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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)は，認知症の最も多くを占める神経変性疾患であり，病理学的
にアミロイドβ蛋白(Aβ)の沈着を特徴とする．Aβの蓄積や慢性炎症は神経変性を加速させAD病態を進行させ
る．我々は，Aβの除去ならびに炎症に関わるミクログリアに着目し検討をおこなった．ADモデルマウスのミク
ログリアではAβの取り込みをCD14/TLR4/クラスリンが担い，炎症制御因子であるSOCS3がIL6の産生を抑制する
ことを示した．ADモデルマウスに対して間葉系幹細胞を行うと，CD14の発現を誘導しミクログリアによるAβの
除去を促進することをつきとめた．

研究成果の概要（英文）：We study the molecular mechanism of Alzheimer’s disease (AD), and are 
trying to develop novel therapy for AD. Accumulation of activated microglia in and around senile 
plaques has been demonstrated in autopsied brains from AD patients, and considered to modulate 
amyloid β clearances and inflammation. Our research suggested that microglial activation changes 
with progression of AD expressing several makers molecule. Activated microglia in the advanced stage
 of AD model showed higher expression levels of CD14.  On the other hands, anti-inflammatory factor,
 SOCS3, is also up regulated in microglia in advanced AD model. We demonstrated therapeutic effects 
of mesenchymal stromal cells (MSCs) using AD model mice. We showed that MSC treatment enhanced 
amyloid beta clearance by microglia.

研究分野： 認知症

キーワード： アルツハイマー 廟　認知症　ミクログリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回我々は，ミクログリアによる炎症の抑制ならびにAβの取り込み機構としてSOCS3やTLR4/CD14複合体の役割
を解明した．これらの機構を解明することはミクログリアを標的とした新規治療薬を開発する上で重要な知見で
ある．加えて，MSC移植治療が実際にCD14の発現を誘導し，ミクログリアによるAβクリアランスを促進すること
を示した．MSC移植治療はすでにGVHDや脊髄損傷の治療で臨床応用が始まっており，今回の知見はADに対する臨
床応用を検討する上で重要な基礎データとなる．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

本邦の認知症患者数は 2012 年の時点で 462 万人，またその前段階の軽度認知障害(mild 
cognitive impairment: MCI)者数は推定で 400 万人とされている．この認知症の中で最も頻度
の高い疾患がアルツハイマー病(Alzheimer’s disease: AD)である．ADは進行性の認知機能障
害を特徴とする神経変性疾患であり，病理学的にアミロイドβ蛋白(Aβ)からなる老人斑，リン
酸化タウ蛋白からなる神経原線維変化，そして神経細胞脱落を伴うことを特徴とする．これまで
は家族性の ADにおいて Aβの前駆体タンパク質(Amyloid precursor protein: APP)や，その切
り出し酵素であるプレセニリン(PS)に遺伝子異常を認めることから，主に Aβ の産生を行う神
経細胞を対象とした研究や治療法の開発が行われてきた．しかし近年の高齢発症の AD を対象と
したゲノムワイド関連解析(GWAS)より，従来は脇役と考えられてきたミクログリアが病態に関
わる可能性が示され，現在大きな転換期を迎えている[Karch CM et al., Biol Psychiatry, 
2015]．AD患者の脳内において，ミクログリアは主に Aβ沈着周囲に集積し炎症反応を誘引する
ことによって AD の病態を促進する．一方で，Aβ を細胞内に取り込みクリアランスを促進する
とともに神経保護因子を分泌するなどの保護作用を併せ持つ．そこで ADモデルマウスのミクロ
グリアを分離し遺伝子発現を解析したところ炎症を制御する SOCS3(Suppressor of cytokine 
signaling 3)の発現が増加していることを見出した． SOCS3はミクログリアによる Aβクリア
ランスを抑制する CD33の分解に関与することから[Selinda J. O et al,. Blood, 2006]，SOCS3
発現がミクログリアによる炎症および Aβクリアランスの制御に重要であると想定された． 

