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研究成果の概要： 

神経細胞またはグリア細胞特異的に遺伝子を導入できるアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクター

を使用して神経変性疾患における病態を解析し新たな治療法を開発することを目標に研究を実

施した。脳内の神経細胞特異的にアミロイド前駆体蛋白質を発現させてアルツハイマー病のモ

デルマウスを作製した。特定の変異型TDP-43を脳内で発現させたマウスでは行動異常が認めら

れた。 
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研究分野：神経内科学 
 
科研費の分科・細目： 神経病態生化学 
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  (4)  アデノ随伴ウイルス        (5)                           (6)                           
 
１. 研究開始当初の背景 

  中枢神経系への遺伝子導入用ベクターと

して、アデノ随伴ウイルス adeno-associated 

virus (AAV)ベクターの有用性が認知されてき

た。  AAVベクターは、炎症・免疫反応をほ

とんど惹起することなく、脳内に導入した遺

伝子を長期間発現させることができる。  元

来、遺伝子治療用のベクターとして開発が進

められてきたが、神経科学研究において有力

な tool としての応用が注目されている。 私

たちは、AAV の基礎研究と AAV ベクターを

応用した神経変性疾患の遺伝子治療の研究
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を継続してきた。 パーキンソン病の遺伝子

治療研究では、モデルサルの脳内に AAV ベ

クターによってドパミン合成系の酵素遺伝

子を導入すると運動障害の改善効果が得ら

れることを世界に先駆けて報告し(Hum Gene 

Ther、2002)、臨床応用も開始している。筋萎

縮性側索硬化症(ALS)の遺伝子治療として、

AAV ベクターによって四肢の筋肉に GDNF

を発現させる方法を開発し、ALSのモデル動

物である SOD1 transgenic miceにおいて、脊

髄の運動神経細胞の変性脱落が抑制され、寿

命が延長できることを報告した(J Neuroosci、

2002; Neurosci Res、2003)。 アルツハイマー

病の遺伝子治療として,アミロイド蛋白の分

解酵素である neprilysinの遺伝子を AAVベク

ターによって海馬の神経細胞に導入すると

老人斑の形成が抑制されることをモデルマ

ウスの実験で明らかにした (理化学研究所と

の共同研究; J Neurosci、2004; Ann Neurol、

2005)。  より安全なベクターとして、合成エ

ストロゲンであるタモキシフェンを投与す

ることにより導入した遺伝子の発現レベル

を誘導的に調節できる AAV ベクターを開発

した (フランス IGBMC との共同研究; Mol 

Ther 2006)。上記 AAVベクターの研究の他に、

霊長類 (カニクイサルおよびヒト )の

embryonic stem (ES) cellを使用した分化誘導

および遺伝子導入実験を行っている( J Gene 

Med、2003; Stem Cell、2006)。 

 

２. 研究の目的 

  新規に開発した神経細胞またはグリア細

胞特異的に遺伝子導入可能な AAV ベクター

を使用して神経変性疾患の病態解析を行う。

アルツハイマー病患者の脳内に老人斑とし

て蓄積する βアミロイドによる細胞変性の機

序を、βアミロイドの前駆体蛋白質(APP)を長

期間継続して過剰発現させることが可能な

AAV ベクターを使用した実験系で解析する。 

初代培養細胞・ES細胞を使用した in vitroの

実験に加えて、マウス・ラット・カニクイサ

ルにおける病態モデルを作製する。また、家

族性筋萎縮性側索硬化症(ALS)および前頭側

頭葉型認知症の脳内に蓄積していることが

見いだされ、その病態解析が急がれる TDP-43

を発現する AAV ベクターを使用して病態モ

デルを作製する。 

 

３. 研究の方法 

(1 )  AAV ベクターの作製  

  神経細胞またはグリア細胞選択

的に遺伝子導入可能な AAV ベクタ

ーを開発する。  ベクターに搭載す

る発現調節配列を遺伝子工学的手法に

より改変し、細胞特異的な遺伝子発

現を実現する。  申請者らが開発し

た AAV3 由来のベクター  (L i  e t  a l。、

Mol The r、 2006)  をはじめ、 AAV8

などの新しい AAV 由来のベクター

を使用する。  β アミロイドの前駆体蛋

白質である amyloid precursor protein (APP)

および TDP-43 を発現するベクターを作製

する。 

 

(2) 培養細胞における解析 

  カニクイサルの ES 細胞から分化誘導した

神経細胞を使用する。１）で作製した各種の

AAV ベクターをこれらの細胞に感染させて、

細胞毒性の発現機序を生化学的および免疫

細胞化学により解析する。  ES細胞からの神

経細胞の分化誘導に際しては、グリア細胞の

条件培地を使用した浮遊培養法を使用し、高

純度の神経細胞を得る。 

 

(3) 小動物での解析 

  マウスの脳内に、１）で作製した各種の



 

 

AAV ベクターを定位脳手術によって注入し

病態モデルを作製する。 

 

(4) モデルサルの作製 

  カニクイサルの脳内に、１）で作製した各

種の AAV ベクターを定位脳手術によって注

入し病態モデルを作製する。 
 
４．研究成果 

(1) 神経細胞特異的 AAVベクターの作製 

  ３型AAVの両端 inverted terminal repeats 

(ITR) 配列の間にアミロイド前駆体蛋白質

APPの遺伝子を組み込み、３型と８型の各カ

プシドを持つpseudotype AAVベクターを作製

した。Sy神経細胞特異的発現を得るため

Synapsin 1 (SynI)プロモーターを使用した。

Sweden型変異（K670N、M671L）APP(APPsw)

についても  AAVベクターを作製した。 

 

(2) APP発現モデル動物の作製 

  (1)で作製した各種のAAVベクターをマウ

スの脳（海馬および線条体）へ定位脳手術に

より注入し、APP遺伝子を強制発現させた。

SynIプロモーターにより神経細胞特異的に

APPswを発現させたマウスでは、抗アミロイ

ドβ(Ab)抗体6E10による免疫組織染色で、注入

側の海馬および線条体の広範な領域で陽性反

応が認められた（図1）。 

 

  図1：マウス脳組織の免疫組織染色 

成体マウス（C57BL/6J、♂、4週齢）の片側

半球の線条体と海馬にAAV3-APPSwベクター

を注入した。2週間後に4%PFAで灌流固定し、

Ab抗体6E10で染色した。注入側（図の左）の

海馬で広範な発現が認められる。 

 
 

カニクイサルにも大脳皮質・海馬に AAV 

-APPswを注入し、現在経過観察中である。 

 

(3) ES細胞における解析 

  カニクイサル ES 細胞からグリア細胞の条

件培地を使用して神経細胞を分化誘導した。

この神経細胞に AAV-APPswにより APPを発

現すると神経細胞死を誘導するアミロイド

凝集体が検出された。（三菱生命科学研究所 

星美奈子チームリーダーとの共同研究。論文

投稿中） 

 

(4) TDP-43発現モデルの作製（詳細は論文準備中

のため未公開） 

  変異型 TDP-43を発現するAAVベクターを

作製しマウスの脳内に注入した結果、特異な

行動異常を呈するモデルを作製できた。 
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