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研究成果の概要（和文）：　PS19タウオパチーモデルマウスでは、海馬貫通線維領域において過剰リン酸化したタウ病
変を形成する。タウ病変の進行に伴い、海馬萎縮することが知られている。当研究において、同領域に病初期よりビト
ロネクチン(Vn)が蓄積していることを確認した。当マウスは海馬萎縮が強まるほどVn蓄積量が低下すること、Vnを欠損
させたタウマウスでは萎縮が加速することを明らかにした。従って当マウスにおいてVnは、神経保護作用を担っている
ものと考える。

研究成果の概要（英文）： The accumulation of vitronectin(Vn) in the perforant pathway of hippocampal area 
was found in PS19 tau mice. The hippocampus of PS19 mice has been known as the primary region of pathology
 with hyperphosphorylated tau accumulation. Interestingly, less Vn showed more hippocampal atrophy in the 
PS19 mice. Crossbreeding of the PS19 mice with Vn null mice confirmed the enhanced hippocampal atrophy. Th
ese findings suggest that Vn may have a protective function against the neuronal loss in PS19 mice.
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病を含むタウオパチー

は、線維性タウ封入体形成と神経細胞死

に伴う脳萎縮を引き起こすことが知られ

ている。申請者はタウ封入体イメージン

グの基礎的研究開発から行い、ヒト臨床

応用に繋げた(Maruyama M, et al. Neuron. 

