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研究成果の概要（和文）： 
我々は、アルツハイマー病(AD)の新しい治療方策として生体に備わった抗炎症能力を誘導・賦

活化すること、特に抗炎症性の神経保護型ミクログリア	
 (2 型	
 MG)を積極的に活用する戦略と、

これを実現する薬物シーズの開発を行った。(1)	
 4.5 月齢 AD モデルマウス	
 (APP23)に

IL-4/IL-13 を脳内微量注入すると、注入２日後において CD36 陽性 MG が出現し、7 日後にアミ

ロイドβ(Aβ)蓄積量が減少した。CD36 陽性細胞は、マクロファージ／ミクログリア M2 マーカ

ー（Arginase	
 I,	
 Ym1）と共局在したことから、スカベンジャー受容体を発現し Aβクリアラン

スに関与する MG は M2 様細胞	
 (2 型)	
 であることがわかった	
 (Kawahara	
 et	
 al.,	
 submitted)。

(2)	
 IL-4 分泌促進作用をもつレチノイン酸受容体アゴニストを APP23 マウスへ経口投与すると、

脳内 Aβ42ペプチドが有意に減少することを見出した(Kawahara	
 et	
 al.,	
 Biol.	
 Pharm.	
 Bull.,	
 

2009)。本研究成果は、抗炎症作用による新しい AD 治療戦略に新たな手がかりを与えるものと

考える。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：	
 

As	
 a	
 new	
 strategy	
 for	
 treatment	
 of	
 Alzheimer's	
 disease	
 (AD),	
 we	
 aimed	
 to	
 induce	
 the	
 

antiinflammatory	
 activity	
 we	
 have	
 in	
 a	
 living	
 body.	
 In	
 particular,	
 we	
 tried	
 to	
 develop	
 

the	
 strategy	
 for	
 which	
 the	
 neuroprotective	
 anti-inflammatory	
 type	
 of	
 microglia	
 (type	
 2	
 

MG)	
 is	
 utilized	
 aggressively	
 and	
 searched	
 the	
 new	
 medicine	
 seeds	
 which	
 achieves	
 this.	
 

When	
 we	
 administered	
 an	
 intracerebral	
 microinjection	
 of	
 a	
 mixture	
 of	
 IL-4	
 and	
 IL-13	
 into	
 

one	
 hemisphere	
 of	
 4.5	
 mo	
 old	
 APP23	
 mice,	
 CD36-positive	
 MG	
 was	
 induced	
 at	
 2	
 day,	
 and	
 A

β	
 accumulation	
 was	
 reduced	
 at	
 7	
 day	
 post	
 injection.	
 The	
 cytokine-induced	
 CD36	
 expression	
 

was	
 observed 	
 in 	
 arginase 	
 I -positive	
 and 	
 Ym1 -positive	
 cells, 	
 which 	
 indicates 	
 that	
 

CD36-positive	
 MG	
 are	
 M2-like	
 cells	
 (Kawahara	
 et	
 al.,	
 submitted).	
 We	
 found	
 that	
 oral	
 

administration	
 of	
 retinoic	
 acid	
 receptor	
 agonist	
 Am80,	
 which	
 increased	
 IL-4	
 production	
 

in	
 T-cell	
 system,	
 decreased	
 brain	
 Aβ42	
 peptide	
 in	
 APP23	
 mice	
 (Kawahara	
 et	
 al.,	
 Biol.	
 

Pharm.	
 Bull.,	
 2009).	
 This	
 study	
 may	
 encourage	
 development	
 of	
 new	
 anti-inflammatory	
 

strategies	
 for	
 treatment	
 of	
 AD.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 アルツハイマー病	
 (AD)	
 治療の創薬にお
いて、現行の対症療法	
 (ドネペジル)	
 に代わ
る根本的治療法の開発研究が国内外で精力
的に取り組まれているが、未だに有望なもの
はない。このような現状から新しい方法論の
開発・提案が待たれている。	
 
	
 一方，脳の免疫担当細胞であるミクログリ
ア(MG)は、AD においては軽度認知障害のとき
から活性化され，AD 病態の発症と密接に関連
することが示唆されている。従来、ミクログ
リア (MG)	
 は脳炎症時に活性化され、
proinflammatory に作用すると捉えられがち
であったが、最近の我々の知見も含め、(a)	
 
