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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病モデルマウス5xFADを用いて開発した超音波併用脳内局所広範囲薬
剤投与法を用いた薬剤投与による新規治療開発を目指した。マウス脳内では、パラフィン切片を免疫抗体染色で
染めることにより安定してアミロイド蓄積を評価する系を確立した。その上で、ネプリライシン、クルクミンは
上記投薬で有効な薬剤分布が得られることを確認した。さらに、これらの薬剤を用いてアミロイド蓄積を解消す
ることを試みた。結果としてネプリライシンが最も安定してアミロイド斑を低減させることを確認した。その上
で、5xFADマウスを用いて、海馬への投薬技術を安定化させて、海馬へ投薬を実施した。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study was to develop novel therapeutic strategy by drug 
administration using ultrasound facilitated local interstitial drug delivery method that we 
developed using Alzheimer's disease model mouse 5xFAD (B6.Cg-Tg (APP SwFlLon, PSEN1 *M146L*L286V) 
6799Vas/ Mmjax). In the model mouse brain, we established a system for stably evaluating amyloid 
accumulation by staining paraffin sections with immunoantibody staining. In addition, it was 
confirmed that neprilysin and curcumin provided effective drug distribution with the above drug 
delivery method. Furthermore, an attempt was made to decrease amyloid accumulation using these 
agents. As a result, it was confirmed that neprilysin most stably reduced amyloid plaques. Then, 
using 5xFAD mice, hippocampal administration techniques were stabilized and hippocampal 
administration was carried out.

研究分野：神経外科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病は、認知症を起こす代表的な病気の一つであり、日本での認知症患者数は、2012年現在462万
人といわれ、2025年には700万人にまで増加すると予測されている。本疾患は、脳の中に「アミロイドβ（ベー
タ）タンパク」が蓄積し、このタンパク質の毒性により神経細胞が破壊されて神経細胞数が減ることで発症す
る。通常本疾患では脳の萎縮は、海馬のあたりから始まって脳全体へと拡がる。つまり病初期には、アミロイド
蛋白の局所的な集積がある。これはアミロイドPET検査などで同定されている。従って本研究で確認したように
脳局所薬剤投与によるアミロイド蛋白の低減は、新規治療開発につながる可能性がある。

