
大阪大学・医学系研究科・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2018

生活習慣病とアルツハイマー病を同時に標的とする新規治療法の基盤構築

Basic research for a new concurrent treatment against lifestyle diseases and 
Alzehimer disease.

００５２８４２４研究者番号：

山本　浩一（Yamamoto, Koichi）

研究期間：

１８Ｈ０２７３２

年 月 日現在  ４   ５ １９

円     9,900,000

研究成果の概要（和文）：我々はアンジオテンシンII(AII)の1型受容体(AT1)が、アルツハイマー型認知症(AD)
を促進するアミロイドβ(Aβ)の細胞反応を担うことを見出しており、本研究では、AT1に対するワクチン療法が
AD治療に有効かについて基礎的検討を行った。まず、3種類の抗AT1ワクチンがAIIによるマウスの血圧上昇反応
を抑制することを確認した。また、抗AT1ワクチン投与後のマウス血清や精製した抗AT1抗体がAβの細胞内移行
を抑制することを確認した。一方、高齢マウスに対して1種類の抗AT1ワクチンを投与し、6ヵ月後に認知機能を
評価したところ、コントロールのワクチンに比べて認知機能の改善は明らかではなかった。

研究成果の概要（英文）：Based on our findings that the type 1 receptor of angiotensin II (AII) 
AT1), which regulates blood pressure, is responsible for the cellular response of amyloid-β (Aβ), 
which promotes Alzheimer's disease (AD), we conducted a basic study to investigate whether vaccine 
therapy against AT1 could be a disease-modifying-drug for AD. First, we confirmed that three 
anti-AT1 vaccines suppressed AII-induced hypertensive response in mice. We also confirmed that mouse
 serum after anti-AT1 vaccine administration or purified anti-AT1 antibody inhibited intracellular A
β uptake. On the other hand, when one type of anti-AT1 vaccine was administered to aged mice and 
their cognitive function was evaluated 6 months later, there was no apparent improvement in 
cognitive function compared to the control vaccine.

