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緒 言 

 

アルツハイマー病（AD）を初めとする認知症患者の神経変性疾患における病理学的特徴の一つとして、高度に線維

化したタンパク質凝集体の形成および沈着があげられる。その構成タンパク質としては、それぞれアミロイドβ（Aβ）

およびタウ、α-シヌクレイン、TAR DNA-binding protein 43 kDa（TDP-43）など、疾患によって様々であるが、遺

伝学的な解析からこれら脳内における凝集体を構成するタンパク質代謝の破綻が認知症発症のトリガーであると考え

られている。一方、これら蓄積病理の形成は必ずしも疾病の発症すなわち神経細胞死とは必ずしも一致していない。す

なわち、異常タンパク質凝集・蓄積は疾患プロセスに確実に必要なステップであるが、脳に備わっている何らかの機能

性維持機構によって認知症発症に至らず、慢性的に蓄積病態が継続することで最終的に神経細胞死が惹起されると想定

される。近年のゲノムワイド関連解析などの結果から、蓄積病理の結果生じる脳内炎症反応が慢性的に継続することが、

認知症発症のタイミングと進行速度を決定づけていると考えられるようになった。すなわち、神経細胞におけるタンパ

ク質蓄積病態により引き起こされるグリア細胞の変調が中枢神経系における病態プロセスを修飾し、さらには認知症発

症を規定していると言える［1］。そこで本研究においては、三大認知症における異常凝集タンパク質に対するグリア細

胞における炎症性応答とその分子病態について、1．新規グリア細胞炎症性反応分子のスクリーニング、2．それらの分

子が脳内プロテオスタシスに関与するパスウェイの同定とその活性制御法の開発、を主たる目的として、脳内炎症制御

法の確立と新規グリア細胞創薬研究を遂行する。 
 

方法および結果 

 
1．CRISPR/Cas9システムによる新規グリア細胞炎症性反応分子のスクリーニング 
細胞外に存在する凝集タンパク質に呼応する炎症性反応として、貪食系に着目し、細胞内凝集タンパク量を蛍光強度

の違いとして検出可能な系を確立し、CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集技術とFACS及び次世代シーケンサー

を利用したUnbiasedゲノムワイドノックアウトスクリーニングを行うこととした。まず初めに、AD発症関連分子で

ある Aβを用いて系を確立、解析することとした。Aβは AD 患者脳において細胞外に蓄積する老人斑の主要構成成

分であり、Aβ蓄積に対してグリア細胞が活性化することが知られている。 
Cas9 を恒常的に発現するNeuro2a 細胞に対してレンチウイルスにより全ゲノムを標的とした guide RNA ライブラ

リーを導入し、様々にゲノム編集された細胞集団を作成した。この編集済みの細胞集団に対し蛍光標識された Aβ を

処理し、その取り込みをFACSによって評価することで、異常な蛍光強度を示す細胞集団をソートした（図1A）。ソー

トした細胞集団中のゲノムに挿入されたgRNA配列をPCRにより増幅しNGSで解析し、Aβ取り込みが変化した細

胞集団における gRNA の出現頻度を評価した（図 1B）。更に同定された標的遺伝子群に対して over-representation 
analysis（ORA）を行い、Phosphatidyl inositol-3-phosphate binding、Endosome organization、Defense response to 
gram-negative bacterium、AutophagosomeなどがAβ取り込みに関与するパスウェイとして示唆された。またイン

タラクトーム解析より、ADの遺伝学的リスク因子であり［2］、ミクログリアに高発現する Inpp5d及びCd2apがスク

リーニングで得られた遺伝子群の近傍に同定された。 
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また同様の定量的アッセイ系について、ADや前頭側頭葉変性症における神経細胞死と相関が認められる、タウにつ

いても検討を行った。Aβと異なり、タウは細胞内凝集体を形成するが、近年、細胞外に放出されたタウが近傍の細胞

に取り込まれて新たな蓄積物の形成を惹起すること、その過程にミクログリアが関与することなどが報告されている

［3］。タウの細胞内凝集を定量的に可視化する目的で、FRET（凝集内のタンパクの高度な接近を、異なる蛍光タンパ

クを付加したタウを共発現させることで検出）、semi-intact cell（細菌毒素による表面膜の孔に対し、不溶性凝集体は

通過できないことを利用）、凝集特異プローブ（PBB3 を始めとした凝集特異蛍光プローブによる検出）による検出の

検討を行い、前者二つは再現性、S/N 比、FACS 後の生存性についてスクリーニング系の要求を満たさなかったが、

PBB3を用いた系では十分に条件を満たすことが明らかとなった。今後、この系を用いて同様のスクリーニングを行い、

細胞外に存在するタウを認識、取り込み、細胞質凝集に至るメカニズムに関わる分子の同定を目指す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図1．Aβ取り込みに関わる遺伝子のゲノムワイドスクリーニング 

A）Aβの取り込みに関わる遺伝子の網羅的ゲノムワイド CRISPR/Cas9 スクリーニングの模

式図。B）87,897 遺伝子を標的とした guide RNA を用いてスクリーニングを行った。異常な

Aβ取り込みを示す細胞を FACS によって回収後、IonProton により挿入された guide RNA
を同定しその同定された頻度を標的遺伝子名によってVolcano plotとして示した。 
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2．脳内プロテオスタシスに関与するパスウェイの同定とその活性制御法の開発 
これまでに我々は独自に、グリオーマや初代培養アストロサイトが Aβ 分解活性を培養上清に放出していること、

