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略語一覧	

AAV	 adeno-associated	virus	/	アデノ随伴ウイルス	

AD	 Alzheimer‘s	disease	/	アルツハイマー病	

ALS	 amyotrophic	lateral	sclerosis	/	筋萎縮性側索硬化症	

APP	 amyloid	precursor	protein	/	アミロイド前駆体タンパク質	

ATF	 activating	transcription	factor	

Aβ	 amyloid	β	peptide	/	アミロイドβペプチド	

CDS	 cognitive	dysfunction	syndrome	/	認知機能不全症候群	

CHOP	 C/EBP-homologous	protein	

dKI	 double	knock-in	(AppNL-G-Fマウス	x	MAPT	KIマウス)	

DM	 Degenerative	Myelopathy	/	変性性脊椎症	

eIF2α	 eukaryotic	translation	initiation	factor	2α	

FTDP-17	
Frontotemporal	dementia	with	Parkinsonism	linked	to	chromosome	-17	

/	17番染色体に連鎖する家族性前頭側頭型認知症パーキンソニズム	

FUS	 fused	in	sarcoma	

GFP	 green	fluorescent	protein	

GRP78	 glucose-regulated	protein	78	

IRE1	 inositol-requiring	1		

KI	 Knock-in	

KO	 Knock-out	

MAPT/	Tau	 microtubule-associated	protein	tau	/	微小管関連タンパク質タウ	

PDIs	 protein	disulfide	isomerases	/	蛋白質ジスルフィドイソメラーゼ	

PERK	 PKR-like	endoplasmic	reticulum	kinase	/	小胞体膜貫通型キナーゼ	

PRMT8	
Protein	arginine	methyltransferase	8	 	

/	タンパク質アルギニンメチル基転移酵素	8	

PS	 presenilin	

sgRNA	 single	guide	RNA	

SOD	 Cu/Zn	superoxide	dismutase	

Tg	 Transgenic	

XBP1	 X-box	binding	protein	1	
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1-1	 神経変性疾患の現状と問題点	

		高齢化社会を迎えたわが国において、アルツハイマー病	(Alzheimer‘s	disease：AD)や

筋萎縮性側索硬化症	(amyotrophic	lateral	sclerosis：ALS）に代表される神経変性疾患

を発症する患者の急増が危惧されている	(日本神経学会、2013)。神経変性疾患とは、「徐々

に発症し、緩徐だが常に進行する神経症状を呈し、その症状も多くは対称的にある種の系

統がおかされ、家族性のことが多いものである。一方、病理学的にはとくに神経細胞を中

心とするさまざまな種類の退行性の変化があり、血管障害、感染、中毒のような明らかな

原因がつかめない一群の神経疾患」と定義されている	(豊倉	康夫ら、2004)。神経変性疾

患の多くが原因不明とされてきたが、近年では各疾患に関連する遺伝子変異や病態関連タ

ンパク質が同定され、原因遺伝子は各疾患で異なるにも関わらず、神経細胞の内外に異常

なタンパク質の凝集・蓄積が起こるという共通点が認められている	(Ross	and	Poirier,	

2005)。そのため、これら異常なタンパク質の凝集・蓄積が原因となって神経変性疾患が生

じる共通の発症機序の存在が想定されている。しかし、ヒトのADに代表される多くの神経

変性疾患には根本的な予防・治療法が存在しないのが現状である。その理由として、各疾

患の発症機序が未だに解明されていないことが挙げられる。すなわち、各疾患の原因とな

る遺伝子や疾患特有の病態変化に伴う病理学的変化については解明が進んでいるものの、

その病理学的変化を誘導する分子機構の理解が不十分であるという重大な問題を抱えてい

るのである。	

	

1-2	 神経変性疾患と小胞体ストレス	

	 神経変性疾患の病態進行に関わると考えられている現象の一つに、異常なタンパク質の

発現や蓄積によって惹起される小胞体ストレスがある	(Paschen	and	Mengesdorf,	2005)。

細胞内の小胞体は、タンパク質の高次構造を作りその機能発現を導く細胞小器官である。

しかし、この小胞体に異常タンパク質の蓄積やカルシウム濃度の変動、酸化ストレス、低

グルコース等の負荷がかかると、通常の機能が障害されて小胞体内腔に折りたたみ不全タ
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ンパク質が蓄積する状態である“小胞体ストレス”に陥る。細胞はこれを回避する為に小

胞体ストレス応答を活性化させ、小胞体内の折りたたみ不全のタンパク質の是正を行う。

しかし、小胞体ストレス応答が正常に機能しない、あるいは過度な小胞体ストレスが惹起

されるなどの場合、細胞にはアポトーシスが生じる。ヒトの AD や ALS を含む神経変性疾

患の、患者の死後の脳や疾患研究モデル動物の一部において、この小胞体ストレスの上昇

が認められることから、神経変性疾患の治療標的として小胞体ストレス応答の関連分子が

注目されている	(Boyce	et	al.,	2005;	Kudo	et	al.,	2008)。しかし、各疾患の病態進行

と小胞体ストレスの関係については十分には明らかにされていない。	

	

1-3	 アルツハイマー病（AD）の疫学	

		神経変性疾患の中で も患者数の多い疾患がヒトのアルツハイマー病（以下、単にADと

する）である。ADは、認知症の原因の6割以上を占める疾患でもある	(Winblad	et	al.,	

2016)。認知症は、記憶障害を主症状とする一連の疾患群であるが、その発症は患者本人お

よび介護に関わる家族に心理的・経済的な負担となるばかりでなく、自動車事故に代表さ

れる社会問題の原因にもなっている。とりわけ、高齢化が も進んでいる日本においては、

認知症を発症する患者数は 2025 年に 700 万人に達すると推定されている	 (厚生労働省、

2015)。高齢化と同時に少子化問題を抱える我が国において、AD の克服は国の存亡に関わ

る 重要課題と言える。	

	

1-4	 AD発症機序における“アミロイドカスケード仮説”	

		何故、ADに関して多くの研究が行われているにも関わらず、その予防法・治療法の開発

が期待されるほど進まないのであろうか。その原因の一つが、上述した「疾患の病理学的

変化を誘導する分子機構の理解が未だ不十分」という問題である。	

AD患者で認められる病理像として、神経細胞外（脳実質）に蓄積する老人斑、神経細胞内

の神経原線維変化、そして大脳皮質や海馬を中心とした脳領域における神経細胞の脱落に
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よる脳萎縮が観察されている	(Hardy	and	Selkoe,	2002;	Jucker	and	Walker,	2013)。老

人斑は主にアミロイドβペプチド（amyloid	β	peptide；Aβ)から構成され	(アミロイド

病理)、神経原線維変化は主に過剰なリン酸化を受けた微小管関連タンパク質タウ	

(microtu-	bule-associated	protein	tau：MAPTもしくはTau)	から構成される	(タウ病

理)。このADの病理学的特徴の発生には時系列が存在し、「アミロイド病理を引き金に、

タウ病理が生じ、神経変性および細胞死に至る」という“アミロイドカスケード仮説”が

提唱されている	(Hardy	and	Higgins,	1992)(John	and	Gerald,	1992)。さらに、家族性

AD に連鎖する遺伝子変異の同定や、家族性 AD 患者を対象とした Aβや Tau の分子イメー

ジング解析により、AD 発症の約 20 年前からすでに Aβ蓄積が始まることが明らかとなり	

(Bateman	et	al.,	2012)、ヒト ADの発症機序として“アミロイドカスケード仮説”がより

強く支持されるようになった。それにも関わらず、ヒト AD における「アミロイド病理」

「タウ病理」「神経の変性および細胞死」の各病理学的特徴を繋ぐ分子機構は未だに解明

されていない	 (図 1-1)。これが、ヒトADの予防法・治療法の開発が進まない大きな原因

の一つであり、この分子機序の理解を深めることが AD 克服にとって極めて重要だと考え

られている。	

	

1-5	 アミロイド病理の“Aβ”の産生と分解	

AD の発症機序と考えられている“アミロイドカスケード仮説”は、Aβの産生から始ま

る。Aβは、細胞膜に存在するアミロイド前駆体タンパク質	(amyloid	precursor	protein；

APP)	からβ-セクレターゼと、プレセニリンを活性中心とするγ-セクレターゼにより二

段階切断を受けて産生される	(図 1-2)。AβにはC末端側長が異なるAβ40と Aβ42が存

在するが、Aβ42は Aβ40と比べて凝集能・神経毒性が高く	(Dahlgren	et	al.,	2002)、

Aβ42 の存在比	 (Aβ42	 /	 Aβ40)の増大は AD 発症に深く関与すると考えられている	

(Güntert	et	al.,	2006)。通常、Aβは種々のメカニズムにより脳実質から代謝・除去さ

れている。これまでに、神経細胞の分泌顆粒内およびシナプス膜上で Aβを分解する酵素
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として、ネプリライシンが同定された。ネプリライシンの活性と発現量は、加齢に伴い減

少するため、ネプリライシンによる Aβ 分解機能の低下が、孤発性 AD における Aβ 蓄積

の一因だと考えられている。近年、理化学研究所・脳神経科学研究センターの神経老化制

御研究チーム	(以下、西道チーム)によって、ウイルスベクターを用いてネプリライシン遺

伝子を AD 病態モデルマウスの末梢血管内に投与する実験が行われた。その結果、脳内の

Aβ量の低下と認知機能の改善が認められ、遺伝子治療への応用が期待されている	(Iwata	

et	al.,	2013)。	

	

1-6	 タウ病理の“Tau”について	

		Aβの凝集による老人斑が、AD あるいはダウン症といった疾患おいて比較的特異的に観

察される所見であるのに対して、Tau の異常リン酸化および凝集は多くの神経変性疾患で

共通に認められている	 (Wang	and	Mandelkow,	2015)。タウ病理を有する神経変性疾患は、

タウオパチーと総称され、AD や前頭側頭型認知症などが含まれている。特に AD において

は、過剰リン酸化Tauが AD病態の進行に伴い時間的・空間的に特徴的な分布を示し、これ

が神経細胞死の程度や認知障害の臨床症状と強い相関性を持つことが明らかとなっている	

(Gómez-Isla	et	al.,	1997)。	

		Tau は、中枢神経系に多く発現する微小管結合タンパク質の一種であり、主に神経細胞

の軸索に存在している。微小管は、主要な細胞骨格の一つであり、細胞の形態、細胞の分

裂、細胞内輸送等にも関与する	(Higuchi	et	al.,	2002)。Tauには多数のリン酸化部位が

存在し、通常でも一部はリン酸化されているが、Tau の過剰なリン酸化は、微小管の不安

定化を招き、その結果、神経細胞の軸索輸送に異常が生じると考えられている。AD患者で

は、複数部位でTauのリン酸化が認められており(Noble	et	al.,	2013)、Tauのリン酸化

の亢進は、AD病態の進行の指標と捉えることが出来るのである。	
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1-7	 家族性 ADに連鎖する遺伝子変異	

	 ヒト AD 患者の約 1％が家族性の常染色体優性遺伝形式を原因として発症し、残りの約

99％が孤発性である。しかし、原因は異なるものの、両者はほぼ同様の臨床症状と病理所

見を示す	(Ryan	et	al.,	2016)。そのため、家族性ADの遺伝子変異に着目した病態解析

は、孤発性 AD の病態の理解にも繋がる可能性が高いと考えられる。これまで、家族性 AD

に連鎖する遺伝子変異として、21	番染色体上の	 Aβ前駆体タンパク質であるAPPの遺伝

子における変異が数多く同定されている	(図 1-3)。APP遺伝子の変異の違いにより、発現

するAD病態も異なる事が知られている。例えば、Swedish変異	 (K670N/K671L)	は総 Aβ

生産量を増加させる変異であり	(Citron	et	al.,	1992)、Arctic変異	(E693G)	は Aβの

凝集性を高める変異であり	(Nilsberth	et	al.,	2001)、Iberian変異	(I716F)	は Aβ42

の産生比率を上昇させる変異である	(Guardia-Laguarta	et	al.,	2010)。APP以外にも、

14番染色体上のプレセニリン	(presenilin；PS)	の PS1遺伝子もしくはPS2遺伝子におい

て150種以上の変異が同定されている	(Sherrington	et	al.,	1995)。PSは、γセクレタ

ーゼの活性部位を構成する分子である事から、この PS 遺伝子の変異が Aβ42 産生比率を

増加させてADの病態を促進すると考えられている(Kumar-Singh	et	al.,	2006)。	

	 一方、AD 患者の脳ではタウ病理が認められるにも関わらず、家族性 AD に関連する Tau

遺伝子の変異は同定されていない。この点も、ヒトADの発症機序として“アミロイドカス

ケード仮説”が提唱されているにも関わらず、「アミロイド病理」、「タウ病理」、およ

び「神経の変性および細胞死」を繋ぐ分子機構が未解明である原因の一つとなっている。	

	

1-8	 AD病態モデルマウスにおける問題点	

	 ヒト ADの発症機序の解明および創薬標的の探索・評価を行うために、数多くのAD病態

モデルマウスが作出されてきた。初期には、家族性 AD の変異を導入した APP 遺伝子を過

剰発現させたAPP-トランスジェニック	(Transgenic；Tg)	マウスが作製され、広くAD研

究に使用されてきた	(Games	et	al.,	1995)。しかし、APP-Tgでは Aβの蓄積が認められ
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ているが、外挿遺伝子を過剰に発現させる手法で作製されているため、Aβ以外のAPP断片

も過剰に産生される。過剰生産されたAPP断片は、転写因子としての作用などを持つため	

(Guo	et	al.,	2012)、本来のAD患者におけるAβ病理とは異なる現象が誘導されているの

ではないかという問題点が指摘されている	(Sasaguri	et	al.,	2017)(表 1-1)。また、膜

タンパク質の過剰発現は細胞質カルシウム濃度を上昇させ、慢性的に小胞体ストレスを惹

起することが知られている	(Chaudhari	et	al.,	2014)。このことから、膜タンパク質で

ある APP と PS1 を過剰に発現する従来の AD 病態モデルマウスで認められる小胞体ストレ

スの上昇は、膜タンパク質の過剰発現に由来するアーチファクトである可能性が懸念され

るようになってきた	(Barbero-Camps	et	al.,	2014;	Reinhardt	et	al.,	2014;	Borkham-

Kamphorst	et	al.,	2016)。	

	

1-9	 APP過剰発現マウスにおける小胞体ストレスの疑問点	

		海馬の脳スライス標本や初代培養神経細胞を用いた解析において、Aβ オリゴマーやフ

ィブリルが小胞体ストレスを誘発することが報告されている	(Cornejo	and	Hetz,	2013)。

このことから、Aβ蓄積によって誘導された小胞体ストレスは、AD病態の神経細胞死に関

与するとされているのである	(Hitomi	et	al.,	2004;	Costa	et	al.,	2013;	Kang	et	al.,	

2013)。さらに、複数のAPP-Tgマウスにおいて、小胞体ストレス応答が活性化していると

の報告がある	(Endres	and	Reinhardt,	2013;	Barbero-Camps	et	al.,	2014)。一方で、

APP-Tg マウスでは小胞体ストレスの上昇は認めないという報告もある	 (Lee	 et	 al.,	

2010)。このように、従来のAD病態モデルマウスにおける小胞体ストレス誘導の結果は必

ずしも一致していないのである。	

小胞体ストレスを巡る問題は、AD病態を解明して治療標的を検索するという研究戦略に

とって大きな障害となっている。従来のAPP-Tgを用いた解析では、膜タンパク質の過剰発

現による影響を受けずに Aβ蓄積によって小胞体ストレスが惹起されるかどうかを解析す

ることは困難であった。そこで、APP の過剰発現に頼らずに Aβ 蓄積と小胞体ストレスの
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関係を解析するAD病態モデルマウスの開発が求められるようになった。	

	

1-10	 Appノックインマウス	

	 膜タンパク質を過剰発現する従来の APP-Tg マウスが抱える問題点を解決するため、西

道チームは、遺伝子過剰発現を伴わず APP 遺伝子に変異を導入するノックイン	 (Knock	

in；KI)	手法で 2種類のApp	KIマウスの作製を試みた	(Saito	et	al.,	2014)	(図 1-4)。

App	KIマウスのうち、AppNL-Fマウスは、マウスApp遺伝子のAβ配列がヒト化され、家族

性AD変異であるSwedish変異（KM670/671NL）、Iberian変異（I717F）が導入されたマウ

スである。一方、AppNL-G-Fマウスは、AppNL-FマウスにArctic変異（E693G）の導入が加えら

れたマウスである。これらApp	KIマウスは、家族性AD変異を導入したヒト型APPを野生

型	(wild	type	:	WT)	マウスと同等量で発現し、Aβ蓄積やグリオーシスなどのADに関連

する病理学的変化を示す	(Saito	et	al.,	2014;	Sasaguri	et	al.,	2017)。	

これまで APP-Tg マウスを用いて行われた研究において、カルシウム活性化プロテアー

ゼであるカルパインの活性化が Aβプラークの形成に関与する可能性が示されている。

(Higuchi	 et	 al.,	 2012)。カルパイン抑制タンパク質	(カルパスタチン)	遺伝子を欠損	

(Knock-out：KO)させてカルパインを過剰活性化したマウスと、APP-Tg マウスを掛け合わ

せたマウスでは、Aβ沈着、Tauのリン酸化、神経炎症、および神経変性が促進されること、

10週齢で死亡率の増加することが示されている	(Higuchi	et	al.,	2012)。しかし、カル

パスタチン KO マウスと AppNL-Fマウスを掛け合わせて作成したマウスでは、若齢個体にお

ける原因不明の死亡は認められず、さらに病理学的変化も再現されなかった。この結果は、

AD 病態におけるカルパインの影響は本来の AD 病態を反映したものではない可能性を示唆

している	(Saito	et	al.,	2016)。	

このように、従来のAD病態モデルマウスであるAPP-Tgマウスで認められる病理学的変

化は、APP 遺伝子の過剰発現によるアーチファクトを含んでいる可能性が高く、過剰発現

を伴わないApp	KIマウスを用いた研究の必要性が求められて来たのである。	
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1-11	 	AppNL-G-Fマウスと MAPT	KIマウスを掛け合わせたdouble	KIマウス	

