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研究要旨

 現在、我が国は４人に１人が６５歳以上である超高齢社会に突入していることから、高

齢者に多くみられる認知症に対する対策が求められている。特に、認知症の６割近くを占

めるアルツハイマー病（AD）に対する治療薬の開発が急務であることから、多くの大学や

製薬企業では低分子化合物ライブラリーが整備されてきている。しかし、これまでのとこ

ろ、AD の進行を抑制できる「疾患修飾薬」の開発には成功していないのが現状である。こ

の主な要因として、AD の発症を経時的かつ定量的に評価できる in vivo 解析モデルが不足

していることが挙げられ、発症メカニズム解析および薬剤開発が著しく遅れている。この

ため、これまで申請者は、AD の発症要因の一つであるアミロイドベータ（Aβ）による神

経機能低下および神経変性誘導を、経時的かつ定量的に判定できるシステムをショウジョ

ウバエおよびマウスで作製してきた。本研究課題では、これらモデルシステムを用いて AD
の発症メカニズム解析から治療薬開発までを目標としている。本年度はこれまでのところ、

①[アルツハイマー病の重篤化メカニズムの解明]、②[新規マウスモデルの聴力低下の発症

メカニズム解明]、③[AD 治療薬の個体レベルでの探索研究]という３つのテーマに取り組

んだ。

Ａ．研究目的

超高齢化社会を迎える我が国において、高齢者に発症する疾患の予防・治療法の開発が
急務である。しかしながら、高齢者に特有の疾患は発症までに長い時間がかかることから、
これまでに治療薬の開発が遅れているのが現状であった。そこで、本研究プロジェクトで
は、寿命が短く遺伝学的な操作も容易なモデル動物であるショウジョウバエおよびマウス
を用いて、創薬開発に資するモデル系を構築し、発症メカニズムの解明および治療薬の開
発を目的としている。 
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Ｂ．研究方法

アルツハイマー病重篤化メカニズムの解明

AD では発症の約２０年前からアミロイドβ（Aβ）が脳内に蓄積を開始し、軽度認知障

害（MCI）を経て認知障害を発症することが示されている。さらに、認知障害を発症した

後も脳の萎縮に代表される病態の進行が観察される。このような AD 病態の重篤化におけ

るメカニズムに関してはほとんど明らかになっていない。我々は神経変性の誘導を指標と

して、AD 病態の重篤化のメカニズム解明に挑んでいる。AD における神経変性の誘導メカ

ニズムとして、アミロイドβ（Aβ）の N 末端が切断と環状化を伴う変異（pE 化）される

ことが重要であることが示唆されていた。pE 化による神経変性誘導メカニズムを探るため

ショウジョウバエで pE 化 Aβ（pE-Aβ）を発現するシステムを確立し、Aβと比較するこ

とにより神経変性誘導メカニズムの解明を試みた。

新規マウスモデルの聴力低下の発症メカニズム解明

ADの発症原因因子としてAβ産生の前駆体であるAPPが見いだされてから 20年以上が

経過している。その間、ヒト APP をマウス脳神経系で過剰発現する、いわゆる”APP マウス”

が世界中で作製され、AD 研究に用いられている。APP マウスは行動試験により記憶・学習

障害を判定できることから、AD 研究において非常に有用な系として用いられているが、発

症に時間がかかり（約１年）、定量的な解析に適していないこと等が創薬開発の問題として

指摘されていた。これらの問題点は、最近開発されたヒト化マウス APP をマウス APP 制御

下で発現させる、”APP ノックインマウス”でも改善できていないことから、創薬開発のため

には新たなマウスモデルの登場が求められている。当研究室では、これまでの先行研究と

して、創薬開発に資するマウスモデルの確立を行ってきた。このモデルでは、神経細胞と

内耳有毛細胞との共通性に着目して、家族性 AD 変異(E22G)を導入した Aβ42(Aβ42E22G)を内

耳有毛細胞で発現している Tg マウス([Math1E-Aβ42E22G])を作製した（特許第６０５５１２

３号）。[Math1E-Aβ42E22G]の聴覚を聴性脳幹反応(ABR)により測定した結果、Aβ42E22G を内

耳有毛細胞で発現させた系統に関して、生後４ヶ月で超高音域(＞32kHz)の聴力が特異的に

低下していることが確認されている(Omata et al., 2016)。本年度は、Aβの発現により超高音

刺激応答の低下が生じるメカニズムの解明を目指して、組織化学的な解析を行った。

AD 治療薬の個体レベルでの探索研究 
AD の発症に関わる APP が同定されてから２０年以上が経過している現在においても、

AD の進行を抑制できる「疾患修飾薬」の開発には成功していない。従来の AD 治療薬開発

は特定の発症メカニズムに基づいて化合物の選定が行われてきたことも、要因として考え

られる。そこで、本研究ではショウジョウバエモデルに対して、個体レベルでの薬剤スク

リーニングを実施することにより治療薬の開発を目指す。本年度はショウジョウバエモデ

ルを使って、米国食品医薬品局（FDA）で既に薬剤として認可されている、いわゆる既存
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薬ライブラリーから AD 治療薬としての活性を有する化合物の同定を目指した。 

