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研究成果の概要（和文）：我々が確立したレンチウイルスを用いた遺伝子導入法を応用し、変異型APP遺伝子を
発現するアルツハイマー病モデルザルを作製するとともに、MRIを用いた脳内アミロイド沈着の検出法や、脳高
次機能を評価できるタッチパネル式行動解析装置を開発した。家族性ALSの原因遺伝子の１つであるFUS遺伝子に
ついても、テトラサイクリン誘導下に変異型FUSを発現させるレンチウイルスを作製し、カニクイザルES細胞か
ら分化させた神経細胞に感染させ、変異型FUSが本来の局存である核から細胞質に漏出して凝集体を形成するこ
とを観察した。このレンチウイルスをカニクイザル受精卵に導入し、胚盤胞期の胚でトランスジーンの発現を確
認した。

研究成果の概要（英文）：We have established the lentivirus-mediated gene transfer technology and 
generated Alzheimer’s disease model macaques, which express mutated human APP gene. We have also 
developed several reagents, with which amyloid deposition in the macaque brain is visualized by MRI,
 and a touch panel-based behavior analysis device. In addition, we have constructed lentivirus 
expressing mutated FUS gene, one of causative genes of familial amyotrophic lateral sclerosis, under
 the control of inducible tetracycline system. After the infection of this lentivirus, neurons 
derived from crab-eating monkey ES cells expressed mutated FUS, which located in the cytoplasm but 
not in the nucleus and formed aggregates. Using this lentivirus, we observed mutated FUS was 
introduced to fertilized eggs of crab-eating monkeys.

研究分野： 神経科学

キーワード： カニクイザル　神経変性疾患　アルツハイマー病　筋萎縮性側索硬化症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経変性疾患の動物モデルとして、様々な遺伝子改変マウスが開発されてきたが、脳のサイズや構造的類似性、
高度な機能などの面から、霊長類疾患モデルの有用性は高い。本研究は、アルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化
症をターゲットに、患者で報告されている遺伝子変異をカニクイザルに導入し、神経細胞における早期の病変の
検出を試みた。これらの神経変性疾患デルザル作製により、疾患病態の理解が深められることに加え、新たな治
療薬が考案された場合に、前臨床試験に用いることができ、新規治療薬開発や安全性の確保に大きな意義がある
と考えられる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
 
