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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５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。 
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（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。 
（津田）Aß 蛋白質の機能解析に有用なモデルシステムの確立のため、Aß42 を中心と

して様々な変異を導入した Aß 蛋白質発現系を構築する。これらをショウジョウバエお

よびマウスの感覚神経細胞に特異的に発現させることによりAßの神経変性作用を経時

的かつ定量的に評価するシステムの確立を試みる。さらに、このシステムを用いて神経

変性における Aß の機能解析を進めるとともに、Aß の凝集に影響する薬剤の作用検定

を試みる。 
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（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 

（主任:柳澤）アルツハイマー病脳内におけるアミロイド形成の種分子であるガングリ

オシド結合型 Aß（GAß）を標的とする経口投与可能な低分子化合物の獲得に向け、GAß
の分子構造情報をもとに in silico スクリーニングを行い、選択れた化合物をさらにウエ

ットスクリーニングで評価した。得られたヒット化合物の構造類縁化合物を公開されて

いる分子情報をもとに抽出し、これらについての二次的なウエットスクリーニングを開

始した。また、GAß の分子構造情報に依らない低分子化合物の網羅的な探索系の構築

に向け、ハイスループット・スクリーニングへの適用等の視点から基礎的検討を開始し

た。平成 23 年度においては、低分子化合物の Aß 重合誘導能を in vitro で評価すると

ともに、ハイスループット・スクリーニング系の構築に向け、リポソーム非依存性のア

ミロイド種分子形成誘導の可能性について、有機溶媒等の共存下における Aß 二次構造

の変化につき抗 GAß 抗体による免疫沈降実験等により解析を行った。 
（分担:加藤）GAß を標的とする低分子分子化合物の反応特性に関する最終的な評価に

必要となる GAß 分子構造の NMR による解析系の確立を目指して、NMR への直接的

な適用が可能である人工的な脂質膜ディスクであるバイセルの調製ならびにバイセル

上での Aß-GM1 複合体の形成に関する基礎的な検討を進めた。脳内における GAß 形成

の神経細胞膜上マイクロドメインと同様の脂質組成を有するバイセルの作製に成功す

るとともに、その膜表面上での Aß 重合の誘導にも成功した。しかしながら、同様のバ

イセル添加条件で NMR 計測を実施したが、Aß の重合が促進されシグナルの観測がで

きなかったため、GAß 構造を安定化し、かつ Aß 重合を抑制するようなバイセルの作成

に向けた検討を開始した。 
（分担:松崎）Aß とガングリオシドとの分子間相互作用の詳細な検討を目指し、部位特

異的に 13C で標識した Aß を 4 種化学合成し、ガングリオシドクラスターを含むリポ

ソームの存在下で、アミロイド線維を形成させ、FTIR 測定を行った。また、生細胞表

面上での Aß 重合に関して、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した。さらに、ガングリ

オシドクラスターを含むリポソームの存在下でのAßのαヘリックスから ßシートへの

構造転移機構を、CD スペクトルの特異値解析により解明した。また、毒性型アミロイ

ド線維形成にガングリオシドクラスターが与える低極性環境が重要であることを解明

した。 
（分担:中西）各種 Aß 発現カセットを組み込んだアデノウイルスベクターを 4 種作製し

た。この Aß 発現アデノウイルスベクター、および対照として ß ガラクトシダーゼを発

現するアデノウイルスベクターを大量生成し、19 ヶ月齢のアルツハイマー病発症モデ

ルマウス（tg2576）に対して 2x1011 コピー数のベクターを経口投した。これらのマウ

スでは、抗アミロイド抗体価の上昇あるいは腸管リンパ節での Aß 反応性に変化は無か

ったが、Aß の脳組織免疫染色の観察により、アデノウイルスベクター投与マウス群に

おいて共に脳内アミロイド蓄積の軽減効果を観察した。また、腸管感染症を引き起こす
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ノロウイルスを基本骨格としたウイルスベクターの開発については、マウス腸管に常在

するとされているマウスノロウイルス S7 株を利用して、ベクター作製系の基本である

ウイルスの増殖系を開発した。さらにウイルス遺伝子 p18 と NTPase の境界に EGFP
遺伝子を挿入して、自己増殖型ノロウイルスベクターを作成した。   
（分担:田中）タウ蛋白質の神経細胞内代謝動態を明らかにすることを目指し、タウ蛋

白質と結合することが知られている 14-3-3 蛋白質との関係を詳細に検討した。その結

果、タウ蛋白質と14-3-3蛋白質に結合するタウ蛋白の部位は少なくとも 2ケ所存在し、

1 つは微小管結合ドメイン、もうひとつは Ser214 部位であることを確認した。また、

後者に関しては、リン酸化することによって結合活性を有し、リン酸化によって結合・

非結合が制御される部位として機能していることが示唆された。細胞内タウの分解に関

するパルスチェイス法による検討では、野生型タウに比べて S214A 変異タウは細胞内

タウの分解は亢進していた。これは 14-3-3 蛋白との強固な結合により、プロテアーゼ

に対するアクセスが制限されている可能性が考えられた。また、SDS 不溶性分画（細

胞内凝集分画）への移行に関する検討においては、リチウムにより Ser214 のリン酸化

を亢進させたところ、SDS 不溶性分画のタウは減少した。この変化は、S214A 変異タ

ウにおいては認められなかったことから、タウの凝集に関しては Ser214 部位のリン酸

化が重要であることが示唆された。 
（分担：津田）Aß 蛋白質の機能解析に有用なモデルシステムの確立のため、Aß42 を

中心として様々な変異を導入した Aß 蛋白質を作成した。これらをショウジョウバエお

よびマウスの感覚神経細胞に特異的に発現させることによりAßの神経変性作用を経時

的かつ定量的に評価するシステムの確立を試みた。その結果、Aß 蛋白質の凝集性に相

関するかたちで感覚神経細胞に対する変性効果が増大することが確かめられた。さらに、

この解析から Aß の N 末端がピログルタミル化されたフォーム(Aß3Q42)に強い変性効

果を持つことが明らかになり、Aß3Q42 を使うことにより Aß 依存的な神経変性効果を

短時間でアッセイできることが示唆された。現在、このシステムを用いて神経変性にお

ける Aß の機能解析を進めるとともに、Aß の凝集に影響する薬剤の作用検定を行なっ

ている。 
 

Ｄ．考察と結論 

 初年度ならびに本年度の研究から、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最終年度の研究を鋭意遂行し

たい。 
 
Ｅ．健康危険情報 

 特に記載すべき事項なし 
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