研究分野：アルツハイマー型認知症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー型認知症(AD)の根本的治療薬(DMT)は未だに確立されておらず、研究の進展が望まれている。本
研究は独自の研究結果に基づいて、アンジオテンシンII1型受容体(AT1)に対するワクチンがAD治療に有効である
か基礎的に検証する計画であった。研究成果からはアミロイドβ(Aβ)がADを促進する細胞反応を抗AT1ワクチン
で産生される抗体が抑制する結果が得られたが、高齢マウスの認知機能の改善作用は認められなかった。本研究
の過程でAT1に対する阻害療法がADを改善することを支持する研究成果が得られており、今後も継続的に検討を
行うことでADのDMT開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(AD)は認知症最大の原因疾患であり、ADに対する有効な治療手段の確立は国家戦
略的にも重要な課題に位置づけられる。AD の発症病理は簡略的には脳内へのアミロイド β(Aβ)の蓄
積と続発する Tau の異常リン酸化に伴う神経原繊維変化であり、その病態形成過程を標的とした根本
治療薬(Disease-modifying therapy, DMT) の開発が数多く試みられてきた。DMT を AD治療に臨床応
用する際の問題として、認知機能低下が顕在化する時点では神経細胞死を効果的に抑制できない点
があり、バイオマーカーや画像診断による発症前診断の開発が進められている。一方、糖尿病や高血
圧などの生活習慣病は認知症のリスク因子であることが多くの研究から明らかにされている。罹患率の
高い生活習慣病への治療介入は全体の AD 発症リスクを軽減する点で寄与度が高いと考えられるが、
生活習慣病治療薬がリスク因子改善効果だけでなく DMT としての性質を有していれば理想的である。
申請者らはそのような生活習慣病治療薬の候補としてアンジオテンシンII(AII)1型受容体(AT1) 拮抗薬
(ARB)に着目し検討を行ってきた。ARB 内服者では ACE 阻害薬を含めた他の降圧薬内服者に較べて
ADや認知症発症が抑制される事を示唆する観察研究が剖検脳での検討も含めて近年報告されている
(1)。基礎研究においては、認知症モデルマウスに対する ARB 投与が他の降圧薬にはない認知機能低
下抑制効果を発揮する事が、研究分担者も含めた複数のグループから報告されている(2)。このように
ARB は AD に対する DMT として機能する可能性があるが、従来の概念ではその機序の説明は困難で
あった。パターン認識受容体(PRR)の RAGE は脳血液関門(BBB)で脳毛細血管内皮細胞を介した血管
から脳への Aβ の移行や、脳内での Aβ 細胞内蓄積を担うこと、神経細胞で細胞傷害性シグナル活
性化を惹起する事で AD の進行に寄与する(3)。申請者らは RAGE が G 蛋白共役型受容体(GPCR)の
AT1 と細胞膜上で複合体を形成し、Aβ を含む RAGE リガンドが AT1 を活性化させる機構がある事を
見出しており(4)、それが ARB による AD 進展抑制を説明する機序である事を解明すべく検討を行って
きた。これまでに、RAGE リガンドによる G 蛋白依存性の細胞内シグナル活性化は ARB により抑制され
る結果を得ている。一方、申請者らは RAGE リガンドの細胞内移行が AT1 活性化時に生じる β アレス
チン依存性の AT1 細胞内移行に伴って起こる結果を得ているが、この現象は ARB で抑制されなかっ
た。すなわち、ARB は RAGE による AD 進展機構のうち神経細胞のシグナル活性化による細胞傷害は
抑制するが、血管から脳への Aβ の移行や、脳内での Aβ細胞内蓄積は抑制しないことが示唆される。
このような ARB の特異的な効果は、近年解明が進んでいる、GPCR の構造変化による選択的活性化で
説明可能である。すなわち、ARB による AT1 構造変化阻害は RAGE リガンドによる G 蛋白依存性経路
の活性化は抑制するが、β アレスチン依存性の AT1 細胞内移行は抑制しないことが考えられる。一方、
研究分担者らは生活習慣病を標的にした治療ワクチンの開発を行っており、内因性蛋白に対して自己
免疫応答を来さずに抗体産生を主導する技術を確立している。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれまでの研究結果を基に Aβ の RAGE 依存性細胞内移行を抑制する抗 AT1DNA ワク
チンを開発し、モデルマウスを用いて ADに対する DMT としての有効性を検討する。 
 
３．研究の方法(申請時(研究期間中に修正した計画も含む)) 
(概要) 3 つの戦略に基づく計画を立案する。戦略 1 では抗 AT1DNA ワクチンを複数作成してマウスに
おける抗体産生能や昇圧抑制能を評価する。戦略 2 では戦略 1 で選別した DNA ワクチンを投与した
マウス血清から抽出した抗体を用いて Aβ の細胞内移行を抑制する抗 AT1 抗体をスクリーニングによ
り同定する。戦略 3では戦略 2で同定された抗 AT1DNA ワクチンが ADマウスの認知症発症抑制効果
に優れる事を、ARB 等との比較により検証する。 
(方法) 戦略 1: AT1 の細胞外領域をエピトープとする 3 種類のペプチド((16-25)-DDCPRAGRHS, (91-
101)-EYRWPFGNHLC, (180-187)-CAFHYESR)をキャリア(KLH)とコンジュゲートしたペプチドワクチン
を作成し 8 週齢の野生型マウス(各 n=6)に 2 週間毎に 3 回投与する。 
投与後 2 週毎に血清を採取し抗体価を評価し、初回投与 8 週後に AII を腹腔内に持続注入し血圧変
化をテレメトリー法により評価する。 
戦略2: 戦略1で抗体価の上昇や昇圧反応の抑制を惹起したワクチンを投与したマウスの血清から IgG
抗体分画を抽出し、誘導された抗 AT1 抗体の機能を評価する。 
蛍光標識 Aβを RAGE, AT1 単独発現 CHO 細胞、RAGE, AT1 共発現 CHO細胞に投与する。蛍光
標識 Aβ は RAGE, AT1 共発現 CHO 細胞にのみ取り込まれる事を予測するが、この現象を抑制する
抗体を産生するワクチンを同定する。また Cos7 細胞に蛍光 tag 付きの AT1-GFP(緑), RAGE-
mCherry(赤), Clathrin(AT1 細胞内移行に関与する蛋白)-BFP(青)ベクターを導入し、高解像 Spinning 
disk 顕微鏡(Olympus, SD-OSR)を用いて細胞膜面の観察を行い、リガンド刺激時の蛍光動態を live 
imaging により可視化する。これまでの予備実験により、RAGE リガンド刺激により 3 種類の蛍光が一体
化(merge)し消失するイメージが得られる事が予測されるが、その現象を抑制する抗体を同定する。また、
脳毛細血管内皮細胞や神経細胞への蛍光標識 Aβ 投与時の細胞内取り込みが同定した抗体を用い
て抑制されるかについて検討を行う。また血液脳関門(BBB)in vitro 再構成系モデル(ファーマコセル
社)を用いて Aβの BBB 通過の抗体による抑制についても検討を行う。 



