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研究成果の概要（和文）：3xTg-ADマウス脳内のアミロイドβ蓄積とタウリン酸化による神経原線維変化の時空
間的変化について定量的に検証し、そのパターンを明らかにした。これらのデータを得たことで、３ｘTg‐ADマ
ウスの脳内での病理的変化パターンを確定したことで、運動のもたらす病理学的変化への影響を明らかにするこ
とが可能となった。その結果、病理学的変化が顕著に出るメスの3xTg-ADマウスに対して２週間の運動のもたら
す影響を検証したところ、２週間の運動では認知機能および病理学的変化の改善をもたらすことはできないこと
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Spatiotemporal changes in amyloid-β accumulation and tau phosphorylation in
 the 3xTg-AD mouse brain were auqntitatively examined and their patterns were determined. With these
 data, we were able to establish the pattern of pathological changes in the brain of 3xTg-AD mice 
and to determine the effects of exercise on the pathological changes. Based on these results, we 
tested the effects of 2 weeks of exercise on female 3xTg-AD mice, in which pathological changes are 
more pronounced, and found that 2 weeks of exercise could not produce improvements in cognitive 
function and pathological changes.

研究分野：神経科学

キーワード： アルツハイマー病　モデル動物　運動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果により明らかになった3xTg-ADマウス脳内の基本的な病理学的変化についての知見はこの動物を用
いてのアルツハイマー病（AD）に対する様々な新規治療法を検証する際の基盤となる。3xTg-ADマウスは現時点
においても神経原線維変化を生じる唯一のADモデルマウスであり有用である。また本研究から短期間の運動は、
ADの病理変化に影響をもたらさないことが明らかとなった。このことから、さらに長期間の運動がADの改善には
必要であることが示唆されたことは有効な運動療法の確立に向けての重要な知見であると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 
１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎え、認知症対策は喫緊の課題である。高齢者コホートでの疫学調査では、
意欲低下（アパシー）は認知症の増悪因子であり、身体機能低下（フレイル）とも密接に連関
する。そしてフレイル対策として有効な運動習慣は認知機構低下を防ぐことも知られている。
しかし、運動が脳血流を改善し、あるいは神経新生を促すという断片的知見はあるものの、機
能的な認知改善メカニズムは充分に調べられていない。加えて、アパシー・認知症・フレイル
の密接な関連を考慮すると、患者自身がフレイル対策として意欲的に行う自発的運動と、意志
に反して強制されて行う場合では脳機能に与える影響が異なると予想されるがその効果も不明
であった。 
これまで申請者達はアルツハイマー病モデルマウスである 3xTg-ADマウスを用いて、その
脳神経回路と行動における異常を研究してきた。その結果 3xTg-ADマウスでは AD早期に相
当する時期(7 か月齢)において空間学習能力が下がっていること)、空間学習に関連する脳部位
である背側海馬のシナプス形成に異常があること、さらに背側海馬での神経活動に異常がある
ことが示唆された。3xTg-ADマウスの脳内ではAD原因タンパクであるアミロイドβが異常
発現しているが、その結果、神経回路と認知機能に異常が生じていると考えられる。3xTg-AD
マウスに見られる行動異常はヒトの早期ADでも見られる症状であり、それゆえ 3xTg-ADマ
ウスは非常に優れたADモデル動物であると言える。そこで本研究では 3xTg-ADマウスを用
いた動物実験により自発・強制運動によって認知および神経回路網へどのような影響が生じる
か、という問いの解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
超高齢化社会を迎えた現在、アルツハイマー病(AD)による認知症は大きな社会問題となって
いる。認知症の進行は身体的な機能低下と深く関わり、運動による身体能力向上は認知症の非
薬物介入の中で重要な役割を占める。ただし、脳機能への影響という観点からは、AD 認知症
の神経活動障害および、運動が脳機能に及ぼす影響については不明な点が多い。この現状を踏
まえ運動の認知機能に与える影響を AD モデルマウスである 3xTg-AD マウスを用いて検証す
ることとした。特に意欲に基づく自発運動、および強制による運動それぞれが神経回路と学習
行動に与える影響を精査し、認知症の運動療法の最適化への指針とすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）3xTg-ADマウスの脳内での継時的病理学的変化の解析 
研究開始時点においては 3xTg-AD マウスの基本的なアルツハイマー病様の病理変化につい
ては定見が存在しないことから運動の病理学的変化への影響の評価が困難であった。特にアミ
ロイド β の脳内蓄積による老人斑の出現時期については発表された論文の間でも大きな差異
があった[1,2]。また 3xTg-ADマウスのアミロイドβ蓄積には雌雄差があるとの報告もあった
がこれについても異論が存在した[3]。そこで運動による病理学的変化への影響を評価する際の
基礎となるデータ取得のために 3xTg-AD マウスの脳内での継時的病理学的変化を検証した。
具体的にはアミロイドβとその前駆タンパクである APPの蓄積、および異常タウタンパク質
の蓄積と神経原繊維変化の継時的な 3xTg-AD マウス脳内での経過を免疫染色とステレオロジ
ーを利用した定量的解析により検証した。 
 
