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研究成果の概要（和文）：AD脳における新生ニューロンと活性化ミクログリアのクロストークの関係を検証する
ために、ミクログリアの活性化にかかわる分子群を調べ、AD類似モデル動物（SAMP8マウスと[11C]PIB陽性自然
発症認知症マカクサル）を用いて検討した。SAMP8マウスでは、NestinプロモーターLAT4システムと[18F]dFMTを
用いることで、神経新生のイメージングが可能だったが、シグナルは小さく、ex vivoの死後脳イメージングが
必要だった。in vivo画像化ではCB2Rリガンドを用いると可能だったが、認知症モデルでの神経新生とミクログ
リア活性を同一個体での観察に改良プローブが必要であることが分かった

研究成果の概要（英文）：We examined molecules that relate to microglial activation and investigated 
a linkage between neurogenesis and neuroinflammation using AD-like animal models (SAMP8 mice and 
naturally-developed demented macaque confirmed by [11C]PIB for amyloid pathology) by developing 
methods with which we were able to quantify the amount of neurogenesis and determine the types of 
microglial activation: protective or inflammatory.
 With the SAMP8 mice, a combination of Nestin promoter LAT4 system and [18F]dFMT enabled to 
illustrate the neurogenesis but the signal was small and ex vivo postmortem brain imaging was found 
to be necessary. Using a CB2R ligand permitted to depict microglial activation, but we found a more 
sensitive probe and method system necessary for examining these two phenomena in vivo in a living 
single animal.

研究分野： 神経画像学
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１．研究開始当初の背景 
 
アルツハイマー病の治療薬として Aβワクチ
ンやγセクレターゼ阻害薬などが開発され
多くが中止ないし軌道修正を余儀なくされ
ている。世界的に行われている AD 画像研究
は従って発病していない preclinical AD とい
う“正常人”をターゲットとするようになり、
AD 発症後の病態より未病時の病態解明や介
入が重要であるという認識が高まっている。
その病態に関係するのが Aβ生成に伴う脳内
環境の変化、特にミクログリアを中心とする
神経炎症の発現と持続と神経新生の出現が
注目されていた。 
 我々はこれまで、脳変性疾患における脳内
ミクログリア活性の in vivo での上昇を報告
してきた。特に初期 AD において不溶性 Aβ
蓄積を反映する[11C]PIB の集積度とミクロ
グリア活性を反映する[11C]PK11195 の集積
は逆相関し、より早期の可溶性 Aβ出現時の
神経炎症の病態把握が重要であることを報
告した。このことは老齢マカクサルを用いた
検討でも同様であった。ヒト AD 脳において
は Aβや APP が ERK や MAPK を介しミク
ログリアを活性化し様々なサイトカインや
ケモカインを放出させ炎症が持続するとさ
れ 、 CX3CR1 受 容 体 を 介 す る
fractalkine(FKN)シグナル系や GDNF など
のミクログリアの持つ神経保護因子は炎症
の抑制に重要な働きをしているとされる。従
って、Aβ生成前あるいは生成早期の状態で
保護的ミクログリア活性化が生じていると
推測されている。 
 AD 脳の海馬で Ki67 染色が増加している
ことが報告されてから AD の神経新生の研究
が進んだが、未だ結論が出ていない。最近、
老化促進（弧発型後期発症 AD 様）モデルマ
ウス SAMP8 の in vitro 研究で、神経幹細胞
が分泌型 Aβ1-42 や PI3K シグナルがトリガ
ーとなり増加することが示された。神経前駆
細胞（NPC）分泌因子や CD200, CX3CL1, 
CD47 や CD55 などの蛋白はミクログリア活
性化を制御しているため、神経新生とミクロ
グリアのクロストークは重要である。また神
経新生は学習や記憶などの認知機能にも関
与することから、Aβ病理に絡むこの両者の
反応は病態把握だけでなく、予防・治療で重
要な問題となっている。申請者らは、マウス
において nestin-LAT システムを用いた神経
新生の in vivo 画像化の技術を確立している
ため、今後中型大型動物に応用することが可
能だった。 
 本研究では、AD 脳における新生ニューロ
ンと活性化ミクログリアのクロストークの
関係を検証するために、まずミクログリアの
活性化にかかわる分子群を探索するととも
に、弧発型後期発症AD類似モデルのSAMP8
マウスおよび自然発症老齢マカクサルを用

