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研究成果の概要（和文）：Alzheimer 病(AD)を初めとする認知症ではシナプスや神経細胞を障害

する直接の原因は oligomer と考えられ，その生成・抑制機序の解明と根本的治療法の開発が急

がれている．本研究では oligomer 同定システムと動物モデルの確立，病態解明と抗 oligomer 抗
体の有効性を研究した．作製した抗Aß oligomer抗体はAD脳とCSFの oligomerを同定し，ELISA
で測定可能であった．ヒト血液には抗 Aß 自己抗体が存在し，血漿 Aß40/42 比が有効なバイオ

マーカーであることを明らかにした．パーキンソン病(PD)／DLB モデルマウス（TgSNY）を確

立した．Aß amyloid，NFT と神経細胞死を再現する 2xTgTau+/-APP+/-マウス作製し，Aß oligomer
による tauopathy 促進を明らかにした．TgTauP301L の microarray 解析では，NFT 形成と神経細

胞死に oxidative stress, apoptosis, mitochondrial fatty acid betaoxidation, inflammatory response, 
complement and coagulation cascades と EGFR1 pathway と double cortin，ApoD が関与していた．

抗 Aß 抗体による行動障害改善，Aß oligomer 除去および Aß monomer 化作用を認め，今後，臨

床応用を目指した研究のスケールアップが必要と考えられた． 
研究成果の概要（英文）： Recent studies suggest that oligomers are direct pathogenic agents 
to cause synaptic and neuronal disturbance in dementia patients including Alzheimer’s disease. In 
this study, we established special antibodies to Aß, tau and α-synuclein to develop ELISA and 
detection systems, showing soluble oligomers, naturally occurred anti-Aß antibodies in brains and CSF 
in AD patients. Model mice of DLB (TgSNY) and AD (2xTgTau+/-APP+/-) were established. The 
pathological cascades of Aß induced tauopathy using 2xTgTau+/-APP+/- and NFT formation and 
neuronal cell deaths using by micro arrays were elucidated. Many biological pathways involved in these 
final cascades. Administration of anti-Aß antibodies reduced Aß burden and Aß oligomer in mice brains 
and increased in Aß monomer in CSF and plasma. Thus, anti-oligomer therapy is a possible agent for 
cure of neurodegenerative dementia.  
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１． 研究開始当初の背景 
先進各国とアジア諸国では人口の高齢化

とともに認知症が爆発的に増加している．本
邦でも既に 200 万人を超しており，少子超高
齢化時代を迎える 15 年後には人口の 11%，
400 万人と推計されている．未だに根本的な
治療法はなく，認知症は早急に解決すべき国
民の保健，医療・福祉の最重要課題である．
この認知症の多くの原因が Alzheimer 病(AD)
である．AD では Aß40，Aß42 からなるアミ
ロイドとリン酸化 tau からなる神経原線維変
化(NFT)が脳に大量に蓄積する．この 10 年の
研究の進歩は，この過程で，AD におけるシ
ナプスや神経細胞を障害する直接の原因分
子は Aß からなる小さな凝集体(Aß oligomer)
であることが明らかとなり，根本的治療法の
開発には，新たに Aß oligomer の生成・抑制
機序の解明と必要であることが明らかとな
った． さらに，前頭側頭葉型認知症（FTD）
やレビー小体型認知症（DLB）などの神経変
性性認知症においても，それぞれ tau やα
-synuclein の oligomer によって引き起こされ
る病態カスケードが想定されており，これら
の oligomer の同定，病的カスケードの解明，
動物モデルの確立と抗 oligomer抗体の有効性
などの解明が緊急の課題と成っている． 
２． 研究の目的 
以上に述べた oligomerの同定システムの確

立，病的カスケードの解明，動物モデルの確
立と抗 oligomer抗体の有効性などの解明を目
的として，本研究では Aß amyloid + tauopathy，
α-synucleinopathy を生化学的，病理学的，行
動学的に確実に再現する新たなモデル動物
を作成・確立し，抗 neurotoxic oligomer 抗体
の確立に基づいた Aß，tau，α-synuclein の
oligomer の新たな同定システム（ELISA）と
根本的治療法の開発を網羅的・系統的におこ
ない，世界的に解決が急がれている重要点を
解明し，臨床的応用につながる研究を行った． 
３． 研究の方法 
抗 Aß oligomer 抗体，抗 tau oligomer 抗体，

抗α-synuclein oligomer を作製するために，抽
出あるいは作製した Aß tetramer, Tau115-126，
Tau124-138，合成α-synuclein ペプチドをマウ
ス及びウサギに免役し，人 AD 脳から抽出し
た脳不溶性分画と病理組織切片を用いてク
ローニングした．それぞれ，免疫沈降と Filter 
assay，プロテアーゼ処理切片を用いて抗
oligomer 抗体（Aß oligomer：1A10；tau Tau A, 
Tau B）を確立した．α-synuclein oligomer の
解析には LB-509 によって行われた． 
 Aß amyloid，神経原線維変化と神経細胞

