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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)の病理形成に関わる分子機構を明らかにするために、我々が開
発した次世代型ADモデルマウス（APP KI）を軸に、細胞内および細胞外のタンパク質分解・代謝制御機構に着目
して、AD病理形成機構の解析を行った。その結果、旧型ADモデルマウスで得られていた結果は、多くの点で再現
性が得られず、APP KIマウスではじめて新たな制御機構が存在していることが示唆された。今後、AD創薬のため
の新たな介入ポイントを見出せる可能性がありさらなる解析が強く望まれる。

研究成果の概要（英文）：To elucidate molecular mechanisms for pathogenesis of Alzheimer’s disease, 
we investigated a role of intracellular and extracellular quality control system in next generation 
AD mouse models, Amyloid precursor protein (APP) knockin (KI) mice, which we developed. The results 
taken by using existed AD mouse models which were APP overexpressing model in almost case could not 
be reproduced by using APP KI mice due to artifacts of APP overexpressing mouse models. Thereby, APP
 KI mouse models would be new world standard model for AD research community and be useful for 
elucidation of molecular mechanisms under pathogenesis of AD.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
老化・加齢とは、代謝・品質管理機構の恒
常性の破綻の結果おこる一つの表現型であ
り、加齢を最大の危険因子とするアルツハイ
マー病（AD）は、加齢に先立っておこる代謝・
品質管理機構の制御不全や恒常性の乱れに
起因していると考えられた。家族性 ADは、
遺伝子変異に伴うアミロイドペプチド
(A)42の産生・比率の乱れ（増加）に起因し
ており、更に Aの神経細胞内外の蓄積に伴
う細胞ストレス・機能不全を伴う悪循環を形
成することで、脳細胞の代謝・品質管理機構
の破綻を引き起こす可能性が示唆されてい
た。孤発性 ADも同様に、家族性遺伝子変異
という内包された主因がなくても、A蓄積と
加齢による長期に渡る細胞外環境からの持
続的ストレスにより、脳細胞の代謝・品質管
理機構の破綻を引き起こすことが十分に考
えられる。特に神経細胞は、分裂後細胞であ
るため、体細胞系よりも品質管理機構に強く
依存していることが明確である。 
細胞内環境管理機構には、図 1に示すよう
に、①
オート
ファジ
ーや②
ユビキ
チンプ
ロテア
ソーム
系によ
る細胞
内のタンパク質や細胞死の制御、③カルパイ
ン（Ca2+により活性化する細胞内システイン
プロテアーゼ）/カルパスタチン（カルパイン
の内因性阻害物質）系による細胞内環境のリ
モデリング、そして④カスパーゼ系が関与す
る細胞死や炎症（インフラマソーム）を制御
する系、などの時空間的制御の異なるタンパ
ク質分解系が存在しており、細胞内環境の恒
常性が保たれている。そこには、各系統間の
相互作用が存在しており、各系統の単独また
は連動した乱れが、他の系統へ影響を及ぼし
ていると考えられる。そのため、各分解系の
影響を個々に観察、検証を行ったとしても、
統合的理解は得られないと考えられた。AD
との関連性を理解するためには、実験系の軸
となる蓋然性の高いマウスモデルを構築し、
そのマウスと各分解系に関連する因子の遺
伝子改変マウスとの交配を行い、相互比較を
行うことが必要となり、我々が開発した新規
AD モデルを使用できる以前の解析では、上

記関連性に明確な連動性は認められず、解釈
も混沌としていた。 

 

２．研究の目的 
我々が開発した新規 ADモデルマウスを軸
に、細胞内/外環境の品質管理機構（ネプリラ
イシン、カルパイン、オートファジー、ユビ
キチンプロテアソーム等の時空間制御の異
なる蛋白質分解系）に関連する各因子の遺伝
子改変マウスとの交配を行い、病理形成の加
速・減速等の相互比較を行う。これにより、
品質管理機構の破綻・正常化によるアミロイ
ドーシスの制御から ADの病理病態形成の分
子機構について包括的に検討を行う。最終的
には、究極の ADモデルマウス作製のための
基盤とし、新規創薬標的を見いだし、AD の
予防・治療・発症遅延・診断法の開発に展開
することを最大の目的とする。 
 
３．研究の方法 
研究計画をスムーズに遂行するために、ま
ず、初期段階からマウスの大規模飼育を開始
した。老化疾患研究において最も弊害となる
のが“マウス飼育に掛かる時間”の問題であ
り、解析に際しては必ず若齢から老齢にかけ
ての“マウスの加齢”による効果を検討する
必要があるためである。我々が開発した、APP 
KI (APP(NL-F) KIおよび APP(NL-G-F) KI)マ
ウス、（また KIマウスとの比較として既存の
APP 過剰発現系モデルである APP23 マウス
も使用）の交配相手として、ネプリライシン
ン(NEP)-KO、カルパスタチン(Cast)-KO、コ
ンディショナル Atg7 欠損(cAtg7-KO)マウス
との交配を行った。 
これまでに自ら進めてきた ADモデルマウ
ス解析の経験に基づいて、各種交配マウスか
ら適時（3 ヶ月毎に）脳のサンプリングを行
い、生化学的（高感度 ELISA法、western blot
法）、免疫組織化学的（ADのアミロイドーシ
スおよびタウオパチーの病理マーカーの抗
体等を用いて蛍光多重染色法等）、行動学的
解析（Y迷路テスト）を中心に行った。また
病理変化が、実際の病理にどれだけ忠実であ
るかを、患者の組織サンプルを用いて比較を
行った。 
 
