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研究要旨 
 人口の高齢化に相まって認知症高齢者数は増加の一途を辿っている。なかでも未

だ根治薬が開発されていないアルツハイマー病の問題は深刻であり、根治薬の開発

は喫緊の課題である。アルツハイマー病の脳内では可溶性のアミロイドß蛋白質

(Aß)が重合し、神経細胞毒性を発揮し、タウ蛋白質の異常蓄積に代表される様々な

神経細胞病理学的変化を誘導し、神経細胞死を招来している（アミロイドカスケー

ド）。本研究は、アルツハイマー病の根治薬の開発を最終目的とし、同病の病態生

理の中核をなすアミロイドカスケードの進行の抑止を目指し、アミロイド形成の阻

止、アミロイドの除去、さらにはタウ蛋白

質異常蓄積の阻止に関する開発研究を主

任研究者と4名の分担研究者により実施す

る(図1)。このうち、アミロイド形成の阻

止は本研究の中核をなすものであり、アミ

ロイドの“種”ならびに線維にそれぞれ特

異的に結合する薬剤の開発を目指す。3年
の研究期間内においては、特にアミロイド

の“種”分子であるganglioside-bound Aß 
(GAß)を標的とする低分子化合物の探索

を鋭意推進し、ヒット化合物の最適化、

POC (proof-of-concept)の確認を経て、開

発候補品の獲得を目指す。本研究において議論の中心となるGAßは、本主任研究者

がアルツハイマー病脳内で発見したアルツハイマー病発症の鍵となる分子であり、

これまで本研究班に参画を予定している研究者らによって分子レベルでの特性解

析が進められている。即ち、本研究は、研究計画の着想から研究方法の樹立に至る

まで極めて独創的であるといえる。本研究に期待される成果は、認知症問題の緩和、

解決に大きく貢献するものであり、その厚生労働行政上の意義も大きいといえる。

本研究では、既に主任研究者により開発研究が進められているGAßを標的とするア

ミロイド形成阻止薬の構造基盤論理的薬剤設計を、分担研究者のNMR解析による

構造情報の活用によって補完し、ヒット化合物の最適化ならびにスクリーニングを

加速するものである。またアミロイドの毒性発現機構についても構造学的解析を加

え、毒性アミロイドの形成阻止を可能とする分子の探索も実施する。アミロイドの

除去法の開発に関しては、既に基礎的検討を実施している新規ウイルスベクターに

よる経口アミロイドワクチンの有効性をモデル動物を対象に検討する。さらに、タ

ウ蛋白質に関する研究では、その重合機構の解明とともに重合阻害薬開発に向けた

基礎的研究を行う。 
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Ａ．研究目的 

 本研究は、アルツハイマー病根治薬を開発することを目的とする。人口の高齢化

に相まって認知症高齢者数は増加の一途を辿っており、なかでも未だ根治薬が開発

されていないアルツハイマー病は深刻な課題である。現在、アルツハイマー病患者

に対しては、認知機能に最も関連があるとされる神経伝達物質であるアセチルコリ

ンの脳内濃度の上昇を期待してアセチルコリン分解酵素阻害剤が臨床的に使用さ

れているが、これらの薬剤はアルツハイマー病脳内における神経細胞死を抑止する

ものではなく、その効果は限定的である。従って、アルツハイマー病の根本的な解

決には、同病脳における神経細胞死を抑止する薬剤を開発することが必須である。

本研究は、主任研究者が提唱する「アミロイドの“種”仮説」を論拠に、“種”分子で

ある GAß を標的とする薬剤の開発ならびに毒性アミロイドの形成阻止を可能とす

る薬剤の開発を目指している点で独創的であるといえる。また蓄積したアミロイド

の除去に関しては、独自にこれまで研究を進めてきた経口アミロイドワクチンの基

礎的検討を推進するものである。さらにタウ蛋白質を標的とする低分子化合物開発

に関しては、同蛋白質の細胞内代謝にまで踏み込んで重合阻害薬の開発の検討を目

指す。これらの研究戦略は、従前の手法とは一線を画すものであるといえる。本研

究は、アミロイド形成の阻止、アミロイドの除去、さらにタウ蛋白質異常蓄積の阻

止を 3 つの柱としている。これらに関してはいずれも平成 21 年度までの研究によ

り基礎的成果は得られており、特にアミロイド形成の阻止を企図した抗“種”薬の開

発に関しては、ヒット化合物が複数個得られ、最適化に向けた準備にも着手しつつ

ある。またアミロイドの除去を企図した経口アミロイドワクチンの開発に関しては、

ウイルスベクター作製に関する基礎的実験がほぼ終止している。3 年の研究期間内

においては、特にアミロイドの“種”分子である GAß を標的とする低分子化合物の

