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研究要旨 

 これまでに，アルツハイマー病（AD）の予防・治療法の開発を目指した数多くの研究が展開さ

れてきたが，未だ有効な治療薬は存在せず，その発症機序にも不明な点が多い。近年，次世代シ

ーケンサー等の技術革新により網羅的なゲノム解析と遺伝子発現解析が可能となった。患者から

収集したビックデータを世界中から集積し，分析・活用する基盤も整えられ，AD 発症機序の過

程を遺伝子ネットワークの変化として再構築する試みがなされている。    

 本研究では, 最新のシステム生物学の手法とADモデル動物を用いた実験的検証を組み合わせ，

AD 患者脳の中で機能的なつながりを持つと考えられる遺伝子群（遺伝子共発現ネットワーク）

の中から，AD 型神経変性への感受性に関わる遺伝子ネットワークの同定を目指す。このような

神経変性の感受性を規定する遺伝子ネットワークの中には, これまでの方法では同定されなかっ

た AD 病態修飾因子や危険遺伝子が含まれる可能性がある。本研究の成果は，それらの発見を通

じて，AD における神経細胞死を抑止する，次世代の治療法開発につながると考えられる。 
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A．研究目的 

 アルツハイマー病は老年性認知症の最大の原因であり，患者数は増大の一途を辿っている。し

かしその発症機序には不明な点が多く，有効な治療法は未だ存在しない。アルツハイマー病の症

状の進行を食い止めるためには，脳内で進行中の神経細胞死を抑止する必要がある。従って，ア

ルツハイマー病発症機序の階層性を理解し，神経変性の分子メカニズムの詳細を解明することが，

そのような治療薬の開発のために必須であると考えられる。 

 近年，次世代シーケンサー等の技術革新により網羅的なゲノム解析と遺伝子発現解析が可能と

なった。アルツハイマー病においても，多数の患者脳から収集された遺伝子データが集積しつつ

あり，システム生物学によりそれらを分析することで，アルツハイマー病発症の過程で起こる変

化を遺伝子ネットワークの変化として再構築できると考えられる。この手法を用いることで，デ

ータ主導でアルツハイマー病の発症機序に関する仮説を立案・検証することができ，そこから得

られる結果は新たなブレイクスルーをもたらすと考えられる。本研究課題では，システム生物学

を駆使して，アルツハイマー病における神経変性への脆弱性に関わる候補遺伝子ネットワークを

同定し，さらにネットワーク構成遺伝子の中でも特に重要な役割を持つ候補遺伝子群を絞り込み，

それらが神経細胞死への脆弱性や耐性に与える影響を，アルツハイマー病モデル動物等（ショウ

ジョウバエ・マウス・マウス初代神経細胞）を用いて検証する。この手法により，神経細胞死へ

の脆弱性や耐性に関わる遺伝子群を網羅的に明らかにすることで，症状の進行を遅らせる全く新

たな創薬標的の同定につながる可能性がある。 

 また，AD のような一般的な病気においては，個々では発症リスクに及ぼす影響が小さいもの

の，頻度の高い遺伝子多型が複数組み合わさることで，加算的に AD の発症リスクを上昇させて

いることが考えられる。しかし，発症リスクに及ぼす影響が小さい遺伝子多型を，現在行われて

いる GWASにより個別に同定していくことは, 検出感度の限界により困難であることも示唆され

ている。AD 発症に到る各過程で重要な働きをする遺伝子群をネットワークとして同定すること

ができれば，その遺伝子ネットワークを形成する遺伝子群の中に，アルツハイマー病の発症リス

クの組み合わせが含まれる可能性も考えられる。 

  

平成 29 年度も継続して，以下の目的に従い研究を進めた。 

目的１. システム生物学を用いた情報解析による候補遺伝子ネットワークの同定 

目的２. 候補遺伝子の抽出とモデル動物を用いた実験的検証 

 

 

B．研究方法 

 一年目の平成 28 年度は，Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエ脳に加え，新たに AD モデルマ

ウス脳における遺伝子発現解析を行った（6 ヶ月齢）。これらを AD 患者脳由来の遺伝子共発現ネ

ットワークと重ね合わせることで，Aβ 蓄積の下流で発現の変動する遺伝子群の集積が有意に見ら

れる遺伝子ネットワークを絞り込んだ。また同定した遺伝子ネットワークが AD 型神経変性への

感受性に関わるかを，Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエを用いて検証した。 
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 二年目にあたる平成 29 年度は，さらに加齢した AD モデルマウス脳（15 ヶ月齢）の遺伝子発

現解析を行い，加齢依存的な変化を含む解析を進めるとともに，24 ヶ月齢マウスの遺伝子発現解

析の準備を進めた。また，Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエを用いた検証実験を継続するとと

