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研究成果の概要（和文）：我々はAmyloid beta peptide (Abeta)4-10を発現する組換えダイズ蛋白(Abeta+)を作
製し，アルツハイマー病(AD)モデルマウスTgCRMD8で効果を検討した．9週から毎週1mgのAbeta+またはダイズ蛋
白 (Abeta-)を経口投与した．Abeta+投与マウスでは21週以降で学習障害の改善を認め、脳可溶性分画でAbeta 
oligomerは減少し、脳Abeta蓄積は減少した．免疫療法で問題となっている脳髄膜炎や微小出血は認められなか
った．組換えダイズ蛋白による経口免疫療法は安全で有効なADの予防療法になりうると考えられた．

研究成果の概要（英文）：We generated a transgenic plant-based vaccine, a soybean storage protein 
containing Amyloid-beta protein (Abeta) 4-10, named Abeta+ to prevent Alzheimer’s disease (AD). One
 mg of Abeta+ or control protein (Abeta-) was administered to TgCRND8 mice once a week from 9 weeks 
up to 58 weeks. Abeta+ immunization raised anti-Abeta oligomer antibodies. Spatial learning decline 
was prevented in the Abeta+ immunized group from 21weeks. Abeta oligomers decreased in TBS 
fractions, corresponding to an increase in high molecular weight Abeta oligomers in SDS extracts and
 Abeta smears in FA fraction of the Abeta+ treated group. There was significant inhibition of 
histological Abeta burden, especially in diffuse plaques, and suppression of microglial 
inflammation. No evidence of amyloid-related inflammatory angiopathy was observed. Abeta+ oral 
immunization could be a promising, cheap, and long-term safe disease-modifying therapy to prevent 
the pathological process in AD.

研究分野： アルツハイマー病
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白
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイドbeta蛋白抗体によるアルツハイマー病(AD)の予防効果が示され、実用化されつつある。本邦でも
Aducanumabは承認審査中である。AD発症予防には認知症発症前からの長期の投与が必要と考えられているが、抗
体療法は非常に高価で、注射のため侵襲的である。我々の開発した組み替えダイズによる経口免疫療法は有効で
安全であり、さらに抗体に比べて安価に作成でき、大量生産も可能である。よってAD予防の有効な疾患修飾療法
になりうると考えられる。製品化に向けて製薬会社との相談を行っている。

※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。



１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー病(AD)の疾患修飾療法の開発が続けられ、最近になって Aß抗体療法の効果が

示された。抗 Aß oligomer抗体 Aducanumab は用量依存的な脳アミロイドの減少、臨床症状の悪

化を抑制することが第Ⅲ相試験で始めて示され、米国食品医薬品局(FDA)へ新薬承認申請を予定

されている。しかし、脳への Aßの蓄積は AD発症の 25 年前から始まることが示されており、認

知症の発症時にはすでに神経障害が進行している。認知症発症前からの Aß蓄積の予防が有効と

されるが、無症状者への長期の投与が必要となる。そのため、安全性が高く、非侵襲的で安価な

治療法が必要と考えられている。 

 

２．研究の目的 

我々の目的は AD予防のための安全なワクチン開発を行うことである。植物ワクチンは，副作用

を起こす T-cell 反応を減らし，免疫抑制性 cytokine を増加させることが示されている。また、

経口投与が可能であり、大量生産が可能で、安価で作成でき、培養細胞や細菌で問題になる病原

の混入がないことなどから、理想的な免疫療法と考えられている。その中でも我々はダイズに注

目した。ダイズは年に何回も収穫でき、大量の目的蛋白の発現が可能である。我々はダイズ蛋白

に Aßを組み込んだ組み換えダイズ蛋白を作成し、ADモデルマウスを用いてその予防効果を検討

した。 

 

