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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の発症には多くの要因が関係すると考えられているが、近年脂質類
のアルツハイマー病への関与を示す報告が多数なされている。脂質は、加熱などにより酸化され過酸化脂質を生
じ、この過酸化脂質がさらに生体に酸化ストレスをもたらすことがよく知られている。本研究では、過酸化脂質
などにより酸化ストレスを暴露したサルを用いて、細胞死誘導と酸化損傷タンパク質の変動について明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease is the most common type of dementia and progressive 
neurodegenerative disease. The recent findings suggest that lipid peroxidation plays an important 
role in the pathogenesis of Alzheimer's disease. It is well known that lipids are oxidized by 
heating to produce lipid peroxides, which further cause oxidative stress in the body. In the present
 study, we investigated the induction of cell death and changes in oxidative damage proteins in 
monkeys exposed to oxidative stress.

研究分野：予防医学

キーワード： アルツハイマー病　プロテオミクス解析　過酸化脂質　酸化ストレス　バイオマーカー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ω-6系の食用油が加熱されることにより生じる過酸化脂質が、アルツハイマー病や2型糖尿病、非アルコール性
脂肪肝炎などの生活習慣病に関与することが最近明らかになりつつある。過酸化脂質は、生体内で酸化ストレス
を引き起こし細胞死を誘導する。本研究により、過酸化脂質などにより誘導される酸化ストレスが細胞死を引き
起こすメカニズムの一端が明らかになり、生活習慣病の予防法の開発にもつながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
わが国の認知症患者はここ数年 500 万人近くまで増加しているが、アルツハイマー病はその約
２/３を占めると報告されている。アルツハイマー病が発見されてから１世紀以上過ぎた今日で
も未だ有効な根本的治療法は無い。アルツハイマー病の発症機構もアミロイドβ仮説をはじめ
数多くの要因の関与が報告されているが、詳細な発症機構についても未だ明らかにされていな
い。その中でも、アルツハイマー病の発症に酸化ストレスが関与していることが多数報告されて
いる。最近、脂質（脂肪酸）が酸化された 4-ヒドロキシノネナール（HNE）などの過酸化脂質や
トランス脂肪酸が酸化ストレスを介して神経細胞死をひき起こすことが明らかになった。また、
高脂血症治療薬であるスタチンがアルツハイマー病の発症率を低下させるという報告もあるこ
とから、脂質ないしその代謝産物も認知症の発症に関与している可能性が非常に高い。 
多価不飽和脂肪酸（PUFA）は、細胞膜において流動性を高め、リン脂質間に膜タンパク質が介
在するスペースを提供している。魚類などに多く含まれているドコサヘキサエン酸（DHA）やエ
イコサペンタエン酸（EPA）などω3系の PUFA は脳や目の発達と機能維持などに必須であり、酸
化されても細胞毒性は少ない。しかし、植物油のリノール酸やアラキドン酸など ω6 系の PUFA
は酸化されると、過酸化脂質である HNE を産生し、細胞死を引き起こす。HNE は、リノール酸を
含むサラダ油の加熱により多量に生成し、アルツハイマー病患者の海馬など記憶に関わる部位
に高濃度に含有されることが報告されている。 
我々は現在までに、酸化ストレス暴露サルの海馬において、分子シャペロンであると同時にリ
ソソーム膜の安定化作用も持つ Hsp70.1 の 469 番目のアルギニンに酸化損傷が起きていること
を初めて見つけた (Oikawa S, Yamashima, T, 他, Free Radic Biol Med. 46, 1472-1477, 
2009; Yamashima, T. Oikawa, S. Prog Neurobiol, 89, 343-358, 2009)。さらに、Ca2+依存性
のカルパインがカルボニル化という酸化損傷を受けた Hsp70.1 を切断しリソソームを破綻させ、
神経細胞死を誘導するメカニズムを明らかにしている（Sahara S, Yamashima T. Biochem 
Biophys Res Commun. 393, 806-811, 2010）。 
 