４．研究成果 
＜NEP-KOマウスとの交配＞ 
APP(NL-F)-KI マウスと NEP-KO マウスを交
配した結果、以前 APP23 マウスと NEP-KO
を交配して得られた時の結果同様に、
NEP-KO群においてアミロイド病理の加速が



認められ、再現性が得られた。特に、毒性
A亜種である A3pE-xが、NEP-KO群で有意
に増加することを見出した（図 2）。A3pE-x
形成には、
グルタミ
ニルシク
ラ ー ゼ
（QC お
よびその
類似酵素
isoQC）の
関与が示唆されてきた。しかし、APP-KI マ
ウスと QCおよび isoQCの欠損マウスとの交
配を行った結果、QC、isoQCをダブルで欠損
させたとしても A3pE-x の産生は抑制され
なかった。これは、既存の結果を覆す結果で
あり、今後の詳細な解析が待たれる。結果的
に、NEP欠損によりなぜ A3pE-xが増加する
のかという分子メカニズムの詳細について
は不明のままである。この解明は、毒性亜種
A3pE-xの形成機構の解明は、そこに関与す
る分子を創薬標的として設定することが可
能となるため、今後の解析が待たれる。 
 
＜Cast-KOマウスとの交配＞ 
以前、APP23マウスと Cast-KOマウスの交
配を行った結果、Cast-KO 群においてアミロ
イド病理の亢進およびタウ病理の亢進等が
確認できた。さらに、APP23xCast-KO 群は、
原因不明の早期致死という表現系を示した。
しかし、APP(NL-F)-KI x Cast-KOマウスは、
早期致死を全く示さなかった（発表論文 15）。
この結果は、APP23のような APP過剰発現系
が示す結果は、Artifactの要素が多分に含まれ
ることを示した。さらに、APP過剰発現マウ
スを用いて得られて来た結果の一部が、やは
りArtifactであったことがAPP(NL-F)-KIマウ
スを用いることで明らかとなった。具体的に
は、カルパインの活性化に伴う細胞内キナー
ゼ系 p35/p25は、APP過剰発現系では、細胞
死を誘導する因子として重要視されていた
が、APP-KI マウスの系ではその再現性は得
られなかった（発表論文 4）。 
一方、APP23xCast-KOマウスで認められた
アミロイド病理の亢進は、APP-KI の系でも
再現された（図 3）。APP(NL-F)-KI x Cast-KO
マウスは、
APP(NL-
F)-KI 単
独よりも、
記憶学習
能の低下

も認められた（発表論文 15）。これら共通事
項から、細胞内プロテアーゼ：カルパイン系
が細胞内での活性であるにも関わらず、細胞
外のアミロイド病理に影響することが明ら
かとなった。ここから見出される分子メカニ
ズムを解明することで、蓋然性高い抗病理を
促す機構を解明できると期待できる。 
 
＜cAtg7-KOマウスとの交配＞ 
以前、APP23マウスと cAtg7-KOマウスの
交配を行った結果、cAtg7-KO群において A
の分泌低下を示し、オートファジーが Aの
分泌制御を行っている可能性が示唆されて
いた。また電子顕微鏡レベルの解析でも、オ
ートファジーの不全により細胞内に Aが溜
まることが示された（発表論文 13）。一方、
cAtg7-KOマウスとAPP(NL-F)-KIマウスの交
配においても、Aの分泌阻害は認められ、オ
ートファジー不全によるアミロイド病理の
低下は認められた。しかし、APP23マウスの
時に示していた、細胞死の増加という表現系
は再現できず、やはり APP 過剰発現系では
Artifact が混在していることが明らかとなっ
た（投稿準備中）。現状、オートファジーと
AD 病理形成との関連性はまだ明確に示され
ていないが、これまで報告してきたように、
細胞内品質管理機構は、細胞外の病理形成と
も関連していることが明らかとなった。さら
に、APP-KI マウスを用いることで、蓋然性
高く評価できることも明らかとなり、今後、
APP 過剰発現系からの実験系のパラダイム
シフトを推奨・啓発することが重要であり、
AD 予防・治療のための解析を加速していく
ことが強く望まれる。 
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究の新展開」（2016 年 4月 23 日） 
4. 理研一般公開 2015「どうしてアルツハイ
マー病になるのか？」（2015年 4月 18日） 
5. 理研一般公開 2014「アルツハイマー病を
知ろう！」（2014 年 4月 19 日） 
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