	 AD発症機序の解明には、アミロイド病理だけでなく、タウ病理が生じる分子機序を明ら

かにすることも重要である。しかし、APP遺伝子のみに変異を導入したマウスでは、Tauの

リン酸化の亢進は認められるものの、AD患者で見られるような神経原線維変化が認められ

ていない。一方、第17染色体遺伝子に連鎖しパーキンソニズムを伴う家族性前頭側頭型認

知症	(Frontotemporal	dementia	with	Parkinsonism	linked	to	chromosome	-17；FTDP-

17)の変異をTau遺伝子に導入したタウ病態モデルマウス	(Tau-Tgマウス)	では神経原線

維変化が認められている。このため、ヒト AD 患者では Tau 遺伝子の変異は認められてい

ないにも関わらず、FTDP-17の変異をTau遺伝子に導入したマウスと、APP遺伝子に家族性

AD の変異を導入したマウスを掛け合わせたモデルマウスが、AD 病態の解析に使用されて

きた	(Oddo	et	al.,	2003)。また、ヒトとマウスでは発現するTauのアイソフォームが異

なることが知られている	(Andreadis,	2005)。ヒトのTau遺伝子では、選択的スプライシ

ングによりエクソンが挿入されて6種類のアイソフォームが発現している	(図 1-5)。この

うち、C 末端側に存在する微小管結合領域のリピート配列の個数により、4 リピート Tau	

(0N4R、1N4R、2N4R）と、3R	Tau	(0N3R、1N3R、2N3R)に区別される。一方、マウスは4リ

ピート	Tau	(0N4R、1N4R、2N4R）のみを発現している。ヒトAD患者と同様に、変異を持た

ないヒト Tau とタウ病理を同時にもつ、より AD 患者の病態に近いモデルマウスが求めら

れていた。	

このような研究背景より、ヒトとマウスの MAPT 遺伝子配列をノックイン手法で置き換

え、遺伝的変異を持たないヒトTauを発現するMAPT	 	 KIマウスが作製された。さらに、

AppNL-G-FマウスとMAPT		KIマウスを掛け合わせたdouble	KI	(dKI)	マウスを作成して解析

が行われてきた	(Saito、投稿中)	(図 1-6)。しかし、このdKIにおいてもAppNL-G-Fマウス

と比べてタウ病理および神経細胞死の増悪は認められず、依然として AD 患者で見られる

病理像の再現には至っていなかった。	
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1-12	 Aβ病理が既存する脳内でTauと結合する因子の探索と同定	

	 dKIマウスの研究結果から、西道チームでは「Aβが蓄積する状態において何らかの病態

増悪因子が存在し、その因子がTauと相互作用することにより、神経変性を誘導する」と

いう全く新しい視点からの仮説が立てられた。そこで、この仮説を立証するために、脳内

でAβ病理依存的にTauとの相互作用	(解離性あるいは結合性)	が変動するタンパク質の

探索が行われた。Tauに結合するタンパク質を効率的に得るため、Flagエピトープを有す

る変異を持たないヒトTauを発現するWtau-TgマウスとWtau-TgマウスにAppNL-Fマウスを

交配させたマウスを用いて、Flag抗体を用いた免疫沈降とそのサンプルを用いた質量分析

が行われた。その結果、25個の候補因子が同定されたのである	(Saido、未発表データ)(図

1-7)。	

	

1-13	 アルギニンメチル基転移酵素	8	(PRMT8)	

	 同定された25個の候補因子に興味ある分子が含まれていた。それは、アルギニンメチル

基転移酵素	(Protein	arginine	methyltransferase	8；PRMT8)	という、中枢神経系に特

異的に発現するタンパク質であり、なおかつフォスファジチルコリンからコリンを産生す

るリン脂質の分解酵素作用も有することが知られている分子である	 (Dillon	 et	 al.,	

2013;	Kim	et	al.,	2015)。同定された25個の因子の中で、PRMT8は特に中枢神経系で重

要な役割を担うタンパク質である可能性が考えられた。	

これまでPRMT8と AD病態に関する報告は無く、PRMT8が ADで認められる各病理学的特

徴を繋ぐ新規因子である可能性が高いと期待が持たれたのである。	

	

1-14	 ADとイヌの認知機能不全症候群の類似性	

	 AD病態の初期像とイヌの認知機能不全症候群	(cognitive	dysfunction	syndrome；CDS)	

には病理学的な類似性が認められる	(Davis	and	Head,	2014)。また、CDS罹患犬の脳にお

いて、AD 患者脳と同様にアミロイド病理および神経変性・細胞死が認められている	
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(Borràs	et	al.,	1999;	Araujo	et	al.,	2005)(表 1-2)。ヒトとイヌのAPPのアミノ酸配

列は98％相同であり	 (Johnston,	 1991)、Aβ領域のアミノ酸配列は完全に一致している	

(Youssef	et	al.,	2016)(表 1-3)。しかい、イヌCDSに AD患者のような遺伝子変異は同定

されていない。一方で、ヒトAD患者同様に、CDS罹患犬においてもネプリライシン発現量

の低下が報告されている	(Canudas	et	al.,	2014)。さらに、イヌではタウ病理は生じな

いと考えられてきたが、近年、CDS 罹患犬の死後脳でもシナプスにおけるリン酸化 Tau が

増加すること、さらには神経原線維変化が生じることが示された	(Schmidt	et	al.,	2015;	

Smolek	 et	 al.,	 2016)。また、イエネコの脳内でも神経原線維変化が認められている	

(Chambers	et	al.,	2015)。	

		イヌ CDSは、重度に進行すると徘徊行動や昼夜問わず吠えを繰り返えす症状が顕在化し、

症例犬および飼い主のQOLを著しく低下させる	(Landsberg,	2005)。そして、ヒトの認知

症同様、イヌCDSにも予防法・治療法が存在していない。我々は、国内における家庭犬の

CDS の実態を把握することを目的に、イヌの認知機能を評価する質問表(Rofina	 et	 al.,	

2006;	Fast	et	al.,	2013)を用いた疫学調査を行った。その結果、CDSが疑われるイヌの

割合は、8歳以上で21％であった	(石井ら、2016)(表 1-4、図 1-8)。日本では寿命による

自然死を望む文化が根付いており、「動物の愛護及び管理に関する法律」では家庭動物の

終生飼養が明文化されている。日本の家庭犬の平均寿命は、2017年の段階で14.19歳に達

しており(一般社団法人ペットフード協会、2010および 2017)、CDS罹患犬は増加すると予

想される。ADの克服が医療の重要課題であると同様に、イヌCDSの克服は獣医療の重要な

課題の一つである。したがって、AD病態モデルマウスを用いる研究は、医療だけでなく獣

医療にも貢献できると考えられるのである	(図 1-9)。	
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1-15	 本研究の目的	

		本研究では、神経変性疾患の一つであるADの病態モデルマウスを用いて、神経変性の発

症機序の解明を目的に、2つの研究を行った	(図 1-10)。	

研究１	(第2章)では、AD病態と小胞体ストレスの関係を再検証することを目的に、AppNL-

G-F マウスを含む複数系統の AD 病態モデルマウスを用いて、生化学および分子生物学的手

法により小胞体ストレスマーカーを測定して比較検討を行った。一方、「アミロイド病理」

「タウ病理」「神経の変性および細胞死」の各病理学的特徴を繋ぐ分子の探索を目的に、

研究2	(第 3章)	では、アミロイド病理が既存する脳内でTauとの相互作用が変動する因

子として新たに同定されたタンパク質アルギニンメチル基転移酵	 (PRMT)	ファミリーの

PRMT8に着目し、PRMT8が脳の神経病理に与える影響を検討した。AD病態モデルとしてAppNL-

G-FマウスとMAPT		KIマウスを掛け合わせたdKIマウスを用いて、PRMT8遺伝子を欠損もし

くは発現を増加させ、生化学的にTauのリン酸化レベルを解析して、組織化学的に神経炎

症と神経変性、神経細胞死に与える影響を解析した。 後に、総括	(第 4章)	として、本

研究の結果と現在のAD研究動向を合わせて総合的に議論した。	
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第1章 図と表	

	

図 1-1	 AD発症に至るアミロイドカスケード仮説と未解明の問題	

左写真はヒト AD	患者で認められる老人斑と神経原線維変化の病理画像	 (Jucker	 and	

Walker,	2013)	である。細胞外に蓄積するAβと細胞内に凝集するTau、その後神経変性

に至る分子機序は現在でも解明されていない。	

	

図 1-2	 APPからの Aβの切り出し	

APP は細胞膜に存在し、β-セクレターゼとγ-セクレターゼにより切断される。この作

用を受けて、Aβが産生されて細胞外へと放出される。	
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図 1-3	 APP遺伝子における家族性変異とAβへの影響	

ヒト家族性ADで認められている、APP遺伝子変異が同定されたアミノ酸残基の番号とそ

の変異とAβに与える影響。Swedish変異	(K670N/K671L)	は総Aβ生産量を増加させ変異、

Arctic変異は Aβの凝集性を高める変異、Iberian変異	(I716F)	は Aβ42の産生比率を上

昇させる変異である。	

	

図 1-4	 ヒト家族性AD変異をAPP遺伝子に導入して作製されたAppNL-G-Fマウス	

	 App	 KIマウスは、ノックイン手法でAPP遺伝子に置き換えを行ったマウスである（緑

が置き換えを行った箇所）。作製した2種類のApp	 KIマウスのうち、AppNL-Fマウスは、

マウス APP 遺伝子の Aβ 配列をヒト化したヒト家族性 AD 変異である Swedish 変異と

Iberian 変異が導入されている。AppNL-G-Fマウスは、AppNL-Fマウスに Arctic 変異の導入を

したマウスである。	
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表1-1	 従来の AD病態モデルマウスであるAPP-Tgマウスの問題点	

挿入遺伝子が内在性遺伝子の遺伝子を破壊する可能性があり、	

ホモ接合体での解析は行えない	(Kuro-o	et	al.,	1997;	Verret	et	al.,	2012;	Saito	

et	al.,	2016)。	

過剰産生されたAβ以外のAPP断片は、細胞タンパク質と非生理学的に相互作用す

る可能性がある	(Nicolas	and	Hassan,	2014;	Kerridge	et	al.,	2015)。	

非特異的小胞体ストレスはAPP	/	PS過剰発現マウスに生じる可能性がある	 	

(Barbero-Camps	et	al.,	2014;	Chaudhari	et	al.,	2014;	Reinhardt	et	al.,	2014;	

Borkham-Kamphorst	et	al.,	2016)	

AD 患者脳に見られるものとは異なる Aβ蓄積が出現する可能性がある	 (Saido	 et	

al.,	1995;	Saito	et	al.,	2016)。	

変異を導入した APP 遺伝子の発現を誘導するプロモーターは、Tg マウスごとに異

なるものが使用されている	(Jucker	and	Walker,	2013;	Höfling	et	al.,	2016)。	

同一系統のモデルマウスを使用しているにも関わらず、矛盾した薬物効果が認めら

れる	(Ohno,	2014;	Duggan	and	McCarthy,	2016)。		

特定の系統のマウスとの交雑により、若齢での死亡率が増加する	 (Carlson	 et	

al.,	1997;	Chishti	et	al.,	2001)。	

Sasaguriらの報告	(Sasaguri	et	al.,	2017)	から抜粋・改変。赤字が小胞体ストレス

に関連する論文。	
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図 1-5	 ヒト Tauのアイソフォーム	

ヒト Tauの 6種類のアイソフォームおよび各アイソフォームにおける選択的スプライシ

ングが挿入される位置と微小管結合ドメインを示す。	

	

	

図 1-6	 dKIマウス(double	knock	inマウス)の概要	

	 AppNL-G-FマウスとMAPT	KIマウスを掛け合わせて、dKIマウスが作製された。dKIマウス

は、変異を有するヒト型Aβの蓄積、および変異を有さないヒト型Tauの発現を持つ。	
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図 1-7	 Aβ病理の存在下でTauとの相互作用が変動するタンパク質の探索	

アミロイド病理の存在下においてTauとの結合性が変動する因子の探索が行われた。そ

の結果、25因子が同定された。本研究（第3章）で注目したPRMT8はこのうち赤字で示し

た新規因子	(ANM8_MOUSE)	である。	
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表1-2	 ヒト ADおよび高齢イヌと加齢ラットで見られるAD病理関連の病理学的変化		

認められる病理学的特徴	

ヒト	

AD	

高齢	

イヌ	

加齢	

ラット	

Aβ蓄積	 ＋	 ＋	 -	

アミロイド血管症	 ＋	 ＋	 -	

神経原線維変化	 ＋	 *	 -	

酸化ストレス障害	 ＋	 ＋	 ＋	

大脳皮質の萎縮	 ＋	 ＋	 -	

脳室の拡大	 ＋	 ＋	 -	

記憶障害	 ＋	 ＋	 ＋	

非認知行動の変化	 ＋	 ＋	 ＋	

Aβ病理に付随する認知機能の低下	 ＋	 ＋	 -	

	

「+」は左項目の病理学的特徴が認められることを意味する。「-」は左項目の病理学的特

徴認められないことを意味する。「*」は CDSイヌの死後脳で神経原線維変化が認められる

ことを意味する(Smolek	et	al.,	2016)。Araujo	らの報告	(Araujo	et	al.,	2005)	を引

用・改変。	
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表1-3	 ヒト、イヌ、マウスのAβ領域アミノ酸配列と寿命の関係	

動物種	 平均寿命(約)	 Aβのアミノ酸配列	

ヒト	 80年	 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA		

イヌ	 15年	 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA		

マウス	 2年	 DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA		

	

赤字はマウスとヒトおよびイヌとで異なるアミノ酸残基を示す。	APP	KIマウスではこ

の3残基がヒト化されている。ヒトとイヌは平均寿命が大きく異なるにも関わらず、Aβの

アミノ酸配列は100%同じである。Youssef	らの報告(Youssef	 et	 al.,	 2016)を引用・改

変。	

	

	

	

	

	

	

	



22 

 

表1-4	 イヌ認知機能評価の疫学調査で使用した質問表	

① 食欲の変化		 ⑦認知(知覚)の変化		

変化なし		 0		 変化なし		 0	

今までより食欲が減った		 1		 家具にぶつかることがある		 1	

食欲の増え、下痢をする		 2		 狭い所を通ろうとすることがある		 4	

食欲が増え、下痢はしない	 		 3		 ドアの間違った側（蝶番側）を通ろうとする		 4	

② 飲水の変化		
	⑧自分が置かれている状況の判断力の変化		

変化なし		 0		

以前より水を飲むようになった		 2		 変化なし		 0	

③ 排泄の変化		 新しい場所や散歩道で状況が判断できない		 1	

変化なし		 0		 いつもの散歩道で状況が判断できない		 3	

室内で排尿するようになった		 1		 自宅で状況が判断できない		 4	

自宅で排尿・排便するようになった		 3		 ⑨記憶力の変化		

④昼夜リズムの変化		 変化なし		 0	

変化なし		 0		 馴染みのある人を認識できない		 1	

睡眠時間が増加した		 1		 休日の後に飼い主を認識できない		 3	

日中に寝て,夜寝ない時間が増えた		 2		 日常的に飼い主を認識できない		 4	

⑤行動の変化		 ⑩性格の変化		

目的の無い行動はしない		 0		 変化なし		 0	

空中を凝視するようになった		 1		 他の動物や子供に対して、攻撃的になった		 2	

徘徊することが増えた		

(うろうろ歩きまわる)		
2		 飼い主に対して、攻撃的になった		 3	

旋回することが増えた		

(ぐるぐる同じ場所で回る)		
3		 点数とグレード		 	

⑥活動性や交流の変化		 	0点	 	 	 ：異常なし	

変化なし		 0		 	1-5点	 	 ：軽度認知機能低下の疑いが強い	

活動性や交流性が減った		 1		 	6点以上	 ：認知機能低下	(CDS)	

飼い主や周りの環境への		

反応が減った		
3		 		

	

Rofinaら	(Rofina	et	al.,	2006)と Fastら	(Fast	et	al.,	2013)の報告を参考に、日

本の飼い主が利用できるように日本語で再構成した。	
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図 1-8	 我が国の8歳以上の家庭犬における認知機能低下の疫学調査結果	

A：認知症レベル（グレード）ごとの頭数。B：円グラフは各グレードの割合。6点以上(21％)	

は赤、1－5点は黄色	(52％)、0点は緑	(27％)	で色分けした。オレンジ	(16％)	は、6点

以上に分類された115頭のなかで動物病院でCDSと診断を受けた個体の割合。	

	

	

図 1-9	 ADとイヌ CDSの共通性	

AD とイヌ CDS には共通した神経病理学的特徴が認められることから、AD 発症機序の解

明は、獣医療にも有用であると考えられる。	
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図 1-10	 本研究の概要	

	 本研究の概要を示した相関図。研究１	 (第 2章)	では、従来のAD病態モデルマウスに

おける研究から AD 病態の重要な病態変化と考えられている小胞体ストレスについて再検

討を行なった。研究2	(第 3章)	では、アミロイド病理の存在下においてTauとの結合性

が変動する因子として同定されたPRMT8に注目して解析を行った	。	
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第 2章	

	

	

研究 1	

AD 病態と小胞体ストレスの関係の再検証	
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2-1	 緒言	

小胞体に異常タンパク質の蓄積やカルシウム濃度の変動などの負荷が加わると、小胞体

内の機能が障害され、小胞体の内腔に折りたたみ不全のタンパク質が蓄積する小胞体スト

レス状態となる。この小胞体ストレスを回避するため細胞は小胞体ストレス応答を活性化

させる。小胞体ストレス応答では、小胞体膜上に存在する3つの膜貫通シグナリングタン

パク質であるProtein	 kinase	 R	 (PKR)-like	 endoplasmic	 reticulum	 kinase	 (PERK)、

activating	transcription	factor	(ATF)6、およびinositol-requiring	1	(IRE1)が小胞

体ストレスセンサーとして働く(Hashimoto	and	Saido,	2018)(図 2-1)。	

通常、これら膜貫通タンパク質の小胞体内腔側に glucose-regulated	 protein	 78	

(GRP78)が結合しているが、小胞体ストレスが惹起されると膜貫通タンパク質よりGRP78が

解離して小胞体ストレス応答が開始される。3つの経路のうち１つ目の経路では、PERKの

多量化・自己リン酸化が生じ、リン酸化PERK	(p-PERK)	により eukaryotic	translation	

initiation	factor	2α（eIF2α）がリン酸化される。このリン酸化により、eIF2αの翻

訳開始複合体の形成が阻害され、タンパク質の合成が抑制される	(Harding	et	al.,	2000)。

2つ目の経路では、ATF6が小胞体からゴルジ体に輸送され、プロテアーゼにより膜内切断

を受ける。細胞質側のATF6切断断片は転写因子として核に移行して、小胞体シャペロンで

あるGPR78やタンパク質折りたたみ酵素であるprotein	disulfide	isomerases	(PDIs)	の

発現を促し、タンパク質の折りたたみ不全を是正する	(Haze	et	al.,	1999)。3つ目の経

路では、IRE1 の二量体・自己リン酸化が生じ、リン酸化 IRE1 は転写因子 X-box	 binding	

protein	1	(XBP1)	mRNAのイントロンを切り出すことでフレームシフトを生じさせ、C末

端に転写促進因子を持つスプライス型	XBP1	mRNAを発現させる。スプライス型	XBP1は核

に移行し、シャペロンタンパク質の発現を誘導し、タンパク質の正しい折りたたみが促進

される	 (Yoshida	 et	 al.,	 2001)。一方、それぞれの経路を介して転写因子 C/EBP-

homologous	protein	(CHOP)	の発現が誘導されると、アポトーシスが生じる	(Harding	et	
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al.,	2000)。	

