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研究成果の概要（和文）：APOE4とエフェクター分子：AACTの関わりを明らかにするため、①Cre-loxpシステム
による条件付き遺伝子ノックアウト実験系の構築、②新規ヒト化APOEマウスの作成および個体化、③ヒト臨床検
体中のAPOE量を定量できる高感度ELISAの開発、④神経変性関連蛋白を検出できる複数のポリクローナル抗体の
取得、に成功した。当初予期していないことが本研究計画中に生じたが、そういった事象が起きたことにより、
結果としてヒト化APOEマウスの創生や剖検脳中の新規タンパクXを認識する抗体の発見につながった。これらの
ツールを活用し、アルツハイマー病などの神経疾患の分子病態解明研究を引き続き展開する。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the association between APOE4 and the effector molecule AACT, 
we successfully achieved the following: 1) construction of a conditional gene knockout system using 
the Cre-loxp system, 2) creation and characterization of novel humanized APOE mouse models, 3) 
development of a highly sensitive ELISA for quantification of APOE in human clinical samples, and 4)
 acquisition of multiple polyclonal antibodies capable of detecting neurodegenerative-related 
proteins. Although unforeseen events occurred during the course of this research project, they led 
to the discovery of novel protein X in dissected brains and the creation of the humanized APOE mouse
 models. By utilizing these tools, we will continue to investigate the molecular pathogenesis of 
neurological disorders such as Alzheimer's disease.

研究分野： 神経科学

キーワード： アルツハイマー病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病発症の最も強い遺伝的危険因子はアポリポ蛋白E（APOE）遺伝子であり、APOE4対立遺伝子は劇
的に認知症発症リスクを高める一方、APOE2対立遺伝子は保護的に働く。本研究計画により得られた、ヒト化
APOEマウスや剖検脳中の新規タンパクXを特異的に認識する抗体は、現在進行中の臨床試験や将来の臨床試験に
不可欠な実験病理学的ツールとなり、APOEを標的とする治療法開発に関する新知見を提供する可能性がある。

※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 
アルツハイマー病のリスク遺伝子・アポリポ蛋白 E4 多型（APOE4）は、脳アミロイドβ (Aβ) 
の蓄積を促進することで同病の発症に寄与するが、その分子基盤の理解は十分でない。申請者ら
は脳トランスクリプトーム解析を起点に、APOE4 脳特異的に生じるα1-antichymotrypsin 
(AACT) の発現上昇を同定した。本研究では「APOE4 は AACT 発現を介し脳 Aβ蓄積を促進
させる」という仮説を、ヒトへの展開性を重視した視点で検証するべく、次の研究を計画した。
すなわち、①アンチセンスオリゴを脳室内に投与し、脳特異的に AACT の発現を抑制すること
により、APOE4 による Aβ蓄積が抑制されるか？を明らかにするための動物モデルをもちいた
実験、②ヒト脳における AACT と、APOE4、Aβやリン酸化タウなどのアルツハイマー病関連
分子とのかかわりを、剖検脳の生化学的解析により明らかにする実験、である。 
 
２．研究の目的 
「APOE4 は AACT 発現を介し脳 Aβ蓄積を促進させる」という仮説を、ヒトへの展開性を重視
した視点で検証する。 
 
３．研究の方法 
目的１. APOE4 によるアミロイド病理促進における、脳 AACT の役割の解明 
（概要）ヒト APOE3 もしくは APOE4 を導入したアミロイドマウスモデル（APP/PS1; APOE-
targeted replacement マウス。以下、E3 アミロイドマウス、E4 アミロイドマウスと記載）は、
APOE 遺伝子多型とアミロイド病理進展の関わりを、個体レベルで研究可能にする優れたモデ
ルである。ここでは、ASO による脳 AACT 抑制方法を確立し、E3、E4 アミロイドマウスの脳
AACT 発現を抑制する。そして、Aβ病理を E3、E4 アミロイドマウスと脳 AACT 発現抑制 E3、
E4 アミロイドマウスで、定量、比較する。それにより、後天的に脳 AACT の発現を抑制するこ
とにより APOE4 による Aβ蓄積促進が抑制されるか？を明らかにする。 
 
