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研究成果の概要（和文）：オリゴデンドロサイト（Oligodendrocyte: OL）系譜細胞のアルツハイマー病
（Alzheimer’s Disease: AD）における役割は全く不明である。研究代表者は成体ラット脳海馬からOL前駆細胞
（adult OL progenitor cell: aOPC）を分離・培養する方法を確立し、細胞表面にplexin-B3を発現する新しい
aOPCを発見した。In vitro、in vivo、ヒトAD死後脳でplexin-B3陽性aOPCがAβ分泌細胞としてAD病理に重要な
働きをしていることを発見した。これらの事実は、従来のアミロイド仮説を見直す必要性を強く示唆する。

研究成果の概要（英文）：The roles of oligodendrocyte (OL) lineage cells, the largest glial 
population in the adult CNS, in the pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD) remain elusive. Here, 
we show a newly developed culture method for adult OL progenitor cells (aOPCs) and identify novel 
plexin-B3-expressing aOPCs as β amyloid peptides (Aβ)-secreting cells. A small population of 
plexin-B3+ aOPCs was found in NG2+ aOPC cultures (> 95%) growing in FGF2. FGF2 withdrawal decreased 
NG2+, but increased plexin-B3+ aOPCs with increased Aβ1-40, -42 secretions and Aβ1-42/total Aβ 
ratios. In vivo, plexin-B3+ aOPCs are distributed throughout the adult brain, although less densely 
so than NG2+ aOPCs. Spreading depolarization, a type of brain injury, induced unique delayed 
cortical plexin-B3+ aOPC gliosis. In AD brains, virtually all senile plaques were immunostained with
 plexin-B3 antibodies. These findings suggest that plexin-B3+ aOPCs play important roles in AD 
pathogenesis as a natural Aβ source.

研究分野：精神医学
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病（AD）の Braak 分類
を確立した神経病理学者 Braakらは、灰白質
ミエリン化の進行が AD病理、特に神経原線
維変化の進行と逆相関があることを報告し
ている 8。 
 
(2) 一方代表者は、気分障害のヒト死後脳を
より厳密に解析し、前頭極（BA10）灰白質
に気分障害特異的なミエリン化に関連する
異常があることを見出した 3-6。BA10皮質は
海馬貫通路 7などとともに 50〜60 歳代まで
ミエリン化が進行する 8。 
 
(3) 気分障害が、AD の最も強力な危険因子
の一つ 1,2,10,11であることを考え合わせると、
両病態には、ミエリン化（オリゴデンドロサ
イト（OL）分化）を共通点とする何らかの脳
内病理基盤があることを示唆する 10,11。 
 
(4) われわれは独自に成体ラット海馬 OL 前
駆細胞（aOPC）培養系を確立した 9。 
 
２．研究の目的 
独自開発した aOPC 培養細胞 9を用い、OL
分化（Notch 動態など）と APP 代謝の関連
基礎研究を行い、AD 研究の新潮流を作る。
また気分障害との共通脳内病理を探る。 
 
３．研究の方法 
(1) 胎児の OPC 培養では増殖因子の除去で
細胞周期が停止し OL 分化が達成される。
aOPC培養では増殖因子（Fibrobalst growth 
factor 2: FGF2）の除去によって OL分化が
どうなるのか？また、Notch や APP などの
代謝がどうなるのか？を詳細に解析する。 
 
(2) 新たな分子標的を見出し、aOPC の機能
や動態などを解明するとともに、AD 病理と
の関連を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 新規OPCサブタイプPlexin B3陽性細胞
(Plexin B3陽性 aOPC)の発見 
 代表者が開発した aOPC培養は FGF2濃度
依存的に細胞数が増加する。増殖条件下
（FGF2 20ng/ml）では、NG2陽性 aOPCが
ほぼ 95%、olig2 陽性 aOPC がほぼ 100%の
aOPCが得られる。代表者はマイクロアレー
などの発現解析から、マフォリン受容体であ
る plexin-B3を強発現する細胞が、通常培養
条件下で約数%存在することを発見した。そ
れらの細胞は olig2 陽性でかつ増殖すること
から、OPCサブタイプの一つであると考えら
れる。FGF2による aOPCへの影響を調べる
ために、FGF2非存在下、または通常培養す
る濃度(20ng/ml)より低濃度で aOPC 培養を
行った。その結果、plexin-B3 の発現量が増
加し、NG2の発現量が低下していた(図 1a, b)。
すなわち plexin-B3陽性 aOPCは、aOPC新

規サブタイプの一つで、非増殖（＝分化）条
件で増加する、すなわち NG2 より分化した
aOPCであることが本研究により明らかにな
った。よって、aOPC培養法は、成体脳 OPC
を解析する有効な in vitro系のツールである
と考えられる。本研究の成果は、特許出願を
行った(特願 2016-086033)。 

図１. 培養 aOPC免疫染色 
a) 20 g/ml FGF2における aOPC培養細胞の
NG2(シアン)、olig2(赤)二重染色 b) 0 g/ml 
FGF2におけるaOPC培養細胞plexinB3 (緑)、
olig2(赤)の二重染色 
 
