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研究成果の概要（和文）：サル類のアルツハイマー病関連病変は形成に20年以上を要するため、人為的作製モデルが必
要である。そこでヒトでの発症に強く関わる遺伝子（スウェーデン型APP）をウイルスベクターに組換え、3ヶ月間マウ
ス脳に強制的に発現させたところ、ベクター投与群は対照群に比べ、導入遺伝子産物であるアミロイドβ（Aβ）1－40
が多く検出された。この組換えウイルスベクターは、確かにアルツハイマー病の原因物質であるAβを強制的に作る能
力を持っているので、サルに接種して効果を確認しているところである。

研究成果の概要（英文）：It takes more than 20 years to build up Alzheimer-related histological features 
in the brains of nonhuman primates. Therefore, an artificial primate model would be required to improve 
it. We planned that Adeno-associated virus vector recombined with a candidate gene (Sweden type APP) for 
onset of Alzheimer disease inoculated to 3 months old mice. As a result, the inoculated mice increased to 
secrete A beta 1-40 more than control mice. Since this recombined viral vector possesses an ability of 
hyper expression of A beta, we attempt now to inoculate the vector and are checking the effect of it 
using cynomolgus monkeys.

研究分野：実験動物学

キーワード： アルツハイマー病　アミロイドβ　アデノ随伴ウイルス　カニクイザル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病（AD）のモデル動物とし
て高齢サルを用いるためには、長い時間とコ
ストを要する。その弱点を克服するため、ヒ
トの家族性 ADの原因遺伝子であるアミロイ
ド前駆体タンパク（APP）をウイルスベクタ
ーで組み換えたコンストラクトをサルの脳
内に接種し、強制発現させる。これによって
短期間で APPからアミロイドβタンパク（A
β）が多量に切り出され、脳内の Aβ濃度が
上昇、老人斑が形成されるようになることを
目的とする。AD 研究におけるトランスレー
ショナルリサーチにおいて、サル類は重要な
位置づけにあり、特に新規治療法や治療薬に
対する安全性試験には必須といわれている
が、高齢サルの数は少ない。従って実験的か
つ計画的に、明確な時間内にサル類で AD関
連病変をつくれるようにすれば、AD 研究に
大きく貢献できる。 
 
２．研究の目的 

AD は認知症の大部分を占める高次認知機
能を侵す疾患である。患者の脳を死後、顕微
鏡下で観察すると、斑状の異常構造物、老人
斑が多量に観察される。この ADの主病変で
ある老人斑は主にアミロイドβ蛋白（Aβ）
から構成される。Aβはβアミロイド前駆体
蛋白（APP）の加齢等に伴う異常な酵素切断
から産生され、その重度蓄積が結果的に老人
斑形成へと繋がる。また APP 遺伝子の変異
は、老人斑の早期ならびに多量の出現が引き
起こされ、家族性 ADという病態を示す。 
疾患のメカニズムを解明するために必要
なモデル動物として、げっ歯類は基本的なメ
カニズム解明や複数検証による再現性の確
保に用いられる。一方、サル類を含む中型動
物は、治療法や治療薬などの安全性試験、そ
の他、ヒトへの臨床に近い前臨床的試行に用
いられる。 
現在、AD 研究の代表的なモデル動物は、
変異型 APP が導入された遺伝子改変マウス
である。また ADが単一の因子だけで発症し
ないので、co-factorである Apolipoprotein E 
(ApoE)及び Presenilin (PS)などとの二重改
変マウスなども知られている。しかし、マウ
ス APP はヒト APP とのホモロジーが低く、
老人斑は自然発症しない。一方、サル類の
APPはヒトと 100％ホモロジーで、老人斑が
自然発症する。しかし老人斑の形成に時間を
要し、病変出現の予測も不可能である。 
 サル類の老人斑はヒトと同様に成熟型老
人斑が多く観察され、co-factorのホモロジー
が高い（ヒトに対してマカク属サル：マウス、
PS-1 は 99.4%:93.1%, apoE は 92%:50%以
下）ため、よりヒトに近い環境を反映しなが
ら老人斑が形成されていることが予測され
る。ところが Aβワクチンが開発されている
中、遺伝子改変マウスの結果のみを拠り所に
ヒトへの臨床試験を行ったところ、重篤な肉
芽腫性脳脊髄炎が起こった。結果的にワクチ