もに，そこで有力な候補と考えられた遺伝子 X のノックアウトマウスを導入し，検証実験を開始

した。 

 

（倫理面への配慮） 

 遺伝子組換え生物等の使用については、「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物多様

性の確保に関する法律（平成 15 年法律第 97 号 平成 19 年 3 月 30 日改正）」に従って行なった。

マウスを用いた実験は、「厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する基

本指針 （基本指針（平成 18 年 6 月 1 日施行））」に従って行なった。 

 

 

C．研究結果 

目的１. システム生物学を用いた情報解析による候補遺伝子ネットワークの同定 

１−１）AD モデルショウジョウバエ脳における遺伝子発現情報を用いた解析 

 AD 型認知症においては，脳内での Aβ 蓄積が神経変性の引き金になると考えられている。従っ

て，AD 患者脳から構築された遺伝子ネットワークの中でも，Aβ 蓄積によって変動する遺伝子を

より多く含むネットワークは，AD における神経変性の過程に関与している可能性が高い。そこ

で，Aβ 蓄積の下流で起こる神経変性と相関して発現変動する遺伝子を同定するために，主任研究

者の確立した Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエを用いた（Iijima, K. et al., PNAS, 2004）。この

モデルでは，脳中枢神経系でヒト Aβ42 を特異的に高発現させることで，加齢依存的に神経細胞

死を誘導することが出来る。この Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエ脳において継時的にトラ

ンスクリプトーム解析を行い，Aβ 蓄積による神経細胞死と相関して発現が変動するヒト相同遺伝

子群を同定した。次にこれら遺伝子群が前述の AD 患者脳由来の遺伝子共発現ネットワークのど

こに集積するかを調べたところ，62 個の遺伝子ネットワークのうち 12 個で有意な集積が見られ

た。これらのうち 6 個の遺伝子ネットワークには，これまでの GWAS 解析等で AD への関係が示

唆されている遺伝子が有意に集積していた。 

１−２）AD モデルマウス脳における遺伝子発現情報を用いた解析 

 APP ノックインマウスモデルを用い（Saito, T. et al., Nat Neurosci, 2014），Aβ の蓄積に伴う遺伝

子発現変化を 6 ヶ月齢，および 15 ヶ月齢脳において調べた。このマウスモデルでは，Aβ の蓄積，

神経炎症，シナプス障害は観察されるものの，顕著な神経変性は見られないことから，AD 発症

の前〜初期段階を模していると考えられている。これまでに 6 ヶ月齢マウスの前脳皮質，及び海

馬領域において RNA シーケンス解析を行い，Aβ 蓄積に伴い発現が変動する遺伝子を同定した。

次にこれら遺伝子群が62個のAD患者脳由来遺伝子共発現ネットワークに集積するかを調べたと

ころ，3 個のネットワークで有意な集積が見られた（図 1）。興味深いことに，そのうちの 2 個の
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ネットワークは AD モデルショウジョウバエを用いた解析でも検出され，新規 AD リスク因子と

して注目を集めている TREM2，TYROBP を中心とするミクログリア関連遺伝子群で構成されて

いた（以下の考察を参照）。平成 29 年度は，さらに病理の進行した 15 ヶ月齢マウスの前脳皮質，

海馬領域さらに嗅内皮質において RNA シーケンス解析を行い，Aβ 蓄積に伴い発現が変動する遺

伝子を同定した。次にこれら遺伝子群が 62 個の AD 患者脳由来遺伝子共発現ネットワークに集積

するかを調べたところ，6 ヶ月齢マウスで検出された 3 個のネットワークに加え，新たに 6 個の

ネットワークで有意な集積が見られた（図 1）。これらの結果は，APP ノックインマウスモデル脳

内において，Aβ 蓄積に伴う病態進行が，遺伝子ネットワークの変化として捉えられることを示し

ている。平成 29 年度は 24 ヶ月齢マウス脳における RNA シーケンス解析の準備も進めた。今後

同様の解析を行うことで，Aβ 病理の増悪化に伴い出現する新たな遺伝子ネットワークを同定する。 

 

