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研究成果の概要（和文）：認知症の多くを占めるアルツハイマー病(AD)の病態解明と治療法開発およびその臨床
応用のための基礎的研究を行った．新たに開発したAbetaエピトープを発現する遺伝子組み換えダイズ食品を用
いて，AD動物モデルで経口免疫を行った．Abeta特異抗体の産生が見られ，Morris水迷路試験で記憶障害の予防
効果があり，Abeta oligomer蓄積とアミロイド斑出現は抑制されていた．出血や炎症などの副作用はみられなか
った．病態修飾薬として有望な結果が得られた．弘前家系の構成員は285名であり，43人が発症し，発症年齢は
平均48歳，経過は10年であり，女性でより長いことを確認した．

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is the major cause of dementia. To clarify the 
pathogenesis and development of disease modifyed drugs (DMD) of AD, we studied effects of oral 
immunization of recombinant soybean consisting of Abeta epitope (Abeta+) in AD model mice TgCRND8. 
Induction of anti-Abeta antibodies, prevention of memory decline and Abeta plaque accumulation.  
Abeta oligomer was also suppressed. No adverse reactions were observed. Thus, Abuta+ is promissing 
DMT.  In study of Hirosaki Family, we found 43 AD patients out of total 285 family members, mean 
onset age is 48 years of Age and duration is about 10 years.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
認知症の多くを占めるアルツハイマー

病 (AD) の 最 も 重 要 な 病 態 は Aß 

amyloidosis と引き続いて誘発される

Tauopathy と考えられる．Aß amyloidosis

の研究では1) γ-secretaseによるAß生成機

序と代謝・輸送機序と 2)家族性 AD の遺

伝子変異による Aß42 の増加作用が明ら

かとなり，3)より上流の病態として可溶

性 Aß oligomer によるシナプス障害が提

案された．また，4)モデル動物を用いた

病態修飾薬の開発，5) ADNI， DIAN，

API などの家族性 AD 家系の共同体研究

によって，アミロイド PET や CSF バイオ

マーカーの世界標準化が行われ，AD 発症

の自然経過が明らかにされた．発症の 25

年前から Aß amyloidosis が始まり，15 年

前から Tauoapthy が誘発され，MCI を経

過して AD dementia を発症する．従って，

現在の AD 研究の焦点は，新たに開発さ

れた病態修飾薬によって確実な治験対象

コホートに超早期に予防介入することに

よって，AD 発症の予防可能性の検討に移

っている． 
 
２．研究の目的 
本研究では 1) 新たな病態修飾薬

（Aß1-10 エピトープを発現する遺伝子

組み換えダイズ食品 Aß＋による経口免

疫）を 2) 新たに開発した動物モデルによ

る予防介入評価システム（TgCRND8 マウ

スの Morris 水迷路長期連続 10 日試験）で

検証し，3) 弘前における家族性 AD の大

家系（PSEN1 H163R, 7 世代 285 例）の経

過観察研究を組織して国際共同研究への

参入を行う． 
 
３．研究の方法 

(1) 大豆 11S グロブリンの 3 カ所に Aß の

Th2 刺激部位 4-10 を挿入した Aß＋を設

計し発現させた．この，Aß4-10 配列は収

穫した Aß＋の 12.7%が Aß4-10 で，大豆

への発現では 870 mg/gの高発現を得られ

た．AD モデル動物(TgCRND8 マウス)に

Aß＋またはコントロール Aß-(大豆のみ) 