 
２．研究の目的 

疾患修飾薬として Aβを標的とした抗体療法を含む多く薬剤による治験がこれまでに行われ
ているが，有効性を示したものはまだない．薬剤のターゲットとして着目されていなかった，ミ
クログリアの AD 病態への関わりを検討することにより，新たな知見が得られると考える．今回
我々は SOCS3 着目し，ADにおけるミクログリの性質や機能の変化を，炎症ならびに Aβクリアラ
ンスを中心に解析する．また，ミクログリアの機能制御を行うことによって，AD の病態改善に
つながるかを検討し，今後の新規治療法開発の基礎的データの構築を目指す． 

 
３．研究の方法 
1)ADモデルマウスの解析 
動物実験には大脳皮質，海馬に Aβが蓄積し行動障害を示す，APPswe/PS1dE9マウス(米国ジ

ャクソン研究所)を用いた．認知機能評価としてモリス水迷路試験(MWM Test)にて空間認知能力
を評価した．行動評価ならびに画像検査(今回の研究課題とは異なるプロジェクト)の後に，脳を
摘出した．半脳は 4%PFA で固定し病理学的評価に用いた．残りの半脳は-80 度に保存し，生化学
的解析(ウェスタンブロット法: WB，サンドウィッチエライザ法: ELISA)に用いた． 
2)ミクログリアの分離 

AD モデルマウスの全脳から市販のキット(ミリテリー社)を用いてミクログリアを分離した．
分離したミクログリアは-80 度で保存し，RT-PCR法による解析に用いた． 
3）初代培養ミクログリア 

初代培養ミクログリアは，胎生 18 日の ddy マウス胎仔または生後１日の SDラットの脳から
分離した．マウス初代培養ミクログリアは後述する研究成果 1)の検討にラット初代培養ミクロ
グリアは後述する研究成果 2)の検討に用いた． 
4)ミクログリア株細胞 

ミクログリア株細胞にはマウス初代培養ミクログリアより Myc 遺伝子にて形質転換して得ら
れた MG6 細胞(理研 Cell bank，[Takenouchi T etal,. Biochem Biophys Acta, 2005])を用い
た． 
5)病理学的評価 

病理学的評価には 4%PFA にて固定した半脳を用いた．冠状に厚さ 20μm の薄切を作成し，各
種抗体で染色を行った．また後染色として核染色に Hoechst33342，線維化した Aβの染色に 1-
Fluoro-2,5-bis(3-carboxy-4-hydroxystyryl)benzene(FSB)を用いた． 
6)RT-PCR法 

2)~4)で得られたミクログリア細胞より RNeasy kit (キアーゲン社)を用い mRNA を回収後，
逆転転写酵素(和光)とオリゴ dTプライマー，ランダムプライマーを用いて cDNA を作成し
た．各種遺伝子特異的なプライマーセットを作成し，サイバーグリーン法で発現量を測定し
た． 
7)ウェスタンブロット法(WB) 

MG6 細胞を RIPAバッファーに溶解し，サンプルとして用いた． WB は常法に則り行った．一
次抗体には抗 CD14抗体，抗 GAPDH 抗体を用いた． 
8)サンドウィッチエライザ法(ELISA) 
−80 度で保存した半脳に TBS を加えホモジネートを作成した．超遠心を行い，上清を可溶性

分画(TBS分画)とした．沈殿物は蟻酸に溶解し不溶性分画(FA分画)とした．可溶性および不溶
性分画の Aβ量はヒト Aβ1-40および Aβ1-42を特異的に測定する市販キット(インビトロゲン社)
を用いて測定した． 
9)Aβの取り込みの評価 