ンではなく、アジュバントに原因のあること
がわかったが、マウスでは予測できない事象
を、サル類による前臨床試験で確認する必要
性が叫ばれるようになった。しかしサル類が
老人斑を標榜するようになるには 20 年以上
を要する。 
 医薬基盤研霊長類医科学研究センター（霊
長類センター：つくば市）は国立感染症研究
所として設立されてから 30 年以上経ち、安
楽殺に処されなかった高齢カニクイザルが
aging colonyとして約 100頭飼育されていた
が、近年の不景気による経費削減で aging 
colonyのサル数は激減している。他に高齢サ
ルを系統立てて維持している施設はなく、日
本では高齢サルという貴重なバイオリソー
スが枯渇状態にある。 
 AD 研究において、創薬やワクチン開発の
分野は急激な進展を見せている。アメリカで
は国単位で各研究施設のサル類をバイオリ
ソースとして囲い、研究用の高齢サルを確保
している。このように財政的、制度的にも不
利な日本ではで実験的かつ計画的な ADサル
モデルを作製することが現実的である。その
方法の一つとして、遺伝子組換えサル類の作
製が計画されているが、実用化するまでの時
間が必要である。 
 そこでウイルスベクターに家族性 ADの原
因となる変異型 APP（swAPP）を組換えた
コンストラクトをカニクイザルの脳内に接
種、Aβを強制的に産生させ、早期に老人斑
として描出させる。これによってカニクイザ
ルで老人斑ができるまでの時間を克服し、新
しい動物モデルを確立するのを最終目的と
する。 
 
３．研究の方法 
①導入コンストラクトの作製 
swAPPにタグとなるFLAGを結合させたコンス
トラクトをアデノ随伴ウイルス（AAV）ベク
ターに組換える。 
・実験 1： サイトメガロウイルス（CMV）・プ
ロモーター、アンピシリン耐性遺伝子などが
入ったp3XFLAG-CMVTM-14ベクター（Sigma社、
図 1）のマルチクローニングサイト（MCS）に
swAPP を組換える。これを大腸菌に組み込み、
アンピシリン混和選択培地上で増殖させ、耐
性コロニーとしてクローニングされた大腸
菌から swAPP とタグとして用いる FLAG の結
合したプラスミドが単離される。 
・実験 2： 実験 1で得られたプラスミドを鋳
型にして、両端へ制限酵素の認識配列を PCR
を用いて付加する。得られた PCR 産物を CMV
プロモーター、アンピシリン耐性遺伝子など
が入った pAVV-MCS ベクター（Agilent 社、添
付図 2）の MCS へ導入する。これを大腸菌に
組み込み、アンピシリン混和選択培地によっ
てクローニングされたコロニーの大腸菌か
らpAVV-MCSベクターへの細胞におけるswAPP
が導入されたAVV-1作製用プラスミドを単離
する。 



 さらに AAV-1粒子の形成に必要な配列を持
つ p5E18RXCI ベクター、AAV-1 の複製を供与
する pHelper ベクターを大腸菌で増殖させ、
それぞれのプラスミドを単離する。 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
              （図１） 
・実験 3： １）実験 2で得た AAV に組換える
目的遺伝子（swAPP＋FLAG＋AAV-1 inverted 
terminal repeat）、さらに AAV 粒子を形成さ
せるために、２）AAV の骨格を形成する遺伝
子（図 2：AAV-1 rep, AAV-1 cap）、３）AAV
の複製に関わる Adeno virus の遺伝子（図 3：
adeno E2A, adeno E4）、各プラスミドを大腸
菌で増殖させる。精製された各プラスミドを、
Adeno virus 由来遺伝子（Adeno E1A, Adeno 
E1B）が導入された HEK293 細胞（AAV293 細胞：
ヒト胎児腎由来）へトランスフェクトし、
AAV293 細胞内で swAPP と FLAG が組換えられ
た AAV-1 の骨格蛋白が発現、粒子が形成され
る（AAV-1_swAPP）。その後、塩化セシウム密
度勾配によるウイルスベクター液の、濃縮、
精製を行う。 
 