	 AD病態において、Aβによって誘発された小胞体ストレスが神経細胞死に関与する可能

性が示されている	(Hitomi	et	al.,	2004;	Costa	et	al.,	2013;	Kang	et	al.,	2013)。

これまで、複数のAD病態モデルマウスを用いた調査が行われている	 (図 2-2)。複数の家

族性AD変異を導入したAPP遺伝子とPS1遺伝子を過剰発現する5XFADマウスでは、p-IF2

αおよびスプライス型XBP1	mRNAの発現量増加が認められる	(O’Connor	et	al.,	2008;	

Reinhardt	et	al.,	2014)。また、変異型APPと PS1を過剰発現するAPP/PS1マウスは、加

齢に伴いGRP78、p-PERK、p-eIF2αと CHOPの発現量増加を示す	(Barbero-Camps	et	al.,	

2014)。一方、変異型のAPP、PS1の発現に加えて、変異型Tauを発現する3xTg-ADマウス

でも GRP78 の上昇が認められているが、同じ月齢でも雄雌で結果が一致していない	

(Soejima	et	al.,	2013)。また、AD患者の死後の脳でGRP78が上昇しないことや(Katayama	

et	al.,	1999)、変異型APPを単独で過剰発現するTg2576マウスでは、GRP78、PDI、およ

びCHOPの発現量が上昇しないことが示されている	(Lee	et	al.,	2010)。これまでに、膜

タンパク質の過剰発現が、細胞質カルシウム濃度を上昇させて慢性的な小胞体ストレスを

惹起することが示されている	(Chaudhari	et	al.,	2014)。したがって、変異型APPと PS1

の二重過剰発現マウスで認められる小胞体ストレスの上昇は、膜タンパク質の過剰発現に

由来するアーチファクトである可能性がある。AD病態モデルマウスでみられる小胞体スト

レス上昇は、Aβ蓄積、APPの過剰発現、変異型PS1の発現、さらにタウ病理による影響で

はないかと考えられるのである。	

	 そこで、研究1では「AD病態と小胞体ストレスの再検証」を行うために、以下の2つの

実験を行った	(図 2-3)。	

実験 1 では、Aβ蓄積もしくは APP の過剰発現が小胞体ストレスに与える影響を明らか

にするため、WT マウスと、APP の過剰発現を伴わない AppNL-G-Fマウス、また APP 単独の過

剰発現モデルであるAPP23と Tg2576マウスを用いて、生化学的・分子生物学的手法により

小胞体ストレスマーカーの発現量を測定して比較した。また、変異型PS1の発現が小胞体
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ストレスに与える影響を検討するため、小胞体ストレスマーカーの上昇が報告されている

APP/PS1 と 3xTg-AD マウスを使用し、小胞体ストレスマーカーの変化について検証を行っ

た。全体の対照実験として、初代培養神経細胞およびNeuro2A細胞に小胞体ストレスを誘

導するタプシガルギンを添加して実験的に小胞体ストレスを誘導させて、ADモデルマスの

脳と比較した。	

実験 2では、タウ病理が小胞体ストレスに与える影響を解析するため、WTマウスとタウ

病態モデル	(P301S-Tau-Tg)	マウスを用いて、実験１と同様の手法で、小胞体ストレスマ

ーカー発現量を測定して統計学的な比較を行った。	
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2-2	 材料と方法	

実験1と実験2の全ての実験は、国立研究開発法人理化学研究所	(和光市)(以下、理研)	

において「理化学研究所ガイドライン」に従って実施した	(遺伝子組換え実験承認番号：

2016-043	(3)、動物実験承認番号：H27-2-209	(2))。	

	 実験に使用した動物は、理研の実験動物飼養保管施設において、温度23±2℃、湿度55

±10％、換気回数15回／時間、オールフレッシュ方式、明期	12	時間（午前	8:00〜午後	

8:00）、暗期	12	時間（午後	8:00〜午前	8:00）の条件下で飼養保管した。給水は自由給

水、飼料はペレット状固形飼料を用いた。	

	 研究 1 で使用した AD 病態モデルマウスの名称、各モデルマウスに導入されている遺伝

子変異を表 2-1 に示した。また、研究 1 で使用した AD 病態モデルマウスで認められる各

種病理変化（Aβ蓄積、ミクログリアの活性化、シナプス消失、神経原線維変化）と、認知

機能低下が生じる月齢を図2-4に示した。	

	

実験１：Aβ蓄積とAPP過剰発現が小胞体ストレス誘導に与える影響	

供与動物	

野生型(WT)マウス	

	 WTマウスは、繁殖業者	(C57BL/6、日本エスエルシー、静岡)	から導入後、西道チーム

で繁殖・維持されている6ヶ月齢と14ヶ月齢の雄マウスを3頭ずつ使用した。	

	

APPの過剰発現を伴わないAppNL-G-Fマウス	

		APP の過剰発現を伴わず Aβ 蓄積が小胞体ストレスに与える影響を解析するため、ノッ

クイン手法でマウス APP 遺伝子の Aβ 配列をヒト化し、さらに家族性 AD 変異に導入でヒ

ト型Aβ蓄積を示す、AppNL-G-Fマウス	(Saito	et	al.,	2014)	を使用した。	

AppNL-G-FマウスではAβの蓄積が2ヶ月齢より認められ、9ヶ月齢までに梨状皮質と海馬

の全体に広がることが確認されている。そこで、実験には6ヶ月齢と14ヶ月齢のAppNL-G-F
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マウスを使用した。各月齢の雄マウスを3頭ずつ使用した。	

	

APPを過剰発現するAPP23マウス	

	 APP単独の過剰発現が小胞体ストレスに与える影響を解析するために、APP	(Swedish変

異)	を過剰に発現するAPP23マウス	(Sturchler-Pierrat	et	al.,	1997)	を使用した（6

ヶ月齢、雄マウス3頭）。	

	

APPを過剰発現するTg2576マウス	

	 APP単独の過剰発現が小胞体ストレスに与える影響を解析するために、APP23と同様に、

APP	(Swedish変異)	を過剰発現するTg2576マウス	(Hsiao	et	al.,	1996a)(Hsiao	et	al.,	

1996b)	を使用した（6ヶ月齢、雄マウス3頭）。	

	

APPと PS1を過剰発現するAPP/PS1マウス	

	 変異型PS1の発現が小胞体ストレスに与える影響を解析するため、APP	 (Swedish変異)	

とPS1	(エクソン9欠損)	を過剰発現するAPPswe/PSEN1dE9	(APP/PS1)	マウス	(Jankowsky	

et	al.,	2001)	を使用した。APP/PS1マウスは、小胞体ストレスの上昇が報告されている

AD病態モデルマウスである	(Barbero-Camps	et	al.,	2014)。実験には、6ヶ月齢と21ヶ

月齢のAPP/PS1マウス	(雄)	を１頭ずつ、6ヶ月齢のWTマウス	(雄)	を 1頭使用した。	

	

APPを過剰発現し、変異型PS1を発現する3xTg-ADマウス	

	 変異型PS1の発現が小胞体ストレスに与える影響を解析するため、APP	 (Swedish変異)	

とTau	(P301L変異)	を過剰に発現し、M146V変異がノックインされたPS1を発現する3xTg-

ADマウス	(Oddo	et	al.,	2003)	を使用した。3xTg-ADマウスは、先行研究によって小胞

体ストレス上昇が報告されているAD病態モデルマウスである	(Soejima	et	al.,	2013)。

実験には、23ヶ月齢の雄マウス１頭と、同月齢のWTマウスを1頭使用した。	
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APP/PS1マウス、3xTg-ADマウス、同月齢のWTマウスは、早稲田大学・先進理工学部生

命医科学科・大島登志男博士より供与された。	

	

マウス脳組織の取り出しと処理	

	 ペントバルビタールナトリウム	(ソムノペンチル、Cat#	SOM02-YA1312、共立製薬、東

京)(100mg/kg)の腹腔内投与で麻酔をかけた。痛覚消失を確認した後、氷冷したリン酸緩衝

生理食塩水	(phosphate	buffered	saline；以下 PBS)（pH	7.4、Cat#	T9181、タカラバイ

オ)	を用いて経心臓法で灌流した。その後、素早く断頭して全脳を取り出した。摘出した

脳は、左右半球に分割して、小脳と延髄を取り除き、大脳皮質と海馬に分けて、液体窒素

で凍結してウエスタンブロット解析とスプライシング解析に使用するまで-80℃で保存し

た。	

	 -80℃保存した大脳皮質と海馬の標本を解凍し、タンパク質抽出用緩衝液	 (pH	 7.5、50	

mMトリス塩酸緩衝液、150	mM	塩化ナトリウム、1％プロテアーゼ阻害剤、1％ホスファタ

ーゼ阻害剤、および1％	Triton-X	100)	を加えた。引き続き、マルチビーズショッカーで

20秒間の破砕を行ない、15分間遠心	(20400	g、4℃)	し、上清を抽出してタンパク質抽出

液とした。抽出したサンプルのタンパク質濃度は、BCAタンパク質アッセイキット	(Cat#	

23227、Thermo	Fisher	Scientific、USA)を用いて測定した。測定した濃度を元にして、タ

ンパク質抽出液に対して4倍希釈になるように試料用緩衝液	(2ME+)(x4)(Cat#	191-13272、

富士フイルム和光純薬)	を混合し、ウエスタンブロット解析用のサンプルとした。	

	

培養細胞	

	 小胞体ストレスマーカーの上昇が正しく検出されていることを確認するために、初代培

養神経細胞とマウス神経芽細胞腫	 (Neuro2A)	細胞を用いて薬剤添加による人為的小胞体

ストレスの誘導を行い、AD病態モデルマウスの脳サンプルと平行して小胞体ストレスマー

カーの検出を行った。	
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初代培養神経細胞の作成	

	 妊娠 18日目のマウス	 (C57BL/6J、日本エスエルシー)	の子宮から胎仔を取り出して、

実体顕微鏡下で胎仔の頭蓋骨を切開して脳を摘出した。次いで、脳表面の髄膜を剥離して

脳組織を培養液	(Hanks'	Balanced	Salt	Solution；HBSS、Cat#	17460-15、ナカライテス

ク)	の入ったシャーレに浸漬して集めた。氷上に置いたシャーレの中でメスを用いて脳組

織を細切し、細切した組織を15	 mLの遠心チューブに移し替え、そこに0.25%トリプシン

を加え、37℃で 15分間振とうさせて脳組織を分散させた。その後、細胞の収集率を上げる

目的でDNase	(1％)	を加えた。ピペッティングにより混和した後、3分間遠心	(1500	g、

4℃)	した。遠心した後に上清を取り除いて、DNase	(1％)	を含む HBSSを添加し、温水中	

(37℃)	で 5分間静置した。静置した後に3分間遠心	(1500	g、室温)	し、上清を取り除

き、細胞の生存率を上げる目的で2％	B27サプリメント	(Cat#	17504044、Thermo	Fisher	

Scientific)	と 0.5	mM	L-グルタミン	(Cat#	25030149、Thermo	Fisher	Scientific)	を

含む Neurobasal	medium	(Cat#	21103-049、Thermo	Fisher	Scientific)	を添加した。そ

の後に直径100	µmのメッシュ	(Cat#	352360、Falcon、USA)	でろ過して、 終的に採集

した細胞数を数えた。ポリ-L-リシン溶液	(Cat#	P4707、Merck、Germany)	で 37℃一晩コ

ーティングして洗浄処理を行った60mm細胞培養プレートに、1.0	x	106/	mLの密度で細胞

を播種した。その後、実験に用いるまで、インキュベーター	(37℃、5%	CO2/	95%	O2)	で７

日間培養を行った。	

	

マウス神経芽細胞腫	

	 小胞体ストレス検出の陽性反応を確認するために、初代培養神経細胞に加えて、西道チ

ームで継代・維持されているNeuro2A細胞	(Shirotani	et	al.,	2001)	を使用した。	

-80℃で凍結保存されているNeuro2A細胞を室温に戻して、10%	非働化ウシ胎児血清、ペニ

シリン-ストレプトマイシン混合溶	 (Cat#	 09367-34、ナカライテスク)を含む培養液

(Dulbecco’s	modified	Eagle’s	medium；DMEM、Cat#	11995065、Thermo	Fisher	Scientific)
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で培養を開始して、実験に用いるまでの7日間、37℃（5%	 CO2/95%	 O2）	の環境で静置し

た。この間3日間隔で培養液の交換を2回行った。	

	

培養細胞への小胞体ストレスの誘導	

	 初代培養神経細胞とNeuro2A細胞への小胞体ストレスの誘導は、Ca2+-ATPase阻害剤であ

り細胞内カルシウム恒常性を撹乱させる試薬であるタプシガルギンを使用した	 (Rogers	

et	al.,	1995)。	

	 7日間培養した初代培養神経細胞に対して2	µMタプシガルギン	(Cat#	33637-31、ナカ

ライテスク)	を添加して8時間反応させた。一方、７日間培養したNeuro2A細胞に 5	µMタ

プシガルギンを添加して 18 時間反応させた。初代培養神経細胞と Neuro2A 細胞の上清を

回収した後にPBSで洗浄し、その後タンパク質抽出用緩衝液を加えてウエスタンブロット

解析用のサンプルとしての細胞を回収した。回収した細胞は、超音波ホモジナイザーを用

いて10秒間×2回で破砕処理した。処理後の細胞は、マウス脳組織と同様の手法でサンプ

ルの調製を行った。	

	

ウエスタンブロット解析	

	 各系統マウスおよび細胞における小胞体ストレスマーカー発現量を比較するため、小胞

体ストレスマーカー	(GRP78、PDI、CHOP、p-eIF2α)	と、内在性コントロール	(eIF2α、

β-actin)	のタンパク質をウエスタンブロット解析で測定した。また、各系統マウスのAPP

タンパク質、APP/PS1と 3xTg-ADマウスのPS1タンパク質の検出を行った。	

	 大脳皮質、海馬、初代培養神経細胞、およびNeuro2A細胞から調製したウエスタンブロ

ット解析用のサンプルは、7.5～15％の SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて、電気泳動

(20	mA	定電流、室温、約90分間)を行った。泳動後のゲルに含まれるタンパク質は、100%

メタノールで処理した0.45	µm	PVDF	メンブレン(Cat#	IPVH00010、Merck)に、セミドライ

式ブロッッターを用いて転写した	(126mA	定電流、室温、約65分間)。転写後のメンブレ
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ンは、ECL	Prime	Blocking	Reagent	(Cat#	RPN418、GE	Healthcare、USA)を含む Tween20

含有トリス緩衝生理食塩水	(Tris-buffered	saline	containing	Tween	20；TBST、pH	7.6、

Cat#	T9142、タカラバイオ）と室温で30分間反応させてブロッキングを行った。その後に

メンブレンをブロッキング溶液で希釈した一次抗体（表2-2）に 4℃で一晩反応させた。反

応後、メンブレンをTBST中で 5分間×3回洗浄して、ブロッキング溶液で希釈したHRP標

識二次抗体のAnti-Rabbit	IgG	(Cat#	NA9340、GE	Healthcare)と、Anti-Mouse	IgG	(Cat#	

NA9310、GE	Healthcare)	に室温で1時間反応させた。二次抗体への反応後、メンブレンを

TBST中で 5分間×3回洗浄し、ECL	Select	Western	Blotting	Detection	Reagent	(Cat#	

RPN2235、GE	Healthcare)を用いて発色反応させた。メンブレン上のバンドは、CCDイメー

ジセンサ	(ImageQuant	LAS	4000mini；GE	Healthcare)	によって検出した。		

	 ウエスタンブロット解析で得られたバンド強度の定量は、画像解析ソフト	 (Image	

Studio	Software；LI-COR、USA)を用いて算出した。GRP78、CHOP、PDIのバンドの数値は、

β-actinのバンドの数値で補正した。p-eIF2αのバンドの数値は、eIF2αのバンドの数値

で補正した。	

	

スプライシング解析	

	 各系統マウスの脳、および培養細胞における小胞体ストレスマーカー発現量を比較する

ため、小胞体ストレスにより発現が誘導されるスプライス型	XBP1	mRNAの検出を以下の方

法で行った。	

	

Total	RNAの抽出	

		大脳皮質、初代培養神経細胞、および Neuro2A 細胞に、RNA 抽出試薬	 (RNAiso	 Plus；

Cat#	 9108、タカラバイオ)を添加して破砕処理をした。処理した細胞は、5 分間遠心	

(12,000g、室温)し、遠心後に上清を回収した。回収した上清にクロロホルムを加えて撹拌

し、5分間室温で静置し、15分間遠心	(12,000g、室温)し、上層を分注した。分注した溶
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液にイソプロパノールを加えて撹拌し、10分間室温で静置し、10分間遠心	(12,000g、室

温)した後に、沈殿したペレットに氷冷した 70％エタノールを加えて撹拌し、5 分間遠心	

(12,000g、室温)し、風乾させて水分を取り除いた後に、RNase	free	water	に溶解した。

65℃で 5 分間静置した後、氷上に移動させて RNA を変性させた後に、超微量分光計		

(NanoDrop	ND-100	Spectrophotometer；Thermo	Fisher	Scientific)	を用いて、RNA濃度

を測定した。	

	

cDNAの合成	

		cDNAの合成は、RNAと逆転写酵素、およびOligo	dT	Primer	(PrimeScript	RT-PCR	Kit、

Cat#	RR014A、タカラバイオ)を用いて、30℃で 10分間、42℃で 60分間、次いで70℃で 10

分間、逆転写反応を行った。	

	