 
２．研究の目的 
1990 年代に G 蛋白質共役型オーファン受容体（GPCR）のリガンド探索によって、FFA 受容体
（FFAR）ファミリーの存在が明らかになった。その中で、GPR40（別名 FFAR1）は食事由来の中・
長鎖の遊離脂肪酸に対して高親和性を示す 7 回膜貫通型の GPCR である。GPR40 は、脳の海馬・
視床下部や膵臓のβ細胞に高発現し、脂肪酸のシグナルを受けてニューロン新生やインスリン
分泌を調節している。一方で、GPR40 はトランス脂肪酸などの遊離脂肪酸と結合することで活性
が上昇し過剰の Ca2+を細胞内に流入させ神経細胞死を引き起こすとされるが、そのメカニズムは
十分明らかにされていない。 
本研究では、酸化ストレスを暴露したサルを用いて、アルツハイマー病の発症に重要な役割を
果たしている海馬の神経細胞死誘導機構を、海馬の各領域中の酸化損傷タンパク質の変動に注
目し解析を行った。また、酸化ストレスによるカルパインの活性化と Hsp70.1 のカルボニル化を
介した細胞死に過剰の Ca2+動員がトリガーとして関与している可能性があることから、GPR40 の
発現についても解析した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）酸化ストレス暴露：トランス脂肪酸添加飼料で飼育したニホンザル 6匹に HNE を静脈内投
与、また対照として同数の非投与群を設定した。アルツハイマー病患者の血清 HNE 濃度は平均
20µmol/Lと報告されており、この濃度を再現する HNE 5mg/20mL を毎週 1回、6ヶ月間にわたり
若年サルに静脈内注射した。その後、海馬などの組織を摘出し液体窒素で凍結、-80℃にて保存
した。同様に、サルに一過性全脳虚血による酸化ストレス暴露も行った。一過性全脳虚血は、体
重 5-10kg のサルを用い、全身麻酔下で無名動脈と左鎖骨下動脈とを確保し、両血管をブルドッ
グクランプにて 20 分間血流遮断した後、血流を再開した。レーザードップラー脳血流計を用い
て、クランプ中の脳血流が 0.5ml/100g brain/min 以下であることを確認した。正常サルと虚血
再灌流サルから経時的に海馬などの組織を摘出し、直ちに液体窒素で凍結後、-80℃にて保存し
た。 

 
 



（2）海馬における細胞死と GPR40 の解析方法 
組織標本は、4%パラホルムアルデヒドで固定した後パラフィンに包埋し、5μmの切片を作成し
た。次いで、ヘマトキシリン・エオジン（H-E）で染色し顕微鏡で観察を行い、錐体神経細胞の
好酸性の凝固壊死、消失を指標に細胞死の評価を行った。また、GRP40 については、切片を 5%ヤ
ギ血清でブロッキングした後、抗 GRP40 抗体および蛍光色素結合二次抗体と反応させ、レーザー
共焦点顕微鏡で発現を解析した。 
 
（3）酸化損傷タンパク質の解析 
① 2D-DIGE 法 
 本研究ではプロテオミクスを用いたタンパク質の定量解析法として、蛍光標識二次元ディフ
ァレンスゲル電気泳動法（2D-DIGE 法）を用いた。2D-DIGE 法は、蛍光色素で標識したサンプル
と内部標準を同一のゲルで二次元電気泳動を行うことにより、内部標準を用いたゲル間でのマ
ッチングが可能となり、各タンパク質の発現量を正確に定量することができる。酸化ストレス暴
露サル及びコントロールの組織からタンパク質を精製し、比較する両群を Cy3 と Cy5 の蛍光色
素で標識した。同時に、各サンプルを等量ずつ混合した後、Cy2 の蛍光色素で標識し内部標準と
した。Cy3、Cy5 で標識した両群１サンプルずつと内部標準を 1枚のゲルサンプルとして混合し、
等電点電気泳動次いで二次元電気泳動（SDS-PAGE）を行い、各タンパク質を各スポットとして分
離した。各ゲルイメージを画像解析装置 Typhoon FLA9500 で取得後、統計解析ソフト DeCyder を
用いて内部標準を基準に各スポットの発現量を定量解析した。 
② 2D-Oxyblot 法 
タンパク質のカルボニル化量を解析するため、組織からタンパク質を抽出・精製・濃縮し、固
定化 pH勾配ゲル（Immobiline DryStrip）を用いた等電点電気泳動にて等電点で分離した後にカ
ルボニル基と結合する 2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（DNPH）と反応させることにより酸化
損傷を受けているタンパク質を 2,4-ジニトロフェニルヒドラゾン(DNP)で標識した。次に、12.5%
ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により、タンパク質を分子量で分離しゲル上に２次
元展開後、PVDF 膜に転写、抗 DNP 抗体を用いてウェスタンブロットを行った。検出は化学発光
試薬を用い、X線フィルムに感光させた。それぞれのサンプルから得られたウェスタンブロット
の結果を元に、画像解析ソフト PDQuest を用い各タンパク質のカルボニル化量を定量解析した。
各タンパク質スポットについて発現量（3-(3)-①.2D-DIGE 法の定量解析結果）で補正した後、
酸化損傷が有意に認められたタンパク質スポットについては、酸化損傷タンパク質としてペプ
チドマスフィンガープリンティング法にて解析、同定した。 
 
