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研究成果の概要（和文）：　これまでの研究成果により、老化に伴う軸索輸送モーター蛋白質Dyneinの機能低下
がβアミロイド蛋白質（Aβ）の蓄積を引き起こす要因となることが判明している。そこで本研究では、Dynein
コンディショナルノックアウトマウスの開発を目指し、脳神経細胞特異的にタモキシフェン誘導下において
Dynein特異的gRNAを発現するマウスの開発を行った。その結果、用いたプロモーターの遺伝子発現誘導レベルが
弱く、Dyneinのノックアウトは認められなかった。そこで、Dyneinそのものではなく輸送機能に関連する因子の
全身性ノックアウトマウスの作出に切り替えたところ、無事に目的とするマウスが得られた。

研究成果の概要（英文）： There are several mouse models which can reproduce Alzheimer's disease (AD)
 pathology, however, some models need almost one year to observe AD pathology in brain. We 
previously found that aging attenuates dynein-mediated retrograde transport in brain, and dynein 
dysfunction causes age-dependent accumulation of beta-amyloid protein (Abeta). In the present study,
 we aimed to establish a brand-new transgenic mouse which reproduces age-related dynein dysfunction 
to induce Abeta pathology.
 Although we succeeded to establish triple transgenic mouse (SynI-Cre/LSL-Cas9/Dynein-gRNA), we did 
not enough gene expression to induce dynein knockout in mouse brain. Then we changed our plan to 
establish whole body knockout mouse by using CRISPER/Cas9 system. Since dynein knockout is fatal, we
 selected dynein transport-related proteins, which can also affect Abeta accumulation, as the target
 for knockout. Fortunately, we established a new dynein transport-related protein knockout mouse 
line.

研究分野： 細胞生物学、神経病理学

キーワード： モデルマウス開発　実験動物学　発生工学　老化　神経変性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　アルツハイマー病のモデルマウスはこれまでにも数多く作成されているが、病変の形成が認められるまで1年
以上の飼育が必要になるなど、病態解析に用いる場合はもちろん、薬剤の評価系としても少なからず問題が存在
する。そこで本研究では、これまでの研究成果により明らかとなった、アルツハイマー病変蛋白質の蓄積を引き
起こす脳神経系の老年性変化を人為的に促進するマウスを開発し、既存のモデルマウスと交配させることで病変
形成をより加速化させることを目的とするものである。
　本研究の成果により、アルツハイマー病研究をより効率的に進めることが可能となることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病（AD）は認知症を引き起こす代表的な老年性神経変性疾患の１つであるが、

未だにその発症機序は不明のままであり、一刻も早い全容の解明が望まれている。AD 患者の脳
内では病態の進行に伴い、老人斑と神経原線維変化という２つの病変が確認されるようになる
が、前者はβアミロイド蛋白（Aβ）、後者はタウ蛋白（Tau）の蓄積・重合によって形成される。
このため、ヒト型 Aβや Tau を脳内で過剰産生（または過剰発現）させて AD 病変を再現する
モデルマウスが数多く作成され、現在では世界中の研究者が AD 病態の解析や治療薬の開発研
究に用いている。しかしながら、これら AD モデルマウスの大部分は、病変形成が確認されるま
で１年近くもの飼育期間が必要となる場合が多く、研究活動を律速させる原因の１つとなって
いる。そこで、少しでも病変形成を早めようと、さらに過剰に原因蛋白を産生させたマウスや、
複数の変異型遺伝子を同時に過剰発現させるモデルマウスも作成されているが、病変蛋白の過
剰産生はそれ自体が非特異的反応を引き起こすことに加え、実際の AD 患者の脳内では Aβや
Tau といった病変蛋白の産生量は変化していないため、それらの遺伝子改変マウスは正確な AD
病態を反映していない可能性が近年になって指摘されている（Saito et al., Nature Neurosci 
2014）。これらのことから、より効果的な AD 研究を行うためには、老化に伴う AD 病態を反映
し、尚且つ早期に病態形成が再現されるモデルマウスの確立が必要不可欠と考えられる。 
一方、老人斑や神経原線維変化といった AD 病変は、ヒト以外の動物の脳組織においても老化