2013.)。タウモデルマウスの海馬領域に

おける経時的な病変形成過程の確認作業

を通じて、線維性封入体形成に向かわず

に死に至る細胞が存在する事と、ある特

定領域の神経線維層には病早期よりビト

ロネクチン(Vn)が蓄積している事、マウ

ス海馬萎縮の程度に個体差が生じること

を確認した。Vn 蓄積がタウオパチー病態

に影響するのかを明らかにすることを通

じて、蓄積する意義を解明したいと考え

た。 

 
２．研究の目的 

本研究で使用するタウモデルマウス

(PS19 line)は、海馬領域における神経細

胞構成タンパクであるタウのリン酸化が

引き金となり神経細胞死する結果、同領

域の脳萎縮に至ること、また当該領域に

おいては神経細胞死を免れたとしても線

維性封入体形成するのに 15 月齢程まで

要することが既に明らかにされている

(Yoshiyama Y, et al. Neuron. 2007. , 

Maruyama M, et al. Neuron. 2013.)。Vn

は組織修復過程で機能を発揮する細胞外

マトリクスタンパクであることが知られ

ている。当マウスにおけるタウ病変並び

に Vn 蓄積時期や蓄積脳領域との関係を

免疫組織学的に時系列評価することや、

Vn 産生部位の同定や Vn 受容体は ITGB5

なのか等を遺伝子レベルで確認すること、

作成した Vn 欠損掛け合わせタウマウス

との脳萎縮程度を in-vivo MRI イメージ

ングで比較することによって、タウオパ

チー病変部位に Vn が蓄積することの病

態への影響を解明することを本研究の目

的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 免疫組織学的手法による、Vn 蓄積の

開始時期並びに、蓄積脳領域の評価 

4、9、14 月齢のタウマウス並びに

野生型マウスの脳組織切片を作成す

る。リン酸化タウ抗体と Vn 抗体によ

る二重染色を行い、共焦点顕微鏡下

に観察して染色領域の関連性を評価

する。また、Vn 受容体抗体(integrin 

alpha V : ITGAV 抗体)を用いて Vn

蓄積領域との関連性を評価する。 

(2) In-situ hybridization(ISH)法によ

る、Vn と受容体遺伝子発現脳部位の

検討 

Vn 蓄積が既に認められている月齢

のタウモデルマウスと、野生型マウ

ス脳組織を用いる。Vn と integrin 

beta5(ITGB5)受容体各遺伝子発現の

局在を ISH 法によって確認し、Vn 蓄

積との関連性を評価する。発現した

mRNA を染色し明視野条件で観察し、

同一切片に Vn、PDGFRB、NeuN、Iba1

抗体蛍光染色を施し、蛍光観察を組

み合わせることによって遺伝子・タ

ンパク間の局在対応性を確認する。

遺伝子レベルで ITGB5 受容体評価を

選択した理由は、ITGAV にヘテロカッ

プリングする候補として見込んだこ

とと、ITGB5 タンパクを検出し得る適

当な抗体が見出せなかったことによ

る。 

(3) In-vivo イメージング技術と免疫組

織学的手法による、作成した Vn 欠損

掛け合わせ タウマウスとの比較を

通じた Vn 蓄積意義の検討 

Vn 欠損マウス(Zheng X, Ginsburg 

D, et al. 1995.)を導入し、交配に

よってVn欠損タウモデルマウスを作



成する。14 月齢におけるタウモデル

マウスと掛け合わせマウスを麻酔下

にて in-vivo MRI 撮影評価し、解剖

して脳組織切片を作成する。脳画像

解析ソフトを用いてVn蓄積脳領域の

容積を計測し、群間比較する。また

共焦点蛍光顕微鏡撮影によって得ら

れた染色切片のVnシグナル値と脳容

積との関連性を評価する。 

 
４．研究成果 

(1) 免疫組織学的手法による、Vn 蓄積の

開始時期並びに、蓄積脳領域の評価 

4 月齢のタウモデルマウス海馬領

域には野生型マウス同様、血管周囲

に Vn 染色が認められるも、タウのリ

ン酸化や Vn 蓄積を認めなかった。9

月齢においてリン酸化タウ抗体陽性

化に対応して、小顆粒状に染色され

るVn蓄積像が出現することを確認し

た。このリン酸化タウ抗体陽性細胞

は線維化には至っていないこともタ

ウ封入体を認識する FSB 染色によっ

て確認した。また、リン酸化タウ陽

性領域は嗅内野や投射経路である歯

状回分子層と歯状回顆粒細胞、CA3～

CA1、海馬台の細胞体および神経線維

に渡るも、Vn 蓄積は嗅内野や歯状回

神経線維層に局在していた。その反

面、CA1 領域の線維層においては 14

月齢に至ってもVnの蓄積を認めなか

った。そこで Vn 受容体である ITGAV

抗体染色評価したところ、Vn 蓄積線

維層には陽性であるに対して、CA1

領域線維層には染色が弱いことが明

らかとなった（図 1.）。Vn が蓄積す

る分子層を拡大観察すると Vn と

ITGAV の染色像が部分的に重複する

ことを確認した。 

これらのことから、Vn の蓄積はタ

ウ封入体形成する以前の段階である

タウがリン酸化する最初期段階に起

こり始めていることと、リン酸化タ

ウに晒され、ITGAV 受容体が存在する

脳領域に蓄積することを明らかにし

た。歯状回分子層におけるタウのリ

ン酸化は4～9月齢の間に起こる訳だ

が、個々の病理像を観察する限り、

リン酸化タウ陽性線維出現に対応し

て Vn 蓄積が起こるものと推察する。

蓄積したVnは神経線維の外側に沈着

しているのか、線維内に取り込まれ

ているのかについては明らかにでき

ていない。 

 

 

(2) ISH 法による、Vn とその受容体遺伝

子発現部位の検討 

充分な Vn 蓄積が見込まれる 12 月

齢のタウマウスと同齢野生型マウス

脳を用いて ISH 法による Vn、ITGB5 

両遺伝子の発現局在評価を行った。

発現した mRNA を染色した切片に Vn、

PDGFRB、NeuN、Iba1 抗体染色を施し、

遺伝子とタンパク発現局在の相同性

有無を確認した。Vn mRNA の発現は主

にPDGFRBをマーカーとする血管周皮

と、軟膜細胞に認めた。顆粒状 Vn 蓄

積を認めぬ CA1～2領域の Vn mRNA 発

現は両マウス共に同程度確認された。

Vn 抗体、NeuN 抗体染色によるタンパ



ク発現との局在の比較を行ったが、

Vn タンパクは蓄積部位に存在する神

経細胞体で産生されたものでないこ

とを確認した。また Vn タンパク蓄積

は活性化アストログリアやミクログ

リア細胞体とも一致しなかった。こ

れらのことから血中または周皮細胞

から送達されたVnは神経線維領域に

蓄積するものと思われた。引き続き

同マウスの ITGB5 mRNA 発現の確認を

行った。ITGB5 の mRNA は歯状回分子

層だけでなく歯状回神経細胞層や

CA1 にもタウ病変に晒された領域に

発現を認めた。ITGB5 mRNA 発現はニ

ューロンにではなくミクログリアに

一致すること（図 2.）、Vn 蓄積とは

一致しないことをタウマウス、野生

型共に確認した。歯状回分子層にお

ける Vn 蓄積には、神経線維に発現し

た ITGB5 以外の subunit 受容体タン

パクが関わっているものと思われる。 

 
 

(3) In-vivo イメージング技術と免疫組

織学的手法による、作成した Vn 欠損

掛け合わせタウマウスとの比較を通

じた Vn 蓄積意義の検討 

Vn 欠損掛け合わせタウマウスを作

成し、タウマウスと共に 14 月齢にて

高磁場 MRI 撮影を行った。撮影後、

脳摘出し染色用切片を作成した。得

られた各マウスの冠状断T2強調画像

データから歯状回分子層の容積測定

を行い比較した。Vn 欠損掛け合わせ

タウマウス群は一様に強度な萎縮を

認め、一方タウマウス群は萎縮程度

にばらつきを認めた。組織切片に Vn

抗体染色を施し歯状回分子層のVnシ

グナル値と分子層の容積を比較した

ところ、シグナル値が低い程、容積

低下を認めた（図 3.）。またリン酸化

タウ陽性の歯状回顆粒細胞の割合が

多い程、Vn シグナルが低下した。リ

ン酸化タウ陽性細胞体は早期エンド

ソームマーカーの発現が低下してお

り、同細胞が多数発現している領域

においては樹状突起や軸索からなる

神経線維マーカーも低下していた。

これらの結果から推察するに、タウ

病変に晒された組織にVnが蓄積する

ことは受容体を介した神経細胞保護

作用を発揮するものと思われる。タ

ウ病変局所へのVn送達量や蓄積持続

期間、受容体発現量等様々な因子が

Vn 蓄積量に影響すると見込まれ、蓄

積量の違いが脳萎縮の個体差をもた

ら す も の と 考 え ら れ た 。
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