（4）ペプチドマスフィンガープリンティング法 
 タンパク質の同定は、CBB 染色によって得られた各スポットをゲルから切り出し、トリプシン
処理によるゲル内消化を行い、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型タンデム質
量分析装置 MALDI-TOF/TOF-MS とデータベースを用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）海馬における細胞死と GPR40 の発現 
酸化ストレスによる海馬への影響は、海馬組織内の部位によって異なることが知られており、
アンモン角 (CA1) は酸化ストレスによる神経細胞死に対して脆弱だが、歯状回 (DG) は比較的
抵抗性を示すとされている。本研究において、酸化ストレス暴露サルの海馬について検討を行っ
た結果、CA1 領域では顕著に細胞死が認められたが、DG 領域における細胞死は CA1 領域に比べ少
なかった。従って、サル海馬領域では、酸化ストレスに対し CA1 領域では脆弱性を DG 領域では
抵抗性を示すことが示唆された。GPR40 の発現は，ヒトおよびサルの中枢神経系の様々な領域で
検出されている。本研究において、酸化ストレス暴露サルの海馬において GRP40 の発現が認めら
れ現在詳細な解析を続けている。現在までに、ヒトやサル脳において、大脳皮質、海馬、扁桃体、
視床下部、小脳、脊髄などの幅広い神経細胞で GPR40 の発現が報告された。 
 



（2）酸化損傷タンパク質の解析結果 
本研究では、海馬における酸化ストレ
スによる神経細胞死への感受性を明ら
かにすることを目的とし、酸化ストレ
ス暴露後のサル CA1 と DG においてプ
ロテオミクス解析を行い、タンパク質
の酸化損傷度を比較することによりそ
のメカニズムを検討した。その結果、
Heat shock 70kDa protein 1 
(Hsp70.1) の酸化損傷度は CA1 では顕
著に増加したが、DG での増加はわずか
しか認められなかった（図 1）。一方で、
Dihydropyrimidinase related 
protein 2 (DRP-2) 及び L-lactate 
dehydrogenase B chain (LDHB) の酸
化損傷度は DGでは顕著に増加したが、
CA1 での増加はほとんど認められなか
った。 
（3）タンパク質の発現量解析 
さらに、タンパク質の発現量につい
ても比較を行った結果、Nicotinamide 
adenine dinucleotide (NAD)-
dependent protein deacetylase, 
sirtuin-2 (SIRT2) のタンパク質発現
量は DG において有意に増加したが、
CA1 では減少した（図 2）。これらのこ
とから、CA1 の酸化ストレスに対する
脆弱性は、顕著な HSP70.1 の酸化損傷
が重要な働きをしていることが示唆
された。一方、DRP-2 のカルボニル化、
Hsp70.1の機能維持、SIRT2の発現上昇
は DG における神経細胞の保護作用に
関与する可能性がある。従って、過酸
化脂質などによる酸化ストレスの暴
露は、海馬における CA1 領域の Hsp70.1 の酸化損傷および SIRT2 発現低下を介した神経細胞死
を誘導して、アルツハイマー病の発症に関与している可能性が示唆された。 
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