探索に関して、ヒット化合物の最適化、POC (proof-of-concept)の確認を経て、開

発候補品を獲得することを目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

（柳澤）ヒット化合物ならびに開発候補品の臨床試験での有効性を確認する上で基

本となる proof of concept (POC)確認作業の準備を先行的に実施する。アルツハイ

マー病モデル動物として最も信頼のある家族性アルツハイマー病原因遺伝子導入

マウスを飼育繁殖させ、その Aß 蓄積動態の定量的評価法ならびに神経細胞膜構成

脂質組成の変化の視点からみた神経病理学的解析に関する新規評価法を確立する。 

（加藤）これまでに、GM1 ガングリオシドのみを組み込んだバイセルの調製法は
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すでに確立しており、バイセルの小型化にも成功している。そこで研究初年度は、

本バイセルにコレステロールとスフィンゴミエリンを組み込み、マイクロドメイン

を構築することを試みる。動的光散乱法および NMR 法を用い、バイセルのサイズ

や溶解性を検討し、マイクロドメイン含有バイセルの調製法を確立する。そして、

3 者の混合比を系統的に変化させたバイセルを調製し、野生型 Aß を用いた相互作

用解析を行うことにより、GAß 構造を誘起し得る脂質組成を探索する。 
（松崎）構造解析：部位特異的に 13Ｃで標識した Aß をいくつか化学合成し、ガン

グリオシドクラスターを含むリポソーム存在下、線維を形成させ、FTIR 測定を行

い、線維構造に関する知見を得る。生細胞での可視化：Aß 蓄積、オリゴマー形成

を抗体で、線維形成をコンゴレッドで、生細胞をカルセイン AM でそれぞれ標識し、

スペクトルイメージング技術を用いて、それぞれの共焦点顕微鏡像を一斉取得する

方法を確立する。阻害剤探索：いくつかの低分子化合物を用い、Aß 凝集阻害活性

のスクリーニングを行う。 

（田中）培養細胞内におけるタウ蛋白分解過程の検討とその可溶化促進因子の開

発：野生型タウ蛋白質および Ser214 部位を Ala に置換した S214A 変異タウ蛋白

質を細胞内に強制発現させ、ウエスタンブロットおよび 35S-Met を用いたパルスチ

ェイス法によって分解過程を追跡する。もし、Ser214 部位がリン酸化されたため

に分解過程に影響を与えるようであれば、細胞分画中における存在比率の変化を検

討し、また細胞免疫染色により細胞内におけるタウ蛋白の局在を検討する。また、

sarkosyl 不溶性分画におけるタウ蛋白の存在比率を検討する。PSA によるタウ蛋

白の分解過程の検討とその分解促進剤の開発：リコンビナントの PSA を作成し、

タウ蛋白の in vitro での分解実験を行い、タウ蛋白抗体を用いたウエスタンブロッ

トにてモニタリングする。その実験系において、PSA とカルパイン、PSA とカテ

プシン、PSA とプロテアソームなどの組み合わせで分解実験をおこない、促進的

な分解経路があるかどうかを検討する。また、タウ蛋白を PKA、PKB、GSK-3 な

どのリン酸化酵素によってリン酸化したものを PSA によって分解し、リン酸化が

タウ蛋白の分解に抵抗性を与えるかどうかを検討する。 

（中西）Aß あるいはマーカー遺伝子を発現するアデノウイルスベクターを作成、

大量生成する。また、腸管感染症を引き起こすノロウイルスを基本骨格としたウイ

ルスベクターを開発する。アデノウイルス・ノロウイルスベクター共に、マーカー

遺伝子を発現するベクターを直接腸管に導入するかあるいは経口投与して腸管へ

の導入を免疫組織染色などで検討する。また Aß の脳内蓄積が十分見られるとされ

る 16-18 ヶ月齢のアルツハイマー病発症モデルマウスに対して Aß を発現する各ベ

クターを投与して、液性免疫誘導の検討を抗アミロイド抗体の検出で、脳内アミロ

イド蓄積の軽減効果を脳組織免疫染色あるいはチオフラビン染色と脳組織抽出物

の生化学的解析で検証する。 
 
（倫理面への配慮） 

本研究の遂行にあたっては、モデル動物を対象とした検証実験が必要となるが、そ

の実施にあたっては国立長寿医療研究センター内の動物実験委員会での承認を受

け、また同センターが定める動物実験指針に従い、動物愛護に十分留意する。  

 

Ｃ．研究結果 

（柳澤）アミロイドの“種”分子である GAß を標的とする低分子化合物の探索に関
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して、創薬ベンチャー2 社と共同し、GAß 形成誘導の条件（GM1 ガングリオシド、