考察  

 AD 患者脳由来の遺伝子ネットワーク情報を用い，Aβ 蓄積が引き起こす AD の前〜初期段階に

見られる病態を模していると考えられる 6 ヶ月齢 APP ノックインマウス脳サンプルから 3 個（全

て神経炎症・ミクログリア関係），Aβ 病理がさらに進んだ 15 ヶ月齢 APP ノックインマウス脳サ

ンプルから 9 個（神経炎症・ミクログリアに加え，細胞接着やオリゴデンドロサイト関係）の遺

伝子ネットワークを抽出した（図 1）。さらに Aβ 蓄積に伴う神経細胞死が見られる AD モデルシ

ョウジョウバエ脳サンプルからは， 12 個の遺伝子ネットワークを抽出した。これらの結果は，Aβ

4



蓄積から神経変性へ向かう過程で， AD 患者脳で検出された遺伝子ネットワークが AD モデル動

物の脳内で段階的に惹起されていることを強く示唆している。また，今回解析したすべてのタイ

ムポイントで二つの遺伝子ネットワークが共通して検出された。これらの遺伝子ネットワークは

TREM2，TYROBP を中心とするミクログリア関連遺伝子で構成されており，AD 発症過程で見ら

れる Aβ 病理像ともよく一致していることから，Aβ 蓄積が神経変性を惹起する入り口で働いてい

る可能性が考えられる。これらのネットワークについては， TREM2/TYROBP の活性化が Aβ ま

たはタウ神経毒性に及ぼす影響を，表現系および遺伝子発現変化の両側面から網羅的に解析した。

その結果，Aβ 蓄積に対して保護的に働くと考えられる TREM2/TYROBP シグナルであるが，そ

の慢性的な活性化はシナプスの消失やタウ病理を増悪化させ，結果的に AD 病態を進行させてい

る可能性を見出した（Sekiya, M., et al, Genome Medicine, 2017）。 

 以下の目的２では，１−１）のショウジョウバエモデルの遺伝子発現解析から同定した候補遺

伝子ネットワークに着目した。この遺伝子ネットワークには，アストロサイト，神経細胞，血管

上皮細胞で働き，神経再生，神経活動，細胞接着，脂質代謝に関わる遺伝子が多く含まれる。ま

た，AD の最大の危険因子である APOE 遺伝子も含まれており，予想される生理機能，および AD

への関連という両側面から有力な候補と考えた。そこで一次スクリーニングとして， Aβ 神経毒

性モデルショウジョウバエを用いた検証実験を行った。 

 

目的２．候補遺伝子の抽出とモデル動物を用いた実験的検証 

目的２−１）Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエを用い， 各候補遺伝子のショウジョウバエホ

モログ遺伝子をハエ脳中枢神経細胞で発現抑制（RNA 干渉法）した際に，神経変性を増悪させ

るか（または抑制するか）を調べる。 

 ショウジョウバエを用いる一番の利点は，ほぼすべての遺伝子に対してその発現を組織特異的

に抑制するための shRNA 発現トランスジェニック系統が樹立されており，各候補遺伝子が Aβ 神

経毒性に及ぼす影響を網羅的に調べることができる点にある。しかし，同定した遺伝子ネットワ

ークには 1,388 遺伝子が含まれているため，比較的実験操作が簡便なショウジョウバエモデルと

いえども，その全てを検証することは容易ではない。 

 そこで検証実験に進める遺伝子の絞り込みを行った。この作業もデータ主導で行うために，遺

伝子ネットワークを構成する遺伝子の中でも 1)これまでのGWAS解析等でADへの関与が示唆さ

れている遺伝子（AD 関連遺伝子），及び 2)AD 患者脳と Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエ脳

の両方で発現の変動が見られた遺伝子（発現変動遺伝子），という基準を指標に候補遺伝子の抽

出を行った。その結果，AD 関連遺伝子として 31 遺伝子，発現変動遺伝子として 34 遺伝子を同

定した。また，そのうち 3 遺伝子は両者で検出されたことから，これら遺伝子は特に重要である

可能性が示唆された。現在までに，この 3 遺伝子に加えて，AD 関連遺伝子の中から 4 遺伝子，

発現変動遺伝子の中から２遺伝子を加えた計 9 遺伝子について解析を終了した。その結果，選定

した 9 遺伝子全てについて，それらの発現抑制が Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエの運動機

能低下や神経変性を増悪化することを見出した（Sakakibara, Y., Sekiya, M., et al, PLOS Genetics，

2017, Quan, X., et al, in preparation 他）。以上より，選定した候補遺伝子ネットワークが神経保護機
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能を持つ可能性が示唆された。 

 

目的２−２） ２−１で神経変性を増悪させた候補遺伝子について，マウス初代培養神経細胞（In 

vitro），または脳スライス培養（Ex vivo）を用い，各候補遺伝子をノックアウト（CRISPR）あ

るいはノックダウン（shRNA）が，Aβ 神経毒性の下流，または各種ストレス（興奮毒性，酸化

ストレス，リソソーム障害等）により誘起される神経活動の変化，神経変性，及び遺伝子発現へ

与える影響を調べる。 

 これまでの Aβ 神経毒性モデルショウジョウバエを用いた解析から，ネットワークを構成する 9

遺伝子が神経保護作用を示すことを見いだした。そこで，AD との関連が特に興味深い 3 遺伝子

について，AD マウスモデルを用いた解析を行うための shRNA または CRISPR コンストラクトを

作成した。研究分担者である木村哲也博士とともに，海馬領域を中心とする脳スライス culture を

用いた電気生理学的解析のための実験系構築を進めている。 

 

