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研究成果の概要（和文）：家族性アルツハイマー病の遺伝子変異であるD67N家系の患者脳から，本変異アミロイ
ドに対する特異的な抗体を作成した．この抗体を用いて，本家系患者脳，孤発性アルツハイマー病および加齢に
伴う老人斑（アミロイド）について免疫染色を行った．結果として，本変異特異抗体は，本変異患者脳のアミロ
イドのみに結合し，孤発例および加齢に伴う老人斑には結合しなかった．これにより，家族性アルツハイマー病
と孤発性アルツハイマー病ではアミロイドの蓄積機構が異なることが示された．

研究成果の概要（英文）：Specific antibodies against the mutant amyloid were generated from the 
brains of patients of the D67N family with a familial Alzheimer's disease mutation. Using this 
antibody, immunostaining was performed on the brains of patients with the mutation, sporadic 
Alzheimer's disease, and age-related senile plaques. The results showed that the mutation-specific 
antibody bound only to amyloid in the brains of patients with the mutation, but not to sporadic 
cases or senile plaques associated with aging. This indicates that the mechanism of amyloid 
accumulation differs between familial and sporadic Alzheimer's disease.

研究分野： 神経病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本抗体が孤発性アルツハイマー病や加齢に伴うアミロイド沈着には結合せず，本変異特異的なアミロイド抗体で
あることが証明された．これにより，孤発例と家族性アルツハイマー病のアミロイド蓄積機序が異なることが示
唆された．また，患者脳を検索する際に本抗体を用いることで本変異の有無を確認することができるようになっ
た．

※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 
人口の高齢化による認知症高齢者は著しく増加しており，特にアルツハイマー型認知症（AD）
は最も頻度が高く，根本治療開発のための病態解明研究が必要とされている．アルツハイマー型
認知症のうち，およそ 10％は家族性のものであり，2004 年我々はアミロイド前駆体蛋白（APP）
遺伝子新規変異（D678N）を同定し報告した(Wakutani et al, 2004，図１)．この APP 変異はア
ミロイドβ内部に遺伝子変異を有するため，野生型アミロイドβとともに変異型アミロイドβ
が蓄積する特異的な病態が想定されている．In vitro の培養細胞実験系において，D678N-APP
遺伝子変異はアミロイド産生亢進やアミロイド Aβ42/40 産生比には影響を及ぼさないが，合成
ペプチドの検討において，野生型に比べて変異アミロイドは凝集性亢進が確認されている．また，
この線維凝集の結果は，English 型変異（H6R）でも認められ，Aβ配列内の N 末端側変異は，
Aβ線維化において線維伸長に関連することが示唆されている（Hori et al, 2007）．我々は，新
規アミロイド変異を同定後，平成 24 年度の研究課題（研究代表者：和田健二）において，本変
異特異的抗アミロイド抗体の精製にすでに成功しており，その変異特異性については検証済み
である．その後，神経病理学の進歩により，AD においてもαシヌクレイン，TDP43 といった
神経変性疾患に蓄積する異常タンパク質が複合病理として蓄積することが分かってきた．また，
アミロイドβ蛋白は oligomer に毒性があるという考えが広がり，Aβoligomer に対する抗体も
市販に入手できるようになった．したがって，本変異アミロイドならびに Aβoligomer とこれ
ら異常タンパク質との関連を解明する必要性がでてきたため，本研究の着想に至った． 
 

図１ D687N 変異  
a) 家系図 
b) 遺伝子解析：コドン 678GAC
からAACへの点突然変異を認め，
D678N 変異を見いだした．C＝
対照，FAD＝家族性アルツハイ
マー病患者 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
本変異患者凍結脳から作成した本変異特異的抗アミロイド抗体を用いて，本遺伝子変異剖検脳
ならびに孤発性アルツハイマー病ならびに老年性変化におけるアミロイド蓄積の病態を検証す
ることを第一の目的とする．次に，本抗体を用いて，臨床的にアルツハイマー病が疑われる症例
の脳脊髄液中の変異アミロイドの定量評価を行うことを第二の目的とする． 
 
