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研究成果の概要（和文）：認知症の原因物質の一つであるアミロイドβの排出経路として、血管周囲の隙間が重
要であることを突き止めました。実験では動物モデルとして脳の表面に滴下したアミロイドβが血管周囲腔を伝
わって深部に搬送される様子を観察しました。生きている動物に麻酔をかけて脳の表面にガラスを張って、顕微
鏡を用いてアミロイドβが徐々に深部に入っていく様子を観察しました。実際の病気では、脳のニューロンから
切り離されたアミロイドβがこの経路を逆行性に脳表に排出されると考えられ、排出低下がアルツハイマー病の
発症を引き起こす可能性が示唆されました。

研究成果の概要（英文）：We successfully identified the perivascular space as one of the washing-out 
route of amyloid beta, the causative substance of Alzheimer disease. In the experiment, we observed 
that amyloid beta, applied on the surface of the cerebral cortex, was transferred gradually in the 
space along the penetrating vessels. We used live imaging system with cover glass on the top of the 
cerebral cortex and a two-photon microscopy. The passage of amyloid beta was localized to a segment 
of perivascular space. In the clinical setting, amyloid beta is thought to be cut from the neurons 
and washed-out from the deep parenchyma through this perivascular space in the direction opposite to
 the observed flow and disturbance of this clearance may trigger the development of Alzheimer's 
disease.  

研究分野： 脳神経内科

キーワード： アミロイドβ　アルツハイマー病　血管周囲腔　認知症治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病の原因物質であるアミロイドβの排出経路を突き止めた研究です。現在アルツハイマー病には
根本的な治療法がなく、アミロイドβに対する抗体療法によって脳内アミロイドを低下させ、認知症の進行抑
制、発症予防ができないか検討されています。抗体療法の問題の一つがARIAと呼ばれる血管の炎症と脳浮腫で、
これが起きると折角アミロイドを低下させても認知症が悪化します。今回の我々の研究は別の角度からアミロイ
ドβを低下させる可能性が示唆され、今後の治療法開発に期待されています。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

2015 年、Louveau らは T 細胞の出入り口として硬膜静脈洞に沿

ったリンパ管を発見し、中枢神経におけるリンパ系の存在を実証し

た（右図） (Louveau A, et al. Nature 2015;523:337-41)。これまで

中枢神経系は古典的なリンパ系排出機構を持たないと考えられてき

たが、これにより髄腔からの間質液およびそれに含まれる蛋白質の

排出経路の一部が明らかとなると同時に、中枢神経系への免疫担当

細胞の出入りの機序が示唆された。 

この排出経路の発見により、その上流にあるリ

ンパ系として血管周囲腔を介した「リンパ流」が

注目されている（右図）。特にアミロイドβは従来

から、毛細血管にて脳実質から血管内に排出され

る経路と、血管周囲腔を伝わって髄液中に排出さ

れる経路の二つが想定されていたが、いまだに詳

細は不明である。アルツハイマー病の最大のリス

ク遺伝子である Apo-E4 は、毛細管レベルでのアミロイドクリアランスを低下させる（Zlokovic. 

J Neurochem 2004; 89:807-11）。一方、アルツハイマー病では高率に穿通動脈から軟膜動脈に

アミロイドの沈着を認めることは、血管周囲を伝わるアミロイドの排出を示唆する。 

我々はこれまで、Neurovascular Unit の様々な病態におけ

る役割を画像化技術にて明らかにしてきた（右図、血管周囲

を取り囲むアストロサイト endfoot の in vivo imaging）。基

礎的モデルとしては脳循環の調節（Itoh Y, Suzuki N. J Cereb 

Blood Flow Metab. 2012）、エネルギー代謝の維持（Itoh Y, 

Sokoloff L et.al. PNAS. 2003）、シナプス伝導性の調節、血管

の新生（Itoh Y. Brain Res. 2011 ;1406:74）などを報告して

きた。また臨床的には、こうした概念が脳梗塞などの脳卒中、

高血圧性脳症、子癇、白質脳症、脱髄疾患などの病態に関与していることを解明してきた。 

 

２．研究の目的 

こうしたニューロンの活動と脳血管系のダイナミックな関係を明らかにしてきた研究経験・

知識と技術力を背景に、本研究では、中枢神経系における Aβの生成、脳組織液への排出、局所

の重合・集積、毛細血管でのクリアランスなどを評価する。またそれらを調節する因子を検討し、

アミロイドの沈着を抑制する方法を探索する。また病理的には辺縁系から大脳皮質へと病巣が

進展することが知られているが、局所で産生された Aβやタウ蛋白がどのように脳内に伝播し

ていくのかを in vivo 画像化によって解明していこうと考えた。 

 

３．研究の方法 

 

＜光学系＞ 



脳内の異常蛋白の描出には、現有のニコン社製高速多光子共焦点レ

ーザーシステム A1R MP+1080 を用いる。このシステムでは超高感度

GaAsP NDD を用いて、頭窓下に脳表から深部 1200μmまでを観察する

ことができるため、海馬錐体細胞周辺までを可視化することができ

る。また血管系を空間の指標に用いることで約一か月間、繰り返し同

じひとつひとつのニューロンを追跡できる（右図、大脳皮質深部の血

管 in vivo イメージング）。 

頭窓の作成および長期間にわたる in vivo の大脳皮質の観察は我々

の研究室では数多くの成果を発表してきている（Sekiguchi Y, et al. 