培養細胞の Aβの取り込み量は，細胞内の蛍光色素が結合した人工 Aβペプチドの蛍光領域
として蛍光顕微鏡またはフロウサイトメトリー(FCM)で測定した． 
 
４．研究成果 
<結果> 
1)SOCS3はミクログリアの炎症制御に重要である 
①AD モデルマウスのミクログリアは SOCS3 を発現
する：ADモデルマウスにおいて，ミクログリアの形
態は経時的に変化し，また性質も変化することが知
られている．そこで生後 3ヶ月から12ヶ月の ADモ
デルマウスを用いて検討を行った． AD マウスの脳
を用いた免疫染色では、大脳皮質の Aβ周囲にアメ
ボイド型の活性型ミクログリアの集積を認めた。A
β周囲のミクログリア(CD11b)は M1 ミクログリアのマーカーである炎症性サイトカインの TNF
αと重なり像を認めるが、同じく炎症性サイトカインである IL6 との重なりを認めなかった(図
1左)。一方で SOCS3は Aβ周囲のミクログリア、アストロサイト(GFAP)および神経細胞(NeuN)と
重なりを認めた． 

また AD モデルマウスの脳からミクログリアを
分離し，サブタイプマーカー分子の発現を経時的
に解析した結果、TNFαの mRNA 発現量(図 2a)は AD 
モデルマウス(実線)ではコントロールマウス(点
線)と比較し生後９ヶ月齢で増加したが、IL6 の
mRNA 発現量(図 2b)に差を認めなかった。一方で
SOCS3の mRNA 発現量(図 2g)は AD マウスで優位に
増加した。これらの結果は先の免疫染色の結果に
一致した。 

 
②Aβ刺激によりミクログリアはSOCS3を発現す
る：次に初代培養ミクログリアを用い、①の変化
が Aβ刺激により生じたものかを検討した。初代
培養ミクログリアを Aβオリゴマーで刺激する
とコントロール群と比較し TNFαの mRNA 発現量
(図 3a,h)，サイトカイン産生量(図 3k)は上昇す
るが IL6 の mRNA 発現量(図 3b)，サイトカイン
産生量(図 3l)は上昇せず，また AD モデルマウ
スのミクログリア同様にSOCS3のmRNA(図 3g,j)
とタンパク発現量(図 3m)が増加することが確認
された． 
 
③SOCS3は IL6 の産生を抑制する：SOCS3がミク
ログリアの表現系に影響を与えたかを検討する
ため，初代培養ミクログリアの SOCS3 のノック
ダウンを行い Aβにて刺激した。その結果、SOCS3
の減少によって TNFαの産生に変化は見られな
いが(図 4h)，IL6 の産生が Aβによって誘導さ
れた（図 4i）。 

IL6 は、神経細胞での APP の産生亢進、Tau の
リン酸化の亢進を介して神経細胞死を誘導する
ことが報告されている。SOCS3は IL6 の発現を抑制し AD 病態の促進を抑制していると推測され
る。 

 
2)ミクログリアは CD14/TLR4 複合体を介し，ク
ラスリンによるエンドサイトーシスで Aβを取
り込む 
①TLR4/CD14複合体はミクログリアによるAβ取
り込みに関与する：AD におけるミクログリアの
役割として，炎症の他に Aβのクリアランスが知
られる．今回，我々はミクログリアによるAβの
取り込み機構に着目し検討を行った．これまで
に Aβクリアランスにパターン認識受容体であ
る TLR4 やその補助受容体である CD14 が関与す
ることが報告されている．そこで，我々は TLR4
および CD14 の役割を，初代培養ミクログリアを

 
図 1:Aβ周囲ミクログリアの染色像 
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図 2:サブタイプマーカー発現量の変化 
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図 3：Aβ刺激によるミクログリアの変化 
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図 4:SOCS3ノックダウンによる炎症性サ

イトカイン産生の変化 
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図 5:初代培養ミクログリアでの
TLR4/CD14 と Aβの局在変化 



用いて解析した．Aβ非存在下では，両分子の局在は一致しないが，Aβを培養液中に添加した状
態では，両分子の局在が細胞膜上で一致した(図 5I)．CD14 は細胞膜上で Aβと局在が一致し，
CD14をノックダウンすることによって，ミクログリアによるAβの取り込みは低下した(図 5E,F)．
TLR4 も同様に細胞膜上で Aβと局在が一致し，TLR4 をノックダウンすることによって，ミクロ
グリアによるAβの取り込みは低下した(図 5G,H)．  
 