XBP1	mRNA	スプライシング解析	

		XBP1 特異的プライマー	 (5'-acacgcttgggaatggacac-3')と(5'-ccatgggaagatgttctggg-

3')	で、PCR酵素	(KOD	FX	Neo、Cat#	KFX-201、東洋紡、大阪)を用いて、94℃2分間を1

サイクル、98℃10秒間・50℃30秒間・68℃1分間を40サイクルのPCR反応を行った。2％

アガロースゲル電気泳動を行い、分子画像装置（Gel	Doc	EZ	Imager；Bio-Rad、USA）を用

いて、それぞれ非スプライス型	 XBP1	mRNA	(152	bp)	とスプライス型	 XBP1	mRNA	(126	

bp)	の PCR産物を検出した。XBP1	mRNA	スプライシング解析で得られたバンド強度の定量

は、画像解析ソフト	(Image	Studio	Software；LI-COR、USA)	を用いて算出し、スプライ

シング効率は非スプライス型に対するスプライス型の比として数値化した。	

	

統計処理	

6ヶ月齢と14ヶ月齢のWT、AppNL-G-Fマウスの多重比較、6ヶ月齢のWT、AppNL-G-F、APP23、お

よびTg2576マウスの多重比較は、一元配置分散分析とテューキーの検定を用いて行い、グ
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ラフは平均値±標準誤差で表した。ウエスタンブロット解析の結果は、6ヶ月齢のWTマウ

スの平均値を1.0として、比較するマウスの数値との相対値で示した。	

	

	

実験 2：タウ病理が小胞体ストレスに与える影響	

供試動物	

タウ病態モデルマウス（P301S-Tau-Tgマウス）	

タウ病理と小胞体ストレスの関係を検討するために、FTDP-17 に関連する変異である

P301S変異が導入されたTauを発現するP301S-Tau-Tgマウスを用いた。このマウスは、タ

ウ病理に付随する神経細胞死による脳萎縮を 9～12 ヶ月齢で示すことが報告されている	

(Yoshiyama	et	al.,	2007)。タウ病理が生じる以前の月齢	(3ヶ月齢)から、脳萎縮が生じ

た後の月齢	(15ヶ月齢)にかけての小胞体ストレスを確認するために、3、6、9、12、およ

び15ヶ月齢（それぞれ3頭ずつ）の雌マウスを使用した。	

	

野生型(WT)マウス	

	 WTマウスは、P301S-Tau-Tgマウスと同じ月齢（3、6、9、12および 15ヶ月齢）の雌を3

頭ずつ使用した。	

	

マウス脳組織の取り出しと処理	

	 動物はペントバルビタールナトリウム	(100	mg/kg)の腹腔内投与で麻酔した。以下、脳

の取り出、脳の保存、脳組織のサンプル調製は、実験１と同じ方法で行った。	

	

ウエスタンブロット解析	

WT マウスと P301S-Tau-Tg マウスの小胞体ストレスマーカー発現量を比較するため、ウ

エスタンブロット解析で、Tau、小胞体ストレスマーカー(GRP78、PDI、CHOP、p-eIF2α)、
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内在性コントロール(eIF2α、β-actin)のタンパク質の検出を行った。ウエスタンブロッ

ト解析は、実験１と同じ方法で行った。	

	

スプライシング解析	

WT マウスと P301S-Tau-Tg マウスにおける小胞体ストレスマーカー発現量を比較するた

め、小胞体ストレスで発現誘導されるスプライス型	XBP1	mRNAの検出を行った。スプライ

シング解析は、実験１と同じ方法で行った。	

	

統計処理	

	 WT マウス、および P301S-Tau-Tg マウスの多重比較は、一元配置分散分析とテューキー

の検定を用いて行い、グラフは平均値±標準誤差で表した。ウエスタンブロット解析の結

果は、3ヶ月齢WTマウスの平均値を1.0として、比較する各系統マウスの数値を相対値と

して示した。	
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2-3	 結果	

2-3-1	 実験１：Aβ蓄積とAPP過剰発現が小胞体ストレスに与える影響	

Aβ蓄積が小胞体ストレスに与える影響	

若齢および高齢のWTマウスとAppNL-G-Fマウスの大脳皮質を用いて、ウエスタンブロット

解析を行った結果を図2-5に示す。APPの発現量は、WTと AppNL-G-Fマウスで同等であった。

また、小胞体ストレスマーカーであるGRP78、CHOP、PDI、およびp-eIF2αの発現量を定量

し比較したところ、若齢および高齢のWTマウスとAppNL-G-Fマウスの間で統計学的な有意差

が認められなかった	 (図 2-6)。一方、APP/PS1 マウスでは、WT マウスと比べて APP およ

び、SP1の発現量の増加が認められた。また、6ヶ月齢のWTマウスの各小胞体ストレスマ

ーカーの発現量を1.00とした場合、同月齢のAPP/PS1マウスの発現量は、GRP78が 1.16、

CHOPが 1.04、PDIが 1.24、p−eIF2αが 1.44といずれも上昇していた	(図 2-5)。タプシガ

ルギンを加えたマウス初代培養神経細胞とNeuro2A培養細胞において、無処置の細胞と比

べて小胞体ストレスマーカーの発現量の上昇が認められた。したがって、本実験の小胞体

ストレスマーカー解析は正しく行われていたことを示している。	

	 また、XBP1	 mRNA スプライシング解析において、タプシガルギンを添加した細胞では

126bpのスプライス型	XBP1	mRNAの発現誘導が認められた。しかし、若齢および高齢のWT

マウスとAppNL-G-Fマウスの間で、スプライス型	XBP1	mRNA発現量に有意差は認められなか

った	(図 2-7)。	

		

APP過剰発現が小胞体ストレスに与える影響	

	 WTマウス、AppNL-G-Fマウス、APP23マウスおよびTg2576マウス	(いずれも6ヶ月齢)の大

脳皮質における小胞体ストレスマーカータンパク量を比較したところ、4 群の間で統計学

的な有意差は認められなかった	(図 2-5、2-8)。同様に、WTマウス、AppNL-G-Fマウス、APP23

マウスおよび Tg2576 マウスの間で、スプライス型 XBP1	 mRNA 発現量に統計学的な有意差

は認められなかった	(図 2-7)。	
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		海馬における結果も大脳皮質の結果と同様、WTマウス、AppNL-G-Fマウス、APP23マウスお

よびTg2576マウス（いずれも6ヶ月齢)における小胞体ストレスマーカータンパク量に統

計学的な有意差は認められなかった	(図 2-9、2-10)。	

	 これとは対照的に、WTマウス海馬のp−eIF2αの発現量を1.00として比較したところ、

APP/PS1マウス（６ヶ月齢）では発現量が1.48、APP/PS1マウス（21ヶ月齢の）では発現

量が 1.49 にいずれも上昇していた。また、WT マウスの各小胞体ストレスマーカーの発現

量を1.00としたて比較したところ、3xTg-ADマウス（６ヶ月齢）ではGRP78が 1.47、CHOP

が 16.73、PDIが 1.21、p−eIF2αが 1.18と、いずれも上昇していた（図2-9）。	

	

	

2-3-2	 実験 2：タウ病理が小胞体ストレスに与える影響	

	 WTマウスとP301S-Tau-Tgマウス（3～15ヶ月齢）の大脳皮質を用いて行ったウエスタン

ブロット解析の結果を図2-11に示した。小胞体ストレスマーカーのタンパク量は、3、6、

9、12、15ヶ月齢のWTマウスとP301S-Tau-Tgマウスの間で有意な差は認められなかった。	

		同様に、スプライス型	XBP1発現量においても、WTマウスとP301S-Tau-Tgマウス（3～

15ヶ月齢）の間で統計学的な有意差は認められなかった	(図 2-12)。	

また、12ヶ月齢のWTマウスとP301S-Tau-Tgマウスの海馬においても、小胞体ストレス

マーカーの上昇は認められなかった	(図 2-13)。	
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2-4	 考察	 	

本研究では、AppNL-G-Fマウス、２系統の APP 過剰発現マウスを含む複数の AD病態マウス

を用いて、APP、PS1、Tau	の存在が大脳皮質および海馬における小胞体ストレスの誘導と

どのように関連しているのか検討した。	

実験１において、AppNL-G-Fマウスにおいて月齢に伴い進行するアミロイド病理、および過

剰産生されたAPPタンパク質のいずれも小胞体ストレスは上昇させないことが明らかとな

った	(Hashimoto	et	al.,	2018；石井ら、2018a)。したがって、アミロイド病理は小胞体

ストレスを上昇させる直接的な原因では無い可能性が示された。類似の報告として、Leeら

による APP 単一の過剰発現モデル Tg2576 マウスでは小胞体ストレスが惹起されないこと

が示されている	(Lee	et	al.,	2010)。すなわち、APPと PS1に変異が導入された複数系統

の二重過剰発現マウスで報告されている小胞体ストレスの上昇は、AD病態において必須の

病態変化ではないことが推察される。これを裏付けるためには、変異型PS1ノックインマ

ウスにおける小胞体ストレスマーカーの発現量を測定する必要があると考えられる。以前

の報告において、PSは 9回膜貫通型ドメインを有するため、変異型PS1の過剰発現は小胞

体膜選択的に影響を与える可能性が示唆されている	(Annaert	et	al.,	1999;	Area-Gomez	

et	al.,	2009)。通常、PS1は小胞体のカルシウム恒常性の調整に関与する	(Zhang	et	al.,	

2010;	Honarnejad	and	Herms,	2012)。さらに、PS1は細胞質内から小胞体膜へのカルシウ

ム流入を担う筋小胞体カルシウムポンプだけでなく、小胞体関連カルシウムチャネルであ

るイノシトール三リン酸受容体と、リアノジン受容体の機能を調整する	 (Guo	 et	 al.,	

1996;	Chan	et	al.,	2000;	Stutzmann	et	al.,	2004;	Green	et	al.,	2008)。さらに、家

族性ADに関連するPS1変異は、カルシウムの流入を変動させることが示されている	(Zhang	

et	al.,	2010;	Honarnejad	and	Herms,	2012)。	

先行研究によって、タプシガルギンに暴露された培養神経細胞では、小胞体内カルシウ

ム濃度の変動により小胞体ストレスが強く誘発されることが報告されている	 (Rogers	 et	

al.,	1995)。このことは、変異型PS1がカルシウムの流入を変えて小胞体内カルシウム濃
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度の変動が生じることで小胞体ストレスが惹起されることを示唆している。実際、変異型

PS1 ノックインマウスの線維芽細胞および初代培養神経細胞を用いた研究において、家族

性 AD に関連する PS1 変異は小胞体ストレス応答の活性化を遅延させることが示されてお

り	(Katayama	et	al.,	1999;	Sato	et	al.,	2000)、初代培養神経細胞におけるPS1の欠

損および過剰発現が小胞体ストレス応答を変化させる	(Sato	et	al.,	2000;	Terro	et	al.,	

2002)。	

	 本実験と先行研究の結果を合わせると、APP と PS1 の二重遺伝子変異を有するマウスに

おいて認められる小胞体ストレスの上昇は、AD病態とは直接関係せずに生じている可能性

が推察される。さらに、APP と PS1 の二重遺伝子変異を有するマウスによる結果も、小胞

体ストレスは Aβ 病理には関係がない PS1 変異により生じた可能性がある。APP と PS1 の

二重遺伝子変異を有する AD 病態マウスは複数存在するが、本実験で使用した APP/PS1 マ

ウスはBarbero-Campsらと同様のマウス	(Jankowsky	et	al.,	2001;	Barbero-Camps	et	

al.,	2014)	を使用したにも関わらず小胞体ストレスの亢進は示さなかった。APP過剰発現

モデルである Tg2576 マウスでは、表現型の出現率がマウスの遺伝的背景によって影響を

受けることが指摘されている	(Lassalle	et	al.,	2008)。さらに、APP/PS1マウスの継代

が繰り返されたことにより、APP および PS1 タンパク質の発現量が低下した可能性も推察

される。	

	 また、実験2によって、Tau	を過剰発現するタウオパチー病態モデルであるP301S-Tau-

Tgマウスでも、小胞体ストレスが惹起されないことが明らかとなった。この結果より、タ

ウ病理を介した神経変性に小胞体ストレスは関与しない可能性が示唆される。また、APPや

PS1 と異なり Tau は膜タンパク質ではないため、Tau の過剰発現が小胞体ストレスを惹起

しないという結果は、膜タンパクの過剰発現が小胞体ストレスを惹起するという結果	

(Barbero-Camps	et	al.,	2014)に矛盾しない。	

	 これまで、AD 患者の死後脳において小胞体ストレスの上昇が認められているが

(O’Connor	et	al.,	2008;	Nijholt	et	al.,	2011;	Chang	et	al.,	2002)、その一方でAD
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患者死後脳におけるGRP78の顕著な減少が報告されている	(Katayama	et	al.,	1999)。AD

患者の脳神経細胞は、標本採取前にリソソームおよびミトコンドリアの損傷に付随する変

性が生じている可能性があり、mRNA およびタンパク質の死後分解は健常者と AD 患者の間

で異なると推測される。マウス死後脳においても、カルシウム依存性プロテアーゼである

カルパインの非生理的な活性化が報告されている	(Saito	et	al.,	2016)。加えて、カル

シウム濃度およびカルシウム関連応答は死後の環境下で変動することも知られており、死

後脳サンプルを使用した mRNA およびタンパク質の解析および小胞体ストレスの結果の評

価には注意が必要だと考えられる。	

	 本研究より、「アミロイド病理およびタウ病理は必ずしも小胞体ストレスの惹起しない」

可能性が示された。この結果は、APP と PS1 の二重遺伝子変異を有するマウスで認められ

る小胞体ストレス上昇の意義については再検討が必要であることを示している。これまで

過剰発現AD病態モデルでその効果が認められなかった因子に関して、App	 KIマウスを用

いて再検証することで、AD 病態の新たな創薬標的が見つかる可能性があると考えられる。	
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第 2章	 図と表	

 

	

	

図 2-1	 小胞体ストレス応答の分子機構と小胞体ストレスマーカー分子の関係	

	 小胞体ストレスが惹起されると、３つの膜貫通シグナルタンパク質の小胞体内腔側に結

合しているGRP78が解離して小胞体ストレス応答が開始される。eIF2αがリン酸化される

ことにより、余分なタンパク質の合成が抑制される。プロテアーゼによって切断された

ATF6 は、核に移行して GPR78 や PDIs の発現を促し、タンパク質折りたたみ不全の是正を

促進する。イントロンの切り出しにより産生されたスプライス型	XBP1	mRNAは転写活性を

有しており、シャペロンタンパク質の発現を誘導する他、小胞体関連分解を促進させる。

3経路でそれぞれ、転写因子CHOPの発現が誘導され、アポトーシスが生じる。赤字で示し

た小胞体ストレス応答関連分子の発現量増加は、小胞体ストレス上昇の指標とされる。	
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図 2-2	 従来の AD病態モデルマウスで認められる小胞体ストレスマーカーの発現	

従来の AD 病態モデルマウスにおける小胞体ストレスの誘導に関する結果を示す。「↑

(赤色)」は小胞体ストレスマーカーの上昇が認められること、「→(黒色)」は小胞体スト

レスマーカーの上昇は認められないことを意味する。	
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図 2-3	 研究 1（実験1と実験2）の目的と材料および方法	

上半分の図は、AD病態モデルマウスと小胞体ストレスとの関係を示す概念図。下の図は、

実験 1 と実験 2 の研究目的、材料	 (供与動物と培養細胞)、および解析方法についての概

要を示す。	
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表2-1	 研究１で使用したAD病態モデルマウスの種類	

	

	 	

研究１（実験1と実験2）で使用した遺伝子改変マウスにおけるAPP	(黄色)、PS1	(青)、

およびTAU	(緑)に導入された遺伝子変異の一覧。「－」は遺伝子に変異が導入されていな

いことを示す。各遺伝子変異の背景色の違いは変異の導入手法が異なること意味する。薄

い色はノックイン、濃い色は過剰発現であることを示す。	

		

	

	

動物	 変異が導入された遺伝子とプロモーター	

モデルマウス名	

(バックグランドの系統)	

APP遺伝子	 PS1遺伝子	 TAU遺伝子	

AppNL-G-F	

(C57BL/6)	

KM670/671NL、	

E693G、I716F	

-KI(endogenous)	

－	 －	

APP23	

(C57BL/6)	

KM670/671NL	

-Tg(Thy-1)	

－	 －	

Tg2576	

(B6；SJL混合)	

KM670/671NL	

-Tg(Prion)	

－	 －	

APP/PS1	

(C57BL/6)	

KM670/671NL	

-Tg(Prion)	

Exon9欠損	

-Tg(Prion)	

－	

3xTg-AD	

(C57BL/6)	

KM670/671NL	

-Tg(Thy-1)	

M146V	

-KI(endogenous)	

P301L	

-Tg(Thy-1)	

P301S-Tau-Tg	

(B6C3H/F	

→C57BL/6)	

－	 －	 P301S	

-Tg(Prion)	
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図 2-4	 	各 AD病態モデルマウスにおいて病理学的変化と行動異常が認められる月齢	

オンラインサイトALZFORUM	(https://www.alzforum.org/)のデータを元にして、本研究

で使用したマウスで認められる、Aβ 蓄積、ミクログリアの活性化、シナプス消失、認知

機能低下、および神経原線維変化が生じる月齢。なお、APP/PS1 は同一系統の情報が公開

されていないため記載していない。	
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表2-2	 ウエスタンブロット解析に使用した一次抗体	

標的	

一次抗体の	

希釈倍率	

会社名・カタログナンバー(＃)	

APP	 1:2500	
Merck	Millipore	#MAB348		

(clone	22c11)		

Tau	 1:2500	 Thermo	#AHB0042	(Tau5)	

GRP78	 1:5000	 abcam	#ab21685	

CHOP	 1:2500	 abcam	#ab11419	

Phopsho-eIF2α	 1:1000	 Cell	Signaling	#3398	

eIF2α	 1:5000	 Cell	Signaling	#9722	

PDI	 1:5000	 (Hiroi	et	al.,	2006)	

PS1	 1:5000	
(Tomita	et	al.,	1999;	Sato	et	al.,	

2008)	

β-actin	 1:5000	 SIGMA	#A5441	
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図 2-5	 大脳皮質と培養細胞における小胞体ストレスマーカータンパク質の検出	

	 ウエスタンブロット解析による各モデルマウス（WT、AppNL-G-F、APP23、Tg2576、および

APP/PS1	）の大脳皮質、初代培養神経細胞、Neuro2A細胞における、小胞体ストレスマー

カー	(GRP78、CHOP、PDI、p-eIF2α)、APP、PS1、および内在性コントロール	(eIF2α、β-

actin)の検出結果。WTと APP/PS1のバンド上部に示した数字は、WTの平均値を1.00とし

て、モデルマウスはこれに対する相対値で表した。「◀」は CHOPのバンドの位置、「M」は

マウスの月齢。	
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図 2-6	 WTと AppNL-G-Fマウス（6と 14ヶ月齢）大脳皮質の小胞体ストレスの比較	

