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研究成果の概要（和文）：今回家族性アルツハイマー病のAPP変異遺伝子をFlp-In T-REx-293 (T-REx)細胞に導
入し, 細胞内外のAβモノマー, Aβオリゴマーの産生量を解析した.細胞外Aβモノマー量はスウェーデン型で野
生型よりAβ1-40, Aβ1-42量の高値を示した. オランダ型APPでは野生型と変わらず, ロンドン型APPではAβ
1-42/Aβ1-40比が増加していた. 細胞外Aβオリゴマー量はオランダ型A, ロンドン型APPで野生型よりも有意に
高値を示し、スウェーデン型で高い傾向を示した. 今回細胞外Aβオリゴマー量増加がアルツハイマー病発症の
共通メカニズムになりうる可能性を示した.

研究成果の概要（英文）：We herein employed the Flp-In T-Rex 293 (T-REx293) cellular system 
transfected with a single copy of wild-type, Swedish-, Dutch-, or London-type APP, and quantified 
the levels of Aβ monomers (Aβ1-40 and Aβ1-42) and AβOs using ELISA. The levels of extracellular 
AβOs were significantly higher in Dutch- and London-type APP-transfected cells than in wild-type 
APP-transfected cells. Increased levels were also observed in Swedish-type APP-transfected cells.  
On the other hand, intracellular levels of AβOs were unaltered among wild-type and mutant 
APP-transfected cells. Intracellular levels of Aβ monomers were undetectable, and no common 
abnormality was observed in their extracellular levels or ratios (Aβ1-42/Aβ1-40) among the cells 
examined. We herein demonstrated that increased levels of extracellular AβOs are the common 
phenotype in cellular models harboring different types of APP mutations. Our results suggest that 
extracellular AβOs play a key role in the pathogenesis of AD.

研究分野： アルツハイマー病

キーワード： アルツハイマー病　Aβオリゴマー　Aβモノマー　アミロイド前駆蛋白
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病 (AD)は認知症の原因疾

患として最も頻度が高く, その原因解明と治
療法の開発は急務となっている. これまでの
アルツハイマー病研究では, アミロイドβ 
(Aβ)の産生と分解のバランスが破綻した結
果, Aβが凝集・蓄積する「アミロイド仮説」
をアルツハイマー病の原因としてきた. しか
し Aβ1-42 / Aβ1-40 比の増加を根拠とする
「アミロイド仮説」にはいくつかの矛盾点が
あった. Holmesらの報告では, Aβワクチン開
発中止後の長期的事後検証試験において Aβ
1-42 ペプチドワクチンが, アルツハイマー
病患者脳のアミロイド斑を除去するが, 神経
変性の進行を妨げないことが明らかになっ
た.  
現在, アルツハイマー病の発症機序につい

ては, 可溶性 Aβオリゴマーがシナプスを障
害するオリゴマー仮説が主流となっている. 
しかし, 細胞レベルにおける Aβオリゴマー
の動態は未だ十分検討されていない.  
 
２．研究の目的 
今回家族性アルツハイマー病 (FAD)の原

因の一つであるアミロイド前駆蛋白 (APP)
変異遺伝子を Flp-In T-REx (T-REx 293) 細
胞に導入し, Aβ1-42, Aβ1-40, Aβオリゴマ
ーの産生量を定量した. Flp-In T-REx システ
ムでは, 単一コピーの遺伝子を細胞に導入で
きるため, より生理的な蛋白発現を解析でき
る.  
また Aβオリゴマーを測定するためのオリ

ゴマーELISA はすでに開発済みである.  こ
れら培養細胞系とELISA系を用いてFADに
共通する Aβ蛋白の動態を検討した. 
 
３．研究の方法 
(1) 変異型APPにSwedish型 (K670NM671L),  
Dutch 型 (E693Q),  London 型 (V717I)を選択
し, これら変異遺伝子を持つ APP を
pcDNA5/FRT/TO vector に導入した. 野生型
APP と変異型 APP を発現する細胞間におけ
る Aβの産生量を比較するために, 野生型
APP と変異型 APP を発現する T-REx 293 細
胞の stable cell line を作製した. 
 T-REx 293 細胞内の APP 局在を調べるため
に, 抗APP-C抗体を用いてT-REx 293細胞の
免疫染色を行った. 
 
