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研究成果の概要（和文）：　本研究はアルツハイマー病（AD）の複数モデル動物を用いた動物実験により神経変性時の
生体反応としてのミクログリアを中心とした神経免疫システムの変化を解析し、その神経保護作用の解明と治療応用を
目的として開始した。海馬へのアミロイドβ（Aβ）打ち込みモデルマウスを用いた実験では貪食マーカーCD68陽性ミ
クログリアのAβ沈着部への集積とAβ貪食像を認めた。またADトランスジェニックマウス（APdE9マウス）を用いた実
験では脳内Aβ沈着部への活性型ミクログリアの集積を認め、病初期にはミクログリアのα7型ニコチン性アセチルコリ
ン受容体（α7nAChR）発現が増強し、進行期にはCD68の発現増強を認めた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the change of neuroimmune system (e.g. 
microglia) as the reaction to the neurodegeneration to elucidate the neuroprotective effect of that and 
apply the result to new therapeutic strategy. We observed accumulation of CD68 (which is phagocytic 
marker) positive activated microglia at Aβ deposition sites in the brain of an intra-hippocampal 
Aβ-injected mouse model of AD. Those phagocytosed Aβ deposition early after Aβ injection. By contrast, 
we observed the gradual increase of activated microglia accumulation at Aβ deposition sites in the brain 
of AD transgenic model mice (APdE9 mice). In the early stage of AD-like pathology, alpha 7 nicotinic 
acetylcholine receptor (α7nAChR) in microglia was upregulated. On the other hand, CD68 was significantly 
increased in the late stage of AD-like pathology.

研究分野：神経内科

キーワード： アルツハイマー病　アミロイドβ　トランスジェニック　ミクログリア
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１．研究開始当初の背景 
(1)難治性神経変性疾患の大半は今なお原
因・病態とも未解明で根治療法も確立してい
ないが、病態の一部が判明しているものや対
症療法が考案されているものもある。例えば
アルツハイマー病は脳内にアミロイドβ(A
β)が蓄積し老人斑を形成して、それが病態
に関与していることが知られており、認知症
状がアセチルコリン(ACh)濃度の減少に関連
していることからコリンエステラーゼ阻害
剤(ChEI)により脳内ACh濃度を上昇させる対
症療法が現在認可されている。しかし Aβ蓄
積を防止したり減少させる方法は確立して
おらず、ChEI 治療をしても病態は進行する。 
 髄膜脳炎などの副作用から臨床治験が中
止になってしまったが、アルツハイマー病に
おいては Aβペプチドを使用したワクチン療
法により Aβの減少と認知機能改善効果が確
認されていた。そこで申請者らは免疫システ
ムによる Aβ除去作用の可能性、およびそれ
らの病態への関与や治療への応用の可能性
に着目した。 
 
(2)神経変性と免疫系の関連では、神経細胞
の変性・脱落とともにアストロサイトやミク
ログリアの活性化・増殖、サイトカイン放出
などの多彩な応答が惹起されることが知ら
れている 1)。アルツハイマー病とミクログリ
アの関連では、かつてはミクログリアにより
神経死が誘発されるという説が見られた。し
かし近年、アルツハイマー病剖検脳において
老人斑へのミクログリアの集積が示され、培
養ミクログリアによる Aβ貪食能が確認され
ており 2)、ミクログリアが神経保護的に作用
している可能性が考えられる。また、脳内に
Aβプラークを形成する遺伝子改変マウスに
末梢よりマウス由来の骨髄幹細胞やヒト臍
帯血細胞を移植すると、骨髄幹細胞はミクロ
グリアに分化し Aβプラークに集積すること
も報告されている。しかしミクログリアを中
心とした神経免疫システムと神経変性疾患
の病態との関係は未だ解明されておらず、治
療への応用の目処も立っていない。  
 
２．研究の目的 
 本研究では、疾患モデル動物を用いて生体
内での神経変性時および治療介入時の脳神
経系における免疫システムの動態を解析し、
難治性神経変性疾患の病態論の本質に迫る
とともに、従来見られないようなより根治的
な新しい治療アプローチを考案することを
目的とする。具体的にはアルツハイマー病の
複数モデルの動物を用いた動物実験により
(1)神経変性時の生体反応としてのミクログ
リアを中心とした神経免疫システムの経時
的推移を解析し、その神経保護作用の解明を
試み、続いて(2)薬理学的治療や再生治療など
の治療介入による神経免疫システムの変化
を解析し、より有効かつ画期的な治療法を模
索する。また可能であれば(3)神経免疫システ