J Cereb Blood Flow Metab 2014;34:1761-70 など）。蓄積したアミロ

イドβ蛋白およびタウ蛋白の検出には methoxy-X04 や thiazin red な

どの蛍光色素や PBB3 などの PET トレーサーを用いる。これらのトレ

ーサーは脳内移行が良好で標的への選択性も高い。また繰り返し投与

し標的物質の増減や移動をトレースすることができる。また周囲のニ

ューロンやミクログリア、アストロサイトの変化を同時に画像化することも可能である。またア

ミロイドβ自体は蛍光を有するため、凝集すればトレーサーがなくとも可視化は可能である。 

 

＜モデル動物・蛍光標識動物＞ 

・タウ蓄積動物モデル：rTg(tauP301L)4510 

・アミロイド蓄積動物：APPSN1 

・ミクログリア可視化マウス：CX3CR1-GFP（保有）（右図） 

・脳ニューロン可視化マウス：B6.CgTg(Thy1-YFP)16Jrs/J 

・血管内皮細胞可視化マウス：TIE2-GFP 

＜血管周囲リンパ流 Glymphatic Flow の測定方法＞ 

血管周囲のリンパ流の同定・描出には蛍光標識 dextran を用いる。これにより脳実質から血管周

囲への移行、さらに脳表への排出が測定でき、これを経時的に測定することでリンパ流の方向、

動脈・静脈選択性、拡散と対流の区別などが可能となり、脳実質の蛋白質の排泄経路を明らかに

することができる。また逆に脳表から脳実質に流入する経路は、標識物質を脳表へ滴下したり大

槽内へ注入したりした後で血管周囲および実質への移行を評価する。 

 

＜Aβクリアランスの測定方法＞ 

当研究室では、すでにプレリミナリーな検討

を始めている。まずイソフルラン麻酔下で雄

性 C57/BL6 マウスの左側頭頂部の頭皮を切除

し頭骨（径 3.5mm）を除去した。Aβの追跡と

して、脳表に HiLyte488-Aβ1-42(Anaspec)を

滴下し、その後カバーグラスによって閉鎖頭

窓を作製した。早期相の血管および後期相の

アストロサイトの描出には SR101(Dojindo）

をマウス腹腔に投与した。こうした処置後に

多光子顕微鏡による脳微小血管周囲の反復イ

メージングを行ったところ、画像化 30 分ですでに Aβが血管周囲腔に豊富に沈着している様子

を捉えることに成功した（右図、未発表）。 

 これにより脳表から脳深部へタンパク質を運ぶ経路が明らかとなったが、生理的・病的過程で

はニューロンにて生成された Aβが脳実質の間質液を介して血管周囲へ運ばれ、脳表から排出さ

れると考えられている。こうした流れを明らかにするためには、脳実質への注入や過剰に Aβを

産生するマウスでの Aβの動態、排泄を測定する必要がある。 



 また髄液、血管周囲液、組織液の相互の流入を明らかにするためには、脳室内へのトレーサー

投与（側脳室に 33GA 針を刺入し、シリンジポンプで 200nl/min でトレーサーを注入、同時に大

槽から同速度で髄液を吸引する）や大槽注入（大槽に 33GA 針を刺入し、2μl/min で 5 分間注入

する）などの方法を検討する (Iliff JJ. Sci Transl Med 2012;4:147)。 

 

＜蛋白伝播の画像的評価＞ 

 上記のような方法で血管周囲のタンパク質の移動、沈着は明らかにできる。さらに我々はこの

方法を用いて、実質内の異常蛋白の播種 spreading を画像化する。方法としては、脳実質内にア

ミロイド、タウトレーサーを注入し、実質内の移動方向、速度を測定する方法や過剰に異常蛋白

を発現する遺伝子改変マウスを用いる方法を検討する。ステレオにて 33GA 針を様々な脳表、海

馬、視床、基底核に刺入し、人口髄液に溶解した 1.0μlのトレーサーを 17nl/min で持続注入す

る。レシピエント動物としては、健常のマウスに加え、アミロイド、タウ、シヌクレイン発現マ

ウスにてこれらのトレーサーの移動変化、二次的な蛋白の凝集を評価する。また蛋白の変異がこ

うしたトレーサーの移動、二次凝集に及ぼす影響を評価する。 

 

４．研究成果 

 

本研究はアミロイドβ（Aβ）の排出経路について動物モデルを用いて研究した。実際の病態

においては脳内のニューロンで Aβは産生され、一定量の Aβが血管周囲腔 glymphatic 系を伝

わって脳表に排出されると考えられるが、本研究では脳表に投与した Aβの動態を観察した。 

Tie2-GFP マウスの脳表に滴下した 100μM の Aβ（HiLyte647-Amyloid β1-42 (AnaSpec, Inc.) ）

は PEG にて溶解すると、皮質動脈周囲に移動、さらに穿通動脈を取り囲むアストロサイトの

endfoot を伝播することが初めて観察された。血管周囲のアストロサイトに取り込まれた Aβは

さらに深さ 150μmの毛細血管周囲アストロサイトの endfoot まで syncytium を介して伝播し、

最終的には実質内のアストロサイトに移動することが確認された。 

一方、溶液を作成後に 37度で数時間インキュベートした fibril Aβは、glymphatic 系を介

して脳表から 50、100、 150μmさらに最深で 200μmへと次第に移動していくのが観察された。

時間は 30 分後には 50μm に到達し、60、90 分とさらに脳内深部に到達していく様子を確認し

た。fibril Aβの移動は、同時に投与した dextran とほぼ同じ場所を移動しており、血管周囲

の対流 convective flow に乗って移動していると推測された。 

これに対して溶液作成直後の monomer Aβは脳実質にそのまま浸透していき、glymphatic 系

を介しての移動はほとんど認めなかった。 

このように本研究では、Aβの運搬が、溶解条件、重合度の度合いなどで異なった経路を介す

ることが示唆された。今後の治療法の開発に役立つと考えられる。 
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