	 神経難病の多くを占める神経変性疾患は、近年多くの疾患で原因遺伝子の同定や病態の解明
が行われているにも関わらず、依然有効な治療法の開発は充分には進んでいない。本研究が対象
とするアルツハイマー病(AD)や筋萎縮性側索硬化症(ALS)においても、家族性 AD/ALS 研究で
幾つかの原因遺伝子が見出され、それを基に AD/ALS モデルマウスが開発されているが、患者
における病理や病態が観察されない場合が多く、新規治療法開発のためのモデル動物としては
不充分である。げっ歯類と霊長類とでは、神経細胞・グリア細胞などに代謝速度や細胞周期など
の面でさまざまな差異があることが原因として考えられている。そこで、ヒトの病態をげっ歯類
モデルよりも正確に再現できる、非ヒト霊長類を用いた神経変性疾患モデルの開発が急務であ
る。 
	 そのような考えに基づき、世界中で遺伝子組換えサルの作製が試みられている。最近の遺伝子
編集技術の急速な発展により、これまでほぼマウスに限定されていた遺伝子改変動物の作出が、
霊長類でも可能になってきたことによるが、論文としては研究開始時点で７報しか報告がない。
その中で佐々木らは遺伝子組換えマーモセットの作出に初めて成功し(Sasaki et al., Nature、
2009)、世界のトップレベルの技術を有することを証明した。滋賀医大は、国内有数の規模のカ
ニクイザルコロニーを有する利点を活かし、佐々木らが用いたレンチウイルスによる遺伝子導
入技術を用いて、カニクイザルでもこの技術が有効であることを確認した。旧世界ザルの１種で
あるカニクイザルは、新世界ザルのマーモセットよりもヒトに近いと考えられていることから、
カニクイザルを用いたアルツハイマー病や ALSモデルの開発には大きな意義がある。我々は、
レチウイルスを用いた技術を応用することで、神経変性疾患モデルサルの開発が可能だと考え、
本研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、レンチウイルスによって家族性 AD/ALS の原因となる変異型 amyloid precursor 
protein (APP)および fused in sarcoma (FUS)遺伝子を過剰発現させることにより、AD/ALSモ
デルサルの作出を試みる。アルツハイマー病は、本邦において 450 万人以上いると考えられる
認知症患者の約半数の原因であり、近年多くのことが解明されてきているとは言え、根本的な治
療法や予防策はなく、依然として社会にとって大きな負担である。若年性 ADは家族性であるこ
とが多く、これらの家系の研究から家族性 ADの原因遺伝子として APPや presenilin (PS)1、
PS2が同定された。特に、APPには家族性 ADを引き起こすと考えられている多くの変異が報
告されている。APP は、プロテアーゼであるβセクレターゼとγセクレターゼによって順次切
断され、AD患者脳で観察される老人斑の主成分である Aβが産生されるが、家族性 AD の変異
も Aβペプチドの周辺に集積している。中でも、Swedish変異（KM670/671NL）はβ切断を修
飾することによって、Aβ産生量を増加させる働きがある。 
	 一方、運動ニューロンが選択的に変性し消失していく進行性の神経難病である ALSは、我が
国では約 9000 人の患者が存在すると言われる。弧発性 ALS が大部分を占めるが、約１割は家
族性と考えられている。家族性 ALSでは、近年次々に発見された ALS責任遺伝子（SOD1, TDP-
43, FUS, C9orf72など）の変異が病態に密接に関係すると考えられており、これら責任遺伝子
をターゲットにしたALS発症原因究明や治療戦略確立が喫緊の課題になっている。FUSはRNA 
binding protein の機能を持つが、我が国では SOD1 に次いで頻度の高い家族性 ALS 責任遺伝
子とされている。FUS変異に起因する ALSは、他の責任遺伝子に比べて若齢発症のケースが多
く進行が速いのが特徴であり、本研究で用いる P525L変異は、特に若年発症・急速進行型とし
て知られる。 
	 AD および ALS は、どちらも早急な対応が期待される神経変性疾患であり、患者で見られる
症状や病理などを忠実に反映した非ヒト霊長類モデルの開発が望まれている。これらモデルザ
ルの産児が得られたならば、発症超早期や発症前の病態解析を行い、病態に基づいた診断法や新
規治療法の開発を目指すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
	 CAG プロモーター下で GFP を発現するレンチ
ウイルスを作製し、カニクイザル受精卵に感染させ
ることで、GFP トランスジェニックサルの作製に
は既に成功している(図１)。ただし、GFPの発現量
には個体差が見られることや、同一個体内でも組織
によって GFP発現に強弱があることから、CAGプ
ロモーターがサイレンシングを受けていることが
予想される。そこで、比較的サイレンシングを受け
にくいとされるヒト EF1αプロモーターや、他のサ
イレンシング回避に有効と言われている因子をも
つレンチウイルスを作製し、順次 GFP トランスジ
ェニックサルを作出して解析中である。平行して、

図 1  GFP発現カニクイザル(左)	
					(Seita et al., Sci Rep, 2016より) 



神経細胞特異的 Thy-1プロモーターや、神経幹細胞/アストロサイト特異的 GFAPプロモーター
などの細胞種特異的プロモーターをもつウイルスも試していく。これらのプロモーターは、既に
樹立したカニクイザルES/iPS細胞や、成体カニクイザルより分離培養した神経幹細胞を用いて、
活性測定を行う。実際、例えば GFAP プロモーターは、神経幹細胞から分化させたアストロサ
イトでの活性を確認している。 
	  CAG もしくはヒト EF1α プロモーター下に、Swedish 変異（KM670/671NL）をもつヒト
APP (swAPP)遺伝子を組み込んだレンチウイルスを作製し、上述のカニクイザル細胞を用いて
感染性の確認や swAPP タンパク質発現の程度を測定する。swAPP 発現レンチウイルスの感染
効率やタンパク質発現効率、細胞毒性などをチェックした上で、このウイルスをカニクイザル受
精卵に感染させ、swAPPトランスジェニックサルの作製を試みる。 
	 ALSモデルサルの作製には、P525L変異 FUS (FUSP525L)を用いる。ただし、変異型 FUSを
胎児期から全ての神経細胞で過剰発現させた場合、中枢神経系に発生異常が生じて胎生致死に
なる可能性が高いため、何らかの誘導型発現システムが必要だと考えられる。そこで本研究では、
テトラサイクリン誘導システムをレンチウイルスに組み込み、１つのベクターにおいてテトラ
サイクリン誘導下で FUSP525Lを発現させられるレチウイルスを開発する。上記同様に、ウイル
スの感染効率やタンパク質発現効率、細胞毒性などを評価した上で、ウイルスをカニクイザル受
精卵に感染させ、テトラサイクリン誘導下 FUSP525Lトランスジェニックサルの作製を行う。 
 
