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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)の根本の病因は未だ不明であり、アミロイドカスケード仮説に
基づきAβをターゲットとする治療薬を認知症が発症しているAD患者に使用しても進行抑制効果が認められてい
ない。本研究では、ADモデルAPdE9マウスに対して、α7nAChR刺激作用をもつガランタミンの早期投与によって
認知機能改善、Aβ病理の抑制だけでなく、ミクログリア活性の抑制や脳内酸化ストレスの抑制が認められた。
一方、骨髄間葉系幹細胞治療も酸化還元状態を改善し、空間記憶能を改善させ、脳Aβ病理を改善させることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is recognized that increased oxidative damage on neurons is an early 
event in Alzheimer's disease (AD). Galantamine is one of acetylcholinesterase inhibitors and has an 
allosteric potentiating ligand function for nicotinic acetylcholine receptors. We showed that 
earlier treatment (before the appearance of Aβ plaques) of galantamine results in the improvement 
of cognitive function and suppresses the oxidative stress and the progression of pathological 
findings in AD mice. Bone marrow mesenchymal stem cell (BMSC)-treatment improved spatial memory 
impairment and reduced Aβ plaques deposition and Aβ1-42 levels of soluble fraction of brain 
homogenates in AD mice. The oxidative stress in the BMSC-treated mouse brain were also ameliorated. 
These findings suggest that galantamine and BMSC may prevent the progression of AD pathology by 
controlling oxidative stress and excessive Aβ deposition.

研究分野：神経内科学

キーワード： アルツハイマー病　酸化ストレス　βアミロイド　ミクログリア　α7ニコチン性受容体作動薬　ガラン
タミン　骨髄間葉系幹細胞　治療・予防薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
急激に高齢化が進む中で，費用対効果に優れたADに対する治療方法の確立が急務である。ガランタミンはすでに
AD治療薬として使用されているため、安全性という面でも確立されている薬剤であり、費用対効果に優れた予防
薬となる可能性がある。骨髄間葉系幹細胞は他疾患ですでに実臨床応用が開始されている治療であり安全性の検
討がなされていることから、詳細な分子生物学的機序を解明することができれば、ADに対する新規治療として近
い将来に実現可能であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病(AD)は認知症の 60-70％を占め、80歳以上の高齢者の 20％にみられる有
病率の高い疾患である。AD は病理学的にアミロイドβ(Aβ)を主成分とする老人斑の形成、リ
ン酸化タウを主成分とする神経原線維変化および著しい神経細胞死を特徴とし、アミロイドカ
スケード仮説において Aβが最上流の原因とされる。しかしその根本の病因は未だ不明であり、
根治療法は無く対症療法に限られている。これまでのところアミロイドカスケード仮説に基づ
きAβをターゲットとする治療薬を認知症が発症しているAD患者に使用しても進行抑制効果が
認められていない。 
(2) AD 脳においては脳内 Aβ増加→酸化ストレス増加→Aβ増加という悪循環が生じている可
能性が考えられ、ADの病態とミクログリア、酸化ストレスの関連について注目した。最近、申
請者らは AD モデルマウス(APdE9 マウス)脳を用いた免疫組織学的評価において、病理像初期の
段階では M1ミクログリアのマーカーである CD68 発現はわずかな増強にとどまるが、ニコチン
性アセチルコリン受容体α7 サブユニット(α7nAChR)の発現が著増している一方、進行期では
ミクログリアにおける CD68 発現が著増してα7nAChR 発現は減弱していることを示した。申請
者らは、α7nAChR 刺激によりミクログリアの Aβ貪食能が促進されることを示し、また、α
7nAChR 刺激による ROS 減少効果も報告されており、α7nAChR 刺激によりミクログリアを M1 か
ら M2 にシフトさせ、酸化ストレス状態を制御できる可能性があると考えている。 
(3) 一方、連携研究者の藤井が開発した非侵襲的に酸化ストレスを視覚化する新規画像技術で
ある”in vivo EPR(electron paramagnetic resonance:電子常磁性共鳴法)イメージング法”は、
イメージングプローブとしてナイトロオキシド化合物を体内に投与し、生体のもつ抗酸化作用
によりプローブが還元され消失する反応速度をモニタリングすることで酸化ストレスと抗酸化
能のバランスを包括的に評価する画期的な検査法である。BBB を通過するプローブを使用する
ことで脳内酸化ストレスを非侵襲的に評価することが可能になる。また、EPR 画像と MRI 画像
を重ね合わせることで脳内酸化ストレスの局在分布についても解析可能である。この方法を用
いて申請者らは APdE9 マウスおよび WTマウスの脳内酸化ストレス評価を施行することにより、
生後9ヶ月以降のAPdE9マウス海馬において同月齢のWTマウスより有意に酸化ストレスが亢進
していることを示した。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、病態と酸化ストレスの関連性を in vivoで定量的に画像評価できるMRI・EPR(電
子常磁性共鳴法)両手法を駆逐した磁気共鳴分子イメージングシステムを利用して、①モデル動
物において神経変性時および治療介入時の脳内酸化ストレスの動態を経時的に解析する。また、
免疫組織学的解析・生化学的解析などにより、②AD 様病理変化およびミクログリアを中心とし
た神経免疫システムの動態と脳内酸化ストレスの動態を比較検証して AD の病態解明を試み、AD
に対する新規予防法・治療法を考案するための根拠となる基礎データを提供する。 
 