３．研究の方法 

ダイズ貯蔵蛋白である glycinin A1aB1b の disordered region の 3 箇所(2 から 4)に Aßのア

ミノ末端の 7アミノ酸残基 4-10 の 3連続体を組み込んだ。この遺伝子をダイズに発現させると

大量の組み換え蛋白の作成に成功した[1]。精製した Aß組み換え蛋白 Aß+と対照として組み込み

のない A1aB1b 蛋白 Aß-を以下の実験で使用した。家族性 ADのヒト Aß前駆体蛋白を発現する AD

モデルマウス TgCRND8 を使用した。TgCRND8 に脳アミロイド蓄積前の 9 週から 1mg の Aß+又は 

Aß-を 10mg の cholera toxin subunit B と共に毎週ゾンデで経口投与を行った。記憶の評価の

ために 1 日 4 回、連続 10 日間、水面下のプラットフォームに泳がせる Morris 水迷路試験を経

口投与開始の 4週後から 4週毎に行った。23、43、59 週でマウスを解剖し、半脳を TBS、2% SDS、

70%ギ酸で 3 段階抽出し、各分画を ELISA、western blot で解析した。残りの半脳は 8% 

paraformaldehyde で固定してパラフィン包埋切片を作成し、免疫染色で脳 Aß蓄積を解析した。 

 

４．研究成果 

Aß+投与マウスでは Aß+に対する IgG 抗体価が上昇した。Tg マウス脳抽出液を泳動して免疫マ

ウスの血漿で染色すると、Aß+投与マウスの血漿はコントロールマウスの認識しないAß oligomer

を認識した。つまり、Aß+経口免疫マウスでは Aß oligomer抗体が産生されることが示された。 

Morris water maze test で水面下のゴールにたどり着くまでの水泳時間と水泳距離を測定する

と、Aß+投与マウスは初めの 13、17 週は Aß-投与マウスと差を認めないが、Aß+投与 12週後の 21

週から最終の 57 週まで水泳時間と水泳距離を改善した。これは空間参照記憶の低下が予防され

たことを示している。 

次に脳の各分画を Aß40、Aß42、Aß oligomerの ELISA で測定すると、Aß40、Aß42の量は免疫の

有無によって差は認めなかったが(図 12A、B)、TBS 可溶性分画の Aß oligomerが Aß+免疫によっ

て有意に減少した(図 1C)。western blotting で Aß量を解析すると TBS 抽出分画では Aß monomer

の減少が認められた(図 1D)。SDS 抽出分画では Aß monomer や低分子量 oligomer には差を認め



なかったが、高分子量 Aß oligomer の増加を認めた(図 1E)。ギ酸抽出分画では Aß monomer、

dimer は変化を認めなかったが、凝集 Aßである smear が Aß+群で増加していた(図 1F)。TBS 可

溶性の低分子 Aß oligomerは SDS western blotting で容易に monomer に分解してしまうことか

ら、ELISA で示された Aß oligomerの減少は western blot の Aß monomerの低下に相当すると考

えられた。つまり Aß+経口免疫は TBS 可溶性 Aß monomer/低分子量 Aß oligomer を減らし、不溶

性の高分子量 Aß凝集を増加させたと考えられた。 

大脳皮質の Aß 蓄積を免疫染色で解析すると、Aß+投与群では脳アミロイド蓄積が減少した。そ

の多くは Aß線維が希薄で Cong red 染色に染まらない diffuse plaque の減少によるものであっ

た(図 1G)。また、ミクログリアの染色では Aß+投与群でミクログリアの占める面積が減少し、炎

症反応の悪化がないことを示した。Aß前駆体蛋白(APP)およびその分解産物である APP の C末端

断片および可溶性 APP の量には変化を認めず、Aß+免疫は APP の代謝を変化させないことが示さ

れた。AD の免疫療法で問題になる有害作用には髄膜脳炎と出血があるが、これらの副作用は Aß+

免疫マウスには認められなかった。 

Aß+経口免疫によって Aß oligomerに対する抗体が作成され、脳 TBS 可溶性分画で Aß oligomer

の蓄積が減少し、空間参照記憶の低下が予防された。一方、不溶性の Aß凝集体が増加したこと

から、神経毒性の可溶性 Aß oligomer がより毒性の低い不溶性の Aß 凝集体に隔離されたものと

考えられた。免疫療法の臨床試験で副作用として問題になっている炎症や出血は認めず、神経活

動に必要と考えられている APP の代謝には影響を与えなかった。Aß+経口免疫は有効で安全であ

り、さらに抗 Aß抗体に比べて安価に作成でき、大量生産も可能であった。よって Aß+は AD予防

の有効な疾患修飾療法になりうると考えられた。 
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図 1 ELISA、western blot、免疫染色による Aß+免疫の効果 
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