(2) T-REx 293細胞を2日間37℃無血清で培養
後, 培地と細胞成分を回収した. ウェスタン
ブロット法を用いて, 野生型APP, 各APP変
異遺伝子導入細胞の APP, Aβ monomer, Aβ 
origomer 量を抗 APP-C 抗体, 抗β-amyloid 
(6E10)抗体を用いて解析した. 
 
(3) T-REx 293細胞を2日間37℃無血清で培養
後, 培地・細胞を回収した. ELISA 法を用い
て, 野生型APP, 各APP変異遺伝子間で細胞

内外のAβ1-42, Aβ1-40, Aβ oligomer量を
比較検討した.  
 
４．研究成果 
(1) 野生型, Swedish, Dutch, London 型 APP を
導入した細胞における total APP の発現を免
疫染色で観察した. APP の局在は野生型 APP
と各変異型 APP を導入した細胞間で発現
量・分布とも差を認めなかった. 
 
(2) T-REx 293cell の細胞成分 (5μg/lane)につ
いてウェスタンブロットを行ったところ, 
野生型, Swedish, Dutch, London type APP を
導入した細胞で total APP のバンドを検出
した. 各バンドの pixel countを Image Jで計
測した結果, total APP の発現量は野生型, 
各変異型 APP 遺伝子を発現した細胞の間
で有意な差はみられなかった. 
培地中に含まれる Aβモノマーの産生量を
抗β-amyloid (6E10)抗体を用いたウェスタ
ンブロットにより野生型と各変異型 APP で
Aβモノマーのバンドを観察した. 各変異型
APP 間で比較した結果, 野生型 APP と変異
型 APP を導入した細胞の培地で Aβ 
monomer の位置にバンドを検出した。Aβ 
monomer のバンドの intensity は Swedish 型
APP で最も強くみられた. 20-80kDa に存在す
るオリゴマーに相当するバンドは野生型
APP と各変異型 APP 間で明らかな差はみら
れなかった.  
 
(3)AβモノマーELISA にて測定した
Swedish 型 APP は野生型と比較して培地中
Aβ1-40, Aβ1-42 量が高値を示した. Dutch
型 APP では野生型と変わらず, Londn 型
APP では Aβ1-42 / Aβ1-40 比が増大してい
た (図 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 細胞外 Aβ1-40, Aβ1-42 量 



 
細胞内 Aβ monomer 量は野生型, 変異型

APP 導入細胞間で差はみられなかった。 
 
Aβオリゴマー量は APP 変異遺伝子を導

入した細胞の培地で高い傾向を示し, オラン
ダ型 APP (p＜0.05), ロンドン型 APP (p＜
0.01)で野生型よりも有意に高値を示した 
(図 2).  

図２. 細胞外 Aβ oligomer 量 
 
今回FAD mutationを導入した細胞におい

て共通して Aβオリゴマー量が増加する結果
が得られた. Aβ monomer ELISA の結果では, 
Swedish 型 APP 導入細胞では細胞外 Aβ1-40, 
Aβ1-42の顕著な増加, Dutch型APP導入細胞
では野生型 APP 導入細胞と同等, London 型
APP 導入細胞では Aβ1-42 / Aβ1-40 比が増加
しておリ, Aβ monomer 産生量に関しては変
異型APPに共通な特徴はみられなかった. 遺
伝子を単一コピーで導入可能な細胞モデル
を用いることで, より生理的な環境下で細胞
内外の Aβオリゴマー, モノマーの検出を試
み細胞外 Aβモノマー量, Aβ1-42 / Aβ1-40
比高値よりも,  Aβオリゴマー量増加がア
ルツハイマー病発症の共通メカニズムにな
りうる可能性を示した. これまで細胞内外
の Aβ monomer, Aβオリゴマーを定量す
るに辺り, 強制発現系での報告は多くされ
ていたが, 今回 Flp-In T-REx システムを用
いることで, アルツハイマー病の病理学的
変化をより正確に解析することが可能とな
り, 細胞外 Aβオリゴマーが AD 発症の有
力な候補分子であることを示唆することが
できた. 
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