ムの障害と神経変性疾患の病態の関連を考
察し、病態の解明も試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)海馬への急性Aβ投与マウスに対する経時
的脳組織学的解析。 
 急性 Aβ投与マウスとして健常マウス海馬
にヒトリコンビナントAβペプチドを注入し
たモデルを作製し，注入 1、3、7、14、28 日
後の脳組織学的解析を行った。 
 
(2)AD トランスジェニックマウスに対する経
時的脳組織学的解析。 
 ADトランスジェニックマウスとしてAPdE9
マウスの繁殖を行い、生後 3、6、9、12、18
ヶ月の脳組織学的評価を行った。 
  
 (1)、(2)とも Aβ、ミクログリア、アスト
ロサイト、ニューロン、前シナプスのマーカ
ーおよび活性型ミクログリアのマーカーで
ある CD68 やα7nAChR による免疫染色像、お
よび蛍光多重染色像を観察した。得られた脳
組織画像は画像解析ソフト Image J を用いて
染色陽性領域面積などを測定し、定量的に評
価した。 
 
４．研究成果 
(1)急性 Aβ投与における脳組織学的解析 
（各染色陽性面積の比較） 

 マウス脳へのAβ注入に対して早期から活
性型ミクログリアが集積し，貪食を推測させ
るような重なり像を認め，Aβ沈着が経時的
に縮小したことからin vivoにおいてもミク
ログリアにはAβ貪食によるクリアランス作
用があると考えた（図１A、B）。一方、アス
トロサイトはミクログリアより遅れてAβ注
入3日後から集積したが貪食を推測させるよ
うな像は見られなかった（図1C）。CD68陽性

 

 A：ANOVA;*P < 0.01, **P < 0.005 vs 1day 
 B：ANOVA;*P < 0.001 vs 1day,  
    #P < 0.0005 vs 3days, &P < 0.05 vs. 14days, 
    $P < 0.0001 vs. 28days,  
    Student’s t-test:†P < 0.01, ††P < 0.005
 C：Student’s t-test:†P < 0.05 
 D：有意差なし 



ミクログリアの割合は１日後から多く経時
的変化は認めなかった（図1D）。 
 
(2)APdE9 マウスにおける脳組織学的評価 
 (2)-(a)各染色陽性面積の比較 

 生後 3ヶ月では Aβ蓄積を認めず 6ヶ月か
ら経時的に Aβ 沈着量が増加した（図 2A）。
ミクログリア・アストロサイトとも 6ヶ月以
降は腫大化して Aβ 周囲に集積し、生後 12
ヶ月まではAβ増加とともに集積面積が増大
したが18ヶ月ではやや減少していた（図2B、
C）。蛍光多重染色においてミクログリアは
Aβ の貪食を推測させるような重なり像を認
めたが、アストロサイトは重なりを殆ど認め
なかった。前シナプス蛋白は Aβ局在に関係
なく経時的にびまん性に減少した（図 2D）。 
 
 (2)-(b)ミクログリアにおける CD68、 
    およびα7nAChR 陽性率の比較 

 CD68陽性ミクログリアはAβが沈着し始め
る生後 6 ヶ月から若干出現し、9 ヶ月時点で
の割合は横ばいであったが 12 ヶ月から有意

な増加を認め、急性 Aβ投与マウスとは異な
りミクログリアの活性化が2段階に変化して
いた（図 2E）。また α7nAChR を共発現する
ミクログリアは生後6ヶ月で有意に増加する
が、以後は経時的に減少し 18 ヶ月では 3 ヶ
月と差がなくなっていた（図 2F）。 
 
 (2)-(c)ミクログリア中の CD68 
    およびα7nAChR 陽性面積の比較 

 ミクログリア（Iba1 陽性細胞）中の CD68・
α7nAChR陽性面積はミクログリア1個あたり
の面積（µm2）およびミクログリア面積のうち
CD68 やα7nAChR 陽性面積が占める割合（%）
という 2通りの方法で算出した（図 2G〜J）。 
 ミクログリア 1 個あたりの CD68 陽性面積
やミクログリア面積のうち CD68 陽性面積が
占める割合はともに生後3ヶ月が最小で、6、
9ヶ月でわずかに増加した後、12 ヶ月以降で
著明に増加した（図 4G、H）。 
 一方、ミクログリア 1個あたりのα7nAChR
陽性面積は生後6ヶ月で著明な増加を示した
後、9ヶ月以降では経時的に減少した（図4I）。
ミクログリア面積のうち α7nAChR 陽性面積
が占める割合も 6 ヶ月で著明に増加した後、
9ヶ月で減少した。12 ヶ月は横ばいだったが
18 ヶ月でまた減少し、生後 9ヶ月以降は病像
の進行に伴いミクログリアの α7nAChR 陽性
面積が減少する様子が確認された（図 4J）。 
 
