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研究要旨 

Pin1はアミロイド前駆タンパク質（APP）やタウタンパク質代謝の律速酵素である．代表者は Pin1 KO

マウスの脳の視床に巨大な抗アミロイド抗体陽性反応の出現を認めている．本研究の目的は APP抗体

陽性反応物の実態解明とヒト神経変性疾患への関連を明らかにすることである．昨年までに Pin1 KO

の APP陽性反応はヒト筋硬直性ジストロフィ（MD）患者の剖検脳のエオシン好性視床封入物と類似す

る病理学的特徴を有することを示した．本年度は，その APPの加齢変化と視床における神経炎症の可

能性をマウス脳を用い検討した．  

 

A.研究目的 

神経変性疾患は超高齢社会を迎え増加してい

る．しかし，その発症や進展の機構はいまだ十分

に解明されておらず，その予防・治療法は明らか

となっているものは少ない．Pin1 は多様なタンパ

ク質のリン酸化スレオニン（もしくはセリン）と

プロリン（pThr[Ser]-Pro）構造を触媒する．特

に，アミロイド前駆タンパク質(APP)やタウタン

パク質の触媒を Pin1 が担っていることが示され

AD などとの関与が示唆されている．また Pin1 遺

伝子欠損(KO)マウスは加齢性の神経異常を呈す

るとの報告があり，アルツハイマー病や前頭側頭

葉認知症（FTD）の Pin1のメチル化および酵素活

性の解析により AD は Pin1 の活性が高く，FTD は

活性が低いと報告されている． 

申請者は，Pin1遺伝子欠損(KO)マウスを用いた

脳の 600日以上にわたる加齢変化を解析したとこ

ろ，視床に老人斑とは異なる染色性を有する APP

陽性反応物の存在を見出した．このような仕様に

おけるアミロイド陽性反応はこれまで報告がな

い．しかし，これまでの報告により視床における

エオシン陽性封入体が報告されている．そして，

新潟大学脳研究所が所有する脳神経変性疾患に

関わる剖検脳を用いて調べたところ，筋硬直性ジ

ストロフィ（MD）患者のエオシン好性視床封入物

においても同抗体を用いて視床に APP陽性反応が

認められたとともに，Pin1 KO マウスの視床をエ

オシン好性視床封入体に特徴的な病理学的特徴

を示した．本年度はそのアミロイド陽性反応の変

化や RIPA 不溶性画分におけるそれらの変化を

immunoblotting により調べた．更に，視床におけ

るこれら陽性反応の増殖と視床の炎症等が関連

するか調べた． 

  

B.研究方法（倫理面への配慮を含む） 

ヒト神経変性疾患患者の剖検脳の使用は，昭和

大学医学研究科「ヒトを対象とする研究等に関す

る倫理委員会」の承認後，昭和大学医学研究科長

の研究実施許可の後に行った．また，代表者の移

動に伴い同申請は「東京薬科大学ヒト組織等を研

究活用するための倫理審査」においても承認を受

けた． 

Pin1 KO マウスの動物実験は，Pin1 KO マウス

を飼育し，それらの試料を採取した研究代表者の



前職である昭和大学の第二種使用等拡散防止措

置計画および昭和大学動物実験計画の機関承認

の後に実験を行った． 

 

【マウスの組織切片の作成】 

150，300，600 日齢付近のマウスの脳は，生理

食塩水および 10％中性緩衝ホルマリンの還流固

定後にパラフィン切片を作成した．また，

Immunoblotting に供する試料は，同日齢の脳を顕

微鏡下にて大脳皮質，海馬，視床に分取し液体窒

素にて急速凍結し，実験を行うまで-80℃に保存

した．  

 

【immunoblotting】 

大脳皮質・海馬および視床は重量のおよそ 10

倍量の RIPA buffer（含むプロテアーゼインヒビ

ター）を用い，ガラスダウンスホモジナイザーに

てホモジネートした．それらを 15,000rpm で 60

分間遠心分離し上清を可溶性画分とし得た．沈査

は再びホモジネートし同様に遠心分離を行い，そ

れら沈査は不溶性画分とした．不溶性画分はさら

に 8M Urea に て 可 溶 化 し た ． そ れ ら を

immunoblotting 試料として実験に供した．

Immunoblotting には 4-20% ミニプロティアン 

TGX Stain-Free ゲル（Bio-Rad）を用いた．電気

泳動後，PVDF メンブランに転写し，UV 照射処理

により総蛋白量の検出を行った．ブロックエース

（KACKAC）にてブロッキング，そして，rabbit 

anti-amyloid precursor protein, C terminal 

antibody にて反応させ，HRP-goat anti-rabbit 

IgG，mouse anti-GAPDH antibosyにて反応させた．

Super signal west Dura Extended Duration 

substrateにて化学発光させた． 

標的タンパク質バンドのシグナル強度および

総タンパク質のシグナル強度は Image Lab Image 

Lab を用いて定量した． 

 

