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研究成果の概要： 
脳内免疫担当細胞であるミクログリアや骨髄前駆細胞はアルツハイマー病病態下で血液脳関門
を通過することが報告されている。本研究では血液脳関門通過に関わる機序をマウス脳内ライ
ブセルイメージングにより明らかにしようとした。その結果、アルツハイマー病モデルマウス
脳内では野生型マウスと比較して白血球のローリングと接着が亢進した。詳細な解析により、
E-セレクチンと、P-, E-セレクチンリガンド糖鎖、CD44 およびαM インテグリンの相互作用が
確認された。 
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１．研究開始当初の背景 
（１） 血液脳関門は血液系と脳との間の物質
交換を制限する機構であり、脳内の恒常性維
持に重要な役割を果たしている。しかしながら
創薬の場においては、開発中の多くの候補薬
物が血液脳関門を通過できないがために、開
発を断念せざるを得ないケースが多く見受け
られる。このようなことから、血液脳関門を通過
させる新たな機構を開発することは極めて重
要な課題である。 
 

 
（２） これまでに、脳内免疫担当細胞であるミ
クログリアや骨髄前駆細胞が血液脳関門を通
過することが報告されている(Sawada et al., 
FEBS Lett., 1998; Simard et al., Neuron, 
2006)。これらの細胞は、動脈投与または静脈
投与により脳内へ浸潤・生着する。詳細なメカ
ニズムは未だ不明であるが、細胞を用いた血
液脳関門の突破は脳疾患の新しい治療法の
開発基盤になると強く期待される。 
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２．研究の目的 
（１）本研究は、ミクログリア細胞、骨髄単
球細胞、アルツハイマー病モデルマウスおよ
びマウス生体内ビデオ蛍光顕微鏡法を用い
て、当該細胞の脳血管外遊走と脳内への移入
機構を明らかにすることを目的とする。さら
に、これら脳移行性細胞を多く送り込むこと
により脳内神経毒性アミロイド斑を効率的
に除去する治療法や、アミロイド斑分解除去
遺伝子の脳内搬送体としてこれら細胞を利
用する細胞医薬をもとにしたアルツハイマ
ー病新規治療法開発における技術基盤の提
供も目指す。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１） はじめに、生体内ビデオ蛍光顕微鏡
を用いた脳内細胞イメージング技術の確立
を行った。脳観察に必要な open skull およ
び thin skull 手技は東京大学医学部・根東
覚先生の元で習得し、当研究室のビデオ蛍光
顕微鏡システムに適応させた。 
 
 
（２）上記の解析系を用い、ミクログリア細
胞および骨髄単球細胞の脳内移行に関する
基礎的な検討を行った。CFSE 色素を用いて蛍
光ラベルしたミクログリア様細胞株 MG5（ド
ナー）もしくは GFP トランスジェニックマウ
ス(ドナー)の大腿骨より調製した骨髄単球
細胞を正常マウス(レシピエント)へ尾静脈
より投与した(5x106 cells／mouse)。その後、
麻酔下にて頭部を切開し本研究室に設置さ
れたビデオ顕微鏡システム(Eclipse FN1, 
Nikon)にて脳内観察を行った。本法により、
血管内を移行するGFP陽性細胞をビデオにて
鮮明に捉えることが可能となり、解析ソフト
を使用してその動態を詳細に解析すること
に成功した（図.1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）本方法を用いて末梢投与ミクログリア
細胞（MG5）のマウス脳内におけるライブイ
メージングを行った。MG5 で得られた知見が
他のミクログリア細胞でも観察可能かどう
かを確認するため、マウスミクログリア細胞
（BV2）を入手し、その培養維持を行った。
フローサイトメトリーにより血管外遊走時
に働くと予想される細胞表面分子（セレクチ
ン、セレクチンリガンド糖鎖、インテグリン
など）の発現を解析した。また、それぞれの
接着分子のカウンターパート分子が加齢ア
ルツハイマー病モデルマウス脳内血管で発
現しているかどうかを組織化学染色法で解
析した。代謝ラベル法により当該細胞を CFSE
蛍光色素標識し、マウス脳内における標識細
胞の動態を生体内ビデオ蛍光顕微鏡を用い
て解析した。加齢アルツハイマー病モデルマ
ウス Tg2576 の脳内における標識細胞動態解
析にも着手した。 
 