	 ウエスタンブロット解析による結果（図2-5）のGRP78、CHOP、PDI、p-eIF2αバンドの

定量結果をグラフで示す。6ヶ月齢のWTマウスの平均値を1.0とし、各モデルマウスはこ

れに対する相対値で表した	(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、一元配置分散分析とテ

ューキーの検定)。「M」はマウスの月齢。	
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図 2-7	 マウス大脳皮質と培養細胞のスプライス型XBP1	mRNAの検出	

A：電気泳動の結果	(非スプライス型	XBP1	mRNAは 152	bp、スプライス型	XBP1	mRNAは

126	bp)。B、C：AにおけるXBP1	mRNAのスプライシング効率として、非スプライス型に対

するスプライス型の比を数値化してグラフで表した(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、

一元配置分散分析とテューキーの検定)。B：6および14ヶ月齢のWTと AppNL-G-Fマウスの比

較。C：6ヶ月齢のWT、AppNL-G-F、APP23、およびTg2576マウスの比較。「M」はマウスの月

齢	
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図 2-8	 各モデルマウス（WT、AppNL-G-F、APP23、Tg2576マウス、6ヶ月齢）大脳皮質の小胞

体ストレスの比較	

ウエスタンブロット解析による結果（図2-5）の、GRP78、CHOP、PDI、p-eIF2αバンドの定

量結果の比較。WTマウスの平均値を1.0とし、各モデルマウスはこれに対する相対値で表

した	(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、一元配置分散分析とテューキーの検定)。	
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図 2-9	 マウス海馬における小胞体ストレスマーカータンパク質の検出	

ウエスタンブロット解析によるWT、AppNL-G-F、APP23、Tg2576	(いずれも6ヶ月齢)、APP/PS1	

(6と 21ヶ月齢)、および3xTg-AD	(23ヶ月齢)	における、APP、PS1、小胞体ストレスマー

カー	(GRP78、CHOP、PDI、p-eIF2α)、および内在性コントロール	(eIF2α、β-actin)	の

検出結果。WT、APP/PS1、3xTg-ADのバンド上部に示した数字は、WTの平均値を1.00とし、

APP/PS1、3xTg-AD マウスはこれに対する相対値で表した。「◀」は CHOP のバンドの位置、

「*」は非特異的なバンド、「M」はマウスの月齢。	
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図 2-10	 各モデルマウス（WT、AppNL-G-F、APP23、Tg2576マウス、6ヶ月齢）海馬の小胞体

ストレスの比較	

ウエスタンブロット解析の結果（図2-9）をもとにした、GRP78、CHOP、PDI、およびp-eIF2

αの定量結果の比較。WTマウスの平均値を1.0として、各モデルマウスはこれに対する相

対値で表した	(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、一元配置分散分析とテューキーの検

定)。	
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図 2-11	 WT と P301S-Tau-Tg マウス（3～15 ヶ月齢）の大脳皮質における小胞体ストレス

マーカータンパク質の検出	

A：ウエスタンブロット解析によるWTと P301S-Tau-Tgマウスの大脳皮質におけるTau、小

胞体ストレスマーカー(GRP78、CHOP、PDI、p-eIF2α)、および内在性コントロール(eIF2α、

β-actin)の検出。B:	 Aの結果をもとにしたGRP78、CHOP、PDI、およびp-eIF2αの比較。

グラフは 3 ヶ月齢の WT マウスの平均値を 1.0 とし、その他はこれに対する相対値で表し

た	(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、一元配置分散分析とテューキーの検定)。「M」

はマウスの月齢。	
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図 2-12	 	WTと P301S-Tau-Tgマウス（12ヶ月齢）大脳皮質のスプライス型XBP1	mRNAの

検出	

A：電気泳動の結果	(非スプライス型	XBP1	mRNAは 152	bp、スプライス型	XBP1	mRNAは

126	bp)。B：Aの結果をもとにしたXBP1	mRNAのスプライシング効率は、非スプライス型

に対するスプライス型の比で数値化してグラフで表した	 (平均値±標準誤差、n.s.:有意

差なし、一元配置分散分析とテューキーの検定)。「M」はマウスの月齢。	

	

	

	

	



57 

	

	

図 2-13	WTと P301S-Tau-Tgマウス（12ヶ月齢）海馬における小胞体ストレスマーカータ

ンパク質の検出	

A：ウエスタンブロット解析によるWTと P301S-Tau-Tgマウスの海馬におけるTau、小胞体

ストレスマーカー	(GRP78、CHOP、PDI、p-eIF2α)、および内在性コントロール(eIF2α、

β-actin)の検出。B：AにおけるGRP78、CHOP、PDI、およびp-eIF2αの比較。12ヶ月齢の

WT マウスの平均値を 1.0 とし、Tg マウスはこれに対する相対値で表した	 (平均値±標準

誤差、n.s.:有意差なし、一元配置分散分析とテューキーの検定)。「◀」は CHOPのバンド

の位置、「*」は非特異的なバンド、「M」はマウスの月齢。	
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第 3章	

	

	

研究 2	 	

Tauと相互作用が変動する PRMT8が脳神経病理に与える影響	
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3-1	緒言	

「アミロイド病理」「タウ病理」「神経の変性および細胞死」の各病理を繋ぐ分子機

序を明らかにすることは、アルツハイマー病(AD)の病態解明および有効な治療標的を

見出すための戦略の一つとなる。	

タウ病理の発現部位と神経細胞の脱落部位には強い相関が見られ、タウ病理は AD 病

態の進行に関連すると考えられている	(Gómez-Isla	et	al.,	1997)。西道チームでは

「Aβ が蓄積する状態において何らかの病態増悪因子が存在し、その因子が Tau と相

互作用することにより、神経変性を誘導する」という仮説のもと、Aβ 存在下で Tau と

結合性が変動する因子の探索が行われた。Tau のみを発現するマウスと Tau の発現に

加えて Aβ 蓄積を示すマウスを用いて、Tau を標的とした免疫沈降で回収されたタン

パク質を用いた質量分析により 25 因子が同定された	(Saido、未発表データ)。その中

で Aβ 病理依存的に Tau との結合が離れる因子の一つとして同定された、タンパク質

アルギニンメチル基転移酵素	8	(protein	arginine	methyltransferase	8；PRMT	8)

は、中枢神経特異的に発現するタンパク質である。	

PRMT8 を含む PRMT ファミリーは、S-adenosyl-L-methionine をメチル基供与体とし

て、タンパク質のアルギニン側鎖にメチル基を転移する作用を持つ分子群である	

(Blanc	and	phane	Richard,	2017)。PRMT ファミリーは、酵母からヒトまで生物界に

高度に保存された酵素であり、その構造と酵素活性の違いから複数のサブタイプが存

在する	(Bedford	and	Clarke,	2009)。この PRMT ファミリーの中で、タンパク質アル

ギニンメチル化反応を も強く誘導するサブタイプは PRMT1 であり、この PRMT1 と

PRMT8 は 83％のアミノ酸相同性をもち、さらに相互作用を有することが知られている。

PRMT8	は他の PRMT ファミリーとは異なり、発現する組織は脳と脊髄の中枢神経系に限

局されるという特徴を持つ	(Lee	et	al.,	2005;	Kousaka	et	al.,	2009)。さらに近

年、PRMT8 はアルギニンメチル化作用以外にも、ホスファチジルコリンからコリンを産
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生するリン脂質分解酵素作用を有し、神経活動維持に重要なアセチルコリンの産生維

持に関与する可能性が示されている	(Dillon	et	al.,	2013;	Kim	et	al.,	2015)。	

また、タンパク質における翻訳後修飾は生理機能や局在性などの調節に関与してい

るが、リン酸化やアセチル化に比べると、メチル化に関しては不明な点が多く残され

ている	(Bedford	and	Richard,	2005)。近年、マウスを用いたタンパク質メチル化の

質量分析により、Tau の微小管結合ドメインにおけるアルギニンが、メチル化修飾を受

けていることが報告された	(Guo	et	al.,	2014)。さらに、Aβ 蓄積が Tau の翻訳後修

飾に与える影響を検討するため、WT マウスと AD 病態モデルマウスにおける Tau の翻

訳後修飾の比較が行われた	(Morris	et	al.,	2015)。その結果、AD 病態モデルマウス

で特異的な Tau の翻訳後修飾が 9 つ同定され、そのうち 2 つの修飾はアルギニン残基

のメチル化であった。このことから、PRMT8 は Tau のアルギニンメチル化等の作用機

序を介して、AD 病態の増悪に関与する可能性も考えられた。しかし、これまでに Tau

と PRMT8 が共局在することがマウス脳を用いた組織学的解析で示されているものの	

(Kousaka	et	al.,	2009)、PRMT8 と Aβ、Tau、さらに神経の変性および細胞死に関し

て詳しく解析した報告は存在しない。	

そこで研究 2 では、「Tau と相互作用が変動する PRMT8 が脳神経病理に与える影響」

を明らかとすることを目的に 3 つの実験を行った。研究２の研究概要を図 3-1 に示し

た。	

実験 1 では、PRMT8 遺伝子欠損が AD 病態に与える影響を検討するため、AD 病態モデ

ルマウスとして AppNL-G-Fマウスと MAPT		KI マウスを掛け合わせた double	KI	(dKI)	マ

ウスを使用した。CRISPR/Cas9 システムを利用し、PRMT8 遺伝子を欠損する PRMT8 欠損

dKI マウス（dKIPRMT8-/-マウス）を作製した。この dKIPRMT8-/-マウスと正常通り PRMT8 を発

現する dKI マウスを用いて、PRMT 欠損が Tau のリン酸化に与える影響を生化学的に解

析した。さらに、組織の形態を観察するため HE 染色を実施し、神経炎症を観察するた

め、アストロサイトとミクログリアを指標とした免疫組織化学を実施した。さらに、
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神経の変性と細胞死を観察するために神経細胞とアポトーシス経路の活性化を指標と

した免疫組織化学を行った。	

実験 2 では、PRMT8 遺伝子の発現増加が AD 病態に与える影響を検討するため、シナ

プシンプロモーターの下流にマウス PRMT8	 cDNA 配列が挿入された遺伝子導入 AAV ベ

クター	 (AAV-PRMT8)	 を、dKI マウスの側脳室に投与した。AAV-PRMT8 を投与した dKI

マウスと、AAV 投与の比較対照として AAV-GFP を投与したマウスを用いて、実験 1 と

同様の手法で解析を行った。	

実験 3 では、実験 2 において AAV-PRMT8 を dKI マウスに投与することで認められた

PRMT8 誘発性の病理学的変化が、Tau 病理依存的に誘導される現象であるかを検討する

ため、Tau-KO マウスおよび、WT マウスの側脳室に AAV-PRMT8 を投与し、実験 1 と同様

の手法で解析を行った。	
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3-2	 材料と方法	

実験 1 から実験 3 の全ての実験は、「理化学研究所ガイドライン」に従って実施し

た	(遺伝子組換え実験承認番号：2016-043	(3)、動物実験承認番号：H27-2-209	(2))。	

	 実験に使用した動物は、理研の実験動物飼養保管施設において、温度 23±2℃、湿度

55±10％、換気回数 15 回／時間、オールフレッシュ方式、明期	12	時間（午前	8:00

〜午後	8:00）、暗期	12	時間（午後	8:00〜午前	8:00）の条件下で飼養保管した。給

水は自由給水、飼料はペレット状固形飼料を用いた。	

	

3-2-1		

実験 1：PMRT8 欠損が dKI マウスの脳神経病理に与える影響	

	

供試動物	

	 APP の過剰発現を伴わない AppNL-G-Fマウスと、変異を持たないヒト型タウを発現する

MAPT		KI マウスを掛け合わせた double	KI	(dKI)	から、さらに PRMT8 遺伝子を欠損さ

せた PRMT8 欠損 dKI マウス	(dKIPRMT8-/-マウス)	を使用した。さらに、PRMT8 遺伝子を発

現する dKI マウス	(dKI	PRMT8＋/＋マウス)	を使用した（図 3-1）。いずれも、6 ヶ月齢の

マウス 3 頭	(雌雄混合)	を使用した。	

	

ゲノム編集による PRMT8 欠損 dKI マウスの作製	

Cas9 および single	guide	RNA 発現ベクター	

	 dKIPRMT8-/-マウスは CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集により作製した（図 3-

2）。Single	guide	RNA（sgRNA）と sgRNA との複合体を形成して DNA 二本差を切断す

る Cas9 酵素を用いて、西道チームが報告した手法によって PRMT8 遺伝子を欠損させた

(Nagata	et	al.,	2018)。PRMT8 配列を標的とした sgRNA は、オンラインソフト CRISPR	

scan（http://www.crisprscan.org/）からゲノム上に類似配列の少ない PRMT8 上の標

的配列を選定し、オフターゲットの影響を考慮してオリゴヌクレオチドを設計した	
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(図 3-2-A)。Cas9	mRNA の合成には、CBh プロモーター下に発現するプラスミド（Cat＃	

42230、Addgene、USA）を使用した。一本鎖 RNA と Cas9	mRNA は、RNA 合成キット	(in	

vitro	Transcription	T7	Kit；Cat＃	1345、Thermo	Fisher	Scientific、USA)	で合成

し、RNA 精製キット	 (MEGAclear	 Transcription	 Clean-Up	 Kit；Cat＃1908、Thermo	

Fisher	Scientific)	で精製した。	

	

dKIPRMT8-/-マウスの作製と選別	

	 dKI マウス受精卵の細胞質に sgRNA と Cas9 の mRNA をマイクロインジェクションし

て dKIPRMT8-/-マウスを作製した	 (図 3-2-B)。dKIPRMT8-/-マウスの選別は、DNA シーケンス

解析で行った。出生後 1 ヶ齢の尾部組織、および 6 ヶ月齢の脳組織から DNA を抽出し

た。DNA と PRMT8 の特異的プライマー（5'-gaaatctctgaagcacggttga	 tg-3'、5'-

gggctacacctgtcccactg-3'）、および PCR 酵素	(KOD	FX	Neo)を用いて、96℃1 分間を 1

サイクル、96℃10 秒間・50℃5 秒間・60℃3 分間を 40 サイクルの PCR 反応を行なった。

PCR 産物は、滅菌蒸留水で 5 倍希釈して PRMT8 特異的プライマー（5'-

gaaatctctgaagcacggttgatg-3'）とサンガー法シーケンシングキット	 (BigDye	

Terminator	v3.1	Cycle	Sequencing	Kit、Cat＃	4337455、Thermo	Fisher	Scientific)	

を用いて、96℃2 分間を 1 サイクル、96℃10 秒間・50℃5 秒間・60℃4 分間を 25 サイ

クルの PCR 反応を行なった。DNA シーケンス解析により PRMT8 遺伝子の両アレルで遺

伝子欠損を認めるマウスを選別して	(雌雄混合 3 頭)	使用した	(図 3-2-C)。	

	 マウス受精卵への sgRNA と Cas9	 mRNA の注入と動物の飼育は、理研基盤開発部門

(RRD)・動物資源開発支援ユニットに委託して行った。	

	

マウス脳組織の取り出し	

	 動物はペントバルビタールナトリウム	(100	 mg/kg)	の腹腔内投与で麻酔した。痛

覚消失を確認した後、氷冷した PBS を用いて経心臓法で灌流し、素早く断頭して脳を
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取り出した。摘出した脳は左右半球に分割して、右半球は生化学解析用に、左半球は

組織学解析用とした。	

	 生化学解析の標本は、小脳と延髄を取り除いた後で大脳皮質と海馬に分け、それぞ

れの標本を液体窒素で凍結してウエスタンブロット解析に用いるまで-80℃で保存し

た。組織学解析の標本は、4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液（4%‐Parafor	

maldehyde	Phosphate	Buffer	Solution	(4%-PFA)；Cat#	09154-85、ナカライテスク）

で浸漬固定して、室温で一晩振とうした後に、脳切片標本を作成した。	

	

ウエスタンブロット解析	

	 PRMT8 遺伝子欠損が dKI マウスの Tau のリン酸化に与える影響を解析するため、

dKIPRMT8－/－マウスと dKI	PRMT8＋/＋マウスの海馬を用いて、PRMT8、総 Tau	(Tau5 抗体)、リ

ン酸化 Tau	 (AT8 抗体、PHF1 抗体)、内在性コントロール	(Tubulin)	のタンパク質の

出現量をウエスタンブロットで解析した（表３−１）。	

	

海馬サンプルの調整	

	 -80℃保存した海馬の標本を解凍し、タンパク質抽出用緩衝液	(pH	7.5、50	mM トリ

ス塩酸緩衝液、150	mM	塩化ナトリウム、1％プロテアーゼ阻害剤、1％ホスファターゼ

阻害剤、および 1％	Triton-X	100)	を加えた。引き続き、マルチビーズショッカーで

20 秒間の破砕を行ない、15 分間遠心	(20400g、4℃)	し、上清を抽出してタンパク質

抽出液とした。抽出したサンプルのタンパク質濃度は、BCA タンパク質アッセイキット	

(Cat#	23227、Thermo	Fisher	Scientific)	を用いて測定した。測定した濃度を元にし

て、タンパク質抽出液に対して 4 倍希釈になるように試料用緩衝液	(2ME+)(x4)(Cat#	

191-13272、富士フイルム和光純薬、大阪)を混合し、ウエスタンブロット解析用のサ

ンプルとした。	
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ウエスタンブロット解析	

	 海馬から調製したウエスタンブロット解析用のサンプルは、7.5～15％の SDS-ポリ

アクリルアミドゲルを用いて、電気泳動	(20	mA	定電流、室温、約 90 分間)を行った。

泳動後のゲルに含まれるタンパク質は、100%メタノールで処理した 0.45	 µm	 PVDF	メ

ンブレン	(Cat#	IPVH00010、Merck、Germany)	に、セミドライ式ブロッッターを用い

て転写した	 (126mA	 定電流、室温、約 65 分間)。転写後のメンブレンは、ECL	 Prime	

Blocking	Reagent	(Cat#	RPN418、GE	Healthcare、USA)	を含む Tween20 含有トリス緩

衝生理食塩水	 (Tris-buffered	 saline	 containing	 Tween	 20；TBST、pH	 7.6、Cat#	

T9142、タカラバイオ、大阪)	でブロッキング	(室温、30 分間)	を行った。ブロッキン

グ溶液で希釈した一次抗体	(表 3-1)	を 4℃で一晩反応させた。一次抗体への反応後、

メンブレンを TBST 中で 5 分間×3 回洗浄し、ブロッキング溶液で希釈した HRP 標識二

次抗体である Anti-Rabbit	IgG	(Cat#	NA9340、GE	Healthcare)と Anti-Mouse	IgG	(Cat#	

NA9310、GE	 Healthcare)	 と 1 時間反応させた。二次抗体への反応後、メンブレンを

TBST 中で 5 分間×3 回洗浄し、ECL	 Select	 Western	 Blotting	 Detection	 Reagent	

(Cat#	RPN2235、GE	Healthcare)	を用いて発色反応させた。メンブレン上のバンドは、

CCD イメージセンサ	(ImageQuant	LAS	4000mini；GE	Healthcare)	によって検出した。		

	 ウエスタンブロット解析で得られたバンド強度の定量は、画像解析ソフト	 (Image	

Studio	Software；LI-COR、USA)	を用いて算出した。また、Tau5、AT8、PHF1 のバンド

の数値は、Tubulin のバンドの数値で補正した。	

	