に伴い形成される。そこで申請者は、それら老齢動物の脳組織を検索することで AD 病変の形成
メカニズムを明らかにできると考え、ヒトに近縁な霊長類であるカニクイザルの脳組織を用い
て研究を行ってきた。その結果、Aβや Tau といった AD 病変の原因蛋白は老化に伴い、病変の
形成に先立って神経細胞の膜画分に徐々に蓄積することを明らかにした（Kimura et al., BBRC 
2003; Kimura et al., Neuroptahol Appl Neurobiol 2005）。さらにその後の研究成果により、脳
内では老化に伴い軸索輸送モーター蛋白である Dynein（ダイニン）と Dynactin（ダイナクチ
ン）の複合体形成能が低下して Dynein の輸送機能が低下し、その結果として AD 病変原因蛋白
の蓄積が引き起こされることを明らかにした（Kimura et al., J Neurosci Res 2007; Kimura et 
al., J Biol Chem 2009）。特に、Dynein の輸送機能低下はエンドサイトーシスと呼ばれる膜輸送
系の障害を引き起こし、アミロイド前駆体蛋白（APP）の代謝を変化させることで Aβの蓄積を
引き起こすことを明らかにした（Kimura et al., JBC 2009; Kimura et al., Am J Pathol 2016）。
事実、エンドサイトーシス障害の激しいカニクイザルほど、Aβ病変が進行していることを我々
は確認している（Okabayashi et al., PLoS ONE 2015）。さらに近年、海外の研究グループがシ
ョウジョウバエモデルを用いた遺伝子スクリーニングによって、Dynein の輸送機能低下が Tau
病変を著しく増悪することを報告した（Butzlaff et al., Hum Mol Genet 2015）。これらの結果
から、Dynein の輸送機能低下は老化に伴う AD 病変の形成過程のみならず、その進行過程にも
大きく関与している可能性が高いと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 人為的に Dynein の輸送機能を低下させて脳の老年性変化を加速化する遺伝子改変マウスを
開発することができれば、そのマウスを既存の AD モデルマウスと交配させることで、より短期
間の飼育で AD 病変を再現できる改良型 AD モデルマウスの開発につながり、AD 研究のスピー
ドアップに大きく貢献できる可能性が高い。そこで本研究では、Dynein をターゲットとした老
年性軸索輸送障害モデルマウスの開発を目的とする研究活動を行った。 
 
３．研究の方法 
 我々は以前、Dynein の遺伝子配列を特異的に認識する shRNA を発現させて Dynein をノッ
クダウンするマウスの開発を試みたが、shRNA を過剰発現させても in vivo で十分なノックダ
ウン効果は確認されなかった。Dynein は Dynactin と機能性複合体を形成することでエンドソ
ームの軸索輸送を担うが、Dynactin を構成するサブユニットの１つである Dynamitin/p50 を
過剰発現すると Dynactin は蛋白構造を維持できなくなり、Dynein との複合体形成が不可能に
なることで結果的に Dynein の輸送機能が障害されることが知られている（Burkhardt et al., J 
Cell Biol 1997）。そこで今回は当初、神経細胞特異的、且つテトラサイクリン応答性に神経細胞
で Dynamitin/p50 を過剰発現するマウスの開発を試みたが、培養細胞を用いたスクリーニング
において、ドキシサイクリン非存在下においても Dynamitin/p50 の発現が若干確認されてしま
ったため、計画変更を余儀なくされた。そこで我々は、近年大いに注目を集めているゲノム編集
技術である CRISPR-Cas9 システムと、テトラサイクリンに比べて制御性が高いとされるタモ
キシフェン誘導システムを組み合わせて、Dynein のコンディショナルノックアウトマウス開発
を目的とする研究計画へと修正を行った。具体的には、以下に挙げる方法を用いた 
まず、Dynein を特異的に認識するガイド RNA（Dynein-sgRNA）を複数構築し、マウス神経

芽細胞種 Neuro2a 細胞を用いてゲノム編集効果を検証する。最も効果の高かった sgRNA 配列
を U6 プロモーター下流に組み込んだ遺伝子コンストラクトを作成してマウスの受精卵にイン
ジェクションし、Dynein-sgRNA を発現する遺伝子改変マウスを作出する。 
作出したマウスで Dynein-sgRNA が正しく作動することを確認するため、胎生期から全身性