 以上のように、AD 様病理像において、病初
期の活性型ミクログリアでは α7nAChR発現が
増強し、進行期の活性型ミクログリアでは
α7nAChR 発現の減弱化と CD68 発現増強が
認められた。 
 これまでα7nAChR刺激によりミクログリア
の産生する炎症性サイトカインが減少した
という報告はあるが α7nAChR とミクログリ

 
 A：ANOVA; *P < 0.001, **P < 0.0001 vs 3months,   
    #P < 0.005, ##P < 0.0001 vs 6months,  
    &P < 0.05, &&P = 0.0001 vs 9months 
 B：ANOVA; *P < 0.05, **P < 0.0001 vs 3months,  
    #P = 0.0005, ##P < 0.0001 vs 6months,  
    &P < 0.001 vs 9months  
 C：ANOVA; *P < 0.0001 vs 3months,  
    #P = 0.0001, ##P < 0.0001 vs 6months,  
    &P < 0.05 vs 9months 
 D：ANOVA; *P < 0.05, **P < 0.0001 vs 3months,  
    #P < 0.05, ##P < 0.005 vs 6months,  
    &P < 0.01 vs 9months 

 E：ANOVA; *P < 0.0001 vs 3months,  
    #P < 0.0001 vs 6months,  
    &P < 0.0001 vs 9months 
 F：ANOVA; *P < 0.05, **P < 0.005, ***P = 0.0005 
    vs 3months, #P < 0.05 vs 6months 
 

 

 G：ANOVA; *P < 0.001 vs 3months,    
    #P < 0.005, ##P < 0.0005 vs 6months,  
    &P < 0.05, &&P < 0.001 vs 9months 
 H：ANOVA; *P < 0.001 vs 3months,   
    #P < 0.001, ##P < 0.0001 vs 6months,  
    &P < 0.005, &&P < 0.0005  vs 9months  
 I：ANOVA; *P < 0.01, **P < 0.0001 vs 3months, 
    #P < 0.05, ##P < 0.005 vs 6months  
 J：ANOVA; *P < 0.05, **P < 0.0001 vs 3months,  
    #P < 0.05, ##P < 0.005 vs 6months  
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アのphenotypeの関連について考察した報告
はない。しかしニコチン曝露を続けた母マウ
スから産まれた新生児マウス由来の肺胞マ
ク ロ フ ァ ー ジ 初 代 培 養 系 の 実 験 で
alternative activation（M2）優位性が認め
られたという報告がある 3)。この報告におい
て肺胞マクロファージは α7nAChR 刺激を介
して M2 化すると結論づけられている。 
 一方、α7nAChR と CD68 の関連について述
べた過去の報告として、Terrando らはマウス
脳に手術侵襲や lipopolysaccharide（LPS）
を加えた際の CD68 陽性ミクログリアの集積
が α7nAChR 選択的アゴニストにより抑制さ
れると報告している 4)。また Endo らは、術後
イレウスモデルマウスにおいて α7nAChR 刺
激作用を有する大建中湯投与が小腸筋層間
における CD68 陽性マクロファージの集積を
軽減させるが、α7nAChR アンタゴニスト併用
群や α7nAChR ノックアウトマウス群におい
ては大建中湯の CD68 抑制作用がみられない
と報告している 5)。これらの報告から
α7nAChR 刺激によりミクログリアの CD68 発
現が抑制されることが示唆される。 
 これらの知見を踏まえると、病初期には
α7nAChR 強発現、CD68 軽度発現の活性型ミ
クログリアが主に可溶性 Aβのクリアランス
に関与し、進行して線維型 Aβ沈着が増加す
ると CD68 強発現の活性型ミクログリアが線
維型 Aβのクリアランスに関与しつつ炎症反
応を引き起こしている可能性が推察される。
従って、本研究の結果は AD の新規治療理論
を考える上で重要な所見であったと考える。 
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