形成を引き起こす
ことを示している。

4. 神経原線維変化形成から神経細胞死（楯林，宮坂，村
山，高島）
（1）R406W Tau Transgenic Mouseの解析
ヒト型 R406W変異タウを前頭部の神経細胞特異的に過
剰発現したマウス（Tg マウス）を組織病理学的および行
動学的に解析した。組織病理学的には，約 18ヶ月齢の Tg

マウスにおいて，タウタンパクの蓄積を伴う変性神経細胞
を海馬を中心とした領域に認めた。これらの変性神経細胞
は，Thioflavin Sでも認識され神経原線維変化が生じてい
る可能性を示唆した。これらの変性細胞はヒト型変異タウ
に加え野生型のマウスタウも蓄積しており，それらのタウ
は染色上，高度にリン酸化されていた。また，同時に細胞
骨格系の異常も認められた。行動学的には他のヒト型タウ
を発現したマウスの多くに認められる神経原性の運動障害
は全く認められない一方で，海馬および扁桃体依存性と考
えられる恐怖記憶に異常が認められることを発見した。現
在，異常リン酸化タウの蓄積のメカニズムをリン酸化，脱
リン酸化酵素を中心に検討すると共に，行動異常の発症メ
カニズムを細胞内輸送系に対する変異タウの影響という方
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向から検討中である。
（2）変異タウトランスジェニックマウスの解析
R406W 変異タウを発現させたマウスについて，生化学
的，病理学的解析を行った。初めに，これらマウス脳にお
ける変異タウの発現部位について，ウェスタンブロット法，
免疫組織染色法により解析した。その結果，海馬，大脳皮
質を中心とした，前脳領域に局限して発現していることを
確認した。もっとも強く発現しているのは海馬で，その発
現量は内在性のタウの約 20%程度であった。また，これら
外来性のタウは生後から 1ヶ月齢にかけて徐々に発現が増
加し，その後老齢まで安定して発現していた。次に，これ
ら変異タウと，野生型タウのリン酸化状態について検討し
た。その結果，多くのリン酸化部位について野生型タウに
比べ R406W変異タウはリン酸化されにくいことが確認さ
れた。一方，内在性のマウスタウとリン酸化状態について
比較したところ，外来性のタウは Ser-262が強くリン酸化
されていた。このリン酸化の違いについては，野生型タウ，
V337Mタウを発現させたタウについても保存されていた。
18ヶ月齢以後のトランスジェニックマウス脳における生化
学的解析の結果，サルコシルなどの界面活性剤に不溶性な
タウの蓄積を認めた。さらに電子顕微鏡を用いた観察の結
果，これらの画分中に抗タウ抗体に陽性な繊維を認めた。
現在，その他のタウトランスジェニックマウスについても，
同様な解析を進行中である。

5. タウ異常リン酸化機構とその役割（佐藤，楯林，高島）
アルツハイマー病（AD）の主要な病理学的所見として神
経原線維変化が挙げられ，この構成成分であるタウは高度
にリン酸化されている。しかし，異常なタウのリン酸化に関
与するキナーゼが特定されるには至っていない。そのよう
な見地から，我々はアデノウイルスベクターシステムを構
築し，COS-7細胞を用いてタウの異常リン酸化を ∆MEKK

JNK3と GSK-3β を用いて AD 脳でリン酸化されている，
Ser202Thr205（AT8 epitopes），Thr212Ser214（AT100 epi-

topes），Thr231Ser235（AT180 epitopes）およびその他の
12部位において 2～3.4倍のリン酸化の増加が認められた。
さらに，この協調的なタウリン酸化は，ThioflavinS陽性の
不溶化したタウの凝集を引き起こした。電子顕微鏡による
観察では，不溶化したタウは短い線維を形成し，pretangle

様の形態を示していた。以上の結果から ADタイプのタウ
の異常リン酸化はGSK-3β，および活性化 JNKによって引
き起こされること，さらにこの過剰なリン酸化はタウの凝
集を促進することが示された。

6. プレセニリン変異によるアルツハイマー病発症機構
（1）変異プレセニリン遺伝子改変マウスの解析（種村，
高島）
変異プレセニリン・ノックイン（mPSki）マウスを長期飼
育し，神経細胞におけるタウの動態を，形態学的手法，生
化学的手法，行動学的手法を用いて，経時的に解析した結
果，生後 7ヶ月齢mPSkiマウス脳において神経原線維変化
の特徴である SDS不溶タウ線維の確認に成功し，学習・記
憶能力の低下が生じていることを明らかにした。また生後
15ヶ月齢mPSkiマウス脳においていくつかの神経原線維変
化の特徴を合わせ持った変性神経細胞を同定し，さらに生

後 24ヶ月齢 mPSkiマウス脳にて，調べうる範囲における
全ての神経原線維変化の特徴を備えた変性神経細胞の確認
に至った。
（2）プレセニリンによる APP代謝（孫，高島）
プレセニリンはガンマセクレテース活性に関与すること
が知られている。PS1ノックアウト細胞を用いた実験から
PS1はガンマセクレテースの不活性化と共にアルファセク
レテースを活性化していることを示す結果を得た。

7. 脳老化の解明
（1）神経細胞におけるテロメア動態の解析（種村，高島）
細胞の老化と深く関わりがあるテロメア動態について，
老若マウス神経細胞について比較検討したが，特に差異は
認められなかった。しかしながら，上記の遺伝子改変マウ
スにおける変性神経細胞におけるテロメア動態は，核内テ
ロメア配置並びにテロメア長に差異が生じていることを示
す所見が得られた。
（2）環境因子による脳老化促進（Planel，崔，朴，種村，
高島）
低温刺激によってタウが過剰にリン酸化することを見い
だし，その機構を検討した結果，グルコース濃度の低下に
よる脱リン酸化酵素の活性低下が起こることを見いだした。
これは，ADにおけるグルコース代謝低下がタウリン酸化
亢進に関与することを説明することができる。
タウ Tg mouseを用いて，食餌（低グルコース，不飽和
脂肪酸食）を与えて神経原線維変化が亢進するかどうかを
検討している。
（3）遺伝因子による脳老化促進（種村，高島，村山，溝
呂木，二本松，朴，中尾）
変異プレセニリンの脳老化へ影響を調べるために，mPSki

マウスとタウ・トランスジェニックマウスをかけ合わせた産
子をした。アミロイドが脳老化を加速し得るかを検討する
ために APP・トランスジェニックマウスをかけ合わせた産
子を作出した。DNA修復酵素の影響を調べるため OGG1

ノックアウト動物との掛け合わせを行っている。現在，飼
育・観察中である。
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