【Iba1 免疫染色】 

視床におけるアミロイド封入体の増加が神経

炎症があるか調べるために，マイクロリア・マク

ロファージのマーカーである Iba１に対する抗体

（rabbit anti-Iba1 antibody, Fuji Film Wako, 

500 倍希釈）にて免疫染色しその後画像解析ソフ

ト Fujiにて陽性領域を定量した．簡潔に示すと，

クエン酸による抗原の賦活化後，5% NHS/PBST に

てブロッキングを行った．その後，Iba1 抗体，

biotinylated goat-anti rabbit IgG にて反応さ

せた．可視化は ABC法により行った． 

 

 

C.研究結果 

 これまで我々が，視床におけるアミロイドの封

入体のサイズが Pin1 KOマウスにおいて有意に大

きくなっていることを明らかにしてきた．しかし，

量的に増加しているという証拠はない．そこで，

immunoblotting により視床における封入体が増

加しているか，視床において何らかの理由により

増加しやすくなっているかを検討するために比

較的可溶化能の高い RIPA buffer を用いて得た可

溶化画分とその不溶性画分において APP量を調べ

た． その結果，当該方法により得られた可溶性

画分と不溶性画分両画分で 100kd－120kd に APP

抗体に反応するバンドを認めた．これらは APPの

予想されるサイズであり全長の APPが検出されて

いると予想された．これらを野生型および Pin1 KO

において比較したところ可溶性画分において APP

の有意な増加を認めた．一方，不溶性画分（Urea

可溶性画分）において両者の有意な差は認めなか

った．しかし，一方で，可溶性タンパク質であり

ハウスキーピングタンパク質として用いられる

GAPDH のシグナルもいくつかの不溶性画分におい

て認められ画分方法の再検討の必要性も考えら

れた． 

 次に，アミロイド封入体が増加している視床が

何らかの神経機能に影響しているかもまた不明

である．そこで，ミクログリアのマーカーである

Iba1 を免疫染色することにより視床において神

経炎症が起きているか調べた．その結果，150 日

齢の視床において Iba1 陽性反応が有意に高く，

300 日以降も有意な変化は認めなかった．一方，

野生型の視床は 150日から経日的に増加した． 

 

D.考察 

これまでの研究から，我々は Pin1 KOマウスに

おいて有意にサイズが大きくなるアミロイド封

入体が筋硬直性ジストロフィ患者の脳に増加す

るエオシン陽性視床封入体と病理的特徴が極め

て近いことを示した．更に，これまで筋硬直性ジ



ストロフィのエオシン陽性視床封入体は，アミロ

イド陽性ではないとされて来た．しかし，本研究

によりこれら封入体が視床に何らかの影響を与

えているかはいまだ不明である．本研究は，この

アミロイド封入体の性質と視床においてこれら

封入体が神経機能に影響を与えているかをマウ

スの脳の加齢変化により検討した． 

視床を RIPA 可溶性と不溶性画分に分画し

immunoblottingにて APPを調べたところ，Pin1 KO

マウスは，600 日齢の可溶性画分において有意な

APP の増加を認めた．一方，不溶性画分において，

その違いは認められなかった．その要因の一つと

して本来であれば不溶性画分に含まれない GAPDH

のシグナルが確認されており不溶性画分の分画

の再検討をする必要性があると考えられる． 

一方，免疫染色において Iba1 陽性反応を調べ

たところアミロイドの有意な増加に先立ち 150日

齢において既に Iba1 陽性反応の有意な増加を認

めた．これは，アミロイド封入体サイズの有意な

増加に先立ち神経炎症が生じていることが示唆

される．神経炎症の原因はまだ不明であるが，何

らかの視床の変容が神経炎症を引き起こし視床

のアミロイドの増加を引き起こしていることが

示唆される．今後はどのような原因がこの増加に

寄与したか明らかにする必要がある．  

 

E.結論 

MD 患者の視床封入体の役割はわかっていない

が，MD患者も中枢神経症状（認知症状，性格変化）

などが報告されており，Pin1 KO マウスを解析す

ること，視床に蓄積する APP の原因の解析は MD

患者の中枢神経症状の原因を明らかするきっか

けとなるかもしれない．  
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