死を再現するマウスは既に確立しているた

め（Tg2576，tauTgP301L），これらのマウス
を掛け合わせてそれぞれ，2xTgTau+/-APP+/-, 
1xTgTau-/-APP+/-と 1xTgTau+/-APP-/-を作製
し，両者の変化を再現するモデル動物を作製
し，解析した．また，Prion promoter の基にα
-synuclein A30P/A53T を発現するモデルマウ
スを作製し，生化学的，病理学的解析および
行動学的に解析した． 

Aß42 oligomer に対する ELISA，および tau，
α-synuclein oligomer に対する immunoblot 解
析を開発し，正常ヒトおよび AD 脳，脳脊髄
液，血漿における oligomer の存在を検討し，
さらに Aß，tau，α-synuclein monomer および
それらに対する自己抗体の検討を行った． 

Aß amyloid 再現マウスにそれぞれ抗 Aß 抗
体，抗 Aß oligomer 抗体を投与し，行動およ
び病理所見の改善，Aß40, 42 と Aß oligomer
を定量し，改善効果を検討した．   

2xTgTau+/-APP+/-を経時的に 23 ヶ月まで
追跡し，Aß による tauopathy 誘発効果を解明
するとともに，tau TgP301L において NFT と
神経細胞死を多発するマウスと tau 蓄積のみ
のマウスで oligonucleotide microarray 解析を
行い，tauopathy における NFT と神経細胞死
に関連する biological pathwayと関連遺伝子を
解明した． 
４． 研究成果 
(1) 作製した抗 Aß oligomer 抗体は免疫沈降，
filter assay および培養細胞，プロテアーゼ処
理 AD 切片で Aß oligomer を同定した．High 
molecular Aß oligomer を認識し，AD 脳と CSF
で oligomer の存在が確認された．蛍光発光
ELISA を開発し，定量が可能であった． 
(2) ヒト血液には抗 Aß 自己抗体が自然に存
在することを解明し，特に Aß42oligomer に対
する抗体の欠損が AD 発症と関連することを
明らかにした．また，ヒト血漿中の Aß40/42
比が軽度認知障害（MCI）の時点から低下し
ており，症状の進行ともに低下が進行するこ
とを示し，有効なバイオマーカーであること
を解明した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（付図１：血漿 Aß40/42 の AD における変化）． 



α-synuclein A30P/A53T を過剰発現するパ
ーキンソン病 (PD)／DLB モデルマウス
（TgSNY）を作製し，3 月目から無動，歩行
障害を発現し，脳カテコールアミンの減少と
レビー小体様封入体を再現した．生化学的に
は脳不溶性分画にリン酸化α -synuclein 
oligomer の蓄積を確認した．この新たな
PD/DLB モデルマウスに chemical chaperone, 
sodium 4-phenylbutyric acid を投与すると行動
障 害 と レ ビ ー 小 体 を 初 め と す る
synucleinopathy の改善効果があることを発見
し，今後の臨床応用が期待された． 
（付図２：ｃ:HE, d and e:anti-α-synuclein．
TgSNY におけるレビー小体様封入体）． 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Aß amyloid，NFT と神経細胞死を再現す
るマウス 2xTgTau+/-APP+/-では，それぞれの
Aß amyloid 蓄積は 8 ヶ月から出現進行し，tau
蓄積は 3 が月から蓄積を開始し増加した．こ
れらの蓄積経過は Tg2576，TgTauP301 におけ
るそれぞれの蓄積過程と同様であった．しか
し，NFT と神経細胞死の出現は 23 ヶ月まで
遅 れ て お り ， そ れ ぞ れ の Tg2576 や
TgtauP301L とは genetic background の相違に
よることによると考えられた．しかし，124
例 の 統 計 学 的 解 析 で は 23 ヶ 月 齢
2xTgTau+/-APP+/-で，1xTgTau+/-APP-/-に比較
して明らかに NFT の有意な増加が認められ
た．さらに，脳不溶性分画にはリン酸化 tau
の oligomer が認められ，GSK3βの亢進も認
められた．このことから，Aß amyloid や
oligomerが明らかに tauopathyを促進する事が 
明らかになったが，その促進作用は Presenilin
遺伝子変異による Aß 蓄積の劇的な促進に不
比較すると，弱くまた長時間かかることが明
らかと成った（付図 3）． 
 
(4) Tau蓄積によるNFTと神経細胞死誘発の
病態を明らかにするため，24 ヶ月齢と 26 ヶ
月齢の高齢 TgTauP301L と同年齢の tau 蓄積
のみを示す TgTauP301L の 2 セットの脳から
mRNA を 抽 出 し ， oligonucleotide array 
(Affymetrix Mouse Genome 430 2.0)で for 16 
時間  45°C で GeneChip Hybridization Oven 
640 中で hybridization させ，GeneChip Fluidics 
Station 450 中で streptavidin phycoerythrin で標
識し， GeneChip Scanner 3000 でスキャンを
行った．Affymetrix GeneChip Microarray Suite 
5.0 (MAS5) algorithm を用いて Quality Control
を行った後，GenMAPP に登録された各パス
ウエイ上の遺伝子群の全体の発言変動につ

