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論文内容の要旨

【目的】

家族性アルツハイマー病原因遺伝子としてアミロイド前駆体蛋白質遺伝子、プレセニリン l 遺伝子、プレセニリン

2 遺伝子がクローニングされているが、その中でもプレセニリン 1 遺伝子変異によるものが 1 番多く報告されているo

家族例と孤発例では臨床症状・病理学的特徴に差はなく、家族例の発症機構を解明することで孤発例の原因にアプロー

チできるという観点から、アルツハイマー病研究においてこれらの遺伝子を中心としたモデルマウスが作製されてき

たが、それらはノックアウトマウスならびにトランスジェニックマウスが中心であった。

このような背景に基づき本研究では、我々の教室で経過観察している家族性アルツハイマー病家系で見つかったプ

レセニリン 1 遺伝子1213T ミスセンス変異と同じ変異をもっノックインマウスを作製することにより、より患者の病

態生理に近いアルツハイマー病モデルマウスを樹立し、アルツハイマー病の病態解明・治療に役立てることを目的と

し fこ o

【方法ならびに成績】

マウス 129SVJ ライブラリーよりプレセニリン 1 遺伝子のエクソン 7 領域を含むフラグメントをクローニングし、

in vi tro rn u tagenesis 法によりエクソン 7 に1213T 変異を導入した。またこの変異のすぐとなりに、 genotyping の

ための制限酵素 MboI サイトも同時に導入した。この MboI サイト導入に関しては、内在性のアミノ酸残基がかわる

ことのないようにトリプレットの 3 番目の塩基のみを入れ替えた。また、イントロン 6 にセレクションマーカーであ

るネオマイシン耐性遺伝子を挿入し、これは後に除去できるように loxP 配列ではさんでおいた。このようにして作

製したターゲッテイングコンストラクトをES 細胞にトランスフェクションしネオマイシンにてセレクション後、

PCR 法・サザン法にてポジティブクローンを同定した。このうち核型が正常のものを用いてアグリゲーション法に

てキメラマウスを作製し、胎生初期から Cre 蛋白を発現している CAG-Cre トランスジェニックマウスと交配させ

ることによりネオマイシン耐性遺伝子を除去し、ノックインマウスを作製した。

ノックインマウス脳におけるプレセニリン 1 遺伝子の mRNA の発現レベルをノーザンブロット法・ RT-PCR 法

にて検討したところ、ワイルド、ヘテロ、ホモマウスにおいて差は認められなかった。また、各々の genotype の胎

児脳から初代培養を行いプレセニリン l 蛋白量を比較したが、発現量は同じであった。

老人斑の主成分であるアミロイド 8蛋白には、アミノ酸が42個からなるアミロイド ß42蛋白と 40個からなるアミロ
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イド β40蛋白の 2 種類があり、プレセニリン 1 遺伝子ミスセンス変異はこのうちアミロイド β42蛋白の比率を上昇さ

せることが患者の fibroblast を用いた研究から知られている o そこで、次にノックインマウス脳におけるアミロイ

ド S蛋白量を検討した。ワイルド、ヘテロ、ホモマウス 20週齢の脳をギ酸処理してホモジネートを得た後 ELISA i去

にてアミロイド蛋白量を調べたところ、アミロイド ß40蛋白量は一定であったが、アミロイド β42蛋白は変異アレル

数に比例して上昇していることが確認された。またそれぞれの genotype のマウス胎児脳の初代培養を行い上清中に

分泌されるアミロイド蛋白量を調べたところ、脳ホモジネートと同様に変異アレルの量に応じてアミロイド β42蛋白

の上昇が確認された。ノックインマウスのヘテロならびにホモマウスにおいて組織学的変化は32週齢の時点ではみら

れていない。

【総括】

家族性アルツハイマー病のモデルマウスを作製する目的で、その原因遺伝子であるプレセニリン 1 遺伝子ミスセン

ス変異をもっノックインマウスを作製した。このノックインマウスにおいて、変異プレセニリン l 蛋白ならびにメッ

セージ量は、正常プレセニリン 1 遺伝子と同じであった。

本マウスの脳におけるアミロイド 3蛋白の量を検討したところヘテロ、ホモマウスにおいてアミロイド ß42蛋白が

変異アレル数に比例して増加していることが確認された。またノックインマウス胎児脳の初代培養上清中に分泌され

るアミロイド β蛋白でも同様のことが観察されたので、プレセニリン 1 遺伝子変異はアミロイド前駆体蛋白質からア

ミロイド β42蛋自の産生を促進していることが考えられた。以上の結果より、本研究で作製した変異プレセニリン l

遺伝子ノックインマウスは、アミロイド ß42蛋白の産生促進に関して実際の症例の病態をよりよく反映していること

から、老人斑形成の初期段階を解析するのに有用なモデルであることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究では、発生工学的手法を用いてプレセニリン 1 遺伝子変異を導入したノックインマウスを作成し、家族性ア

ルツハイマー病モデルマウスの樹立に成功した。このノックインマウスにおいて、変異アレルの発現レベルは正常ア

レルと同じであることが示され、変異アレル数に比例してアミロイド β42蛋白が有意に上昇していることが確認され

fこ。

アルツハイマー病の病理学的特徴である老人斑の形成に関しては、アミロイド ß42蛋白が重要な役割を果たすこと

が知られており、また家族性アルツハイマー病患者の血祭並びに線維芽細胞では、正常コントロールと比較してアミ

ロイド ß42蛋白の分泌が上昇することが知られているo この知見を踏まえて本研究を振り返ると、ここで作成された

ノックインマウスはアミロイド β42蛋白の上昇というアルツハイマー病の病態の初期変化を再現しており、老人斑形

成にいたるメカニズムを解析するのに非常に有用であるといえる o

以上のことから、本研究は博士(医学)の学位授与に値すると考えられる。
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