②TLR4/CD14 複合体はクラスリンによってエンド
サイトーシスし Aβを取り込む：Aβの取り込み機
構には，Takata らが報告した貪食の他に [Takata 
K et al,.J Bio Chem, 2010]，受容体を介したエ
ンドサイトーシスが知られる．そこで TLR4/CD14複
合体を介した Aβの取り込みがクラスリン依存性
エンドサイトーシスによるかを検討した．その結
果，TLR4 および CD14 は Aβ存在下においてクラスリンと細胞膜表面で局在が一致することが確
認された(図 6C,D)．加えて，クラスリン阻害剤(Pitstop; PS)の存在下では，TLR4 および CD14
ノックダウンによる Aβ取り込みの低下が観察されなかった(図 6E)． 
 
③Aβ周囲のミクログリアは CD14 の発現する：生体
内での TLR4/CD14複合体の役割を確認するため，生
後 6から 18ヶ月のADモデルマウス脳内のミクログ
リア(Iba1)と CD14 を染色した．その結果，線維性
の Aβ(FSB)の周囲に CD14陽性のミクログリが集積
し(図 7A)，ミクログリアの細胞内に取り込まれた A
β(6E10)と CD14 の局在が一致することが確認され
た(図 7F)． 
 
以上のことから TLR4/CD14/クラスリンによる A

βの取り込みは，ADモデルマウスでも機能していると考えられた．TLR4 を始めとするパターン
認識受容体は，炎症性サイトカインの産生を誘導し，AD 病態を促進する一方で，炎症の原因と
なる Aβを除去する役割を併せ持つことが示唆された． 
 
3)間葉系幹細胞（MSC）移植により，ミクログリアによる Aβ取り込みが促進する 
①間葉系幹細胞はミクログリアの SOCS3 発現を増加す
る：MSC は中胚葉系の組織の元となる体性幹細胞である．
これまでに複数の研究機関がADモデル動物に対してMSC
の移植治療が有効であることを報告している．MSC とミ
クログリア株細胞(MG6)を共培養したところ，1)で着目し
た SOCS3 の発現が上昇したことから，MSC がミクログリ
アの機能を改善する可能性があると考え解析を行った． 
MSC から培養上清を回収し，MG6 細胞に加え 24 時間培養
した．また，MG6 細胞を刺激するため，MSC 上清添加 20
時間後に LPS を添加した．その結果，MSC を添加した群
では SOCS3や Arginase1，CD206 などの M2 ミクログリア
マーカー分子の発現が増加し(図8上段右3，下段右1,2)，
LPS による TNFα，IL6 などの炎症性サイトカインの発現
誘導は抑制された(図 8 上段右 1,2)．加えて，MG6細胞に取り込
まれる Aβの量も増加した(図 8右)． 

MSCによるミクログリアの性質の変化にSOCS3が関与するか
を検討するために，SOCS3 のノックダウンを行い，解析を行っ
た．その結果，予想通りに SOCS3 の発現低下により TNFαの発
現が上昇し，Arginase1 の発現は低下した．AD のリスク遺伝子
として知られるCD33はミクログリアによるAβ取り込みを阻害
することが報告されている．SOCS3 はユビキチンリガーゼとし
て作用し，CD33 を分解することから[Selinda J. O et al,. 
Blood, 2006]，SOCS3の発現量はミクログリアによる Aβクリア
ランスに重要である可能性がある．そこで SOCS3 ノックダウン
した状態での CD33 の発現を FCM で解析したところ，CD33 の発
現は上昇する傾向にあった(図 9 中段左)．しかし，SOCS3 ノッ
クダウンにより Aβの取り込み量は予想に反して増加した（図 9
下段左）．加えて CD33 のノックダウンにより Aβの取り込み量
は低下した(図 9中段右，下段右)．ヒトの CD33と異なり，マウ
スの CD33 は細胞内に抑制シグナルを伝える ITIM ドメインが欠損している．今回の結果は種に
よる CD33の構造の違いが関与したと考えられた． 