に Cas9 を発現するマウスと交配させ、産仔が得られるか否かを検証する。尚、Dynein は発生
期の紡錘糸形成に必須の因子であることから、sgRNA が正しく作動すれば全てのマウスは胎生



死となることが期待される。 
Dynein-gRNA マウスの検証が終了次第、Cre/loxP システム下でのみ Cas9 を発現する LSL-

Cas9 マウス、およびタモキシフェン誘導時かつ神経細胞特異的に Cre を発現するマウス（Syn1-
CreERT2 マウス）と Dynein-sgRNA マウスと交配させ、Syn1-CreERT2/LSL-Cas9/Dynein-
sgRNA マウスの系統化を行う。得られたマウスが成熟齢（4 週齢、または 3 カ月齢）に達した
後、タモキシフェン 2mg を 5 日間連続投与して、Dynein のノックアウトが生じていることを
検証する。 
 
４．研究成果 
 Neuro2a 細胞を用いたスクリーニングにより最もゲノム編集効率が高かった sgRNA を発現
するマウスの開発成功したため、まずは全身性 Cas9 発現マウス（CAG-Cas9 マウス）と交配さ
せて in vivo でのゲノム編集効果を検証した結果、複数回行った交配で妊娠が認められなかった
ため、選択した sgRNA の有効性が明らかとなった。続いて研究計画に従い、Syn1-CreERT2 マ
ウス、および LSL-Cas9 マウスと順次交配させることにより、目的とする Syn1-CreERT2/LSL-
Cas9/Dynein-sgRNA マウスの作出に成功した。 
 作出したオスの Syn1-CreERT2/LSL-Cas9/Dynein-sgRNA マウスが 4 週齢、または 3 カ月齢
に達した後、タモキシフェンを 2mg/個体の容量で 5 日間連続腹腔投与を行い、1 か月後に麻酔
下で安楽殺解剖して脳組織を採取した。採取した脳組織から蛋白質を抽出し、westernblot 法を
用いて Dynein の蛋白質発現量を検索した結果、残念ながら Dynein の有意な蛋白質量減少が確
認できなかった。今回我々が使用した LSL-Cas9 マウスは、Cas9 が遺伝子導入された細胞では
目的蛋白質に加えて蛍光蛋白質 GFP が発現するように設計されている。そこで、採取した脳組
織を用いて GFP の蛍光確認を行ったところ、残念ながら神経細胞において GFP の蛍光が確認
されなかった。 
 最新の研究成果により、Cre/loxP システムを用いたマウスは性染色体上で意図していない組
換えが生じることが判明し、実験系としてかなりの注意が必要となることが判明した。本研究で
は、Cre/loxP システムに依存しない CAG-Cas9 マウスと Dynein-sgRNA マウスを交配させた
場合は計画通り Dynein のノックアウトが生じていると考えられるため、Syn1-Cre/LSL-
Cas9/Dynein-sgRNA マウスでノックアウトが確認されなかったのは、sgRNA 配列や発現レベ
ルの問題ではなく、Cre/loxP システムのコントロールに問題があったと考えられる。 
 そこで当初の予定を変更し、Cre/loxP システムに依存せず Dynein の機能を低下させるマウ
スの開発へ計画を修正した。まず、Dynein の輸送機能に関与する因子のうち、ノックダウンす
ることで Abeta の蓄積が誘導されるものを、Neuro2a 細胞を用いてスクリーニングした。その
結果、因子 X（現在論文作成中のため、因子 X と表記）のノックダウンにより Abeta の蓄積が
誘導されたため、同因子に対する sgRNA を発現する遺伝子改変マウスを開発し、CAG-Cas9 マ
ウスと交配させた。その結果、胎生死を起こさずに因子 X のノックアウトマウスを得ることに
成功した。今後は、同マウスを APP ノックインマウス（APP の過剰発現を伴わないため、非特
異反応を抑えつつ Abeta 病理を再現できるマウス）と交配させ、老化に伴う Abeta 病理の形成
が加速化させることを検証する予定である。本研究の成果により、より早期に Abeta 病理を再
現する AD モデルマウスの開発が期待され、AD 研究の加速化に貢献することが期待できる。 
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