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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の進行と深い関わりを持つ脳内Aβ、tauを削減することが、本疾患の治療
に効果的と考えられる。本研究では、tau単独、及びAβ・tau同時標的DNAワクチンを作製し、Aβ・tau・プレセネリン
1がヒトアルツハイマー型変異遺伝子に置換されたトリプルトランスジェニックマウスを用い、生体投与試験を行った
。その結果、マウス血漿中の抗tau、抗Aβ抗体価上昇と共に、脳内tau、Aβ蛋白の減少が観察された。即ち、本ワクチ
ンが抗tau、抗Aβ抗体の産生を促し、これらが脳内に蓄積しつつあるtau、Aβを削減して疾患の進行を抑制する可能性
が示唆された。本ワクチンは臨床開発に向け特許出願中である。

研究成果の概要（英文）：Reducing Amyloid β (Aβ) protein and tau protein in the brain, which are closely 
related with Alzheimer’s disease, is supposed to be effective to suppress the disease. In this study, we 
generated two types of DNA vaccines targeting tau or Aβ plus tau. We administrated them to the triple 
transgenic mice having three mutations (amyloid precursor protein, tau and presenilin 1) associated with 
familial Alzheimer’s disease (B6;129-Psen1tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax). As a result, anti-tau 
antibody was elevated in the tau vaccine-received mouse sera and anti-tau plus anti-Aβ antibodies were 
elevated in Aβ・tau vaccine-received ones. In addition, we observed the reduction of the amount of tau 
and Aβ proteins in the mouse brains. The results suggested that these vaccines were useful to suppress 
Alzheimer’s disease. They are patent-pending.

研究分野：神経免疫学

キーワード： アルツハイマー病治療　DNAワクチン
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー型認知症を免疫療法によ
り治療する試みとして、1999-2002 年に実施
された AN1792（アミロイド β ペプチド
（Aβ1-42）と免疫増感剤 QS21 を混合して作
製されたワクチン）の臨床試験は、6%の患者
に脳炎が発生したため中断されたが、その後
のフォローアップによりアミロイド β（Aβ）
削減効果があることが示された。 
 
(2) 我々は安全な免疫療法の確立を目指し、
非ウイルス性 Aβ-DNA ワクチン（YM3711、
特許出願中）を開発した。本ワクチンは、ア
ルツハイマー病モデルマウスへの投与にお
いて十分な安全性と抗 Aβ 抗体価の上昇、そ
れに伴う脳内 Aβ 沈着の軽減効果があること
を報告した（PNAS, 2006）。更に、DNAワク
チンの作用機序を明らかにし (J Neuropath 
Exp Neurol, 2008)、よりヒトに近い老齢サル
に投与した場合も、有効に Aβ 沈着を削減で
きることを示した (J Alzheimer Dis, 2010)。 
 
(3) 近年、Aβ 沈着を削減する治療だけでは、
認知症そのものの抑制効果は低いことが指
摘されている (Lancet, 2008)。一因として、あ
る程度進行したアルツハイマー病患者の脳
では、tau 蛋白の変化（異常リン酸化）も引
き起こされていることが挙げられる。認知障
害を軽減するためにはこの問題も同時に解
決する必要があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) アルツハイマー型認知症治療のためには、
Aβと tauの両分子を削減する治療が重要であ
る。そこで本研究では、これまでに我々が作
製したAβ標的DNAワクチンとの同時投与を
可能にする tau標的 DNAワクチンを、前者ワ
クチンと同一のプラスミド骨格、同様の手法
にて作製することとした。 
 
(2) 一方、これまでの DNAワクチン作製の経
験から、我々は複数の蛋白を同時に発現させ
るワクチンの作製技術を有している。一つの
薬剤で 2種の分子を標的にできれば、将来的
な認可の取得や、用法・用量の検討、服用時
の負担、或いは経済的にも有益性が高い。そ
こで、tau 単独標的 DNA ワクチンと並行し、
初の試みとなる Aβ・tau 同時標的 DNA ワク
チンの開発を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) Aβ、tauにおける疾患関連配列を、ワクチ
ン効果を高めるためそれぞれ 4回繰り返し配
列に加工し、tau 単独、又は tau-Aβ 融合遺伝
子として、以前作製した Aβ 標的ワクチンと
同じ非ウイルス性ベクターに組み込み、プラ
スミド DNA を作製した。組換え大腸菌を大
量培養ならびに精製し、各種試験のため十分
量のワクチンプラスミドを得た。 
 

 
従来ワクチン（Aβ標的ワクチン） 
 
 
 
 
 
新規ワクチン 1（tau単独標的ワクチン） 
 
 
 
 
新規ワクチン 2（Aβ・tau同時標的ワクチン） 
 
 
 
 
 
