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研究成果の概要（和文）：精神症状の強い家族性AD病患者に認められた、新規のプレセニリン１の1アミノ酸欠
損の変異を導入したTgマウス(Psen1 delta p.277)を、CRISPR/Cas9法を用い作製した。作製の過程で、200回以
上のインジェクションを行ったが、死産、または出生してもすぐに死亡する個体が多く、生存する個体が得られ
なかった。そのため、ガイドRNA(crRNA)の配列を再設計するなどして、生存する変異個体を得、3年目の終わり
に繁殖が可能となった。期間内に変異マウスを作製することができたが、解析については、引き続き研究を継続
し、変異個体の加齢を待ち、神経病理学および行動異常の有無などの検討を行う。

研究成果の概要（英文）：We report the familial Alzheimer pedigree carrying a novel mutation, three 
bases deletion, which results in one amino acid deletion of PS1 (Psen1 delta p.277). To establish 
the adequate animal model of AD especially presenting BPSD-like symptoms, we planned to make the 
transgenic mice harboring the mutation using CRISPR/Cas9 method. Even after injecting more than 200 
times, no living mutant mouse was obtained. Remodeling guide RNA(crRNA) results in successfully 
establishing the transgenic mice, which will enable the neuropathological and behavioral analysis 
after aging of these transgenic mice, both heterozygote and possibly homozygote.

研究分野： 臨床神経学

キーワード： アルツハイマー病　BPSD　プレセニリン１　トランスジェニックマウス　CRISPR/Cas9
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１．研究開始当初の背景 
急速に高齢化する我が国で、認知症（特に