組織化学	 	

	 PRMT8 遺伝子欠損マウスの脳組織を観察するため、dKIPRMT8－/－マウスと dKI	PRMT8＋/＋マ

ウスの脳切片標本にヘマトキシリン-エオシン	(HE)	染色を施した。	

	 PRMT8 の発現を確認するために PRMT8 抗体を用いて、Aβ蓄積を確認するために 82E1

抗体を用いて、免疫組織化学を施した。また、神経炎症を解析するために、炎症によ

って増加するグリア細胞の存在をアストロサイトのマーカーである GFAP 抗体、ミクロ
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グリアのマーカーである Iba1 抗体を使用した免疫組織化学を施した。さらに、神経変

性と細胞死を解析するために、神経細胞のマーカーである NeuN 抗体、アポトーシス経

路の主要プロテアーゼのマーカーである活性化 Caspase-3 に対する抗体を用いた免疫

組織化学を行った（表３−２）。	

	

脳標本の作成	

	 固定液（4%PFA）に一晩浸漬固定した脳組織を PBS で 3 回洗浄し、ブレインスライサ	

(Cat#		MK-MC-01、室町機械)	を用いて海馬を含む脳領域のみを切り出した後、プラス

チック製サンプルカセッテに入れた。アルコール系列（70％エタノール、90％エタノ

ール、99％エタノール）で脱水処理を行い、引き続きキシレンで透徹処理を行った。

その後、パラフィンの浸透処理を行なってパラフィンブロック標本とした	 (以下、脳

標本)。脳標本は、滑走式ミクロトーム	 (HM400R；Cat#	 912020、Thermo	 Fisher	

Scientific)	 を用いて、海馬の尾側	 (The	 Mouse	 Brain	 Bregma	 in	 stereotaxic	

coordinate	 (Paxinos	 and	 Franklin,	 2012)	の Bregma	 -2.46	 mm に相当)	から頭側	

(Bregma	-1.22mm に相当)	にかけて 4µm の厚さで連続の脳切片を作成した。脳切片は、

42℃のウオーターバスで伸展させ、MAS コートスライドグラス（MAS-GP	Type	A；Cat#	

S9903、松浪硝子工業、大阪）に貼り付けて、37℃で一晩静置・乾燥させて脳標本とし

た。脳標本は、解析に使用するまで標本箱に室温保存した。	

	

免疫組織化学	

	 標本箱に保存していた脳標本から連続する隣接切片を含むサンプルを選び出し、各

一次抗体による免疫組織化学を施した。脳標本は、脱パラフィン処理と再水和処理を

行った後、抗原賦活化処理として 10	mM クエン酸緩衝液（pH	6.0）に浸漬して、オー

トクレーブ処理を 121℃で 5 分間行った後、水道水で水洗した。引き続き、内因性ペル

オキシダーゼの不活性化をする目的で、0.3％過酸化水素を含むメタノール溶液に 30

分間室温で反応させた。再び水道水で水洗したのち、TNT 緩衝液	(100	mM トリス塩酸
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緩衝液、150	mM	塩化ナトリウム、0.05％	Tween20、pH	7.5)	に浸漬させた。非特異的

な免疫反応を抑制するために、0.5％ブロッキング剤（TSA	 Blocking	 Reagent;	 Cat#	

FP1012、PerkinElmer、USA）含有 TNT 緩衝液に浸漬し、室温で 20 分間処理した後、TNT

緩衝液で希釈した一次抗体（表 3-2）に 4℃で一晩反応させた。一次抗体と反応させた

後に脳標本を TNT 緩衝液で洗浄し、TNT 緩衝液で希釈したビオチン標識二次抗体であ

る Anti-Rabbit	IgG	(Cat#	BA-1000、Vector	Laboratories、USA)	と Anti-Mouse	IgG	

(Cat#	BA-9200、Vector	Laboratories)	と室温で 1 時間反応させた。免疫組織反応を

増感させるために、蛍光チラミドシグナル増幅キット（TSA 蛍光システム；Cat#	

NEL741001KT と NEL742001KT、PerkinElmer）を使用した。 後に、ヘキスト（1:5000）

で核染色を行い、脳標本を PBS で 3 回洗浄した後で、褪色防止用封入剤（ProLong	Gold	

Antifade	Mountant、Cat#	P36934、Thermo	Fisher	Scientific）で封入して観察標本

とした。	

	

HE 染色	

	 HE 染色は、免疫組織化学を施した標本と同様に、脳標本に脱パラフィンおよび再水

和処理後を行った後に、HE 染色を施し、脱水・透徹処理した後に、ポリスチレン樹脂

標本用封入剤（MGK-S；Cat#	FK00100、松浪硝子工業）で封入して観察標本とした。	

	

染色脳標本の観察	

	 免疫組織化学を施した脳標本は、デジタルカメラと接続したバーチャルスライドス

キャナシステム（NanoZoomer；Cat#	 C12000-02、浜松ホトニクス、静岡）で観察して

画像取得を行った。取得画像の解析は、市販の画像解析ソフト（Definiens	Developer	

XD	 Ver.2.3.0、Trimble、USA）を用いて行った。二次元スキャンモードで取得した画

像をもとに、画像解析ソフトの面積測定プログラムを使って海馬全体における GFAP、

Iba1、NeuN、Caspase-3 の各免疫陽性反応の面積の合計と、免疫組織化学を観察した海

馬全体面積を算出した。さらに、海馬 CA3 領域の全面積に対して各抗体の免疫陽性反
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応の合計面積が占める割合を算出し、この数値を各個体における免疫組織化学の結果

とした。この数値を用いて統計処理による動物間の比較を行った。	

なお、免疫組織化学、および HE 染色を施した脳標本の病理組織像は、脳標本にした

海馬の全領域において同じ反応性を示していた。そのため、個体間の比較は The	Mouse	

Brain	 Bregma	 in	 stereotaxic	 coordinate	 (Paxinos	 and	 Franklin)	の Figure	 43	

(Bregma	-1.46mm)		

に相当する位置の標本で行った。	

	

統計処理	

	 ウエスタンブロット解析および免疫組織化学の結果は平均値±標準誤差で示し、dKI	

PRMT8＋/＋マウスの平均値を 1 とし、dKIPRMT8-/-マウスの数値を相対値で表した。2 群間で F

検定を行い、等分散が仮定された場合はスチューデントの t 検定、不等分散が仮定さ

れた場合はウィルチの t 検定を実施し、p＜0.05 の場合は有意差ありと判定した。	

	

	

3-2-2		

実験 2：PRMT8 の発現増加が dKI マウスの脳神経病理に与える影響	

	

供試動物	

	 AD 病態モデルマウスとして、AppNL-G-F マウスと MAPT	 	 KI マウスを掛け合わせた

double	KI	(dKI)	マウスを使用した（図３−１）。実験群として、AAV-PRMT8 の脳室内

投与で PRMT8 を発現させる群、AAV 投与の対照群として AAV-GFP を投与する群、実験

全体の対照群として AAV を投与しない 3 群に分けて解析を行った。各群とも雌雄 15 ヶ

月齢のマウスを 3 頭ずつ用いた。	

	



69 

dKI マウス脳への PRMT8 遺伝子導入	

AAV ベクター	

	 PRMT8 遺伝子の発現増加がマウス脳に与える影響を解析するため、ニューロン発現

特異性を有するシナプシン	I	プロモーターの下流にマウス PRMT8	cDNA 配列が挿入さ

れた PRMT8 遺伝子導入 AAV ベクター	(AAV-PRMT8)	を使用した（図 3-3-A）。PRMT8 遺

伝子導入の対照には、シナプシン	I	プロモーターの下流に GFP	cDNA 配列が挿入され

た GFP 遺伝子導入 AAV ベクター	(AAV-GFP)を使用した。	

なお、AAV-PRMT8 および AAV-GFP は、自治医科大学・科学講座・神経内科学部特命教

授の村松慎一博士より供与を受けた。	

	

AAV-PRMT8 の脳室内投与	

	 投与する AAV 溶液は、2％の PEG400 を含有する PBS で 1.0×1010vg/	 5	 µL に調整し

た。マウスをペントバルビタールナトリウム	(100	mg/kg)の腹腔内投与で麻酔して、

痛覚消失を確認した後、脳定位固定装置に頭部を固定した。頭蓋骨の皮膚を切開し、

左右側脳室（bregma より後方に 0.45	mm、矢状縫合より 1	mm、脳実質表層より深さ 2.0	

mm）の位置にハミルトンシリンジの針を挿入した（図 3-3-B）。脳定位固定装置に装着

した自動シリンジポンプ（ステレオタキシック・インジェクタ	Legato130、室町機械、

東京）に取り付けたハミルトンシリンジ（50	µL）を用いて、左右それぞれ分速 1	µL の

速度で 5	µL ずつ AAV 溶液を注入した。	

	

AAV-PRMT8 の投与後の PRMT8 タンパク質の発現確認	

AAV-PRMT8 の脳室内投与後、PRMT8 タンパク質が海馬全体に発現するまでに要する時

間を確認するために、AAV-PRMT8 の脳室内投与後、1 週間、1 ヶ月、3 ヶ月（各期間、

雌雄混合 dKI マウス 2 頭ずつを使用）における PRMT8 タンパク質の発現を免疫組織化

学で確認した	 (図 3-3-C)。その結果、AAV 投与後 1 ヶ月で海馬全体に PRMT8 タンパク

質の発現が認められため、AAV-PRMT8 投与 1 ヶ月後のマウスで解析することにした。	
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マウス脳組織の取り出し	

	 ペントバルビタールナトリウム	(100	mg/kg)の腹腔内投与で麻酔を行った。以下、

脳組織の取り出しとその保存は、実験１と同じ方法で行った。	

	

ウエスタンブロット解析	

	 PRMT8 遺伝子の発現増加が dKI マウスの Tau のリン酸化に与える影響を解析するた

めに、AAV-PRMT8 および AAV-GFP を投与した dKI マウスの海馬を用いて、PRMT8、総 Tau	

(Tau5 抗体)と、リン酸化 Tau	(AT8 抗体、PHF1 抗体、AT180)	と、内在性コントロール	

(β-actin)	の各タンパク質をウエスタンブロット解析により測定した。以下、海馬組

織サンプルの調整とウエスタッブロット解析について、メンブレン上のバンドの検出

までは実験１と同じ方法で行った。	

	 ウエスタンブロット解析で得られたバンド強度の定量は、画像解析ソフト	 (Image	

Studio	Software；LI-COR、USA)	を用いて算出した。また、Tau5、AT8、PHF1、AT180

のバンドの数値は、β-actin のバンドの数値で補正した。	

	

組織化学	

PRMT8 遺伝子導入による脳の組織的変化を観察するために、AAV-PRMT8 および AAV-

GFP を投与した dKI マウスの脳切片標本に HE 染色を施した。PRMT8 の発現を確認する

ために PRMT8 抗体を用いて、Aβ 蓄積を確認するために 82E1 抗体を用いて、免疫組織

化学を施した。また、脳組織における神経炎症を解析するために、脳炎症によって増

加するグリア細胞をアストロサイトのマーカーである GFAP 抗体、ミクログリアのマー

カーである Iba1 抗体を使用した免疫組織化学を行った。さらに、神経変性と細胞死を

解析するために、神経細胞マーカーである NeuN 抗体と、アポトーシス経路の主要プロ

テアーゼのマーカーである活性化 Caspase-3 抗体を用いた免疫組織化学を行った。以

下、脳標本の作成、免疫組織化学、HE 染色は、実験 1 と同じ方法で行った。	
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染色脳標本の観察	

	 免疫組織化学を施した脳標本は、デジタルカメラと接続したバーチャルスライドス

キャナシステム（NanoZoomer；Cat#	 C12000-02、浜松ホトニクス、静岡）で観察して

画像取得を行った。取得画像の解析は、市販の画像解析ソフト（Definiens	Developer	

XD	 Ver.2.3.0、Trimble、USA）を用いて行った。二次元スキャンモードで取得した画

像をもとに、画像解析ソフトの面積測定プログラムを使って海馬 CA3 領域における

GFAP、Iba1、NeuN、Caspase-3 の各免疫陽性反応の面積の合計と、免疫組織化学を観察

した海馬 CA3 領域の全面積を算出した。さらに、海馬 CA3 領域の全面積に対して各抗

体の免疫陽性反応の合計面積が占める割合を算出し、この数値を各個体における免疫

組織化学の結果とした。この数値を用いて統計処理による動物間の比較を行った。	

なお、脳標本にした海馬の全域で反応性は均一であったため、免疫組織化学の各個

体間の比較は、The	Mouse	Brain	Bregma	in	stereotaxic	coordinate	(Paxinos	and	

Franklin)	の Figure	43	(Bregma	-1.46mm)	の位置で行った。	

	

統計処理	

	 ウエスタンブロット解析および免疫組織化学の結果は、AAV-GFP 投与 dKI マウスの

平均値を 1 とし、それに対する AAV-PRMT8 投与 dKI マウスの数値の相対値で示した。

結果は、平均値±標準誤差で示した。2 群間での F 検定を行い、等分散が仮定された場

合はスチューデントの t 検定、不等分散が仮定された場合はウィルチの t 検定を実施

して、p＜0.05 の場合は有意差ありと判定した。	

	

	

	

	

3-2-3		
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実験 3：PRMT8 の発現増加が WT マウスと Tau	KO の脳神経病理に与える影響	

	

供試動物		

実験 2 で認められた PRMT8 遺伝子導入による病理学的変化が、Tau 病理の存在下で

誘導される現象であることを確認するために、Tau を発現しない Tau-KO マウスと野生

型マウス	(WT マウス)(いずれも、4 ヶ月齢の雄 3 頭)	の側脳室に AAV-PRMT8 投与を行

った（図３−１）。また、AAV-PRMT8 を投与しない WT マウス	(無処置)	の雄 3 頭を用い

た。	

Tau-KO マウスは、米国ジャクソン研究所から導入後に西道グループで継代繁殖した

動物を使用した。WT マウスは、日本エスエルシーより搬入後、西道チームで維持され

ていた C57BL/6 マウスを使用した。	

	

Tau-KO および WT マウスへの PRMT8 遺伝子導入	

AAV ベクター	

	 PRMT8 遺伝子の発現増加が脳に与える影響を解析するため、ニューロン発現特異性

有するするシナプシン	I	プロモーターの下流にマウス PRMT8	cDNA 配列が挿入された

PRMT8 遺伝子導入 AAV ベクター	(AAV-PRMT8)	を使用した	(図 3-3)。なお、AAV-PRMT8

は、自治医科大学・内科学講座・神経内科学部特命教授・村松慎一博士より供与を受

けた。	

	

AAV-PRMT8 の脳室内投与	

	 AAV の溶液は、2％の PEG400 を含有する PBS で 1.0×1010vg/	 5	 µL に調整した。以

下、AAV-PRMT8 の脳室内投与は、実験 2 と同じ方法で行った。	

	

	

マウス脳組織の取り出し	
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	 ペントバルビタールナトリウム	(100	mg/kg)の腹腔内投与で麻酔を行った。以下、

脳組織の取り出しと保存は、実験１と同じ方法で行った。	

	

ウエスタンブロット解析	

	 PRMT8 遺伝子の発現増加が WT マウスの Tau のリン酸化レベルに与える影響を解析す

るため、無処置および AAV-PRMT8 投与の WT マウスを用いて、PRMT8、総 Tau	 (Tau5 抗

体)、リン酸化 Tau	(AT8 抗体、PHF1 抗体)	、内在性コントロール	(β-actin)	の各タ

ンパク質をウエスタンブロット解析により測定した。以下、海馬組織サンプルの調整、

メンブレン上のバンド検出までのウエスタンブロット解析は、実験１と同じ方法で行

った。	

	 ウエスタンブロット解析で得られたバンド強度の定量は、画像解析ソフト	 (Image	

Studio	Software；LI-COR、USA)で算出した。また、Tau5、AT8、PHF1 のバンドの数値

は、β-actin のバンドの数値で補正した。	

	

組織化学	

PRMT8 遺伝子導入による脳の組織的変化を観察するために、無処置および AAV-PRMT8

投与した WT マウス、AAV-PRMT8 を投与した Tau-KO マウスを用いた。各マウスの脳標

本に HE 染色、PRMT8 抗体、GFAP 抗体、Iba1 抗体を使用した免疫組織化学を行った。さ

らに、神経細胞のマーカーである NeuN 抗体と活性化 Caspase-3	 抗体を用いた免疫組

織化学を行った。	

以下、脳標本の作成、HE 染色、免疫組織化学は、実験 1 と同じ方法で行った。	

	

染色脳標本の観察	

		各染色を施した脳標本は、デジタルカメラと接続したバーチャルスライドスキャナ

システム（NanoZoomer；Cat#	 C12000-02、浜松ホトニクス、静岡）で観察して画像の

取得を行った。	
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なお、免疫組織化学および HE 染色を施した脳標本の病理組織像は、海馬の全領域で

同じ反応性を示していた。そのため、個体間の比較は The	 Mouse	 Brain	 Bregma	 in	

stereotaxic	coordinate	(Paxinos	and	Franklin)	の Figure	43	(Bregma	-1.46mm)	

に相当する位置の標本で行った。	
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3-3	 結果	 	

3-3-1		

実験 1	：PMRT8 欠損が dKI マウスの脳神経病理に与える影響	

PRMT 遺伝子欠損マウス	(dKIPRMT8-/-)	におけるリン酸化 Tau の発現	

ウエスタンブロット解析で、dKIPRMT8-/-マウスでは PRMT8 タンパク質は検出されない

ことが確認された(図 3-4-A)。さらに、総 Tau	(Tau5)、リン酸化 Tau	(AT8、PHF1)の

発現量に関しても、dKIPRMT8-/-マウスと dKIPRMT8＋/＋マウスの間に有意差は認められなかっ

た(図 3-4-B)。	

	

