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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の治療薬開発のために、現在最も有望なAbetaオリゴマー仮説を検証した
。オリゴマーマウスに、新たにヒト型タウを導入した結果、記憶障害などアルツハイマー病の諸要件を再現するモデル
を作製した。さらに、同モデルを用いた薬剤投与実験によりリファンピシンに空間認知能力や病変に改善効果を見出し
た。これらにより、オリゴマー仮説を検証できたこと、今回得られた新モデルが今後の薬剤スクリーニングに最適モデ
ルとなると考えている。

研究成果の概要（英文）：We examined the most promising Abeta oligomer hypothesis　for therapeutic drug 
development of Alzheimer's disease. By additional introduction of human tau into an Abeta-oligomer mouse, 
we succeeded in making a new model to mimic Alzheimer's disease. Furthermore, we found an improvement 
effect with ability for space recognition or other pathological changes to rifampicin by the drug dosage 
experiment using the model. Hence, we believe that the Abeta oligomer is certificated with the new model, 
which are supposed to be suitable for future drug screening.

研究分野：認知症病態学

キーワード： 脳神経疾患　痴呆　老化　アミロイド　オリゴマー
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病脳病変の生化学的分析と
家族性 AD の解析からアミロイド（・・）仮
説が提唱されてきたが、具体的にはアミロイ
ド線維（老人斑）沈着を標的にした仮説であ
り、アミロイドワクチンの臨床治験から根拠
を失ったといえる（Holmes et al (2008) 
Lancet）。一方、非線維性・・オリゴマー仮
説が急速に普及し始めている（Selkoe (2002) 
Science）。Klein の ADDL（Lambert et al 
(1998) PNAS）や Ashe の・・*56（Lesne et al 
(2006) Nature）も同様に主張している。し
かしながら、A・オリゴマー仮説が旧来のア
ミロイド仮説に取って代わるためには、クリ
アすべき課題として、人での検証、患者脳内
での A・オリゴマーの確認が必要である。 
申請者らは、家族性 AD 症例の分析（Arch 

Neurol., 2004; Ann Neurol., 2008）から、
・・オリゴマー病因説を支持するヒトでの
証拠を世界で初めて提示することで、１つ目
の課題をクリアした。さらに、この発見を強
固にするために・・オリゴマー発現細胞や
マウスモデル作製・解析にも成功している
（Am J Pathol., 2009 

; J Neurosci., 2010）。本研究課題では、
２つ目の課題への正面からさらなる挑戦を
する事とした。 
 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー病の発症にはアミロイド蛋
白が鍵分子になっているが、従来のアミロイ
ド仮説から脱皮した新しい Abetaオリゴマー
仮説の検証は未だ不十分である。治療薬開発
の為には、発症機構の解明は重要で有り、本
研究では、Abeta オリゴマー仮説の検証を基
礎とした発想で、病因 Abeta 分子種を正面か
ら取り上げたい。その研究成果を展開するた
めに、まずアルツハイマー病を完全に再現す
る新モデルマウスの作成をすることにより、
臨床診断と治療法開発の現実化を目指した
translastional research と病因カスケード
シグナルの解明と、具体的な治療薬候補によ
る Abetaオリゴマー仮説の検証をすることが
目的である。 
 
 
３．研究の方法 
本研究は、独創性ある変異型・・オリゴマー
を軸に、モデル動物などの研究資材の開発と，
応用例による検証が重要な課題となってい
る。 
 
（１）アルツハイマー病（AD）のモデルマウ
スの作成、交配、繁殖、飼育 

・・オリゴマー取り扱い技術（電気泳動、
特異的ではないが・・オリゴマーを検出で
きるポリクローナル抗体、免疫電顕、共焦
点レーザー顕微鏡、LTP 神経興奮測定、モデ
ルマウスの行動解析法）を、交配によって

作製する新たなモデルマウス解析に適用す
る。 
今回 Abeta オリゴマーマウスは、プリオ

ンプロモーター下流に大阪変異をもつヒト
APP を発現する Abeta オリゴマーマウス（単
に、オリゴマーマウス）に、ヒトタウ遺伝
子を導入する事にした。タウ遺伝子は、タ
ウ 441 型ｃDNA であるが、エクソン 10 を挟
むイントロン 9とイントロン 10を組み入れ
たミニゲノム型ヒトタウ遺伝子である。こ
のイントロンの存在により、マウスの発達
過程で、3 リピート型タウから 3＋4 型リピ
ートタウの発言を生理学的に再現する事が
できた。従来のモデルでは、ｃDNA モデルで
あり、リピート数が固定され、正常モデル
とは言えなかった。一方、ヒトゲノム全体
を導入したモデルも発表されていたが、発
現変化は無く、正常な生理的遺伝子発現を
する保証が示されていない。 
これら両遺伝子を発現するモデルマウス

は、マウス尻尾から抽出したゲノム DNA の
制限酵素断片マップにより同定し，目的と
するマウスだけを選別飼育し、実験に使用
した。 
 

（２）ヒト AD およびモデルマウス脳病因
Abeta オリゴマーの検証 
脳組織は、TBS(50mM Tris-HCl, pH 7.6, 150mM 
NaCl)、1％Triton X-100/TBS、1％SDS/TBS に
より、磨砕、遠心後に上清画分と沈渣画分に
分離し、沈渣は洗浄後、再度遠心後に上清画
分と沈渣画分に分離される事で、順々に、不
要成分を抽出した。これらの分画くに含まれ
る Abeta オリゴマーを電気泳動後、ドライブ
ロットによる添書後、1％Skim ミルクを含む
1％Triton/TBS にてブロック処理を行い、一
次抗体、洗浄、2 次抗体、洗浄化学発光を実
施し、免疫反応した蛋白バンドを検出した。 
 
（３）認知症能力テスト 
脳組織の組織染色、海馬 LTP 生理学検査、
water mazeによる空間認知機能検査を実施し
た。 
 
 
４．研究成果 
まずモデルマウスでの Abeta作用の詳細な分
析を展開し、次に、。 
（１）アルツハイマー病（AD）のモデルマウ
スの作成、交配、繁殖、飼育 
 

（１） Abeta オリゴマーマウスは、空間認知所為機
能障害を引き起こすが、老人斑やタウ病は観
察されなかった。そこで、ヒトタウ遺伝子を
生理的に発言するモデルマウスを作成し、
Abeta オリゴマーマウスとの交配マウスを作
成した。 

（２） その結果、タウ遺伝子に変異の内野生型タウ
を発現するマウスは、2 年間の長期市域後に
おいても、神経原線維変化などのタウ病変は
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補として注目されている化合物を Abeta結合
性から検討した。リファンピシン、クルクミ
ン、EGCG（エピガロカテキン）、ミリセチン、
シロイノシトールを検討したが、いずれも効
果の大小はあるが Abetaオリゴマーを減少さ
せる効果があったが、とくにリファンピシン
が顕著な効果をもつこと確認された。 
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