 

 
    （図 2）       （図 3） 
・実験 4：HEK293 細胞での FLAG 発現を抗 FLAG
抗体による蛍光抗体法で確認する。また細胞
破砕物をポリアクリルアミドで電気泳動し、
抗 FLAG 抗体に対するイムノブロッティング
を行った。 
②動物実験と材料の採取 
・実験 1：AAV-1_swAPP を乳のみマウスおよ
び 6 週マウスの脳内へ接種する（1 群 5 例、
週齢 2群、観察時期 2群、計 20 例）。陰性対
照には PBS を接種する。1 ヶ月後、および 3
ヶ月後にペントバルビタールナトリウムの
過剰麻酔で安楽死とし、脳を採取する。 
・実験 2：この実験には基本的には老人斑が
観察されない 4〜7 歳のカニクイザル 5例（実
験群 3例、対照群 2例）を用いる。サル用頭
部定位固定装置にて脳を固定し、カニクイザ
ル脳マップを参考にしながら頭頂頭蓋骨を
ドリルで切開し、線条帯に AAV-1_swAPP を接
種する。6 ヶ月後にペントバルビタールナト
リウムの過剰麻酔で安楽死し、脳を採取する。 
実験 3：いずれの動物も左脳は組織学的解析

のためパラホルムアルデヒドで固定、パラフ
ィンで包埋した。マウス右脳はすべてを、カ
ニクイザルは前頭、扁桃体を含む側頭葉、海
馬を含む側頭葉、後頭葉、小脳に分け、蛋白
分解酵素阻害剤を加えたトリスバッファー
内で破砕、ナイロンメッシュで濾過した後、
超遠心分離し、可溶分画、不溶分画に分離し
た。 
③解析方法 
実験 1（組織学的解析）：パラフィン切片を用
いてヘマトキシリンエオジン（HE）染色を行
った。また抗 APP 抗体、抗 swAPP 抗体、抗 A
β抗体および抗 FLAG 抗体による免疫染色を
行った。いずれもマウスモノクローナル抗体
なので、マウスグロブリンが吸収してある 2
次抗体（ニチレイ、マウス組織用ヒストファ
イン）を用いた。 
実験 2（生化学的解析）：脳破砕物のうち、可
溶分画をポリアクリルアミドゲルで電気泳
動し、PVDF膜に泳動蛋白を転写、抗APP抗体、
抗 swAPP 抗体、抗 Aβ抗体および抗 FLAG 抗体
によるイムノブロッティングを行った。可溶
分画、不溶分画、毛細血管分画を用いて、げ
っ歯類Aβ1-40、Aβ1-42およびヒトAβ1-40、
Aβ1-42 に対する ELISA を行った。 
 
４．研究成果 
①導入コンストラクトの性状 
 最初に p3XFLAG-CMVTM-14 ベクターの MCS
に swAPP を組換え、大腸菌で増殖させた。ア
ンピシリン耐性コロニーから得られた大腸
菌のプラスミドから制限酵素で切り出され
たものの PCR 産物は確かに FLAG と swAPP が
ライゲーションしたものであった（図 4）。  