※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 

我々は脳実質内局所広範囲に高濃度薬剤送達を可能とする新規薬物送達法 Convection-

enhanced delivery(CED)を用いた中枢神経系疾患の新規治療法の開発を進め(基盤 A 2009-

11, 基盤 B 2014-16)、AMED資金援助下に 2018年より小児脳幹部神経膠腫（悪性脳腫瘍）

を対象とした化学療法剤局所投与の医師主導治験を実施した。こちらに関しては現在、薬事

承認申請に向け関係機関と協議を重ねている。一方で、超音波併用薬剤投与技術を確立し、

CEDを超える広範囲薬剤投与を可能とした(基盤 B, 2017-19)。本技術は、脳内薬剤注入局

所での超音波併用を可能とする点で独自の技術である。この技術は複雑な組織構築へも均

一な薬剤分布を可能とする（特許第 5995127号(P5995127)、特許第 7057585号）。次世代

CEDとして期待される超音波併用薬剤投与技術は、様々な中枢神経疾患に対する新たな治

療可能性を創出する。本研究ではアルツハイマー病治療に向けた基礎的基盤の構築を目指

す。 
 
２．研究の目的 

アルツハイマー病は、蛋白の異常な沈着により、脳のいたるところにアミロイド斑とタウ

蛋白からなる神経原線維変化が生じ、もともとは健康であったニューロンが、効率よく機能

しなくなっていくことが原因と考えられている。この分野は近年、精力的に研究が進められ

ており、当院老年科でも、アミロイド蛋白の蓄積を可視化する研究が進められている。この

研究で、早期におけるアミロイド蛋白の蓄積は全般性ではなく、脳のある部位に特に蓄積が

多くなる傾向があることが判明している。このことは、アミロイド蓄積部位の局所治療が功

を奏する可能性を示唆する。本研究では、我々が開発した脳内広範囲薬剤送達技術を用いて、

脳局所のアミロイド沈着を解除する新規治療法開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 

3-1 アルツハイマー病モデルマウス  

アルツハイマー病モデルマウス 5xFAD （ B6.Cg-Tg (APP SwFlLon, PSEN1 

*M146L*L286V) 6799Vas/ Mmjax）：アミロイド前駆体タンパク質（APP）遺伝子を染色体

上の不特定部位に挿入、マウス脳内で APPを過剰に発現させることで、結果的にアミロイ

ドβを蓄積するようになった遺伝子改変マウスを用いた。 

3-2 投与薬剤 

治療薬としてクルクミン（富士フイルム和光純薬(株)）、ネプリライシン（R&D Systems, 

Inc.）を検討した。治療薬候補としては他にも bapineuzumab、solanezumab、ponezumab、

gantenerumab などのようなアミロイドβを認識する抗体薬も検討したが、超音波を用い

た薬剤送達による薬剤そのものの変性などを考慮し、前記 2薬剤を用いた。 

3-3 脳内局所投与 

従来型 CED (convection-enhanced delivery; 局所広範囲薬剤投与技術)、我々が開発した

超音波併用薬剤送達技術UFD(ultrasound facilitated delivery；超音波印加薬剤送達)を用

いた。投与プロトコールは、いずれも以下の方法で 10μl の投与を行った。投与計画：0.2 

μl/min 15min→0.5 μl/min 10min→0.8 μl/min 2.5min→静置 5min。定位脳手術装置を

用いてモデルマウスの線条体と海馬への投与を実施した。 

3-4 薬剤分布 



薬剤分布は上記投与直後にマウスを安楽死させ、凍結標本作成の方法で脳切片を作成し

て検討した。 

3-5 アミロイド染色 

 投与後、3 日後、7 日後のマウスを安楽死させ、脳を摘出した。脳をホルマリン固定し、

パラフィン切片(5μm)を作成した。抗アミロイド抗体を用いた免疫染色を行い、アミロイド

蛋白の蓄積を評価した。具体的には一次抗体に Anti-beta Amyloid, Mouse-Mono (MOAB-

2)(Novus Biologicals, Centennial, CO)、二次抗体 BIOTINYLATED ANTI-MOUSE IgG 

(H+L)(VECTOR Laboratories Inc., Newark, CA)を使用した。 
 
４．研究成果 

4-1 アルツハイマー病モデルマウス 

アルツハイマー病モデルマウス 5xFADに関しては、ジェノタイピングにより系統維持を

進めつつ研究に使用した。12週齢

で以下のアミロイド染色結果が得

られることを確認した。 

4-2 アミロイド染色 

 凍結切片、パラフィン切片を用

いた Congo-red染色、抗アミロイ

ド抗体を用いた免疫化学染色を検

討し、パラフィン切片を用いた免

疫化学染色が最も安定にアミロイ

ド蓄積を評価できることを確認した。モデルマウス脳では、脳全体にアミロイドが安定的に

蓄積することが確認された（図 1）。 

4-3 使用薬剤の選択 

 クルクミン、ネプリライシンは局

所投与後の脳内分布は良好であっ

た。この 2薬剤を用いて、モデルマ

ウス線条体への薬剤投与によるア

ミロイド蓄積低減を検討すること

とした。  

ここで、線条体はこれまでの脳腫瘍

治療開発で標準的に使用した薬剤

投与部位であり、上記アミロイド染

色でも安定的にアミロイド蓄積が認められる部位であることから、本研究において線条体

で薬剤投与によるアミロイド蓄積低減を検討することとした）。結果としてネプリライシン

10μl（Neprilysin 量：10 μg）の投与後、3 日後、7日後にアミロイド蓄積の低減が確認

された（図 2）。 

4-4 使用薬剤の局所毒性 

 ネプリライシン投与後の毒性を評価した。局所投与後 10日間の観察において、マウスに

明らかな異常は認めなかった。また 10日後の脳切片においても明らかな局所障害は認めず、

安全な投与が可能であることを確認した。 

4-5 海馬への投薬 



 アルツハイマー病においては海

馬を中心にアミロイドの蓄積が始

まることが示唆されている。その

ため、海馬への薬剤送達技術を確

立した。線条体と同様にネプリラ

イシン 10μl（Neprilysin 量：10 

μg）を局所投与した後、3日後、

7 日後のアミロイド蓄積を評価し

たところ、アミロイド蓄積の低減

が確認された。代表的な画像を図

3, 4に示す。 
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