PRMT 遺伝子欠損マウス	(dKIPRMT8-/-)	における神経炎症	

免疫組織化学により、海馬において蓄積した Aβ	(82E10)	の周辺にアストロサイト	

(GFAP)	とミクログリア	(Iba1)	の集積が認められた	(図 3-5-A)。GFAP と Iba1 の抗体

の免疫陽性反応の面積平均値は、dKIPRMT8-/-マウスと dKIPRMT8＋/＋マウスの間で有意な差は

認められなかった(図 3-5-B)。	

	

PRMT 遺伝子欠損マウス	(dKIPRMT8-/-)	における神経の変性と細胞死	

HE 染色を施した海馬標本において、dKIPRMT8-/-マウスと dKIPRMT8＋/＋マウスの間に組織

学的な変化は認められなかった	(図 3-6-A、B)。免疫組織化学で解析した結果、これら

脳の神経細胞の周辺には、アポトーシス経路の活性化	 (Caspase-3)	 の誘導は見られ

ず、海馬における NeuN と Caspase-3 の抗体の免疫陽性反応の面積平均値についても、

dKIPRMT8-/-マウスと dKIPRMT8＋/＋マウスの間で有意な差は認められなかった(図 3-6-C-E)。	
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3-3-2		

実験 2：PRMT8 の発現増加が dKI マウスの脳神経病理に与える影響	

PRMT8 遺伝子導入による PRMT8 タンパクの発現	

	 PRMT8 遺伝子導入の対照実験として行った AAV-GFP の脳室内投与によって、海馬に

GFP タンパク質の発現が確認された	(図 3-7-B)。	

そこで、AAV-PRMT8 投与でマウス脳室内に PRMT8 遺伝子導入を試みたところ、海馬に

PRMT8 タンパク質の発現増加が確認された	 (図 3-7-F)。AAV-PRMT8 投与群では、CA3、

CA1、および歯状回に PRMT8 タンパクの発現が特に強く誘導されていた。また、ウエス

タンブロット解析により海馬における PRMT8 のタンパク質の発現量の増加が確認され

た	(図 3-7-G)。	

	

PRMT8 遺伝子導入によるリン酸化 Tau の発現	

	 海馬組織のウエスタンブロット解析の結果、無処置群と AAV-GFP 投与群における総

Tau	(Tau5)、Ser202/Thr205 リン酸化 Tau	(AT8)	の発現量に有意差は認められなかっ

た	 (図 3-8)。そのため、AAV-GFP の投与は Tau のリン酸化レベルには影響を与えない

ことが示唆された。	

この結果をもとに、AAV-PRMT8 投与群と AAV-GFP 投与群を比較したが、総 Tau	(Tau5)	

の発現量には差が認められなかった	(図 3-9-A、B)。Ser202/Thr205 リン酸化 Tau	(AT8)	

の発現量にも両群間で有意差は認められなかったものの、AAV-PRMT8 投与群では発現

量の高い個体が認められた(図 3-9-C)。一方、Ser396/Ser404 と Thr231 リン酸化 Tau	

(PHF1、AT180)	 の発現量は、AAV-GFP 投与群と比較して AAV-PRMT8 投与群で有意な上

昇が認められた	(図 3-9-D、E)。	

	

PRMT8 遺伝子導入による神経炎症の誘導	

	 免疫組織化学において、海馬 CA3 領域における GFAP 抗体(アストロサイト)の免疫陽

性反応の面積平均値は、AAV-GFP 投与群と AAV-PRMT8 投与群の間で有意な差は認めら
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れなかった	(図 3-10)。一方、Iba1 抗体の免疫陽性反応の面積平均値は、AAV-PRMT8 投

与群において有意に増加しており、PRMT8 による顕著なミクログリアの活性化が認め

られた	(図 3-10-L)。	

	

PRMT8 遺伝子導入による神経変性と細胞死の誘導	

	 HE 染色による組織観察から、AAV-PRMT8 投与群の海馬において多数の空胞様変性の

増加が観察された	(図 3-11)。	

海馬 CA3 領域における NeuN 抗体(神経細胞)の免疫陽性反応の面積平均値は、AAV-

GFP 投与群と AAV-PRMT8 投与群の間で有意な差は認められなかった(図 3-12)。一方、

Caspase-3 抗体の免疫陽性反応の面積平均値は、AAV-PRMT8 投与群において有意に増加

しており、PRMT8 によるアポトーシス経路の活性化が認められた(図 3-12、L)。	
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3-3-3	

実験 3：PRMT8 の発現増加が WT マウスと Tau	KO の脳神経病理に与える影響	

AAV-PRMT8 投与 WT マウスにおけるリン酸化 Tau の発現	

	 ウエスタンブロット解析で無処置 WT マウスと AAV-PRMT8 投与 WT マウスの総 Tau	

(Tau5)、Ser202/Thr205 リン酸化 Tau	(AT8)	の発現量を比較したところ、両郡間に有

意な差は認められなかった	 (図 3-13)。また、Ser396/Ser404 リン酸化 Tau	 (PHF1)の

発現量に関しても、両郡間に有意な差は認められなかった。しかし、AAV-PRMT8 投与 WT

マウスでは発現量が高い個体が認められた(図 3-13-D)(p=0.057)。	

	

AAV-PRMT8 投与 WT マウスと Tau-KO マウスにおける神経炎症	

	 AAV-PRMT8 の脳室内投与によって海馬に PRMT8 タンパクが発現することが確認され

た	 (図 3-14、A-C)。また、dKI マウスを使った実験と同様に、AAV-PRMT8 投与した WT

マウスと Tau-KO マウスの海馬でも無処置の WT マウスと比べて、顕著なアストロサイ

トとミクログリアの免疫陽性反応の増加が認められた	(図 3-14-D-I)。	

	

AAV-PRMT8 投与 WT マウスと Tau-KO マウスにおける神経の変性と細胞死	

	 AAV-PRMT8 投与した WT マウスと Tau-KO マウスの海馬において、dKI マウスを使った

実験と同様に海馬における空胞様変性の増加が認められた	(図 3-15-A〜G)。これに加

えて、AAV-PRMT8 投与した WT マウスと Tau-KO マウスでは、無処置の WT マウスと比べ

て、神経細胞の周囲に顕著な Caspase-3 免疫陽性反応の増加が認められた(図 3-15-H-

M)。	
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3-4	 考察	

研究 2 では、PRMT8 が AD 発症機序においてアミロイド病理とタウ病理、そして神経

変性を繋ぐ因子であると仮定して解析を行った。	

まず実験 1 において、PRMT8 を欠損した dKI マウス	 (dKIPRMT8-/-マウス)	 と欠損して

いないマウス	(dKIPRMT8＋/＋マウス)	を比較したところ、両群に病理学的な差は認められ

なかった。この結果は、PRMT8 単独の遺伝子欠損は、AD 病態に影響を与えない可能性

を示している。dKIPRMT8-/-マウスで病理学的変化が認められなかった理由の一つとして、

PRMT8 のアルギニンメチル化作用が、同一ファミリーの中で PRMT8 と相同性の高い

PRMT1 により補われた可能性が考えられる。PRMT1 は PRMT8 と同様に神経細胞にも発現

しており、PRMT8 と PRMT1 との遺伝子相同性は 97%、アミノ酸相同性は 83％と極めて

高い	(Lee,	et	al,	2005)。これまで、PRMT1 欠損マウスは、胎生初期に致死となるが

中枢神経特異的なコンディショナルな欠損では生存可能であることが報告されている	

(Hashimoto	et	al.,	2016)。このことから、AD 病態とアルギニンメチル化作用の関係

を解析するためには、PRMT8 と同時に PRMT1 を中枢神経特異的に欠損させたモデルを

用いた解析も必要であると考えられる。また、本研究では CRISPR/Cas9 システムを用

いて PRMT8 遺伝子を欠損させた PRMT8 欠損 dKI マウスの選別方法としてシーケンス解

析を行い、PRMT8 遺伝子の両アレルに欠損を認めた個体を解析に用いた。他の研究にお

いて、Cre/loxP システムで作製された PRMT8 欠損マウスでは、下肢反射異常と呼ばれ

る尻尾を持ち上げた状態にすると後肢を交差させるような姿勢をとる異常が見られる

が、26 頭の中 9 頭はこの様な異常を示さないとする報告がある	(Kim	et	al.,	2015)。

PRMT8 欠損による本当の病理学的影響を検証するためには、PRMT8 機能欠損のスクリー

ニングとして下肢反射試験を行い、異常が認められた個体を PRMT8 が機能的に欠損し

た個体として病理学的解析の対象とすることが必要になるかもしれない。	

実験 2 では、AAV を用いて dKI マウスの脳における PRMT8 発現を増加させたところ、

Tau のリン酸化の亢進、神経炎症の誘導、アポトーシス経路の活性化、および空胞様の

変性の誘導が認められた。この結果より、PRMT8 は「アミロイド病理」「タウ病理」「神
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経変性と細胞死」を繋ぐ因子である可能性が高いと予想した。そこで、つづく実験 3 に

おいて、PRMT8 が誘発する病理学的変化がタウ病理依存的に生じる現象であることを

確認するため、WT マウスと Tau-KO マウスの脳において PRMT8 の発現を増加させた。

その結果、dKI マウス同様に Tau が発現しないマウスにおいても神経炎症の誘導、ア

ポトーシス経路の活性化、および空胞様の変性の誘導が認められた。したがって、当

初の予想とは異なり、PRMT8 はタウ病理とは独立して病理学的変化を誘発する因子で

あるとの結論に至った	(図 3－16)(石井ら、2018b)。	

研究２では PRMT8 が誘導する病理学的変化の分子機序を明らかにするまでには至ら

なかった。しかし、先行研究の報告から、PRMT8 の病理学的変化誘発に関する作用機序

についていくつかの仮説が考えられる。AD と同じく神経変性疾患である ALS では、通

常は核内に存在する fused	in	sarcoma	(FUS)	などの RNA 結合タンパク質が、細胞質

に移動して凝集体を形成することが病態進行に関連することが示されている。これま

で、PRMT8 と PRMT1 は FUS のアルギニンをメチル化することで FUS の核内輸送を阻害

して、 終的に細胞質内での FUS の凝集や蓄積が促進すること(Scaramuzzino	et	al.,	

2013)、PRMT1 は FUS のアルギニン残基をメチル化して核移行に関与する Transportin	

との結合を阻害することが示されている	(Neumann	et	al.,	2011)。さらに、FUS 遺伝

子変異を有する ALS 患者から得られたリンパ芽球様細胞に対して、メチル化阻害薬	

adenosine	dialdehyde	(AdOx)	を添加した実験では、核や細胞質で FUS 蓄積が減少す

るとの報告がある	(Scaramuzzino	et	al.,	2013)。PRMT ファミリーによるタンパク質

のアルギニンメチル化が主に生じるアミノ酸配列は、RGG/RG	モチーフと呼ばれるアル

ギニンおよびグリシンが豊富な領域であり、これらモチーフはタンパク質の核への結

合やタンパク質－タンパク質の結合を調整に関与する	(Thandapani	et	al.,	2013)。

今回の実験で、AAV を用いて Tau−KO マウス海馬で PRMT8 の発現を増加させたところ、

PRMT8 誘発性の神経変性が認められたが、その理由として Tau 以外の微小管結合タン

パク質のアルギニンメチル化修飾が PRMT8 誘発性の神経変性に関与していた可能性も

考えられる。神経細胞の中には Tau 以外にも微小管結合タンパク質が発現しており	
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(Dehmelt	and	Halpain,	2005)、その中でも Microtubule-associated	protein	2	(MAP2)	

は Tau のホモログであり、その微小管結合ドメインも Tau と高い相同性を有すること

が知られている。したがって、PRMT8 が神経変性を誘発する分子機序を明らかにするた

めに、AAV-PRMT8 投与モデルを用いて、PRMT8 でアルギニンメチル化を受けるタンパク

質を同定することは有効な手段と考えられる。PRMT8 誘導性の神経変性がタンパク質

のアルギニンメチル化修飾を介して生じることが明らかとなれば、メチル化阻害薬に

よる抑制が神経変性の増悪を防ぐ手段として有効であることを示せるのでは無いかと

考えられる。	

一方、PRMT8単独では無く他のタンパク質との相互作用による結果とも考えられる。

PRMT8を発現させた細胞を用いた質量分析により、PRMT8とFUS、Ewing's	sarcoma	(EWS)

や Tubulin を含む 20 種のタンパク質が相互作用することが報告されている	 (Pahlich	

et	al.,	2008)。このことより、PRMT8 が Tau 以外の他のタンパク質と相互作用するこ

とにより、神経変性を誘発している可能性が推察される。	

PRMT8 誘発性の神経炎症の誘導、アポトーシス経路の活性化、および空胞様の変性の

誘導は、ALS 患者および ALS 病態モデルマウスでも認められる病理学的変化である	 	

(Bucher	et	al.,	2007;	Dahlke	et	al.,	2015)。このことから、ALS 病態における PRMT8

の機能を解明することが、PRMT8 が誘発する病理学的変化の分子機序の解明に有効だ

と考えられる。	

本実験において認められた AAV-PRMT8 投与マウスの空胞様の変性は、AD 患者の脳で

特異的に認められる病理学的変化では無かったが、他の神経変性疾患であるプリオン

病や ALS でも似たような空胞様の変性が認められている。脳の水腫性壊死・軟化と呼

ばれる変性では、脳の細胞全体の細胞膜イオンチャネルが障害を受け、細胞内に液体

が貯留して細胞全体が膨化して空胞様の変性が誘導される。今後の研究課題として、

電子顕微鏡を用いて PREMT8 が誘導する空胞様の変性の現象の本態を詳細に確認する

必要があると思われる。これまでに、前頭側頭型認知症や ALS と関係がある FUS 遺伝

子を欠損させたマウスにおいても、その海馬領域で空胞様の変性が生じることが報告
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されている	(Kino	et	al.,	2015)。さらに、Prnp,	Atrn,	Mgrn1,	Sp4,	Gja1,	Gjb6,	

Pnpla6 などの遺伝子も空胞様の変性の誘導に関係することが、遺伝子改変マウスの解

析で明らかとなっている		(He	et	al.,	2003;	Zhou	et	al.,	2005;	Chu	et	al.,	2008;	

Jiang	et	al.,	2017)。これらの遺伝子が PRMT8 によりアルギニンメチル化修飾を受け

る可能性、また PRMT8 と相互作用することにより PRMT8 誘発性の空胞変性が生じる可

能性が考えられる。依然として、生体内での PRMT8 の作用には不明な点が多いことか

ら、PRMT8 がどのような分子機序を介して病理学的変化を誘発するのかを明らかにす

ることが必要である	(図 3-17)。	
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第 3 章	 図と表	

	

	

	

図 3-1	 研究 2 の概要	

上部の図は、実験 1〜3 の目的および使用した供試動物の概要。下半分は、実験 1～

3 で行った生化学的解析と組織学的解析の概要。	
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図 3-2	 CRISPR/Cas9 システムによる dKIPRMT8-/-マウスの作製	

A：PRMT8 遺伝子の配列と sgRNA の位置を示した。B：dKIPRMT8-/-マウスを作製するため、

dKI マウス受精卵に PRMT8 遺伝子を標的とした sgRNA と、Cas9	 RNA をマイクロインジ

ェクションした。C：マイクロインジェクション操作により得られた産仔の尾部組織か

ら抽出した DNA のシーケンス解析の結果を示す。PRMT8 遺伝子配列の欠損が確認され

た 3 頭を解析に使用した。	
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表 3-1	 ウエスタンブロット解析に使用した一次抗体	

一次抗体	 標的	 希釈倍率	 会社名・商品番号	

Tau5	 総 Tau	 1:5000	

#AHB0042,	

Thermo	Fischer	

Scientific	

AT8	
リン酸化 Tau	

（Ser202/Thr205)	
1:2500	

#90206	

Innogenetics	

PHF-1	
リン酸化 Tau	

(Ser396/Ser404)	
1:1000	

kindly	provided	

from	Peter	Davies,	

Albert	Einstein	

College	of	Medicine	

AT180	 リン酸化 Tau	(Thr231)		 1:1000	
#MN1040,	Thermo	

Fisher	Scientific	

PRMT8	 PRMT8	N 末端	 1:2000	 #R0001-1,	Abiocode	

β-actin	 内在性コントロール	 1:5000	 #A5441,	Sigma	

Tubulin	 内在性コントロール	 1:5000	 #ab11312,	abcam	
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表 3-2	 免疫組織化学に使用した一次抗体	

一次抗体	 標的	 希釈倍率	 会社名・商品番号	

82E1	 AβN 末端	 1:200	 #10323,	IBL	

AT8	
リン酸化 Tau	

（Ser202/Thr205)	
1:200	

#90206,	

Innogenetics	

Glial	fibrillary	

acidic	protein	

（GFAP）	

アストロサイト	 1:100	 MAB3402,	Millipore	

Ionized	calcium	

binding	adaptor	

molecule	1	(Iba1)	

ミクログリア	 1:100	 #019-19741,	Wako	

活性化 Caspase-3	

(Caspase-3)	

アポトーシス経路

の活性化	
1:100	

#9661S,	Cell	

Signaling	

Technology	

NeuN	 神経細胞	 1:200	 #ab104224,	abcam	

PRMT8	 PRMT8	 1:100	 #ab168134,	abcam	
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図 3-3	 アデノ随伴ウイルスによる PRMT8 遺伝子の導入	

A：AAV 遺伝子の配列とプロモーター配列の位置を示す。B：AAV の投与部位を赤矢印で

表す。マウス脳に挿入した針先が、bregma から後方 0.45	 mm、矢状縫合から左右に 1	

mm、脳表層から深さ 2.0	mm の位置になるように固定し、AAV 溶液を投与した。C：海馬

領域の免疫組織化学の結果	 (緑は PRMT8 のタンパク質、青は Hoechst で染色された細

胞の核を表す)。スケールバー：500	µm。	
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図 3-4	 dKIPRMT8+/+と dKIPRMT8−/−マウス海馬のリン酸化 Tau の比較	