３．研究の方法 
AD モデル動物として行動記憶評価、病理組織学的・生化学的評価がともに可能である APdE9
マウスに対して、①ニコチン性受容体作動薬、②骨髄幹細胞を用いて投与時期を変えた治療介
入を行い、電子常磁性共鳴法（EPR）で脳内酸化ストレス状態をイメージ化して解析する。また、
モリス水迷路試験による行動記憶評価で予防・治療効果を判定する。さらに、脳組織を用いた
免疫組織学的・生化学的評価を行い、治療効果と脳内免疫系細胞の動態、Aβの動態を評価し、
脳内酸化ストレス状態と比較検討する。 
  
４．研究成果 
(1) APdE9 マウスに対するα7nAChR 刺激作用をもつガランタミンによる治療介入実験 
① ADモデル動物として家族性アルツハイマー病の変異型APP遺伝子および変異型プレセニン1
遺伝子を導入した AD-Tg マウス(APPswe/PS1dE9：APdE9 マウス)を用いた。Tgマウスを(A)ガラ
ンタミンを投与しないコントロール群、(B) Aβが沈着し始める生後 6ヶ月からガランタミンを
投与した群、(C)脳の病理的変化がほとんど認められない生後 3ヶ月という早期からガランタミ
ンを投与した群の 3 群に割り振った。各群いずれも生後 9 ヶ月目に認知行動評価(MWM 試験)を
行った。MWM 試験終了後、EPR イメージングを施行した。ニトロキシドラジカルの一種である
MCP(3- methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl)を尾静脈から注射し、MCP
の EPR 信号を 9 秒間隔で計測した。その後、脳を摘出し、20 μm 厚の半脳切片標本を作製し、
抗 6E10 抗体、抗 Iba1 抗体を用いて DAB 染色を施行した。また、抗 6E10 抗体、抗 Iba1 抗体を
用いて、蛍光免疫二重染色も行った。得られた染色標本は大脳皮質を倒立型蛍光位相差顕微鏡
で観察して組織像を撮影した。撮影した DAB 画像は Image J を用い、一定面積内の 6E10 および
Iba1 陽性面積が占める割合(%)を算出した。群別のデータは平均値±SEで表示し、統計解析ソ
フト JMP17 を用い one-way ANOVA で比較した。事後検定は Tukey-Kramer’s HSD 検定を用いた。 
② MWM では，platform への到達時間は生後 3～9ヶ月投与群と生後 6～9ヶ月投与群で、非投与
群と比較して有意差をもって改善を認めた。また，platform への到達回数および局在率におい
ては生後 3～9ヶ月投与群のみで、非投与群と比較して有意差をもって改善を認めた。EPR イメ
ージング法を用いた評価では、ガランタミンの生後 3～9ヶ月投与群で、同齢の AD マウス脳と



比較して脳内酸化ストレスの抑制を認めた。抗 6E10 抗体による Aβの染色標本の解析では皮質
に占める Aβの面積の割合が生後 3～9 ヶ月投与群および生後 6～9 ヶ月投与群で共にガランタ
ミン非投与群と比較して減少していた。ELISA 法を用いた可溶性分画および不溶性分画におけ
る Aβ40、42 の測定では、不溶性分画の Aβ42が生後 3～9ヶ月投与群で非投与群と比較して有
意差をもって減少していた。その他の項目では有意差は認めなかったが、介入群で Aβが減少
する傾向にあった．抗 Iba1 抗体によるミクログリアの染色標本の解析では皮質に占めるミクロ
グリアの割合が生後 3～9ヶ月投与群および生後 6～9ヶ月投与群で共にガランタミン非投与群
と比較して減少していた。 
③ 本研究では、ガランタミンの早期投与によって認知機能改善、Aβ病理の抑制だけでなく、
ミクログリア活性の抑制や脳内酸化ストレスの抑制が認められた。これは，ガランタミンが病
態修飾作用を有していることを示唆しており、その機序として、我々は Aβ貪食に関与してい
るミクログリアのガランタミンによるα7nAChR の刺激が Aβの貪食を亢進させ、これが疾患修
飾として有効であると考えている。更に、ガランタミンによる脳内酸化ストレスの抑制もまた
AD 病態の改善に関与していると考えている。最近、我々は AD モデルマウスでは病初期にミト
コンドリア分画優位に Aβ蓄積が生じる可能性があることを明らかにしており、ミトコンドリ
ア分画における Aβ量が SOD 活性および EPR spectroscopy の結果と相関していることも明らか
にした。この結果からガランタミンがミトコンドリアに与える影響をミトコンドリア分画にお
ける Aβの蓄積という観点から調べることはガランタミンの新たなメカニズムを見つける一助
となるかもしれない。今後、急激に高齢化が進む中で，費用対効果に優れた治療方法の確立が
急務である。現在ガランタミンはすでに軽度から中等度のアルツハイマー型認知症に使用され
ているため、安全性という面でも確立されている薬剤であり、費用対効果に優れた薬剤となる
可能性を秘めている。今後も新規の知見が得られる可能性は十分に考えられるため、引き続き
nAChR 作動性薬剤に関する研究を継続していくことが重要である。 
 