３．研究の方法 
（１）新規変異抗アミロイド抗体を用いた病理学的検索 
①変異アミロイド例における検討 
本変異特異抗体による，本変異症例におけるアミロイド蓄積の形態と一般的な Aβ1-42，Aβ1-
40 との関連性を，二重免疫染色および免疫電顕を用いて，変異アミロイドの蓄積部位とその関
連性について検証する．また，抗アミロイドβオリゴマー抗体を用いて変異アミロイドと Aβオ
リゴマー，Aβ40, Aβ42 との関連性を検証する．その後，神経病理学的な進歩により，AD でも
レビー小体病で蓄積するαシヌクレインや，筋萎縮性側索硬化症あるいは前頭側頭葉変性症の
蓄積タンパク質である TDP43 が複合して蓄積することが知られるようになった．これらの新知
見をもちいて，改めてこの 2例の剖検例を検索し，細胞内アミロイド蓄積と他の異常タンパク質
の広がりおよびその程度について，検証する． 
②他の神経変性疾患および老年性変化における病理学的検索 
当施設に保存されている剖検症例において，新規変異抗アミロイド抗体を用いて疾患特異的な
変異アミロイドの蓄積の有無および，抗アミロイドβオリゴマー抗体を用いて，疾患としての AD
と加齢に伴うアミロイドβの蓄積の違いを，病変分布およびその形態から比較検討を行う．具体
的には，病理組織標本における標準的切り出し部位（前頭葉，側頭葉，頭頂葉，前方海馬，後方
海馬，楔前部，中心前回，視床）を抗アミロイド抗体 Aβ11-28 でアミロイド沈着の有無をスク
リーニングし，アミロイド沈着がある症例に関してはその部位を Aβ1-40, Aβ1－42，Aβオリ
ゴマー抗体ならびに本変異特異的抗アミロイド抗体を用いて免疫染色を行い，各部位における
それぞれのアミロイド沈着の程度の半定量評価を行う．病理学的な AD の診断は国際基準に基づ
き Braak NFT stage 4, amyloid stage C とし，それに満たないが Aβの沈着がある群と無い群
で群間比較を行い，その差異について検討する．さらに，半脳凍結脳が保存されている症例にお



いては，同一部位の凍結脳におけるアミロイドの定量評価と mRNA の発現について各部位毎に比
較検討する． 
（２）患者脳脊髄液を用いた生体内における変異アミロイドの測定 
①病理診断確定 AD における生前脳脊髄液を用いた検討 
生前に脳脊髄液検査を当院で行い凍結保存されており，不幸にして病理解剖となった症例につ
いて，新規抗変異アミロイド抗体を用いた ELISA 系を確立し，脳脊髄液中の変異アミロイドの定
量解析を行う．併せて病理変化との量的な対応を検討する． 
②臨床的に ADが疑われる症例の脳脊髄液を用いた検討 
臨床的 AD は以下の検査基準で選択する．エピソード記憶を中心とした認知機能障害があり生活
障害を認める，頭部 MRI にて海馬を含む側頭葉内側および頭頂葉の萎縮を認め，脳血流 SPECT で
後部帯状回ならびに頭頂葉の血流低下を認める，脳脊髄液中の Aβ42 の低下を認めるものをバ
イオマーカー陽性 ADとして選択する．さらに，当院でアミロイド PET（18F-florbetapir）を撮
像し，脳脊髄液検が保存されている症例における，変異型アミロイドβを ELISA を用いて測定
し，アミロイド PET の SUVR (standard uptake value ratio )との対応を示す． 
 
４．研究成果 
アミロイド前駆蛋白遺伝子の新規変異 2例における病理組織学的検索をすすめた．その結果，1
例は高度アルツハイマー病理のみで，その他のレビー小体関連病理および TDP43 関連病理は認
めなかったものの，もう 1 例は高度アルツハイマー病理に加えてレビー小体病理関連を認め，
TDP43 病理は認めなかったことが判明した．これにより，同一遺伝子家系であってもアミロイド，
タウ，アルファシヌクレイン，TDP43 の蓄積が異なることが明らかとなり，孤発例での背景病理
の理解が進んだ．次にアミロイド前駆蛋白遺伝子の新規変異に対する抗体を用いて，同変異の剖
検例に対して免疫染色を行ったところ，変異特異的なアミロイドを検出することができた（図
２）．一方，同抗体を用いて孤発性アルツハイマー病の老人斑およびアルツハイマー病の診断に
は至らないレベルの，高齢者に蓄積する老人斑（アミロイド）に対して免疫染色を試みたが，同
抗体ではこれらのアミロイドを検出することができなかった．以上より，本抗体は変異特異的な
アミロイド抗体であることが組織学的にも証明された．これらの結果から，当初計画していた孤
発性アルツハイマー病剖検例における生前の脳脊髄液を用いた ELISA による変異アミロイドの
検出は難しいことが判明した．また，新規変異剖検例では，変異型アミロイドの蓄積と通常の抗
アミロイド抗体免疫染色で認識されるアミロイドとでは，分布と程度に差がないことが明らか
となった．そのため，当初の計画を十分に遂行することは困難であった． 

 
図２ D687N 変異症例の抗 D7N 抗体（変異ア
ミロイド抗体）による免疫染色 
大脳皮質内の細胞外に，アミロイドの沈着を
認める．コア構造を持たない蓄積が多い．ま
た，髄膜および皮質内の小血管内にも変異ア
ミロイドの沈着を認める． 
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