コレステロールならびにスフィンゴミエリン含有のリポソーム存在下）における

Aß 重合を抑制しうる低分子化合物を、これまでの in silico スクリーニングで選別

された約 400 種のなかから抽出した。アルツハイマー病モデル動物として最も信頼

のある家族性アルツハイマー病原因遺伝子導入マウスを飼育繁殖させ、2 年目以降

の実験に備えた。また、GAß 依存性の Aß 蓄積動態の定量的評価法を神経細胞膜構

成を模した実験系で評価することを目的に、培養神経細胞膜の脂質組成の解析を生

化学的に進めるとともに、質量分析による解析準備を実施した。 
（加藤）現在までに、GM1 ガングリオシドに加えてコレステロールおよびスフィ

ンゴミエリンを、GM1:コレステロール:スフィンゴミエリン=1:2:2 の割合で組み込

んだバイセルの調製に成功し、再現性を得ることができた。このバイセル上におけ

る Aß の凝集性を ThT アッセイにより確認したところ、GM1 ミセルに比べると

Aß の凝集は有意に促進されたが、GM1 含有バイセルとの差は見られなかった。ま

た、Aß 溶液に GM1 含有バイセルを過剰に添加した条件下において NMR 計測を

行った結果、Aß 凝集が誘起されてしまい、良質なスペクトルを得ることはできな

かった。一方、ナノディスクに取り込まれる GM1 量を検討した結果、ナノディス

クを構成する全脂質量に対して 5～10％相当の GM1 を組み込むことは可能であっ

たのに対し、25％の GM1 を組み込むことは困難であることが判明した。 
（松崎）安定同位体標識 Aß (1–40)の NMR スペクトルを様々な条件下で測定した

ところ、そのピーク強度が温度上昇に伴って顕著に減少することが明らかとなった。

ピーク強度の減少は可逆的であり、37 ℃ではほぼ全てのピークは消失するが、そ

の後温度を 4 ℃ に下げることにより、再び同じ強度をもつピークが観測された。
1H-15N ならびに 1H-13C HSQC スペクトルを詳細に解析した結果、D23–A30 を

含む領域において顕著にピーク強度の温度依存性が観察されることが明らかとな

った。一般に溶液 NMR のシグナル強度は分子の回転相関時間に依存するため、測

定温度の上昇に伴い増加する。本研究において観測された「温度上昇に伴う Aß の

ピーク強度の減少」の原因として、不可逆的な会合体の形成、アミド水素と溶媒の

水との交換、などが考えられるが、これらはいずれもスペクトルの詳細な解析によ

り否定された。本結果を矛盾無く説明するために、可溶性のモノマー分子が過渡的

かつ可逆的に D23–A30 の領域でターン構造を形成しているというモデルを提唱す

る。その他、アミロイド線維の構造、生細胞上での Aß 蓄積プロセス可視化、Aß
凝集阻害剤の探索、さらにはガングリオシドクラスター認識の Aβ 特異性に関して

研究を進めた。 
（田中）野生型タウまたは S214A 変異型タウを挿入したものをトランスフェクシ

ョンし抗タウ蛋白ポリクローナル抗体 H150 をもちいたウエスタンブロットによ

ってタウ蛋白の発現レベルを解析したところ、24 時間後および 48 時間後において

タウ蛋白のバンドの強度に変化はなく、差は認められなかった。そこで、より詳細

に検討するためにパルスチェイス法によって分解過程を追跡した。抗タウ蛋白モノクローナ

ル抗体 Tau-5 をもちいた免疫沈降をおこない、ラベルされたタウ蛋白を回収し、オ

ートラジオグラフィーを行って定量したところ、タウ蛋白の残存率は 0 時間を

100%として、野生型タウでは 57.8%であるのに対し、S214A タウでは 25.8%と残

存率は少なかった。このことは、Ser214 がリン酸化されうる状態にあるものより

もリン酸化されない状態にある方が分解は速いことを意味している。 

次に、分解速度の差が、野生型タウおよび S214A タウのそれぞれの細胞内にお
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ける局在の差に由来する可能性を考慮して、細胞分画法による検討を行った。キッ