1mg を 3 月齢から cholera toxin subunit B 

10μg と共に週 1 回ゾンデで経口投与を開

始し，14 ヶ月齢まで継続した．水迷路試

験はマウスの海馬依存性視空間ワーキン

グ記憶の検査法としてよく使われている

が，本研究では各月齢のマウスで連続 10

日間の水迷路試験を毎月初めに行い，統

計的な有意差を評価した．各群 10 匹以上

を検索する必要があるため膨大な行動評

価の検討が必要で，遊泳距離，潜時，移

動速度，四分割による探索行動の検討を

14 ヶ月齢まで毎月連続して行った． 

TgCRND8 および対照マウス脳から可

溶性の異なる分画としてルーチンに使用

される TBS, SDS, ギ酸による連続抽出を

おこない，各分画の Aß40, Aß42，Aß 

oligomer を測定し，Aß amyloidosis 予防効

果を検証した．脳組織のパラフィン包埋

切片を作成し，Aß 蓄積，副作用などの病

学的変化，Iba1 免疫染色によるミクログ

リア出現に検討を加えた．ELISA および

Western blot を用いて，モデルマウス脳に

蓄積した Aß monomer から高分子 Aß 

oligomer まで検討を加えた． 

Aß＋経口免疫を行った CRND8 マウス

の腸管リンパ節，脾臓，血液から得られ

た培養リンパ球に Aß＋抗原刺激を行い，

上清に増加するサイトカイン種を測定し， 

ELISA でマウス血液中の産生された抗体

力価を検討した． 鉄染色および通常の病

理学的検索で脳出血および脳実質，脳血

管の炎症所見，全身の病理変化の出現に

検討を加えた． 

(2) 弘前大学神経内科もの忘れ外来に通

院する弘前 AD 家系(PSEN1 H163R)は江

戸時代から続く大家系である．家系構成

員の追加情報・病歴調査を行った．それ



ぞれに家族歴，理学・神経学的検査，ル

ーチン血液検査，生理学的検査，X-線学

的検査を行った後に，遺伝学的検査の行

われていない方に対してはガイドライン

に準拠して，書面による同意の後に採血

を行い ApoE genotype，APP, PSEN1 の遺

伝学的検索を行った．一部は同意を得て

脳脊髄液・血液 Aß40/42，tau/リン酸化 tau

の ELISA による測定とアミロイド PET

が撮像された．DIAN 国際観察共同体研

究に本邦から参入した． 
 
４．研究成果 

(1) Aß＋による経口免疫では，Aß ペプチ

ドに対する抗 Aß 抗体力価の有意な増加

とマウス血清による人 AD 脳の免疫染色

で脳アミロイド特異な抗体の存在を確認

した．Aß＋免疫マウスから得られた脾臓

を培養し，Aß＋で刺激すると thymidine

取り込み亢進と IL-2，IL-10, IL12 の有意

な増加を認め，Aß＋による液性／細胞性

免疫が成立していることを確認した． 

(2) Morris 水迷路試験では，Aß＋投与 21

週目から有意な Escape Latency と Path 

length の低下の抑制が見られ，この効果

は 57 週まで有意に持続した．Aß＋は AD

モデルマウス TgCRND8 における認知機

能低下を予防可能であった． 

(3) TgCRND8 マウス脳では 13 週から脳

アミロイドが蓄積し，増加した．TBS，

SDS，Formic Acid の連続分画の Western 

blot 解析では様々な溶解性を有する Aß 

monomer から高分子 Aß oligomer が回収

された． 

(4) Aß+と Aß-における脳 Aß 蓄積の経時

的変化を ELISA で測定すると，Aß40，

Aß42 monomer に有意な変化は無かった

が，Aß oligomer の ELISA で有意な低下

が Aß＋群で確認された． 

(5) Western blot による解析では，低分子

Aß oligomer の蓄積抑制が確認された． 

(6) Aß アミロイド蓄積の経時的組織学的

検討では，diffuse plaque の有意な抑制が

確認された． 

(7) APP 代謝や脳出血，ミクログリオーシ

スなどの副作用の検討では，いずれも神

経障害性の副作用は起こらないことを明

らかにした．以上より，新たな病態修飾

薬として Aß＋が有望である事を解明し，

国際学会発表を行い，雑誌に投稿中であ

る． 

(8) 弘前 AD 家系の解析については，すべ

ての構成員の発症と非発症および経過を

解析した．構成員は 285 名であり，この

うち 43 人が発症し，発症年齢は平均 48

歳，経過は 10 年であり，女性でより長い

ことを確認した．遺伝子カウンセリング，

バイオマーカーのシステムを確立し，国

際的な DIAN 研究との共同研究を開始で

きた． 
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