またその責任分子として、分泌型セリンプロテアーゼKallikrein related peptidase 7（KLK7）を同定していた［4］。
KLK7発現量はAD患者脳において減少しており、またKlk7ノックアウトマウスではアミロイド斑蓄積が有意に促進

したこと（図 2A、B）。一方リコンビナント KLK7 タンパク質を脳内へインジェクションすることにより Aβ量の低

下が認められたことから、KLK7の発現量または活性を上昇させることが可能なパスウェイは新たな創薬標的機構とな

ることが想定された。そこで KLK7 の発現制御機構の解明と薬理学的な介入法の開発を in vitro、in vivo において進

めることとした。 
まずAβが蓄積するADモデルマウスにおいて検討したところ、月齢およびアミロイド蓄積依存的にKlk7発現量の

亢進が観察された（図2C）。そこで初代培養アストロサイトに対してAβ処理を行ったところ、濃度依存性にKlk7の

発現量が上昇した（図3A）。また興味深いことにLPSや IL-6などではKlk7の発現量が変化しないことから、Aβに

よって惹起される炎症性反応に特異的に発現制御を受けていることが示唆された。そこでまず、Aβおよびアルツハイ

マー病に関連した既知化合物について、初代培養アストロサイトを用いて探索したところ、アルツハイマー病治療薬と

して認可されている、NMDA 受容体拮抗薬であるメマンチンに Klk7 発現上昇能が認められ（図 3B）、この時培養上

清における Aβ 分解活性の亢進も確認された（図 3C）。メマンチンは神経細胞にも作用しうることから［5］、初代培

養神経細胞もしくは初代培養神経・グリア共培養系に対してメマンチンを添加し細胞外Aβの分解を検討したところ、

神経細胞では Aβ分解活性は認められなかった一方で、グリアとの共培養系においては Aβ量が著減した。またこの

メマンチンの効果は、Klk7 ノックアウトマウス由来の初代培養アストロサイトでは消失した。これらのことから、メ

マンチンはグリア細胞に対して作用し、Aβ分解活性を亢進させることが示唆された。 
そこで初代培養アストロサイトにおけるメマンチンの薬理学的解析を行った。神経細胞においてシナプス伝達抑制に

頻用されている NMDA 受容体拮抗薬である MK-801 にはその効果が認められなかった。しかし初代培養アストロサ

イトに対してグルタミン酸、NMDAを処理したところ、Klk7発現量の低下が認められた。またメマンチンはNMDA
受容体の他、α7ニコチン性アセチルコリン受容体に対しても作用することが知られているが、アセチルコリン受容体

特異的なアンタゴニストであるαブンガロトキシンは Klk7 発現量に影響を与えなかった。すなわち、アストロサイ

トにおける NMDA 受容体シグナル経路の抑制が Klk7 の発現量上昇を惹起し、抗 Aβ効果をもたらすと考えられた。

そこでこの効果を in vivoで検証する目的で、ADモデルマウスに対してメマンチンを飲水投与したところ、Klk7の発

現量亢進、そして脳内アミロイド量の低下が認められた。 
 

 

 

図2．アミロイド蓄積に対するKLK7の影響 
A）Klk7ノックアウトマウスとADモデルマウスを交配した結果、通常アミロイド蓄積のみられない三ヶ月齢でチオフ

ラビンS（ThioS）陽性アミロイド斑が検出される。B）Aの定量的解析結果。C）ADモデルマウスにおけるKlk7発現

量の変化。アミロイド蓄積が増加すると共にKlk7の発現量も上昇する。 
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図3．初代培養アストロサイトにおけるAβ、メマンチンの影響 
A）初代培養アストロサイトに合成Aβペプチドを処理するとKlk7発現量が上昇する。B）初代培養アストロサイトに

メマンチンを処理するとKlk7発現量が上昇する。C）メマンチンを投与すると、培養上清におけるAβ分解活性が上昇

し、残存するAβ量が低下する。 
 

考 察 

 
本研究において我々は、認知症発症機構における慢性炎症反応の分子機構解明を目的として、特にAD発症に関与す

るAβを用いて研究を行い、以下の二点を明らかとした。 
1．細胞外Aβの取り込み機構に関するゲノムワイドCRISPR/Cas9スクリーニングを行い、その情報をもとにAD発

症リスク遺伝子として同定されていた Inpp5d やCd2ap がAβ取り込みに関わっている可能性を見出した。今後これ

らの遺伝子の寄与についてモデルマウスなどを用いて解析する。 
2．アストロサイト由来新規 Aβ 分解酵素 KLK7 の発現および活性の変化に関与する分子機構について薬理学的な解

析を行い、アストロサイトにおけるNMDA受容体経路を同定した。今後この経路を制御する化合物の探索を行い、ア

ストロサイトを創薬標的細胞とした研究を展開する。 
 

 

図4．本研究のまとめ 
ミクログリアに高発現するAD 発症リスク遺伝子 Inpp5d やCd2ap はAβ取り込み経路に関わっていると考えられる。

またアストロサイトにおけるAβ分解酵素KLK7の発現はNMDA受容体シグナルを介して制御されている。 
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