 
図 6：クラスリンと Aβ取り込み 

 
図 7:ADモデルマウスでの CD14 の局在 

 

 
図 8:MSC上清によるミクログリア

株細胞の性質変化 

 
図 9:SOCS3ノックダウンに
よるミクログリア株細胞の

性質変化 
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②MSC はミクログリアの CD14 発現を増加し，Aβク
リアランスを促進する：次に 2)で Aβの取り込みに
重要であることを示した CD14 に着目しさらなる解
析を行った．MG6 細胞と MSC の共培養を 24 時間行
い，各種パターン認識受容体の発現を測定した．MSC
と共培した MG6 細胞では TLR2，CD14，SCARA などの
受容体/補助受容体の mRNA 発現量が増加した(図 10
上段)．また，CD14 は WB および FCMによる解析でも
タンパク量，陽性細胞数が増加することが確認され
た(図 10 中段)．次に，CD14 をノックダウンした状
態で MSC と共培養を行った．その結果，CD14 をノッ
クダウンした群では，MSC との共培養による Aβ取
り込みの促進は確認されなかった(図 10下段右)． 
 
③MSC移植治療はミクログリアによる Aβクリア
ランスを促進する：AD モデルマウスに MSC 移植
を行い，認知機能ならびに Aβ量とミクログリア
の評価を行った．その結果，MSC を移植した群で
は，MWM Test で空間認知能力の改善が確認され
た(図 11左)．病理評価では MSC を移植した群で
は大脳皮質，海馬の両方の部位で抗 Aβ抗体で染
色される面積が減少した(図 11中央)．また ELISA
法にて可溶性および不溶性 Aβ量を測定した結
果，可溶性 Aβが優位に減少した(図 11右)． 
次にミクログリアによる Aβの取り込みと CD14 の陽性

率を評価した．その結果，MSC を移植した群ではAβ周囲に
集積したミクログリアに対して，細胞内にAβを取り込んだ
細胞の割合(図 12 上段)，CD14 陽性の細胞の割合(図 12 下
段)ともに有意に増加した． 

 
今回の検討ではマウスとヒトの種差により，研究開始時

に想定していた SOCS3 による Aβ取り込みの制御の検討は
困難であった．一方で，MSC移植治療がミクログリアのCD14
の発現を増やしモデル動物のAD病態を改善することが示唆
された． 
 
<結論> 

ADモデルにおいて，ミクログリアに発現する SOCS3がIL6 の産生を抑制し炎症を制御するこ
とを示した．また，TLR4/CD14複合体がミクログリアによる Aβ取り込みに重要であることとと
もに，その取り込み機構にクラスリン依存性エンドサイトーシスが関与することを示した．ADに
おけるミクログリアの役割を解析し，その分子機序を解明することは，新規の薬剤開発を行う上
で貴重な知見である．また，今回我々は，MSC 移植治療が実際に CD14 の発現を誘導し，ミクロ
グリアによる Aβクリアランスを促進することを示した．MSC 移植治療はすでに GVHD や脊髄損
傷の治療で臨床応用されている．今回の知見は MSCAD に対する臨床応用を検討する上で重要な
基礎データとなる．最後に AD はミクログリアだけではなく，神経細胞やアストロサイトなどの
各種細胞，神経ネットワーク，加齢，環境因子，遺伝的要因など複数の要素が複雑に絡み合った
疾患である．今後は，安全性の確認された複数の異なった機序を持つ薬剤を併用することにより，
症状が出現した後でも AD の進行抑制が可能か検討することが重要と考える．その上で，ミクロ
グリアを標的とした治療は新しい機序による治療法として重要であると考える． 

 
図 10: MSC はミクログリア株細胞の
CD14 発現を増加し，Aβクリアランス

を促進する 
 

 
図 11：MSC移植は ADモデルマウスの可溶
性 Aβを減少させ，認知機能を改善する 

 
図 12：MSC移植治療はミクログ
リアの CD14陽性率を上げる 
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