 
（４）一方、本研究者はヘパラン硫酸多硫酸
化ドメインがアルツハイマー病モデルマウ
ス脳内重合 Aβ沈着部位に選択的に強く発現
することを発見している。ヘパラン硫酸多硫
酸化ドメインの Aβ重合への役割および当該
ドメインを分解する細胞外スルファターゼ
の解析をヘパリン（多硫酸化ドメインを多く
持つヘパラン硫酸誘導体）と化学修飾ヘパリ
ン（多硫酸化ドメイン含有が非常に少ない誘
導体）を用いた in vitro Aβ重合 Thio-T ア
ッセイにより比較検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）脳移行時に働くと予想される分子（P, 
E-セレクチンリガンド、インテグリン）のフ
ローサイトメトリーによる解析結果から、
BV2 ミクログリア細胞が P-, E-セレクチンリ
ガンド糖鎖、CD44 およびαMインテグリンを
発現している事が明らかとなった。加齢アル
ツハイマー病モデルマウス脳内血管におけ
る接着分子の発現を組織化学染色法で解析
した結果、野生型では観られない P-,E-セレ
クチンが発現する結果が得られた。末梢静脈
投与したBV2 ミクログリア細胞のマウス脳内
での動態を生体内ビデオ蛍光顕微鏡法で観
察・解析した結果、他の末梢組織内でみられ
るローリングや接着の機構が観察された。興
味深い事に、加齢アルツハイマー病モデルマ
ウス Tg2576 の脳内ではローリングや接着の
機構が増強されている知見が得られた（図.2）。
現在この解析結果に関して他のアルツハイ
マー病モデルマウスでも同様に観察される

図 1. 脳血管内を流れる MG5 細胞 

 



かどうかを検討している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ヘパラン硫酸多硫酸化ドメインの Aβ
重合への役割をヘパリンと化学修飾ヘパリ
ンを用いた in vitro Aβ重合 Thio-T アッセ
イにより比較検討した結果、多硫酸化ドメイ
ンが Aβ重合を促進する事が明らかとなった。
さらに、当該ドメインを分解する細胞外スル
ファターゼの解析を行った。大変興味深い事
にアルツハイマー病モデルマウス脳内多硫
酸化ドメインが細胞外スルファターゼによ
り ex vivo で完全に分解される事を発見した。 
 
 
（３）マウスミクログリア細胞株 BV2 がアル
ツハイマー病モデルマウス脳血管内におい
て野生型では観られないローリングおよび
接着の増加を示すことが示された。さらに、
LPS 感作による全身性炎症マウスでも同様に
観察された。これらの事から，細胞のアルツ
ハイマー病態脳内浸潤メカニズムは炎症に
おけるメカニズムと一部共通する可能性が
示された。BV2 は L-セレクチン分子や
PSGL-1(P－セレクチンリガンド分子)は発現
しないが E-セレクチンリガンド分子（シアリ
ルルイス X 糖鎖）は発現する。BV2 の脳内血
管におけるローリングの増加は E-セレクチ
ンとそのリガンド分子を介した相互作用に
よる結果であることが示唆された。脳移行性
ミクログリアを外来遺伝子脳内搬送体とし
て利用する事を検討するためこれらの細胞
に効率良く遺伝子を導入発現させるシステ
ムの開発を検討した。マウスポリオーマウィ
ルPY2 スベクターの選択的な高効率遺伝子発
現結果はこのベクターを用いたシステム構
築が有用であることを示している。ヒトアル
ツハイマー病剖検脳側頭葉におけるセレク
チン分子の発現上昇結果はアルツハイマー

病の大部分を占める孤発性アルツハイマー
病の発症メカニズム解析へマウスの知見が
応用できることを強く示唆することとなっ
た。 
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