神経傷害的か保護的となるかは条件によっ
て異なること、(b)	
 その作用の違いには少な
くとも２群に分けられる	
 MG サブタイプ（１
型と２型）が深く関わることが分かってきた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 このような背景の下に我々は，神経変性疾
患をニューロンのみの失調と捉えるのでは
なく、量的にもこれを凌駕するグリア系細胞
の寄与をぬきにした中枢機能の維持は不可
能との視点に立ち、また AD を Aβ蓄積が引き
金となる炎症の加齢に伴う慢性化と捉え、こ
の治療方策として生体に備わった抗炎症能
力を誘導・賦活化すること、特に抗炎症性の
神経保護型ミクログリア	
 (2 型)を積極的に
活用する戦略と、これを実現する薬物シーズ
の開発を行った。	
 
	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 AD 病態モデルマウスは、スウェーデン型の
変異を持った Aβ前駆体タンパク質(APPSWE)
の transgenic	
 マウス(APP23)を用いた。
APP23 マウスあるいは野生型の同腹仔の脳内
に IL-4 と IL-13 の混合液を微量注入し，注
入後、4 日目から 7 日目にかけてモリス水迷
路試験を行い，空間認知能力を調べた。行動
実験終了後、抗 Aβ抗体を用いた免疫組織染
色を行い，Aβが減少するか調べた。また、
スカベンジャー受容体CD36やAβ分解酵素ネ
プリライシン(NEP)の発現や分布を組織染色
により調べた。Am80 含有のマウス餌を 5月齢
の APP23 マウスに 14 週間連日経口投与し	
 
(0.5	
 mg/kg/d)、その効果を(A)	
 ELISAによる
Aβの定量、および(B)Morris 水迷路を用いた

行動解析によって調べた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 IL-4/IL-13 の脳内微量注入は、若齢
APP23 マウスにおける Aβ蓄積量を減少させ、
空間認知障害を改善させる	
 
	
 我々はこれまでに、抗炎症性サイトカイン
IL-4がラット初代培養2型ミクログリアにお
けるオリゴマー状Aβ1-42の選択的クリアラン
スを誘導することを報告した	
 (J.	
 Immunol.	
 
181:	
 6503-6513,	
 2008)。本研究では、IL-4
と IL-13 が in	
 vivo での Aβクリアランスを
誘導するか、そして空間認知障害を改善させ
るかをアミロイド前駆体タンパク質過剰発
現マウス	
 (APP23 マウス)	
 を用いて調べた。
我々は 4.5 月齢と 9月齢の APP23 マウスの左
脳へ IL-4/IL-13 混合液を注入し、空間認知
能力と Aβ蓄積量の変化を調べた。	
 
	
 IL-4/IL-13 投与は、4.5 月齢と 9 月齢の両
月齢の APP23 マウスの Aβ蓄積量を減少させ
たが、空間認知障害は 4.5 月齢でのみ有意に
改善され、9月齢では改善されなかった。
APP23 マウスは加齢とともに Aβが蓄積し空
間認知障害も悪化するため、投与された
IL-4/IL-13 の治療効果は、蓄積された Aβの
総量に依存するかもしれない。すなわち、若
齢で Aβ蓄積量の少ない 4.5 月齢 APP23 マウ
スでは、認知障害を改善するが、老齢で Aβ
蓄積量の多い 9月齢では、認知障害を改善す
るには至らないと考えられる。あるいは別の
可能性として、in	
 vitro 実験系において
IL-4/IL-13 によりオリゴマー状 Aβが効率的
に除去されることから、空間認知障害におけ
るオリゴマー状 Aβの寄与が大きいと考えら
れるステージ（4.5 月齢）では、IL-4/IL-13
により記憶が改善されるのかもしれない。今
後IL-4/IL-13脳内投与によるオリゴマー状A
βの変化を調べることが重要である。	
 
	
 
(2)	
 IL-4/IL-13 の脳内微量注入は、M2 様ミ
クログリアを誘導し、スカベンジャー受容体
CD36 の発現量を増加させる	
 
	
 我々はこれまでに、in	
 vitro実験系におい
て、IL-4 で誘導される２型ミクログリアの A
βクリアランスには、スカベンジャー受容体
CD36 と Aβ分解酵素ネプリライシン(NEP)が
寄与することを報告した	
 (J.	
 Immunol.	
 181:	
 