戦略 3: 戦略 2 で同定した抗体を産生する抗 AT1 ワクチンを用いて行う。AD モデルマウスである脳神
経特異的ヒト変異 APP 過剰発現マウス (APP23 マウス)と AT1 欠損 APP23 マウスと糖尿病発症
(db/db)APP23 マウスに対して 12 週齢時に抗 AT1 ワクチン、コントロールワクチン、媒介(ワクチンなし、
ARB投与群と非投与群に分ける)を投与する。12週齢、24週齢、48週齢に認知機能検査と血圧測定を
施行する。その後解剖し組織学的評価を行う。また既報に従い、放射性標識した Aβ を経静脈的にマ
ウスに投与し、脳内への移行が ARB 投与マウスでは抑制されずワクチン投与マウスで抑制される事を
確認する実験も計画する(5)。 
 
４．研究成果 
研究結果) 
戦略 1: AT1 の細胞外領域をエピトープとする 3種類のペプ
チド((16-25)-DDCPRAGRHS, (91-101)-EYRWPFGNHLC, 
(180-187)-CAFHYESR)をキャリア(KLH) とコンジュゲートし
たペプチドワクチンを作成した(以下、(16-25)、(91-101)、
(180-187)とする。)。方法通りにワクチンの投与を行い、6 週
間後に angiotensin II を 1 週間投与した結果血圧の上昇は
3 種類のワクチンともにコントロール群に比して 20-30%程度
抑制されていた(図 1)。ワクチン投与ごとの抗体価はいずれ
も投与前に比して上昇を認めた(図 2)。 
 
戦略 2: 3 種類のペプチドワクチン投与マウスとコントロール
マウスの血清を抽出した。RAGE や AT1 を安定発
現させた CHO 細胞（CHO-RAGE-AT1）に蛍光標
識 Aβ(1-42)を投与し、24 時間後の細胞内蛍光
Aβの発現量を定量評価した。図 3 に示す通り、コ
ントロールマウスや、異なる蛋白(X)を標的としたペ
プチドワクチンを投与したマウスの血清に比して
AT1 ワクチン投与血清の前投与は 3 種類ともに細
胞内蛍光Aβの発現量低下を認めた(図3)。次に、
我々は(16-25)と(91-101)ペプチドを用いてウサギ
からポリクローナㇽ抗体を精製した。CHO-RAGE-
AT1を用いた同様の検討で、いずれの抗体もコント
ロール（rabbit-IgG）に比し細胞内蛍光 Aβ の発現
量を減少させる結果が得られた(図 4)。一方、培養
血管細胞を用いた検討も行ったが、結果のば
らつきが大きく有意な結果は得られなかった。
尚、方法に記載したSpinning disk顕微鏡を用
いた実験では細胞膜面の AT1-eGFP(緑), 
RAGE-mCherry(赤)が Aβ 刺激時に Merge
して細胞内に消失する現象を観察、定量評
価することに成功した(6)。(Clathrin-BFP との
triple merge に関しては検出できず断念)。一
方、抗体の効果判定には適していないと判断
し実験は行わなかった。また、BBB in vitro 再
構成系モデルに関しては、内皮細胞間の細
胞間隙からの Aβ 漏出の影響を除外した適
切なモデルの構築が困難であったため、抗体
の効果判定には用いなかった。戦略2の結果
から、少なくとも二種のペプチドワクチン((16-
25)、(91-101))から産生された抗 AT1 抗体は
RAGE,AT1 を介する Aβ 細胞内移行を抑制
する可能性が示唆された。 
 