（２）ゴルジ染色によるスパイン構造の解析 
神経細胞自体の形態変化を検証するために 3xTg-AD マウスの脳標本を用いてゴルジ染色を
行った。これまでの過去の研究からADモデルマウスにおいては樹状突起上のシナプス形成部
位であるスパイン構造に変化が見られることが示唆されていた。ゴルジ染色はスパイン構造を
可視化する最も優れた染色法であることからこれを採用して 3xTg-AD マウス神経細胞のスパ
イン構造の解析を行った。 
 



（３）運動療法のもたらす 3xTg-ADマウスの認知機能および病理学的変化への影響評価 
（１）（２）で述べた方法に加えてモリス水迷路による空間記憶能力の評価を行い、運動の認知
機能および病理学的変化への影響の評価を行った。 
 
４．研究成果 
以下３で述べたそれぞれの研究方法についてそれらの成果について記述する。 
 
（１）3xTg-ADマウスの脳内での継時的病理学的変化の解析 
3xTg-ADマウスはアミロイドβ産生されやすい変異を持ったAPPsweがThy1プロモータの
制御下で発現しておりその蓄積がアミロイドβの過剰産生をもたらす[2]。そこで APPswe の
細胞内蓄積と老人斑の出現の 3xTg-AD マウス脳内での時空間パターンについて抗 APPswe 抗
体（rat anti-human APP antibody clone1D1, Sigma-Aldrich）と抗アミロイドβ1-42 抗体（rabbit 
anti-β-amyloid1-42 antibody, Sigma-Aldrich）を用いて検証した。その結果、APPswe は大脳
皮質、嗅覚領域、海馬、扁桃体、大脳基底核のサブ領域、小脳核、中脳と後脳の多くの核（主
に運動系）といった広範囲にわたって発現していることが分かった。ステレオロジーによる定
量解析の結果、このうち特に海馬のCA1 領域後部および海馬台において多くの細胞体に早期か
ら（1 カ月齢程度でピークに到達）APPswe の蓄積が起こっていた。また大脳皮質においては
主に 5層と 6層の細胞体にAPPswe の蓄積が起こっていた。大脳皮質でのAPPswe の細胞体蓄
積は海馬に比べて緩やかな時間経過をたどり（6 カ月程度でピークに到達）APPswe 陽性細胞
体密度も低かった。大脳皮質におけるAPPswe 蓄積の特徴として顕著な雌雄差が見られたこと
がある。メスではオスに比べて約 1.5-2 倍程度の APPswe 陽性細胞体が見られた。一方、老人
斑の出現は APPswe の蓄積に遅れて起こり、約 9 カ月齢で始まり 12 カ月齢で顕著になるとい
う結果を得た。3xTg-AD マウスの初期の論文の結果[2]と異なり、老人斑は 3xTg-AD マウス
脳内で海馬に主に見られ、大脳皮質においては 12 カ月齢ではほとんど見られないという特徴
があった。また老人斑の形成にも雌雄差が存在しメスではオスよりも多くの老人斑の形成が見
られた。加えて興味深いことにAPPswe の細胞体蓄積が見られなかった中隔や橋核といった領
域に老人斑の形成が見られた。これらの領域は海馬や大脳皮質といったAPPswe の蓄積が起こ
る脳領域からの投射を受けていることから、アミロイドβは軸索領域から少なからぬ量が放出
されていることが示唆された。このことは海馬においてもアミロイドβ蓄積細胞を多量に含む
CA1 領域から多量の投射を受ける海馬台において顕著な老人斑の形成が見られることからも、
高い蓋然性を持っていると考えられる。これらの結果は査読付き論文として公表した[4]。 
 また 3xTg-AD マウスはリン酸化による神経原繊維変化を起こしやすい変異タウが APPswe
と同じく Thy1 プロモータ制御下で導入されている[2]。変異タウの蓄積とそのリン酸化に関し
ても抗ヒトタウ抗体(mouse anti-Tau monoclonal antibody HT7, Invitrogen)、早期のリン酸化
を検知する抗リン酸化タウ Thr-231 抗体 (mouse anti-Phospho-Tau monoclonal antibody 
AT180, Invitrogen)、および神経原繊維変化をもたらす後期のリン酸化を検知する抗リン酸化
タウTau Ser 396 抗体 (rabbit anti-PhosPho-tau polyclonal antibody, Invitrogen)を用いてその
時空間パターンを検証した。変異タウの蓄積する細胞体は Thy1 プロモータ制御を反映して
APPswe と同じ広範囲の領域にわたって見られた。ただしその数量にはAPPswe 蓄積と違いが
見られた。中脳および脳幹部では同程度のAPPswe と同程度の蓄積細胞体が見られたが、大脳
皮質及び海馬ではAPPswe にくらべて少数の細胞体にのみ変異タウの蓄積が見られた。特に大
脳皮質ではAPPswe にくらべて変異タウの蓄積している細胞体の数は顕著に少なかった。また
APPswe で見られたような雌雄差は変異タウの蓄積には見られなかった。脳全体においては変
異タウはAPPsweは海馬で最も蓄積が見られ時間経過も１カ月程度でピークに達するのが観察
された。それを反映してタウのリン酸化は 3xTg-AD マウス脳内でほぼ海馬においてのみ見ら
れた。タウのリン酸化の最終段階であり細胞死につながる神経原繊維変化も海馬においてのみ
見られ、特に海馬台とCA1 の境界部分に見られる頻度が高かった。神経原繊維変化に関しては
12 か月齢で初めて少数の細胞に観察された。これらの結果は現在論文投稿準備中である。 
 