（倫理面への配慮）

本研究ではモデル動物を用いることから、当研究所の動物実験の指針に基づいた研究を
行った。 

Ｃ．研究結果

アルツハイマー病重篤化メカニズムの解明

ショウジョウバエ脳神経細胞に Aβ42 あるいは pE-Aβを発現させ、頭部抽出液について
Aβの凝集性を生化学的に検討した。その結果、pE-Aβの発現では Aβと比較した場合、界
面活性剤に対する抵抗性が上昇し、蟻酸でしか抽出できない「不溶性分画」の割合が上昇
してくることが確認できた。面白い事に、Aβは pE-Aβの存在下では有意に凝集性が上昇
していることが確認された。この結果は、in vitroで提唱されていた「Aβは pE-Aβ依存的
に凝集性が上昇する」というシーズ仮説に合致し、AD 重篤化を考える上で重要であると思
われる。さらに、Aβと pE-Aβによる神経変性誘導に関して検討した結果、pE-Aβの発現
により小胞体ストレス（ER ストレス）活性化が生じる結果、カスパーゼ依存的なアポトー

シスを誘導していることが明らかになった。さらに、AD の発症原因因子の一つである Tau
との関係を検討した結果、pE-Aβとヒト Tau の同時発現により神経変性が著しく誘導され

ることが確かめられた。このときの遺伝子発現を調べた結果、pE-Aβとヒト Tau の同時発

現により ER ストレス応答には影響せず、JNK シグナルが活性化していることが確かめられ

た。以上の結果から、pE-Aβには小胞体ストレスを介して慢性的に神経変性を誘導する一

方で、Tau の発現が上昇してきた細胞では JNK シグナル応答を活性化させることにより急

性的に神経変性を誘導する活性を有することが予想される（Tsuda et al. 2017）。

新規マウスモデルの聴力低下の発症メカニズム解明

新規マウスモデルでは Aβを内耳有毛細胞に発現させることにより、生後４ヶ月で超高音

刺激応答の著しい減少が観察されることから、超高音刺激応答に関わる領域の有毛細胞に

関して、組織化学的観察を行った。最初に、ファロイジン染色を行い、有毛細胞の脱落を

観察したところ、生後５ヶ月での細胞脱落は観察されなかった。この結果から、Aβの発現

による超高音刺激応答の減少には有毛細胞の変性は関わっていないことが明らかになった。

さらに、シナプス機能調節における変化を検討する目的で、有毛細胞側のシナプスマーカ

ーである CtBP2 と聴神経側のシナプスマーカーである GluR2、それぞれに対する抗体で染

色したところ、シナプス結合の数に変化は見られなかった。しかしながら、シナプスの形

態をよく見てみたところ、シナプス自体の縮小が観察された。これらの結果はシナプス機

能調節に何からの変化が生じている可能性を示唆する。現在、シナプス小胞のリサイクリ

ングに関わるイノシトールリン脂質の代謝に関わる酵素である Synaptojanin(Synj)との遺
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伝的相互作用を検討している。

ショウジョウバエとマウスを用いた AD 治療薬の開発研究

これまでに Aβ42 の変異体を温度依存的に神経細胞で過剰発現するシステムをショウジ

ョウバエで確立している。この系では飼育温度を１８℃から２９℃に上昇させるだけで神

経細胞における変異型 Aβの同調的な発現が保証され、発現誘導後７日で行動異常（負の重

力走性）が確認されている。これまでの先行研究から、機能性食品由来の化合物ライブラ

リーの投与により、行動異常を回復する活性を有する化合物の同定に成功している（未発

表）。本年度は FDA で既に承認されている薬物を 780 種類含む既承認薬ライブラリーをス

クリーニングして、AD 治療薬の同定を試みた。その結果、２つの化合物について、Aβの

発現による行動異常の回復を示す活性が確認された。

Ｄ．考察と結論

本研究により AD の重篤化における pE-Aβの重要性が確認された。特に神経変性の誘導

メカニズムが明らかになってきたことから、pE-Aβにより小胞体ストレスがどのようにし

て誘導されるのかを明らかにすることが急務であると思われる。さらに、Aβから pE-Aβ

の産生に関わる酵素（Glutaminyl cyclase; QC）は新たな創薬ターゲットとして注目される。

さらに、新規マウスモデルの表現型としてシナプス機能調節機構も示唆されたことから、

AD 病態における相関が予想される。さらに、本年度は FDA 既承認薬ライブラリーの中か

ら Aβによる神経毒性効果を抑制する活性を有する薬剤を２つ同定することに成功してい

る。これらの候補薬剤に関しては、pE-Aβによる神経誘導に対する効果についても検討す

ることにより、AD の発症における効果を推定していきたい。さらに、新規マウスモデルに

これらの候補薬剤を投与することにより、表現型である聴力低下を抑制できるかどうかを

検討したい。これらの研究から、開発が遅れている AD に対する疾患修飾薬の開発を期待

している。
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