目的２−３）AD モデルマウスを用い，アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）の脳室内投与による

RNA 干渉法，またはノックアウトマウスを用いた各遺伝子の発現抑制が，認知機能障害，神経

変性，また遺伝子発現ネットワークへ与える影響を調べる。 

 上記 3 遺伝子の中で注目している遺伝子の一つに遺伝子 X がある。この遺伝子は，AD のリス

ク因子としても知られる心血管疾患の原因遺伝子であり，最近その遺伝子多型が AD と非常に類

似した臨床症状を呈する神経変性疾患に関連していることが報告された。これらの事実は，遺伝

子 X を取り巻く遺伝子ネットワークが，AD における神経変性の病態修飾因子である可能性を示

唆している。そこで自治医科大学の村松慎一博士との共同研究により遺伝子 X に対する 2 種類の

shRNA を脳内投与するための AAV9 ウイルスを作成した。海馬の神経細胞にて遺伝子 X の 

発現をノックダウンするため，作製した遺伝子 X shRNA-AAV を 8 ヶ月齢マウスの両側脳室に投

与し，投与後 2 ヶ月で脳を採取した。この組織を用い，shRNA のノックダウン効率を確認するた

めに，海馬 RNA を抽出し qPCR を行なったところ，2 種の shRNA のうち 1 系統で弱いものの有

意なノックダウン効率が認められた。これから，免疫染色およびウエスタンブロット法でも効率

の確認を行う予定である。 

 また，米国 North Western 大学より遺伝子 X ノックアウトマウス凍結精子を譲渡してもらうこ

とが出来たため，そこから個体化と繁殖を行った。このマウスを用い，遺伝子 X の機能低下が，

神経炎症，シナプス障害，神経変性，Aβ・タウ病理，行動，などにどのような影響を与えるか検

討するため，AD モデルマウスと交配した。得られた AD/遺伝子 X ノックダウンマウスは，予備

検討を行いながら加齢飼育中である。12 ヶ月齢のマウス脳を用いて免疫染色を行った結果では，

遺伝子 X ノックダウンにより Aβ の蓄積が増加傾向にあったが，Aβ，アストロサイト（グリオー

シス）ともにいずれも差は有意ではなかった（図 2）。また，15 ヶ月齢で予備的に行った水迷路

試験においても，AD モデルと比較し顕著な変化が認められないため，現在 18-20 ヶ月齢で試験

を行うために，加齢飼育中である。 
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D．考察と結論 

 本研究で同定・検証を進めている，AD 型神経変性の感受性を規定する遺伝子ネットワークは，

AD 患者脳由来の遺伝子情報にモデル動物から得たトランスクリプトームデータをフィードバッ

クすることで，先入観なしに遺伝子データ主導で導き出したものである。従って，アミロイドや

タウを中心とする病態解析とは異なる角度から，AD 型神経変性の機序を明らかにできると考え

ている。 

 また本研究の結果，アルツハイマー病発症機序の中でも不明な点の多い Aβ 蓄積から細胞死に

至る過程で重要な働きをする遺伝子群を網羅的に同定できると期待でき，その成果はアルツハイ

マー病の病態修飾因子や危険因子の発見，さらにアルツハイマー病へのリスクの診断や治療法の

選択といった将来のオーダメイドメディシンに貢献できる可能性がある。   

 さらにこの研究からは，AD 脳で進行中の神経細胞死を抑止するための創薬標的遺伝子も同定

できる可能性がある。例えば，同定した神経変性への感受性を規定する遺伝子ネットワークを標

的とし，その活性を上昇させることで神経変性を遅延，また抑止できないかと考え，ネットワー

ク全体を制御するような遺伝子を創薬標的遺伝子として抽出することを考えている。これまでに，

研究協力者の Bin Zhang 博士の協力により，ベイジアンモデルを用いた因果関係の推論から当該

ネットワーク全体の活性を制御する可能性が高い遺伝子 12 個を同定しており，その検証も本研
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究と並行する形で進めている。 

 本研究により，AD 発病後にも病態の進行を遅延させ寛解させる治療薬標的が同定できれば，

国民の保険・医療・福祉の向上等，大きな社会的成果が挙げられると期待される。 
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