（２）ゴルジ染色によるスパイン構造の解析 



ゴルジ染色については、当初重クロム酸カリウム水溶液と硝酸銀水溶液によって染色する古
典的ゴルジ染色法を試みた[5]。しかし古典的ゴルジ染色法では染色に 2 週間程度要すること、
標本がもろくなるためにエポキシ等で硬化して切片を作製する必要があり手間がかかるうえに
切片のサイズがまちまちになり観察が難しいこと、神経細胞の染色の度合いが試行ごとにばら
つきが多い、バックグラウンドの染色が強く S/N が悪い、等の問題があり実験が難航した。そ
こで重クロム酸カリウム/クロム酸カリウム/塩化水銀の混合液を用いる Golgi-Cox 法を
37-42℃でのインキュベーションで行うUltra-rapid Golgi（URG）染色法[6]を古典的ゴルジ染
色法に替えて試みた。その結果 200-300μm の PFA 固定脳切片に対して 36-48 時間程度のイ
ンキュベーションを行うことで良好な神経細胞染色像を得ることができた。またこの過程で
URG 染色法では標本の固定の程度に依存して染色される細胞体の数、樹状突起の数、グリア
細胞の数が大きく変化することが分かった。そこで後固定の時間を 0-24 時間の間で変えて神
経細胞の観察に最も適した後固定時間の検証を行った。現在はその結果をもとに、ステレオロ
ジーによる神経細胞体数、樹状突起数、グリア細胞数およびスパイン密度の定量解析をつうじ
て、目的に応じた神経細胞観察に最適な後固定時間の検証を行っておりその結果を論文投稿予
定である。またこの方法により 3xTg-AD マウスの神経細胞のスパイン数の変化について検証
を進めている。 
 
（３）運動療法のもたらす 3xTg-ADマウスの認知機能および病理学的変化への影響評価 
 （１）で得た結果をもとに老人斑が形成されやすく加齢による病理学的変化が顕著なメスの
3xTg-AD マウスを用いて運動療法のもたらす認知機能および病理学的変化への影響を検証し
た。まず強制運動の影響を見るために、7 カ月齢のメス 3xTg-AD マウスに対して 2 週間トレ
ッドミル上で 1日 1時間運動負荷しその影響を検証した。その結果、運動群と対照群でモリス
水迷路の成績、APPの細胞体蓄積、老人斑の形成、神経原線維化に違いは見られなかった。そ
こで、これらの動物からの脳標本を用いて、当初は予定に入っていなかった低酸素誘導性因子
HIF1-αの発現の変化を検証した。近年の研究からHIF１-αはアルツハイマー病の病理変化及
び認知機能に影響を与えることが示唆されていること[7]に加えて、運動によって脳内で変化が
見込まれることから、これについての発現変化を免疫組織学的に検証した。その結果、HIF１-
αは 3xTg-AD マウスの脳内で野生型のマウスに比べて多く発現しており、そのほとんどはミ
クログリアで発現していることが明らかとなった。また 3xTg-AD マウスの脳内では、ミクロ
グリアの数および活性が亢進していることも明らかとなった。ただしHIF1-αの発現もミクロ
グリア動態も２週間の運動によって変化は見られなかった。これらの結果から 2週間程度の運
動では認知機能および病理学的変化に対する改善は見込めないことが明らかとなった。現在は
より長い期間での運動がもたらす影響の検証を予定している。 
 また当初の研究計画では自発的運動の検証を行う予定であったが、ケージ内で複数で飼育さ
れている動物のそれぞれの個体の運動量の測定が技術的に困難であること、それを避けて単頭
飼育を行った場合には孤独によるストレスがかかってしまうこと、から期間内での実験を行う
ことができなかった。自発運動の計測に関しては生体認証チップを体内に埋め込んだうえで、
チップを認識し個体識別を行いながら運動量を計測するトレッドミルによる自発運動計測シス
テムの開発を考えている。 
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