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研究成果の概要（和文）：神経細胞特異的に細胞内輸送機能を低下させることで、脳の老年性（加齢性）変化を再現す
る孤発性アルツハイマー病モデルマウスの開発を目的とし、Tet-onシステムを用い軸索輸送モーター蛋白であるdynein
特異的shRNAを神経細胞特異的に発現するマウス作成を目指した。細胞実験系ではdyneinのノックダウンに成功したが
、作成したマウスの脳内でdyneinのノックダウンは確認されず、認知機能の低下も無かった。このマウスではshRNA発
現量が不十分と考えられ、今後、より強力なプロモーターを用いることで、新たなアルツハイマー病モデルマウスの開
発に取り組みたい。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop brand-new Alzheimer’s disease model mice which can reproduce 
age-related changes such as endocytic pathology. Our previous studies showed that the alteration in 
dynein-mediated retrograde transport can reproduce age-related endocytic pathology in vitro. Therefore, 
we tried to generate the transgenic mice which specifically express shRNA against dynein in neuronal 
cells. Although we confirmed that our shRNA efficiently downregulated dynein in vitro analyses, we failed 
to observe the knockdown of dynein in the brain of generated mice. We observed neither cognitive 
dysfunction nor endocytic pathology in the mice. Since we confirmed the strong downregulation of dynein 
in vitro analyses, we considered that the expression level of shRNA would be insufficient in vivo. Thus, 
we attempt to use more potent promoters to generate new Alzheimer’s disease model mice in future.

研究分野：実験動物学
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１．研究開始当初の背景
アルツハイマー病（
加齢によって発症する孤発性患者であり、そ
の病態メカニズムは未だ不明である
患者の脳組織を用いた病理学的解析や家族
性 AD
ロイド蛋白
金になる
の産生を亢進させる
導入したトランスジェニック
数多く作出され、それらモデルマウスを用い
た研究成果をもとに
が開発されたが、
AD 患者を対象とした臨床試験では
わるというショッキングな事態となった。こ
の失敗の要因の１つとして、既存のモデルマ
ウスの脳内では
する蛋白質が過剰に発現していることが挙
げられる。孤発性
家族性
する蛋白質の過剰発現は認められていない
ことから、たとえ病変形成が再現されるとは
いえ、既存のモデルマウ
を忠実に再現するモデル動物であるとは言
えない。
 一方、我々はこれまで、遺伝子改変を伴わ
ずとも
イザルを用いて脳神経系の加齢性変化を検
索してきた。その結果、脳内では加齢に伴い
エンドサイトーシス障害が生じ、その結果と
して
する原因となることを発見した
al., J Biol Chem 2009)
障害は、孤発性
高頻度に検出される病的変化であり
（Cataldo e
は家族性
い る こ と か ら （
Alzheimer Dis 2006; Nixon et al., 
Autophagy 2008
関与している可能性が指摘されている。
 そこで、加齢性エンドサイトーシス障害の
原因を明らかにするため、更にカニクイザル
脳組織を用いた検索を進めたところ、脳内で
は加齢に伴い軸索輸送蛋白の１つである
dynein
発見し、分子細胞生物学的手法を用いた検索
により、
シス障害を引き起こす要因であることを明
らかにした
2009) 
の機能を人為的に低下させてエンドサイト
ーシス障害を誘発することができれば、実際
の加齢性病態を再現できる新規
ウスの開発が可能になるのではないかと考
え、本研究計画の立案に至った。
 
２．研究の目的
 生体マウスの神経細胞内で
クダウンしてエンドサイトー
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４．研究成果 
Tg マウス作成用の遺伝子コンストラクト
については細胞を用いた予備試験の結果、
Dox 非存在下でも発現が見られたため、Dox
非存在下での shRNA の発現が厳密に抑制さ
れる系とするためにテトラサイクリン調節
性転写サイレンサー(tTS)を共発現する遺伝
子コンストラクト tetO-hU6-dynein shRNA
（図）を作成した。 
作 成 し た 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト
（tetO-hU6-dynein shRNA）が実際にテト
ラサイクリン応答性に dynein をノックダウ
ンするか否かを明らかにするため、Neuro2a
細胞を用いて検証を行った。まず、リポフェ
クション試薬を用いて Neuro2a 細胞に遺伝
子導入を行い、培養 24時間後に Doxを細胞
培養液中に添加した。Dox 添加 24 時間後に
細胞を回収してライセート化し、westernblot
による dynein の蛋白発現量検索を行ったと
ころ、 shRNA 発現細胞において有意な
dyneinのノックダウンが確認された。また、
shRNA 発現細胞ではエンドソームの輸送に
必須の GTPaseである Rab5や Rab7の有意
な発現上昇とともにアミロイド前駆体蛋白
質（APP）の蓄積が確認され、β切断産物の
蓄積も認められた。 
 遺伝子コンストラクト tetO-hU6-dynein 
shRNA 断片をマウス受精卵 340 個に注入し
247個が生存し、そのうち 2細胞期胚まで発
生した 207 個を偽妊娠マウス卵管に移植し
33 匹の産仔を得た。このうち 4 匹（4/33、
12.1%）が Tgマウスであり、Tg マウス 4ラ
インを樹立した。 
 CaMK2a-rtTA Tg マ ウ ス と
tTS-tetO-hU6-GFP Tg マウス、または新規
樹立した tTS-tetO-hU6-dynein shRNA Tg
マウスを交配して得られたダブル Tg マウス
（それぞれ、tetO-GFP Tg、tetO-shRNA Tg
とする）の雄個体（N=5）が 6カ月齢に達し
た時点で Dox投与を開始し、投与 4週間後の
マウスを用いて Y 迷路試験を行ったところ、
tetO-GFP Tgと tetO-shRNA Tg間における
有意な差は残念ながら確認されなかった。安
楽殺解剖後にそれぞれのマウスから脳組織
を採取し、左大脳半球の海馬組織からマイク
ロゾーム画分を抽出して westernblotを行っ
たところ、tetO-GFP TgマウスにおいてGFP
の発現が認められたのに対し、tetO-shRNA 
Tgマウスでは dyneinのノックダウンは確認
されなかった。また、右大脳半球を 4%パラ
ホルムアルデヒドで固定後にパラフィンブ
ロックを作成して病理学的解析を行ったと
ころ、神経細胞内における明らかなエンドソ
ームの肥大化や APP、Aβの蓄積は認められ
なかった。 
今回の Tg マウス作成に用いた遺伝子コン
ストラクトは全て、in vitro 実験系において
は有意な dynein のノックダウンを確認して
いる。このことから、今回作成したマウスの
脳内で dynein のノックダウンが確認されな

かった原因は、発現させた shRNA の配列が
問題なのではなく、十分なノックダウン効果
を発揮できるほどの shRNA を発現させられ
なかったことに起因すると考えられる。今後
は、より強力に下流の遺伝子を発現させるプ
ロモーターを用いた改良型遺伝子コンスト
ラクトを作成して、再度 Tg マウスの開発に
取り組みたい。 
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