目的２. ヒト脳における AACT と APOE4、アルツハイマー病関連分子との関わりの探索 
（概要）モデル系を使用した実証研究（目的 1）に加え、ヒト剖検脳を使用した記述的解析を行
うことにより、ヒト疾患関連性を考慮した仮説検証が可能となる。 
ここでは、まず正常からアルツハイマー病に至る連続過程を反映する剖検脳コホートを構築す
る。アルツハイマー病において最も強く障害される側頭葉において、AACT や主要なアルツハ
イマー病関連分子を生化学的に定量する。そして、正常からアルツハイマー病に至る過程で
AACT 発現量がどのように変化するかを明らかにする。さらに、AACT の動態が、その他のア
ルツハイマー病関連分子の動態とどのように、量的、時間的に相関するかを明らかにし、評価項
目における APOE4 遺伝子多型の影響を決定する。 
 
４．研究成果 
目的１. APOE4 によるアミロイド病理促進における、脳 AACT の役割の解明 

ASO の脳定位的投与による脳 AACT 抑制方
法を確立した。その一方、ASO による高い中
枢神経毒性が認められた。ASO 配列や化学合
成法の変更など各種条件検討を行ったが、中枢
神経毒性の克服は困難であった。 

そのため、代替案に記載のごとく、Cre-loxp
システムによる条件付き遺伝子ノックアウト
実験系への切り替えを進めた。また、使用を予
定していた APOE-targeted replacement マウ
スの繁殖が供給元とのライセンス契約上不可
能であることが判明した。そのため、独自のヒ
ト化 APOE マウスの作成を並行して進めた。 

これらのうち、ヒト化 APOE マウスの研究
成果について以下に記載する。具体的には、相
同組み換えベクターの構築、薬剤耐性 ES 細胞
クローンの 1 次スクリーニング、相同組換え
ES 細胞クローンの樹立、アグリゲーション法
によるキメラマウス作製、生殖系列 F1 キメラ
マウスの同定および取得を進めた（図 1）。薬
剤耐性遺伝子の除去と並行して、現在解析用コ
ホートの構築を進めている。 
 

図 1：F1 産子の体組織より抽出された DNA
をもちいた PCR 条件による遺伝子型判定。
キメラマウスから、毛色を指標に、ES 細胞
寄与率上位のマウスを選別し、これと野生
型マウスとの交配で F1 産子を作製した。 



目的２. ヒト脳における AACT と APOE4、アルツハイマー病関連分子との関わりの探索 
広島大学病院脳神経内科学に保管されている剖検症例の選定、また保管されている髄液、血液

検体の選定を行い、それを研究解析するための院内手続きを進めた。剖検脳の生化学的解析のた
めの多段階蛋白抽出法（Yamazaki, Brain 2019）を本研究室において確立した。 

使用する超遠心機が故障したため、機材の修理やローター購入の必要があり全体のサンプル
調整が予定より遅れた。 

 
 
一方、ヒト臨床検体中の APOE 量を定

量できる高感度 ELISA の開発、神経変性
疾患タンパクを検出できる複数のポリク
ローナル抗体の取得（図 2a）に成功した。
特にポリクローナル抗体については、剖検
脳中のタンパク X を検出できることが判
明しており（図 2b）、今後それを活用した
網羅的な剖検脳解析を予定している。 
 
 

 
 

 
このように、本研究においては当初予期していないことが目的１および２とも生じたが、そう

いった事象が起きたことにより、新規ヒト化 APOE マウスの創生や剖検脳中の新規タンパク X
を特異的に認識する抗体の発見につながった。これらのツールを活用し、アルツハイマー病など
の神経疾患の分子病態解明研究を引き続き展開する。 

図 2：a, タンパク X を抗原とした精製ポ
リクローナル抗体の linearity of dilution
試験。異なる抗原部位を認識する 6 種類
の精製抗体のうち、代表的な 2 例の抗体
試験結果を示す。b, Antibody B による
ヒト剖検脳切片における免疫組織化学
染色（DAB 発色）。ヘマトキシリンによ
る核対比染色を行った。スケールバー：
50μm 
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