アルツハイマー病）は社会的にも経済的にも

大きな問題であり、加えて実際の在宅介護や

施設の現場では、患者の認知機能障害以上に

BPSD：認知症の行動・心理症状（Behavioral 

and Psychological Symptoms of Dementia）

が大きな負担となっている。 

多くの神経変性疾患と同様に、アルツハイ

マー病(AD)の研究も家族性 AD を研究するこ

とで、原因遺伝子同定に至り、背景となる分

子生物学的知見が近年急速に集積されてい

る。一方、臨床の場では、35 年の歴史を持つ

コリン仮説に基づくアセチルコリンエステ

ラーゼ阻害薬：AChEI が数種類開発され使用

され一定の効果を得ている。臨床の現場で、

これらの AChEI はいわゆる中核症状（認知機

能障害）の改善も期待される一方、介護の場

での困難さの原因となっているいわゆる周

辺症状（BPSD）の改善を期待されて投与され

ることも多い。BPSD のコントロールの可否が

今後の保険医療政策を左右しかねない問題

でありながら、暴力、暴言、徘徊、抑うつ、

不安、幻覚、妄想などの BPSD の病態機序の

分子生物学的研究については、これまで重点

的に行われては来なかった。 

今回我々は家族歴のある精神症状が極め

て強い家族性 AD において、隣接した欠失と

点変異を併せ持つ特異な新規プレセニリン

１遺伝子変異を同定した。発端者の母親は精

神疾患と診断され、40 代前半に精神病院で死

亡。発端者も 37 歳時に精神症状を来たし、

統合失調症と診断されていた。我々に診察時

（43 歳）には、認知機能障害と共に罪業妄想、

抑うつなどが強く、一般病棟での管理が困難

な状況であった。 

これまでの研究から一番頻度の高い AD の

原因遺伝子であるプレセニリン１において、

突然変異の部位によって様々な臨床症状を

きたすことが知られている。例えば、エキソ

ン 9 をスキップする Delta9 変異では痙性対

麻痺をきたし、Cotton wool plaque と呼ばれ

る特異な病理像を示すことが知られている。

我々が今回同定した特異な新規変異は、これ

まで遺伝子変異が同定・報告された家族性 AD

の中でも特に精神症状に強く関連した変異

だと考えられる。 

これまで、ADの良いモデルマウスの作製は

困難を極めている。APP 遺伝子変異やプレセ

ニリン遺伝子変異を組み込んだトランスジ

ェニックマウスは、病理学的所見および行動

解析において、ヒトの AD を十分に反映した

モデルマウスとしては確立されていない。現

在の広く使用されている AD のモデルマウス

は、APP 変異遺伝子およびプレセニリン変異

遺伝子の重複過剰発現のトランスジェニッ

クマウスであり、二重変異であるがゆえに、

その解釈を複雑にしている。 

今回、我々が作製を試みる新規プレセニリ

ン遺伝子変異のトランスジェニックマウス

においても上記と同様の困難さが予想され

るが、特に本変異は神経細胞死に伴い（ニュ

ーロトランスミッターの低下が想定される）

認知機能障害のみならず、（ニューロトラン

スミッターの亢進が想定される）強い精神症

状を来すことから、アセチルコリン、ドパミ

ン、セロトニン、ノルアドレナリン系などの

ニューロトランスミッターの変化による行

動異常が認められる可能性が高いと推測し

ている。 

行動解析にて異常が検出された場合は、

BPSD の病態生理・病態機序の解明につながり

うる知見を得ることができる可能性が高い

と考える。それにより BPSD に対する新たな

作用を持つ薬剤の開発などに応用可能性を

持つ。 

さらには、神経変性疾患領域ののみならず、

幾つかの仮説はあるものの確固たる分子生

物学的な病態機序が明らかになっていない

いわゆる内因性精神疾患（統合失調症など）



の研究に応用が可能なモデルとなる可能性

も秘めていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究で我々は、強い精神症状を呈した新

規プレセニリン遺伝子変異を導入したトラ

ンスジェニックマウスを作製・行動解析・免

疫組織学的検討を加えることで、BPSD の症状

発現に関与する神経伝達物質系や関連蛋白

などの同定を試み、今後のより良い BPSD 治

療薬の開発への足がかりとすることを目的

とする。 

BPSD の分子生物学的機序を研究するため

のトランスジェニックマウスの作製を目指

すにあたり、今回我々が見出した変異は、AD

の中核症状である認知機能低下を来すと同

時に、はっきりとした強い精神症状を呈する

ことから、この目的に極めて適した変異であ

ると考える。この変異を in vitro および in 

vivo でのモデルに組み込むことで、BPSD の

発症に関与する神経伝達系や関連蛋白など

の同定を試み、さらには今後のより良い BPSD

治療薬の開発への足がかりとすることを本

研究の目的としている。 

 

３．研究の方法 

これまで多くの AD の病態を反映したトラ

ンスジェニックマウスの作製が試みられて

いる。今回、我々は、2013 年に開発された

CRISPR/Cas9 (clustered regularly 

interspaced short palindromic 

repeats/CRISPR associated protein 9) を

用いたトランスジェニックマウスの作製と

目指すこととした。これは、APP や PS1 が AD

の原因遺伝子として、報告された当時に試み

られた変異ヒト遺伝子の導入し、大過剰の発

現から、表現型を起こさせる方法に比して、

マウスの遺伝子を変異させることで、より患

者で実際に起こっている病態を発現させる

環境に近いと言える。 

欠点としては所謂 Loss of function による

発症する劣性遺伝形式をとる疾患のモデル

としては有利である反面、Gain of function

による発症が想定される家族性常染色体優

性遺伝形式をとる神経変性疾患では、十分な

異常たんぱく質の蓄積が、マウスの比較的短

い生存期間で認めにくいことが想定される

ことである。そのことは、神経病理学的検討

が困難となる可能性を想定させるが、特に変

異ホモ接合体では、マウスの正常プレセニリ

ン１が異常プレセニリン１を代償すること

がないため、行動異常などではむしろ来しや

すいと考えた。 

トランスジェニックマウスの作製につい

ては、技術的に熟達した山形大学医学部メデ

ィカルサイエンス推進研究所遺伝子実験セ

ンター（以下センター）の中島修教授の技術

的 協 力 の 元 に 作 製 を 行 っ た。 ガ イ ド

RNA(crRNA)の配列の設計、オリゴ RNA/ドナー

DNA の設計についても、技術的なを相談しな

がら、行われた。それらを使用し、センター

で、ガイド RNA(crRNA)を介した DNA 切断活性

の in vitro での確認をした。その後、マウ

ス受精卵前核への Crispr/Cas9 mRNA/ss 

donorDNA の導入を行った。 

 

４．研究成果 

本研究の TG マウス作製については、記述

的に熟練した山形大学医学部メディカルサ

イエンス推進研究所遺伝子実験センターの

協力の元に作成がなされた。CRISPR/CAS9 法

で、第一回目を作製（インジェクション後、

162 個の生き残り胚を戻し、帝王切開で 22 匹

を得たが、3匹が生後まもなく死亡）、生存し

ている個体については、遺伝子変異の導入が

確認されなかった。第二回目も作製（インジ

ェクションを後、93 個の生残り胚を戻し、2

匹帝王切開で生まれたが1匹死亡）されたが、

変異を含んだ個体を作製できなかった。

CRISPR/CAS9 法に使用されるガイド RNA の再

設計を行い、第 3回は、卵にハイブリッド系



（BDF1)も用いたが、帝王切開して得た 25

匹中 18 匹が尾が短く、蘇生できず、死亡。

B6 の卵を用いた系でも同様で、生きた個体

を得ることができなかった。 

最終的には 3年目の終りに、上記の BDF1

の卵を用いての生存個体を 3体得ることが

できた。BDF1 バックで繁殖を行っており、

今後、行動評価や病理評価を行っていく予

定である。トランスジェニックマウス作製

が困難であったことから、致死である可能

性が示唆されているホモ個体であるが、ヘ

テロ個体を掛け合わせ作製を試み、行動異

常の検討を行うと同時に、加齢に伴う神経

病理学的な変化も検討を予定している。 
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