(2) Plexin-B3陽性 aOPCの機能解析 
 aOPC は FGF2 濃度依存的に細胞数が増加
する。そこで、分化制御をはじめとする細胞
運命を司る Notch シグナルについて検討を
行い、Notch 受容体から細胞内に遊離する
NICDの産生がFGF2濃度に相関して増加す
ることを明らかにした。NICDは γ-secretase
活性により産生されることから、aOPCにお
いて γ-secretase 複合体が発現している可能
性を示唆していた。ウエスタンブロット法
(WB 法 )による検討を行った結果、
γ-secretase 複合体の構成因子である
presenilin1、nicastrin、APH-1が aOPCに
存在し、それらの発現量は FGF2濃度にほと
んど依存していなかった。 
 γ-secretase複合体は、Notchと並びアミロ
イド前駆体タンパク質(APP)を切断すること
が知られ、γ-secretase 活性を検討するため
NICD と APP から産生されるアミロイドベ
ータ (Aβ)の発現量が以前から研究されてき
た。そこで WB 法を行った結果、aOPC は
APP が大量に発現し、その発現量は FGF2
濃度と逆相関していた。FGF2 濃度と
γ-secretase 活性の関係について更なる検討
を行うために、細胞外に放出される Aβ、特
に Aβx-40 と Aβx-42 について、aOPC の培
養液中を調べた。その結果、FGF2濃度と逆
相関して Aβx-40 と Aβx-42 が細胞外へ産生
され、0 ng/ml FGF2においては、胎児期由
来の培養神経細胞と比較して Aβx-42 産生量
は５倍以上高かった。さらに 5 ng/ml以上の
FGF2濃度においては、培養神経細胞よりや
や多いか同程度の Aβx-42 ratio (Aβx-40 と 
Aβx-42 産生量の合算に対する Aβx-42 の割
合)が認められた。aOPCは γ-secretase活性
を持ち、NICD及び Aβを産生した。以上を
まとめると、aOPC は FGF2 濃度に応じて
Notch、APP の発現量を変え、γ-secretase
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複合体はそれら基質を切断して細胞内へは
Notch シグナル伝達、細胞外へは Aβを放出
していると考えられる。 
 
(3) in vivoにおける plexin-B3陽性 aOPCと
脳外傷における遅発性グリオーシス 
 成体ラット脳（in vivo）では NG2 陽性
aOPCと同様、plexin-B3陽性 aOPCが存在
し、その分布も全脳にほぼ均一に広がり、密
度はNG2陽性 aOPCの約 1/4だった（図２）。 

 
図 2. 成体ラ
ット脳 免疫
染色 

plexin-B3 
(緑) 、NG2(グ
レー )、 olig2 
(赤 )、核 (青 ) 
四重染色 
 
 

 
 近年、脳損傷や脳出血、脳虚血におけるペ
ネンブラの発生機序として大脳皮質拡延性
抑制(Cortical Spreading Depression: CSD)
が注目されている。これは損傷を受けた脳部
位から、神経細胞やグリア細胞が脱分極を起
こし、それに続いて起こる電気活動抑制状態
が大脳皮質を伝播する現象を指す。3M KCl
を含ませたコットンを脳硬膜上に当て CSD
を誘発し、aOPCの変化を調べた。6~7日後、
皮質局所と局所から遠位部の同腹側皮質に
かけて plexin-B3陽性 aOPCの細胞密度が増
加し、反対側より有意に約３倍増加していた。
他のグリア細胞ではミクログリアのみが有
意に増加していた。よって、CSDによって遅
発性に plexin-B3陽性 aOPCのグリオーシス
が生じる。脳損傷経験者の 30~38%に Aβ の
沈着が認められ (12)、将来 ADを発症する環
境要因と考えられている (13)。よって、
plexin-B3 陽性 aOPC は、AD 研究の新規タ
ーゲットになると考えられた。 
 
(4) ヒト AD死後脳研究 
 in vitroで plexin-B3陽性 aOPCが Aβを放
出していたこと、CSDで大脳皮質に遅発性グ
リオーシスを生じることから、plexin-B3 陽
性 aOPCはADに関与している可能性が示唆
された。AD 死後脳のパラフィン切片を
plexin-B3 抗体で免疫組織染色を行った。そ
の結果、plexin-B3 抗体は老人斑様の形態を
認識し(図３)、アストロサイトマーカーGFAP
とミクログリアマーカーIba1 がその老人斑
様の形態に集積した様子が確認された。
Plexin-B3 抗体とその抗原ペプチドを反応さ
せ、ペプチド中和した後は、老人斑様形態の
染色強度が著明低下した。以上のことから、
plexin-B3 陽性 aOPCはADの老人斑形成に
関与していると考えられる。 
  

図 3．AD脳免疫染色 
左上から、plexin-B3抗体による DAB染色、
DAB染色後の蛍光染色：右上 Aβ42抗体(緑)、
左下 4G8抗体(赤)、右下 Aβ42抗体と 4G8抗
体重ね合わせ(黄緑) 
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