戦略 3:方法に記載した通り、当初は AD モ
デルマウスである APP23 マウスを実験に用
いる予定であったが、マウスの繁殖不良で
交配が進まなかったことや、また、ワクチン
投与により死亡するマウスが想定以上に出
現したため想定通り進めることはできなかっ
た。一方、我々は AT1 欠損マウスが野生型
(C57BL6)マウスに比して中年期以降の認
知機能の低下が抑制されることを、受動回
避試験を用いて見出した(未発表)。また、



AT1 欠損マウスでは加齢による骨格筋機能低下が抑制されることが報告されている。そこで、我々は抗
AT1 ワクチンが高齢マウスの認知機能や骨格筋機能に及ぼす影響に関して検討を行った。18 か月齢
のマウスにコントロール(KLH)ワクチンと (16-25)-KLH ワクチンを戦略 1 と同様の間隔で投与し、24 か
月齢で握力検査と受動回避試験を用いた認知機能の評価を行った。その結果、(16-25)ワクチン群で
はコントロールワクチン群に比して 24 か月齢における血圧の低下、握力の低下、体重の減少、骨格筋
重量の有意な減少を認めた。一方、受動回避試験においては両群に有意差を認めない結果であった。 
 
考察)本研究計画では抗AT1DNA ワクチンが我々の見出した、「RAGE, AT1 を介する Aβの細胞内移
行」を抑制することで AD の病態を改善するか検証することを目標とした。戦略 1 においては、3 種類の
ワクチンともに AII による昇圧作用を抑制する結果が得られた。戦略 2 においては細胞実験において、
3 種類のワクチン血清や 2 種類のワクチンの精製抗体が「RAGE, AT1 を介する Aβ の細胞内移行」を
抑制することを支持する結果が得られた。一方、当初の方法を変更して行った、ワクチンの生体での効
果検証実験においては、抗 AT1DNA ワクチンがマウスの老化による認知機能や骨格筋機能を抑制す
る結果が得られなかった。その要因として以下の可能性を推測している。 
1. モデルが抗体効果の検証には不適切であった。 
上述のように当初計画の AD モデルマウスを使った実験から老齢野生型マウスを使った実験に変更し
た。老化による認知機能低下と AD による認知機能低下はメカニズムが異なるため、抗体の効果が検出
できなかった可能性がある。一方、AT1 欠損マウスにおける抗老化形質がワクチンでは再現されず、そ
の要因は更なる検証が必要である。 
2. 実験に用いたワクチンが不適であった。 
戦略 3 では今後の開発戦略も考慮して(16-25)-KLH ワクチンを使用した。(16-25)-DDCPRAGRHS は
AT1 の N 末端側の細胞外領域に一致するペプチドであり、他の 2 種類のペプチドと領域が異なる。結
論を得るためには他のワクチンの効果検証も必要である。 
3. 細胞実験と動物実験で効果が異なる。 
均一の環境下での細胞実験と生体モデルを用いた実験の環境の違いが結果に影響を及ぼした可能性
がある。特に本研究では高齢マウスを実験に用いたため、ワクチン投与による非特異的な影響が大きい
ことを考慮する必要があり、結論を得るためには異なるモデルを用いた検証が必要と考えられる。 
このように抗 AT1DNA ワクチンが AD の病態を改善する疾患修飾薬となり得るかについては本研究
では結論を得ることができなかった。一方、「Aβ による AT1 活性化機構が AD 発症に関与するか?」に
ついては本研究期間中にマウスモデルを用いたデータを蓄積しており、その結果からは AT1 を標的し
た治療が AD の根本治療となり得ることが支持される。また、DNA ワクチン以外の AT1 を阻害する薬物
介入がARBと異なり、Aβを介したAT1活性化を完全に抑制することを本研究期間中に見出している。
AD に対する疾患修飾薬の開発に向けて、複数の戦略で今後も検討を進める予定にしている。 
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