いて、脳内ミクログリアと神経新生の病態的
関連性を明らかにすることを計画した。 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー病（AD）の脳内でミクログ
リア活性が上昇し、その活性の強さはアミロ
イド蛋白（Aβ）の蓄積程度と逆相関がある
ことを報告した。最近、弧発性 AD モデルマ
ウス（SAMP8）で Aβ出現前に神経新生が
促進され、ミクログリア活性の保護性刺激が
神経新生を促すことが報告された。すなわち、
AD 発症後の Aβ標的療法だけでなく、AD
の予防や進行抑制に Aβ発現に伴う神経新生
の促進と活性化ミクログリアへの介入が重
要であると考えられた。本研究では、Aβ産
生に伴う脳内神経新生とミクログリア活性
の相互的病態の in vivo メージング技術を確
立し、SAMP8 マウスや自然発症老齢マカク
サルを用いて予防・治療薬の開発を行うこと
とした。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では Aβ生成時におけるミクロ
グリア活性化と神経新生の発現の画像化を
めざしているため、老化促進モデルマウス
と自然発症老齢サルを用いて、まず、ミク
ログリアの静止状態から活性化するメカニ
ズムについて、MRI シグナルを発生する分
子プローブの in vitro およびモデル動物に
応用した in vivo 研究を遂行し、小動物モ
デルとサルモデルを用いた神経幹細胞発現
の in vivo 研究を経年的に実施した。 
我々は、すでに生細胞でγセクレターゼや
caspase-3/-7 等のプロテアーゼ様酵素の
活性を画像化するための蛍光イメージング
技術を確立済であり、本研究では、そのプ
ローブを改変し、NMR で生細胞において
検出することができる MRI プローブを作
製する。次に、それを至適化し、ミクログ
リア活性化・神経新生の病態発生に関する
二重イメージングを行ってその有用性を調
べた。 
 
４．研究成果 
26 年度 
caspase-3/-7 等のプロテアーゼ様酵素の
活性を培養生細胞にて蛍光イメーングもし
くは NMR で定量解析することができる
申請者ら独自の分子動態解析技術を基に、
タンパク質プロセシングを in vivo で観察
できる MRI を創出した。これにより、モ
デルマウスの脳内で FKN 産生の変化を経
時的に追うことが可能となる。すなわち、
理想的には、動物を殺すことなく、ミクロ
グリア活性化のタイミングを知ることがで
きるようになり、生体イメージングに応用
できると期待された。 
 



病態脳における可溶性 FKN 産生の低下は、
ミクログリア活性化に先だって生じること
が報告されていたので、SAMP8 マウスにて、
上記 MRI による可溶性 FKN 産生 in vivo 
イメージングを併せて行い、その超早期
SAMP8 マウスの脳組織から、レーザーマイ
クロダイセクション法(LMD 法)によりニュ
ーロンとミクログリアを採取し、それら細胞
での遺伝子発現をDNA マイクロアレイによ
り網羅的に解析することを試みた。MR シグ
ナルは軽度でイメージングに耐える信号に
は至らなかった。また、SAMP8 のミクログ
リとニューロン分離後の DNA マイクロアレ
イ解析ではニューロングリアの分離が不十
分だったため、その後の受容体結合蛋白や免
疫沈降でのデータ収集が困難だった。 
 
27 年度 
 Nestin プロモーターLAT4 遺伝子システム
を応用して、神経幹細胞特異的に LAT4 を発
現するノックインマウス(nes-LAT4 マウス)
を作成を試みたが、満足いくノックインマウ
スは困難だったため、SAMP8 効果促進モデ
ルマウスを導入してイメージングを行った。
図２は dFMT を用いて撮像したものだが、神
経幹細胞のイメージングが可能であること
を示した。また、汎用 PET トレーサー 
[18F]dFMT を培地に添加し神経幹細胞を
標識するイメージャー撮像も行った。
SAMP8 マウス脳に脳定位装置を用いて海

馬歯状回及び脳室下帯に、レンチウィルス
粒子を感染させ、神経幹細胞を[18F]FMT
で特異的に標識して、PET により in vivo

で神経新生を定量的に解析できるようにし
た。 
 
28 年度 
これまで nestinプロモーターLAT4遺伝子
システムを応用して、神経幹細胞特異的に
LAT4 を発現するノックインマウス
(nes-LAT4マウス)を作成して、動物用PET
を用いて神経幹細胞のイメージングが可能
であることを示したが、SAMP8 老化促進
モデルマウスでこの手法を試した。その際
nestin プロモーターの下流にアミノ酸ト
ランスポーターLAT4 遺伝子を配置したレ
ンチウィルス粒子を感染させ、神経管細胞
を[18F]FMT で標識して、神経新生の定量
解析を試みたが、十分な信号が得られず、
神経幹細胞のイメージングは困難だった。
一方で、保護性ミクログリア活性に着目し
た検討から、SAMP8 マウスをミクログリ
アの cannnabinoid receptor type 2（CB2）
を標的とする[11C]NE40 トレーサーを用
いた検討を行った結果、わずかながら
[11C]NE40 結合が見られることが確かめ
られた。補足として TSPO トレーサーであ
る [11C](R)PK11195 を 用 い る と よ り
[11C]NE40 結合よりも強い結合が見られ
るものもあった。この[11C]NE40 トレーサ
方法を用いてミクログリアイメージングを
AD 類似老齢サルで検討すると、[11C]PIB
で Aβ陽性の強い個体ほど[11C]NE40 活
動が高い傾向があることが分かったが、個
体数が少ないために結論的なことは言及で
きなかった。ITAM-Syk 情報伝達系をター
ゲットとしたプローブは個体画像化では困
難だったが、本トレーサーで保護性側面が
見られると期待された。 
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