４．研究成果 
 
	 生命科学領域で汎用される 4つのプロモーター (CMV, CAG, EF1α, Ubiquitin C)を、カニク
イザル ES細胞やそこから分化させた神経細胞で評価したところ、幹細胞の段階では EF1αのプ
ロモーター活性が最も強かったものの、神経細胞においては CAGの方が優位であることが判明
した。そこで、CAG プロモーターに swAPP 遺伝子をつないだレンチウイルスを作製し、カニ
クイザル受精卵に感染させて swAPPトランスジェニックサルを作製した。報告時までに 4頭の
個体を得ることに成功し、また妊娠途中で致死になった胎児個体においてトランスジーンの発
現を確認した。動物倫理上の制約から、少なくとも生後 12ヶ月までは母子関係に影響を与える
ような検査はできないが、明らかな発達や行動の異常は観察されていない。 
	 カニクイザルの神経発生・発達過程における FUS 遺伝子および変異 FUS 遺伝子の過剰発現
が及ぼす影響を検証するため、野生型および変異 FUS遺伝子を、テトラサイクリン誘導系を用
いて発現をコントロールできるカニクイザルES細胞(Tet-ON:FUSおよび Tet-ON:FUSP525L ES
細胞)を樹立した。その結果、①Tet-ON:FUSおよび Tet-ON:FUSP525L遺伝子導入サル ES細胞
はともに、テトラサイクリン誘導体ドキシサイクリン（Dox）非存在下においては正常な神経細
胞分化能を有する
ことが分かった。さ
らに、②遺伝子導入
サルES細胞および
神経細胞分化細胞
において、Dox存在
下培養でのみ FUS
および FUSP525Lタ
ンパク質の発現誘
導が確認された（図
2 右）。このことか
ら、本研究で構築さ
れた Tet-ON:FUS
および FUSP525L システムによる FUS および FUSP525Lタンパク質の発現 ON／OFF は、望ん
だ発生段階での Dox 投与／非投与によって厳密にコントロールできる可能性が示唆された。加
えて、本システムは神経細胞分化細胞においても FUS タンパク質が核局在を示し、一方
FUSP525L タンパク質が細胞質局在を示しており、またその形状は凝集体様であることが確認で
きた（図 2左）。 
	 この結果を踏まえ、テトラサイクリンシステムとヒト FUSP525L遺伝子とを１つのベクター上
にもつ高力価レンチウイルスを作製した。既に確立した技術を用いてレンチウイルスをカニク
イザル受精卵に導入したところ、培養下で正常に胚盤胞まで発生することが判明した。レンチウ
イルスの感染は同時に発現する Kusabira Orangeの蛍光でモニターすることができ、また胚盤
胞期に Doxを添加することで変異型 FUSが誘導されることも確認できた。報告時までに、ウイ
ルスが導入できた胚盤胞を仮親子宮に移植し、出産を待っているところである。産児を得られた
ならば、生後 12ヶ月から Dox投与を開始し、経時的に ALS症状に関連する表現型を観察する
予定である。具体的には、四肢の運動機能（ケージ上部への掴まりや移送箱への移動行動３Dビ
デオ評価観察）の他、手指の運動機能(実物のオブジェクトを動かす Brinkman board testおよ
び Wisconsin General Test Apparatus: WGTA)や認知機能(タッチパネルによる作業記憶テス
ト)、神経伝導検査と針筋電図、筋萎縮および脳・脊髄のMRI画像解析などを行う。 
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