トにより分画された成分をウエスタンブロットにより解析した。強制発現されたタ

ウ蛋白は、どちらも主に fraction I（細胞質分画）に存在し、fraction II（膜/オル

ガネラ分画）および III（核分画）には少量しか存在せず、野生型タウおよび変異

型（S214A および P301L）タウ蛋白の局在の差は確認できなかった。またタウ蛋

白は自己重合の結果として不溶性分画に移行することが知られていることから、

SDS バッファーによる溶出処理をおこなった。野生型タウ、S214A 変異型タウ、

P301L 変異型タウをトランスフェクションし、24 時間後の細胞を SDS バッファー

による溶出処理をおこない、SDS 可溶性分画と SDS 不溶性分画とに分離したとこ

ろ、ほとんどのタウ蛋白は SDS 可溶性分画に現れたが、少量のタウ蛋白が SDS 不

溶性分画に現れた。野生型タウおよび変異型タウ蛋白の比較では、P301L タウ蛋

白にのみ SDS 不溶性分画への移行が多いようであったが、著明な差は認められな

かった。 
（中西）アデノウイルス 5 型を基にした AdEasy システム（Stratagene）を利用

して Aß 発現カセットを挿入した Ad ベクターDNA を作成した。発現させる Aß ペ

プチドは抗原性を考慮して 1-43 のアミノ酸配列を用い、またマウス Igκ 分泌シグ

ナル(mIgκsp)を Aß アミノ酸配列上流に付加し Aß での抗原性の促進を図った。

Aß43 を発現するベクターDNA プラスミドは４種類、pAd-SC、pAd-SA、pAd-SR、

pAd-SG を用意した。pAd-SC は mIgκsp-Aß43 を CMV promoter と SV40 
poly(A)signal で、pAd-SA と pAd-SR は CMV promoter、rabbit ß-globin intron、
そして hGH poly(A)signal で、pAd-SG は CMV enhancer、chicken ß-actin 
promoter、rabbit ß-globin intron、そして hGH poly(A)signal で構成されている。

これらの発現カセットからの Aß 発現を確認するために、各プラスミド Ad ベクタ

ーDNA の基になる、各 pShuttle ベクターDNA（B.研究方法、I.を参照）を AD-293
細胞にトランスフェクションし、Aß の発現を Western blot で検証した。SA、SR
共に Aß の強力な発現が見られ、monomer 及び dimer そして約 23kDa のオリゴマ

ーと見られる抗体反応性のバンドが確認できた。それに比べて SC、SG について

は約 23kDa のバンドと弱い monomer の発現が確認できた。これらの発現カセッ

トを挿入された各 pShuttle ベクターDNA を、全長の Ad5DNA が挿入されたプラ

スミド :pAdEasy-1 をもつ大腸菌 BJ5183-AD-1 に導入し、大腸菌内での

recombination によって目的の発現カセットが挿入されたプラスミド Ad ベクター

DNA を作成した。各 Aß 発現カセットは Ad5 の E1 領域にウイルス初期遺伝子発

現と同じ向き（pAd-SC, pAd-SA, pAd-SG）、あるいは逆位（pAd-SR）に挿入した。

pAd-SC と-SA は 3 種のクローン（SC2, SC3, SC5, SA9, SA11, SA12）、pAd –SR
と-SG はそれぞれ 4 種のクローン（SR1, SR2, SR3, SR5, SG1, SG2, SG5, SG7）
をとり、それぞれの Ad ベクターDNA を AD-293 細胞に導入し 1 次ストックを作

成した。このストックをさらに AD-293 細胞への感染に用い、ベクター大量生成を

試みた。これら合計 14 クローンのうち AD-293 細胞で増殖でき、さらにベクター

粒子精製までのレベルまで大量生成できたのは Ad-SG2 のみであった (Fig 2B)。
大量生成した Ad-SG2 を精製し、Ad ベクター量を計測して総量約 1x1013粒子の回

収を確認した。これらのベクターから Aß が発現することを確認するため、細胞あ

たり 100, 500, 2500 粒子(MOI 0.2, MOI 1, MOI 5)のベクターを AD-293 細胞に感

染させ、48 時間後にその細胞上清で Aß が産生されていることを EIA で確認した

（Fig 2C）。また対照として LacZ 発現カセットをもつ Ad ベクターAd-LacZ も同
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様に AD-293 細胞より感染増殖させ精製し、約 1x1013 粒子を回収した。また、ベ

クターの経口投与とその効果についても検討を加えた。 
 

Ｄ．考察と結論 

 本年度は本研究課題実施の初年度であるため、統括的な考察ならびに結論は得ら

れていない。しかしながら、初年度の各分担研究者からの研究結果にも示されてい

るとおり、本研究課題が目的とするアルツハイマー病の根治薬開発を、(1)アミロイ

ド形成の阻止、(2)アミロイドの除去、(3)タウ蛋白質異常蓄積の阻止の 3 本の軸を

設定して進めるという戦略は適正なものであると考えられる。アルツハイマー病治

療薬に関しては、我が国においては平成 23 年春に新たに 3 薬が承認され、これま

でのドネペジルとあわせ 4 薬の処方が可能となった。しかしながら、これらの薬剤

は全て「症状改善薬」の範疇で捉えられるものであり、より本質的で且つ根治的な

治療薬である「疾患修飾薬」としての効果を期待させるものではない。「疾患修飾

薬」をめぐっては世界の有力製薬企業が精力的にその開発を進めているところであ

るが、未だ有効性と安全性の確認された薬剤はない。本研究課題の遂行によって真

に有用なアルツハイマー病根治薬の開発に資する情報が提供できるよう 2 年目以

降の研究を鋭意遂行したい。 
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