(2) APdE9 マウスに対する骨髄幹細胞による治療介入実験 
① 札幌医科大学では骨髄間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell; MSC)移植が神経再生に有用で
あると報告し、脳梗塞や脊髄損傷に対する自己培養骨髄 MSC 治療の医師主導治験が実施された。
AD モデル動物においても MSC 治療が認知機能の改善をもたらすとされる報告が複数あり、その
治療メカニズムとしては抗炎症作用、内因性神経再生の賦活作用などの関与が想定されている
が、その分子生物学的機序を含めた詳細なメカニズムは明らかにされていない。我々は先行研
究においてパーキンソン病モデルラットに対する MSC 治療の有用性を報告し、MSC 治療を受け
たラット線条体においてミクログリアの活性が有意に減少していたことを示した。MSC はその
神経保護作用や免疫調整作用から、脳内酸化ストレスをターゲットとした AD新規治療法として
の可能性がある。本研究は、ADモデルマウスに対する MSC 治療介入を行い、MSC 治療を新規治
療法として確立するための基礎データを獲得することを目的とする。また、MSC 治療によって
もたらされる酸化ストレスの改善作用をその分子メカニズムを含めて明らかにすることを目的
とした。 
② 本研究では、AD モデルマウス(APPswe/PS1dE9)を用いた。7.5 ヶ月齢の APPswe/PS1dE9 マ
ウスと同胞の野生型マウスを治療群とコントロール群に分け、治療群には生後 6 週齢 SD ラッ
ト骨髄から分離培養した MSC 3×105個を細胞培養用培地に懸濁して尾静脈より静脈内投与した。
コントロール群には培地のみを投与した。治療１ヶ月後より行動学的評価としてモリス水迷路
試験(MWM)を行った。その後、脳内酸化ストレス動態の評価のため、in vivo EPR イメージング
を行なった。これらの評価を終えたマウスは 9ヶ月齢で脳を取り出し、組織学的評価として脳
内βアミロイド(Aβ)プラークの定量評価、脳内ミクログリアの動態の評価、酸化ストレスマー
カーの解析を行った。また、マウス脳サンプルの生化学的評価として、可溶性・不溶性 Aβ蛋
白の定量、各種酸化ストレスマーカー、活性酸素分解酵素の活性、炎症性サイトカイン等の測
定を行なった。また、神経細胞に対する MSC の抗酸化ストレス作用の解析のため、培養系細胞
を用いた検討を行った。 
③ MWM では、MSC 治療介入を行った ADマウスは、コントロールの AD マウスに比べて空間記憶
能が有意に優れていた。また、抗 Aβ抗体を用いた免疫組織学的検討では、MSC 治療介入を行っ
た AD マウス脳の大脳皮質や海馬において、コントロールの AD マウスに比べて Aβプラークの
総面積が減少していた。また、脳サンプルを用いた ELISA 法による Aβ定量では、MSC 治療介
入を行った ADマウスでは、コントロールの AD マウスに比べて可溶性 Aβ量が減少していた。
In vivo EPR イメージング実験では、MSC 治療介入を行った AD マウスの大脳皮質におけるレド
ックス状態はコントロールの AD マウスのものに比べて有意に改善していた。また脳の組織学的
検討では、MSC 治療介入を行った ADマウス脳の大脳皮質ではミクログリアの活性が有意に減少
していた一方で、Aβプラーク周囲のミクログリアに着目した場合、MSC 治療介入を行った AD
マウス脳のミクログリアは細胞体内に Aβを取り込む細胞の割合が有意に多かった。 
④ MSC 治療は、AD モデルマウスの空間記憶能を改善させ、脳 Aβ病理を改善させることが示唆
された。MSC 治療は ADマウス脳における酸化還元状態を改善した。また、MSC 治療はミクログ
リアによる過剰な炎症応答を抑える一方でミクログリアによる A βクリアランスを促進して
いる可能性が示された。今後検討すべき点としては、MSC 治療の実臨床応用を目指すため、複
数回の MSC 治療による長期的な治療介入効果の検討を行う。また治療メカニズムの面からは、



培養神経細胞を用いて MSC 治療の酸化ストレスに対する防御機構のより詳細な機序の解明を目
指す。移植後 MSC の生体内での生着の有無の検討も行う。MSC は他疾患ですでに実臨床応用が
開始されている治療であり安全性の検討がなされていることから、MSC 治療の詳細な分子生物
学的機序を解明することができれば、AD に対する新規治療として近い将来に実現可能であると
考える。 
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