いて検討した．2 倍以上の発現変動を示した
遺伝子を抽出した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（付図 3：a~d, i~l, q~t: 2xTgTau+/-APP+/-, それぞ

れ tau 染色; リン酸化 tau 染色(AT8)，Aß 染色．e~h, 
m~p: 1xTgTau+/-APP-/-; u~x: 1xTgTau-/-APP+/-） 
 
特定の Gene Ontology のカテゴリに属する

遺伝子が統計的に有意に多く含まれること
が占めされたカテゴリについては Biological 
Process, Molecular Function, Cellular component
に分けて検討を加えた．この様にして明らか
に変動を示した 37 遺伝子のうち，25 の遺伝
子がすでに同定されており，このうち Pub 
med による検索で既に AD との関連が報告さ
れ て い る 遺 伝 子 ， double cortin と
Apolipoprotein D に関して，実際に AD 患者脳
で蛋白レベルの変化が認められるか，生化学
および組織学的に検討を加えた． 
結 果 と し て oxidative stress, apoptosis, 

mitochondrial fatty acid betaoxidation, 
inflammatory response pathway, complement and 
coagulation cascades pathway and EGFR1 
pathway 上に存在する遺伝子群に有意な変化
が認められた．AD 脳における NFT 形成や神
経細胞死の出現にはこの様多くの Biological 
pathway に変化が起きている事が推察された．
また，AD脳ではdouble cortinの減少とApoD
の増加が認められ，microarray 解析で認めら
れた変化と同様の変化が認められた．Double 
cortin は神経幹細胞に発現し，ApoD は大脳障
害修復時にグリア細胞に発現することから，
AD 脳における NFT や神経細胞死には神経細
胞再生機序と修復機序の破綻が同時に起こ



っているものと考えられた(付図 4)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

(ApoD とDCXのTgTauP301L脳における免疫染

色の結果の付図 4 説明：Staining of Apolipoprotein D 
in TgTauP301L mice without NFT formation and 
neuronal loss (a, c), with NFT formation and neuronal 
loss (b, d), control human brain (e, g) and AD brain (f, 
h).  Staining of doublecortin in TgTauP301L mice 
without NFT formation and neuronal loss (i, k), with 
NFT formation and neuronal loss (j, l), control human 
brain (m, o) and AD brain (n, p) and.  Marked 
accumulation of ApoD and decreased DCX 
immunoreactivities were recognized in 736 brains and 
AD brains.  Bar scale = 250 µm in a, b, 100 µm in c,d, 
i, j, 50 µm in k-n, and 25 µm in o, p.） 
 
(5) 抗 Aß 抗体による oligomer 制御と治療法
の開発の検討するために，まず，抗 Aß42 抗
体 BCO5 を 2 週間 18 ヶ月齢 Tg2576 海馬に投
与した．対照と比べると明らかな脳アミロイ
ド蓄積改善効果が認められた（付図 5）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
抗 Aß 抗体によるアミロイド除去効果を検討
するため開発した Aß oligomer ELISA で Aß 
oligomer を検討した．対照群と比べ脳不溶性
分画では明らかに Aß oligomer 量が低下して
おり，これに比例して脳可溶性分画の Aß42 
monomer の増加が明らかと成った．さらに，
Aß42monomer は治療群マウス CSF および
plasma で明らかに増加しており，抗 Aß42 抗
体による脳アミロイド改善効果は，脳不溶性

分画の Aß oligomer を monomer に変化させ
て可溶化し，CSF や plasma へ除去する事によ
るものと考えられた．今回開発した，抗 Aß 
oligomer 抗体を末梢血管から投与すると，脳
アミロイドや行動異常も改善する結果が得
られてきており，AD における Oligomer 制
御が決定的に重要であり，今後，臨床応用を
目指した研究のスケールアップが必要と考
えられる． 
 以上，本研究では oligomer の同定システム
を確立し，新たな動物モデルと評価システム
を確立し，oligomer による病的カスケードの
解明，レビー小体形成のメカニズム，NFT 形
成と神経細胞死に至る病態が解明できた．さ
らに抗 oligomer抗体の有効性を明らかにして，
臨床応用に向けた基本的な研究を遂行でき
た．AD，FTD や DLB を初めとして世界各国
で喫緊の解決すべき問題となっている認知
症の新たな病態解明と治療薬開発のための
システムの確立と臨床応用への道筋が明ら
かにされた意義は極めて大きいと考えられ
る． 

本研究の成果は以下に示した主な雑誌，著
書，学会で発表を行い，1 件の特許取得，2
件の特許申請の成果を得ることができた．ま
た，この 3 年間に合計で 41 英文原著，9 和
文原著，48 国際学会発表，95 国内学会発表
をはじめ，シンポジウム，総説や新聞報道や
などに広く成果を発表し，多くの業績を上げ
ることができた．今後，さらに臨床応用の推
進の必要性が強く考えられた． 
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