                            
（図 4） 
 次にこの産物を pAVV-MCS ベクターの MCSに
組換え、同様の方法で得て、制限酵素サイト
で切り出された塩基の PCR 産物はサイズ、塩
基配列ともに適切のものであった（図 5）。同
様に p5E18RXCI ベクターと pHelper ベクター
を大腸菌で増やした産物もサイズ、塩基配列
ともに適切のものであった。  （図 5） 
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そして AAV293 細胞の培地に pAVV-MCS、
p5E18RXCI、pHelper3 種のプラスミドベクタ
ーを混和して培養した（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              （図 6） 
 培地から精製したAAV-1_swAPPを再び培養
液に感染させ、1日後に抗 FLAG 抗体で免疫染
色したところ多くの細胞に陽性像が確認で
きた（図 7）。また同抗体によるイムノブロッ
ティングを行うと多くの陽性バンドが検出
された（図 8）。プロセッシングを受けたいく
つかの種類の swAPP に FLAG が結合していた
ため、このように描出されたと思われる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
     （図 7）      （図 8） 
②組織学的解析 
 マウスの脳は HE 染色で炎症などの組織学
的変化はなく、両群の差も見られなかった。
免疫染色を行ったところ、抗 APP 抗体は両群
のすべての神経細胞、神経網、一部のグリア
細胞の細胞質に顆粒状の陽性像を認めた。一
方、抗 FLAG 抗体は AAV-1_swAPP が接種され
た群の神経細胞と神経網に陽性像を認め（図
9）、対照群は弱い神経網の顆粒状陽性像が見
られたが、神経細胞、グリア細胞ともに陰性
だった（図 10）。抗 Aβ抗体、抗 swAPP 抗体
は両群ともに陰性だった。 
 カニクイザル脳での解析は本執筆時が接
種後2ヶ月で、まだ材料採取ができておらず、

解析も実施していない。 

     （図 9）       （図 10） 
③生化学的解析 
 マウス脳から抽出した蛋白のうち、可溶分
画でイムノブロッティングを行ったところ、
抗 FLAG 抗体は AAV-1_swAPP を接種した群で
約 100kd に陽性のバンドを認めたが、対照群
にはバンドを認めなかった（図 11）。抗 APP
抗体は約40kd〜130kdに複数のバンドが見ら
れ、両群の間でバンドの位置、強さに差は見
られなかった。抗 Aβ抗体では両群に約 4kd
の部分にバンドが見られ、強さの差は見られ
なかった。抗 swAPP 抗体は両群ともにバンド
は見られなかった。 

               （図 11） 
 可溶分画と不溶分画でELISAを行ったとこ
ろ、AAV-1_swAPP を接種した群の可溶分画で
ヒトAβ1-40が対照群より高く、ヒトAβ1-42
もやや高い傾向にあったが、不溶分画ではヒ
ト Aβ1-40 および 1-42 ともに差がみられな
かった。またマウス Aβ1-40 および 1-42 の
可溶分画、不溶分画ともに大きな差は見られ
なかった（表 1）。 
表 1： 

 カニクイザル脳での解析は本執筆時が接
種後2ヶ月で、まだ材料採取ができておらず、
解析も実施していない。 
 
 ①〜③の結果から適切な導入コンストラ
クト AAV-1_swAPP を作製することができ、哺
乳類培養細胞およびマウスで目的の蛋白質
を産生されていることが明らかになった。た
だし実験の進捗が遅れ、サルでの解析が行わ
れておらずAAV-1_swAPPの脳内への導入が老



人斑形成に寄与するか否かは現在試験中の
サルでの解析を待ちたい。 
④考察 
 導入コンストラクトAAV-1_swAPPについて
は問題なく目的の蛋白の産生まで至ったが、
最近はプロモーター部位の改良による新規
AAV が開発され、導入効率の改善とともに、
脳内接種のような侵襲性の施術をせず、静脈
接種で脳へ到達させることも可能である。動
物への負荷を少なく、効率よく目的蛋白質を
産生させるために、今後の改善が必要だろう。 
 免疫染色とイムノブロッティングで FLAG
のシグナルが検出されたことから同部位で
は swAPP が産生されているのは明らかだ（抗
swAPP 抗体は特異性に問題があったと思われ
る）。swAPP 産生の上昇の結果として ELISA で
のヒト Aβ1-42 が Aβ1-40 の上昇として現れ
た。Aβ分子種として Aβ1-42 が Aβ1-40 よ
りも凝集しやすく、不溶性 Aβ1-42 が核とな
って他の Aβ分子種を巻き込むことが老人斑
形成の誘因といわれている。今回のマウス」
の結果では可溶性分画の上昇しか見られな
かったので、不溶性分画の差を見いだすには
さらに観察時間を必要とするのかもしれな
い。swAPP が酵素切断されて Aβ1-40 ならび
にAβ1-42となるプロセスに種差がある可能
性も否定できず、サルでのデータ解析が必須
である。 
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