6503-6513,	
 2008)。これらの分子が、上記の
in	
 vivo での Aβ減少に関与するかどうかを



調べるために、ミクログリア／マクロファー
ジマーカーIba1 や CD36、NEP の発現変化を組
織染色で調べた。	
 
	
 IL-4/IL-13 を脳内投与すると、投与２日目
において Iba1 の増加が観察された。また、
投与２日目において、CD36	
 は活性化ミクロ
グリアに発現し、NEP は主にニューロンに発
現した。以上のことから、IL-4/IL-13 脳内投
与による Aβクリアランスには、CD36 や NEP
が関与する可能性が示唆された。また、二重
染色の結果より、CD36 を発現する細胞は、M2
様マーカー（アルギナーゼ 1,	
 Ym1）陽性であ
った。	
 
	
 
(3)	
 レチノイン酸受容体(RAR)アゴニスト
Am80 の経口投与は、アルツハイマー病モデル
マウスにおける脳内 Aβペプチドを減少させ
る	
 
	
 「IL-4/IL-13 による Aβクリアランス作用」
を AD 治療法にまで展開するには、上記クリ
アランス能を誘導できる薬物候補がほしい。
申請者は、naïve	
 T細胞を IL-4 分泌型の Th2
細胞へ分化誘導することが報告されている，
RAR アゴニスト・Am80 に注目し、AD モデルマ
ウスを用いた	
 in	
 vivo系で AD 治療薬候補と
しての有効性を調べた。	
 
	
 Am80含有のマウス餌を5月齢のAPP23マウ
スに 14 週間連日経口投与し	
 (0.5	
 mg/kg/d)、
その効果を(A)	
 ELISA による Aβの定量、お
よび(B)Morris 水迷路を用いた行動解析によ
って判定した。	
 
	
 (A)	
 Am80 は APP23 マウスの脳内 Aβ量を低
下させる：実験期間中、Am80 は体重の増減に
影響を与えなかった。Am80 を経口投与すると、
可溶性画分の Aβ40,42には影響を及ぼさなか
ったが，不溶性画分のAβ40,	
 42量が減少した。	
 

	
 
	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図.	
 Am80 の経口投与(0.5	
 mg/kg/d,	
 14 週間)は、

APP23 マウスの脳内 Aβ量を減少させる	
 

特に，不溶性画分の Aβ42は、Am80 投与によ
り有意に減少した	
 (p=0.015,図)。この結果
は，Am80 の経口投与は APP23 の脳内の Aβ42

量を減少させることを示している。	
 
	
 
	
 (B)	
 Am80 は APP23 マウスのモリス水迷路試
験での空間認知能力には影響を与えない：空
間認知能力をモリス水迷路試験で評価する
と，vehicle 処理した APP23 は、野生型(WT)
マウスに比べ，空間認知障害が有意に低下し
ていた(p<0.001)。このような条件下で，Am80
を投与したマウスは，行動が改善される傾向
にあったが(p=0.254)，統計学的な有意差は
得られなかった。また、プローブ試験を行っ
ても、Am80 は有意な行動改善を示さなかった。
モリス水迷路試験中，13 匹中 3~4 匹が泳が
ずに浮き続けた（遊泳速度:0.06	
 m/s 未満）。	
 
	
 
	
 本研究より，Am80 の経口投与は APP23 マウ
スの脳内 Aβ量を減少させることがわかった
（Kawahara	
 et	
 al.,	
 Biol.	
 Pharm.	
 Bull.	
 
32:1307-1309,	
 2009）。今回，モリス水迷路
試験では、行動の有意な改善がみられなかっ
た。行動実験中，浮遊マウスが多く見られた
ため，今後はストレスの負荷が少ない実験法
を用いた方が良いと思われる。又、レチノイ
ド X受容体(RXR)アゴニストなどの他の薬物
の併用により、Am80 の Aβ減少作用を高める
工夫が必要であると考えられる。	
 
	
 
	
 以上本研究成果は、抗炎症作用による新し
い AD 治療戦略に新たな手がかりを与えるも
のと考える。	
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