A：ウエスタンブロット解析による、PRMT8、総 Tau(Tau5)、リン酸化 Tau(AT8 と PHF1)、

内在性コントロール(Tubulin)の検出。B：A の結果における Tau5、AT8、PHF1 の比較。

グラフは dKIPRMT8+/+マウスの平均値を 1 とし、dKIPRMT8−/−マウスの数値を相対的に表した

(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、スチューデントの t 検定もしくはウィルチの

t 検定による結果)。	
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図 3-5	 	dKIPRMT8+/+と dKIPRMT8−/−マウス海馬の神経炎症の比較	

A-D：緑は GFAP(アストロサイト)の免疫陽性反応、赤は Iba1(ミクログリア)の免疫陽

性反応、青は 82E1(Aβ)の免疫陽性反応を表す。A：dKIPRMT8＋/＋マウス。C：dKIPRMT8－/－マ

ウス。B、D：A と B における四角部分の拡大図。E：海馬全体における GFAP の免疫陽性

反応の比較。F：海馬全体における Iba1 の免疫陽性反応の比較。E、F：グラフは dKIPRMT8+/+

の平均値を 1 とし、dKIPRMT8−/−マウスの数値を相対的に表した(平均値±標準誤差、n.s.:

有意差なし、スチューデントの t 検定もしくはウィルチの t 検定による結果)。スケー

ルバー：A、B（500	µm）、C、D（50	µm）。	
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図 3-6	 dKIPRMT8+/+と dKIPRMT8−/−マウス海馬の神経の変性と細胞死の比較	

A、B：海馬の HE 染色の結果。C、D：緑は NeuN(神経細胞)の免疫陽性反応、赤は Caspaspe-

3(アポトーシス経路の活性化)の免疫陽性反応を表す。A、C：dKIPRMT8＋/＋マウス。B、D：

dKIPRMT8－/－マウス。E：海馬全体における NeuN の免疫陽性反応の比較。F：海馬全体に

おける Caspase-3 の免疫陽性反応の比較。E、F：グラフは dKIPRMT8+/+の平均値を 1 とし、

dKIPRMT8−/−マウスの数値を相対的に表した(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、スチ

ューデントの t 検定もしくはウィルチの t 検定による結果)。スケールバー：A−D（500	

µm)。	
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図 3-7	 dKI マウスにおける AAV-PRMT8 投与による PRMT8 の発現誘導	

A-C：GFP 抗体の免疫組織化学による結果。D-F：PRMT8 抗体の免疫組織化学による結果。

A、D：無処置群。B、E：AAV-GFP 投与群。C、F：AAV-PRMT8 投与群。スケールバー：500	

µm。G：ウエスタンブロット解析による、GFP、PRMT8、内在性コントロール(Tubulin)の

検出結果。	
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図 3-8	 無処置および AAV-GFP を投与した dKI マウスのリン酸化 Tau の比較	

A：ウエスタンブロット解析による、総 Tau(Tau5)、リン酸化 Tau(AT8)、内在性コント

ロール(β−actin)の検出。B：Tau5 の比較。C：AT8 の比較。B、C：グラフは無処置の

dKI マウスの平均値を 1 とし、AAV-GFP を投与した dKI マウスの数値を相対的に表した

(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、スチューデントの t 検定もしくはウィルチの

t 検定による結果)。	
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図 3-9	 AAV-GFP および AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスのリン酸化 Tau の比較	

A：ウエスタンブロット解析による、総 Tau(Tau5)、リン酸化 Tau(AT8、PHF1、AT180)、

内在性コントロール(β−actin)	の発現(Tau-KO：Tau 検出の陰性コントロール)。B：総

Tau(Tau5)の比較。C：Ser202/Thr205 リン酸化 Tau(AT8)の比較。D：	Ser396/Ser404 リ

ン酸化 Tau(PHF1)の比較。E：Thr231 リン酸化 Tau(AT100)の比較。B-E：グラフは AAV-

GFP を投与した dKI マウスの平均値を 1 とし、AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスの数値

を相対的に表した(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、*：p<0.05、スチューデント

の t 検定もしくはウィルチの t 検定による結果)。	
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図 3-10	 	AAV-GFP および AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスの神経炎症の比較	

A-J：緑は GFAP(アストロサイト)の免疫陽性反応、赤は Iba1(ミクログリア)の免疫陽

性反応、青は 82E1(Aβ)の免疫陽性反応を表す。A-C：AAV-GFP 投与 dKI マウス(n=3)。

D-F：AAV-PRMT8 投与 dKI マウス(n=3)。G、H：C における四角部分の拡大図。I、J：F

における四角部分の拡大図。K：海馬 CA3 領域における GFAP の免疫陽性反応の比較。

L：海馬 CA3 領域における Iba1 の免疫陽性反応の比較。K、L：グラフは AAV-GFP を投

与した dKI マウスの平均値を 1 とし、AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスの数値を相対

的に表した(平均値±標準誤差、n.s.:有意差なし、**：p<0.01、スチューデントの t 検

定もしくはウィルチの t 検定による結果)。スケールバー：A-F(500	µm)、G-J(100	µm)。	
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図 3-11	 	AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスにおける空胞様の変性の出現	

A-H：HE 染色の結果。A-C：AAV-GFP 投与 dKI マウス(n=3)。D-F：AAV-PRMT8 投与 dKI マ

ウス(n=3)。G：C における四角部分の拡大図。H：F における四角部分の拡大図。スケ

ールバー：	A-F(500	µm)、	G、H(100	µm)。	
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図 3-12	 AAV-GFP および AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスの神経細胞死の比較	

A-J：緑は NeuN(神経細胞)の免疫陽性反応、赤は Caspaspe-3(アポトーシス経路の活性

化)の免疫陽性反応を表す。A-C：AAV-GFP 投与 dKI マウス(n=3)。D-F：AAV-PRMT8 投与

dKI マウス(n=3)。G、H：C における四角部分の拡大図。I、J：F における四角部分の拡

大図。K：海馬 CA3 領域における NeuN の免疫陽性反応の比較。L：海馬 CA3 領域におけ

る Caspase-3 の免疫陽性反応の比較。K、L：グラフは AAV-GFP を投与した dKI マウス

の平均値を 1 とし、AAV-PRMT8 を投与した dKI マウスの数値を相対的に表した(平均値

±標準誤差、n.s.:有意差なし、*：p<0.05、スチューデントの t 検定もしくはウィル

チの t 検定による結果)。スケールバー：A-F(500	µm)、G-J(100	µm)。	
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図 3-13	 無処置 WT および AAV－PRMT8 投与 WT マウスのリン酸化 Tau の比較	

A：ウエスタンブロット解析による、総 Tau(Tau5)、リン酸化 Tau(AT8、PHF1)、内在性

コントロール(β−actin)の検出(Tau-KO：Tau 検出の陰性コントロール)。B：総

Tau(Tau5)の比較。C：Ser202/Thr205 リン酸化 Tau(AT8)の比較。D：	Ser396/Ser404 リ

ン酸化 Tau(PHF1)の比較。B-D：グラフは無処置の WT マウスの平均値を 1 とし、AAV-

PRMT8 を投与した WT マウスの数値を相対的に表した(平均値±標準誤差、n.s.:有意差

なし、スチューデントの t 検定もしくはウィルチの t 検定による結果)。	
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図 3-14	 無処置 WT と AAV-PRMT8 を投与した WT と Tau-KO マウスの神経炎症	

A-C:	緑は PRMT8 の免疫陽性反応を表す。D-I:	緑は GFAP(アストロサイト)の免疫陽性

反応、赤は Iba1(ミクログリア)の免疫陽性反応、青は Hoechst	(核)の免疫陽性反応を

表す。G-I：D-F における四角部分の拡大図。A、D：無処置 WT マウス。B、E：AAV-PRMT8

投与 WT マウス。C、F：AAV-PRMT8 投与 Tau-KO マウス。スケールバー：A-F(500	 µm)、

G-I(50	µm)。	
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図 3-15	 無処置 WT と AAV-PRMT8 投与 WT と Tau-KO マウスの空胞様の変性とアポトー

シス経路の活性の誘導	

A-C：HE 染色の結果。E-G：A-C の四角部分における拡大図。H-M：緑は NeuN(神経細胞)

の免疫陽性反応、赤はCaspaspe-3(アポトーシス経路の活性化)の免疫陽性反応を示す。

K-M：H-J における四角部分の拡大図。A、H：無処置 WT マウス。B、I：AAV-PRMT8 投与

WT マウス。C、J：AAV-PRMT8 投与 Tau-KO マウス。スケールバー：A-C、H-J	(500	µm)、

E-F、K-M(100	µm)。	
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図 3-16	 研究２のまとめ	

アミロイド病理存在下で Tau と結合性が変動する PRMT8 は、タウ病理を介して神経

の変性および細胞死を促進するという当初の予想とは異なり、PRMT8 はタウ病理とは

独立して直接的に神経変性を誘発する因子であることが示された。	
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図 3-17	 PRMT8 に関する研究動向	

	 PRMT ファミリーによる ALS の原因遺伝子の一つである FUS のアルギニンメチル化

は、FUS の核内への移行を抑制し、凝集性を高め、ALS 病態を悪化させることが報告さ

れているため、PRMT8 のアルギニンメチル化作用によって神経変性が促進される可能

性がある。また、PRMT8 と FUS を含む様々な因子が相互作用することが示されており、

この相互作用により PRMT8 誘発性の神経変性が誘導される可能性が考えられる。PRMT8

以外にも、空胞様の変性を誘導する遺伝子の存在が報告されていることから、PRMT8 が

これら分子のアルギニンをメチル化すること、またこれら分子と相互作用することに

より、PRMT8 誘発性の神経変性が誘導される可能性が考えられる。他方、AD 患者で減

少することが報告されているレチノイン酸は抗酸化物質の一つであり、近年 PRMT8 は

レチノイン酸シグナルの調整にも関与することが報告されている。
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アルツハイマー病	(AD)	等の神経変性疾患の治療標的を見つけ出す上で、病気進行の基

盤となる病態機序を明らかにすることは重要である。特にAD研究では、その病態とされる

“アミロイドカスケード仮説”の分子機序を明らかにすることが有力な戦略となる。そこ

で本研究では、AD における神経変性機序の理解を深めることを目的に、従来の AD 研究に

よって病態悪化に関わるとされる小胞体ストレス、またタウ病理と神経変性誘導を結びつ

ける可能性のある新規因子についての研究を行った	(図 4-1)。	

研究 1では、神経変性疾患の病態悪化に関わるとされる小胞体ストレス	(Paschen	 and	

Mengesdorf,	 2005)と AD 病態の関係に着目して実験を行った。小胞体ストレスは、AD や

ALSなどの治療標的の一つとして創薬研究が進められている	(Boyce	et	al.,	2005;	Kudo	

et	al.,	2008)。しかし、AD病態と小胞体ストレス誘導の関係を示す研究結果は必ずしも

一致していないことや、APPと PS1を過剰発現させたADモデルマウスにおける小胞体スト

レス上昇は、膜タンパク質の過剰発現を原因とするアーチファクトである可能性が指摘さ

れている。そこで、本研究では複数のAD病態モデルマウスを用いて、小胞体ストレスマー

カーの発現量を解析した。その結果、APP の過剰発現を伴わない APP ノックインマウス	

(AppNL-G-F)、APP遺伝子を単独で過剰発現するマウス	(APP23と Tg2576)、タウ病態のモデル

マウス	(P301S-Tau-Tg)	では、小胞体ストレスの上昇が認められなかった。一方、APPと

PS1遺伝子の二重変異を持つマウス	(APP/PS1、3xTg-AD)	では、小胞体ストレス上昇が認

められた。この結果より、従来の研究においてAD病態の特徴とされてきたアミロイド病理

やタウ病理は、必ずしも小胞体ストレスの惹起には関与しないことが示唆された。言い換

えれば、APPとPS1の二重遺伝子変異を有するマウスで認められる小胞体ストレス上昇は、

アミロイド病理の存在とは直接関係せず、変異型PS1が存在することによるアーチファク

トであり、小胞体ストレスは AD 病態の治療標的としては適当ではない可能性を示唆して

いる。	

	 研究１の結果は、AD研究をはじめとする病態研究において使用する病態モデル動物の特

性を十分に知ることの重要性を示している。従来の家族性AD変異を導入したAPP遺伝子、
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PS1 遺伝子を過剰発現させたマウスが AD 病態モデルマウスとして AD 発生機序の解明や治

療法開発の基礎研究に広く使用されてきた。これらモデルマウスで認められた病理変化や、

その誘導に関与する分子が同定され、その結果を元にヒト AD 患者を対象とした臨床試験

が行われてきた	(Gervais	et	al.,	2007;	Abramowski	et	al.,	2008)。しかし、AD患者の

有力な治療法開発には結びつかなかった(Mangialasche	et	al.,	2010)。その理由の一つ

として本研究で明らかにしたように、従来の AD モデルマウスで認められていた小胞体ス

トレスの上昇は、変異型PS1の発現に由来し、アミロイド病理、およびタウ病理は関係な

いため、小胞体ストレスはADの治療標的にならないという点が挙げられる。このように、

使用するモデル動物の特性を見誤ると、病態研究の結果を間違った方向にシフトさせてし

まう可能性がある。そのため、今回使用したApp	KIマウスのように、よりヒトの病態に近

いモデル動物を使用することの重要性が改めて示されたと思われる。	

研究 2では、「Aβが蓄積する状態において何らかの病態増悪因子が存在し、その因子が

Tauと相互作用することにより、神経変性を誘導する」という新しい仮説の検証を試みた。

西道チームの先行研究により、アミロイド病理依存的にTauとの相互作用が変動する新規

因子として同定されたタンパク質アルギニンメチル基転移酵素8	 (PRMT8）と AD病態の関

係に着目した研究を行った。AD病態モデルマウスとして AppNL-G-Fマウスと MAPT	 	 KI マウ

スを掛け合わせたdouble	KI	(dKI)	マウスを使用し、この動物のPRMT8遺伝子を欠損もし

くは発現増加させ、Tau のリン酸化に与える影響、神経炎症、神経変性および細胞死に与

える影響を解析した。その結果、PRMT8を欠損するdKIPRMT8-/-マウスでは、PRMT8を欠損しな

い動物と比較して病理学的な差は認められなかった。一方、AAV-PRRMT8 の投与で脳内の

PRMT8を発現増加させたdKIマウスでは、Tauのリン酸化の亢進と合わせて、神経炎症の誘

導、アポトーシス経路の活性化、および空胞様の変性の誘導が認められた。この結果を受

けて、PRMT8とタウ病理との関係を明らかにするために、Tauを発現しないTau-KOマウス

と WT マウスに AAV-PRMT8 を投与し PRMT8 の発現を増加させて解析を行った。その結果、

Tau-KO マウスと WT マウスのいずれの海馬でも、dKI マウスと同様の病理学的変化が認め
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られた。すなわち、PRMT8は AD病態におけるタウ病理依存的に病理学的変化を誘導する因

子であるとする当初の予想に反して、タウ病理とは独立して神経病理を誘発する因子であ

ることが示された。PRMT8誘発性の病理学的変化はAD病態特異的に認められるものではな

いが、神経変性を誘発、あるいは増悪させる新しい因子である可能性が残されており、PRMT8

が ADを含めた神経変性疾患の新しい分子機序の解明のきっかけになる期待がもたれる。	

広く神経変性疾患という視点から見た場合、本研究で注目した小胞体ストレスと PRMT8

の関与が無視出来ない疾患が存在している。両者を結ぶヒントとなるのが、ヒトALSに関

する研究である。ヒトALSは、大脳皮質の運動野、脊髄、脳幹の運動ニューロン脱落を特

徴とする神経変性疾患であるが、このALSの病態に小胞体ストレスが直接関わることが報

告されている	(Jaronen	et	al.,	2014)。家族性ALSの原因として、活性酸素の解毒に関

与するCu/Zn	superoxide	dismutase	(SOD)	1遺伝子と、FUSを含む 20種以上の遺伝子変

異が同定されている。ヒトのALS病態において、変異型SOD1が小胞体膜貫通型タンパク質	

Derlin-1に結合すると小胞体ストレスが上昇して、運動神経の細胞死が生じることが示さ

れている	(Nishitoh	et	al.,	2008)。近年、Derlin-1	と SOD1のタンパク質相互作用を阻

害する化合物が同定され、ALS	患者由来の	iPS	細胞から作製した	ALS	運動神経細胞の細

胞死を抑制すること、ALS 病態モデルマウスの発症時期を遅延させることが示されている	

(Tsuburaya	et	al.,	2018)。一方、家族性ALS患者に関連する遺伝子変異のうち、SOD1遺

伝子の次に多い変異はFUS遺伝子である。FUSは、研究2で注目したPRMT8および同じPRMT

ファミニリーのPRMT1が相互作用することにより、細胞質への異常局在を誘導してALSの

病態を促進させることが示されている。このFUSの異所化は、メチル化阻害薬の投与によ

って軽減され	(Scaramuzzino	et	al.,	2013)、さらにPRMT8をはじめとする20種ほどの

タンパク質と相互作用することが報告されている	(Pahlich	et	al.,	2008)。PRMT8が持つ

FUS への結合性と FUS のアルギニン残基をメチル化する作用が神経変性疾患の病態悪化に

関係するのではないかと考えられ、これを制御することで神経変性疾患の進行を抑えられ

る可能性がある。したがって、小胞体ストレスを一つの標的にして、PRMT8 の相互作用に
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よって神経変性作用を誘導するタンパク質を同定し、そのタンパク質による小胞体ストレ

スや神経変性誘導をコントロール出来れば、新しい神経変性疾患の予防・治療方の開発に

つながる可能性があるのではないかと期待が持てる。	 	 	 	 	 	 			

************************************************************	

ヒトのみならず伴侶動物の高齢化が進んでおり、獣医療においても認知症はじめ神経変

性疾患が重要な疾患となりつつある。ヒト AD とイヌ CDS の病態が類似することから、AD

の治療薬はイヌの CDS 治療にも有効だと予想される。ヒト AD の対症療法に使用されてい

るコリンエステラーゼ阻害剤	(塩酸ドネペジル)は、CDSを発症した犬の認知症症状を緩和

することが報告されており	(Matsunami	et	al.,	2010)、獣医の臨床現場でも使用されて

いる。ヒトと動物で共通の発症機序を有すると考えられる神経変性疾患の分子機構の解明

は、我々獣医師にとって重要な研究課題であると考えている。
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第4章	 図と表	

	

	

図 4-1	 本研究のまとめ	

	 研究 1より、小胞体ストレスはADの治療標的として	適さない可能性が示された。研究

2より、PRMT8誘発性の病理学的変化が生じる機序を解析することで、神経変性が生じる分

子機序の解明に繋がる可能性が示された。「ｘ(赤字)」は本研究で否定された結果。
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