(2) 作製した tau単独標的ワクチン及び Aβ・
tau 同時標的ワクチンによる蛋白発現・分泌
能を評価するため、培養細胞にこれらのワク
チンプラスミドをトランスフェクトし培養
後、上清に含まれる tau 蛋白及び Aβ 蛋白を
ELISA法又はwestern blotting法にて解析した。 
 
(3) Aβ・tau・プレセネリン 1(PS1)の三遺伝子
がヒトアルツハイマー型変異遺伝子に置換
されたトリプルトランスジェニックマウス
(B6;129-Psen1tm1Mpm 
Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax; ブリーダ
ーより購入)、又は一部対照として野生型
C57BL/6マウスを用い、本ワクチンの生体投
与試験を実施した。投与方法を検討するにあ
たり、第一選択として、過去に我々が報告し
た Aβ 標的ワクチンによるアルツハイマー病
モデルマウスの治療（PNAS, 2006 及び J 
Neuropath Exp Neurol, 2008）において有効性
を認めたプロトコール（隔週にてマウス後肢
への筋注を 6回行い、経時的に採血すると共
に、最終投与から 2週後に sacrificeし血漿と
脳組織を摘出）を採用した。 
 
(4) tau単独標的ワクチン及び Aβ・tau同時標
的ワクチンの生体内における抗体産生誘導
能を評価するため、これらを投与したマウス
血漿を用い、ELISA 法による解析を行った。
Aβ 蛋白又は tau 蛋白を抗原として ELISA プ
レートにコーティングし、経時採血したマウ
スの血漿を段階希釈して反応させた。ワクチ
ン投与後血漿の測定値を投与前血漿に対す
る比として算出し、抗体上昇率を解析した。 
 
(5) 脳組織切片を用いた免疫組織化学的検討
では、特に tau の定量的解析が困難であった
ため、評価法の検討が必要であった。我々は、
凍結脳の一定部位を切り出して蛋白を抽出
し、ELISA キットにより Aβ、tau、リン酸化
tau の各蛋白量を定量し比較する方法を採用
した。高不溶性のこれらの蛋白を、強変性剤
を添加した緩衝液にて抽出し、検出分子それ
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ぞれに適切な使用抽出液量を検討し評価法
を確立した。ワクチン投与及び非投与マウス
脳の Aβ、tau、リン酸化 tauの各蛋白量を定量
し、両群の比較から、本ワクチン投与による
脳内 Aβ・tau削減効果を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ワクチンプラスミドの作製段階において、
Aβ、tau 分子ともに繰り返し配列が自己会合
を起こしやすく加工に困難を伴ったが、会合
を防ぐための熱処理や、コンストラクト同士
のライゲーション比の調整等の工夫により
克服した。 
 
(2) 完成した tau単独標的ワクチン及び Aβ・
tau 同時標的ワクチンをそれぞれ培養細胞へ
トランスフェクトし、上清における tau 蛋白
又は tau-Aβ融合蛋白の発現を、ELISA法又は
western blotting法により解析した。その結果、
いずれのワクチンプラスミドも、可溶性の目
的蛋白分泌能を有することが示された。 
 
<ELISA法による蛋白発現解析> 
 
・Aβ1-42測定キットにて定量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<western blotting法による蛋白発現解析> 
 
A. 抗 tau抗体で検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
B. 抗 Aβ抗体で検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) tau単独標的ワクチン又は Aβ・tau同時標
的ワクチンの各投与群において、血漿中の抗
tau抗体価、又は抗 Aβ,、抗 tau抗体価の著明
な上昇が認められた。経時的解析の結果、本
ワクチンはマウスにおいて投与開始 4-8 週か
ら抗体産生を促し、8-12週においてこれを著
しく上昇させることが明らかとなった。又、
トランスジェニックマウスと野生型マウス
に対し、同様の抗体産生誘導能を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) Aβ・tau・PS1トランスジェニックマウス
は、6-7ヶ月齢から脳内に Aβや異常リン酸化
tau が沈着し、老人斑と神経原線維変化を伴
うアルツハイマー病様組織像を呈する。この
脳内 Aβ 及び tau 沈着量の変化を、ELISA キ
ットによる脳抽出液中の蛋白定量により検
討した。研究期間内に解析を終えた Aβ・tau
同時標的ワクチン投与トランスジェニック
マウス群では、Aβ、tau、リン酸化 tauのいず
れも対照群（非投与群）に比して減少傾向が
示された。即ち、本ワクチンは脳内に蓄積し
つつある Aβ、tauを削減し、アルツハイマー
病の進行を抑制し得る可能性が示唆された。 
 
<ワクチン投与における脳内蛋白量の変化> 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1: Aβ単独標的ワクチン
2: Aβ・tau同時標的ワクチン
3: Aβx4-Fcプラスミド
4: tau単独標的ワクチン
5: 空ベクタープラスミド
6: プラスミドなし
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(5) これらの成果を踏まえ、本研究課題で開
発した tau 単独標的ワクチン及び Aβ・tau 同
時標的ワクチンは、臨床開発に向け特許出願
中である。 
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