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研究成果の概要： 
 アルツハイマー病(AD)の主な病因物質であるアミロイドβ(A)が、ADの発症または制御に関
与していると考えられているミクログリアに作用する機序を解明する為に、Aと結合するミク
ログリア膜表面蛋白質について解析した。膜蛋白質選択的に分離できるという特徴をもつ
SST-REX 法を用いて、ミクログリア膜蛋白質を発現する細胞群を作製し、その中から、Aと結
合する細胞を単離し、ミクログリア細胞表面の A結合膜蛋白質を同定、解析した。 
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病（AD）でみられる病理学

的変化の一つに老人班の形成があげられる

が、その主要成分はアミロイドベータ蛋白質

（A）であり AD の発症の主な病因と考えら

れている。一方、老人班の周りには活性化し

たミクログリアが多数集積し活性化してい

ることが知られている。Aの刺激により活性

化されたミクログリアは、TNFや活性酸素を

産生して炎症性反応を誘発し神経細胞死を

引き起こす場合と、神経毒性を持つAを貪食

排除して神経細胞に保護的に作用する場合

があり、ミクログリアの AD における役割は

十分解明されていない。しかし少なくともA

がミクログリアを活性化し様々な作用を誘

発する場合には Aがミクログリア細胞膜上

の何らかの膜蛋白質に相互作用する。これま

での研究から Aとミクログリアの相互作用

については TLR (Toll like receptor)ファミ

リー、スカベンジャー受容体ファミリー、

CD14、RAGE などが関与すると考えられてきた

が，これらの受容体のみでは AD におけるミ

クログリアの多様性は必ずしも説明できな

い。 
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 代表者はこれまでに単離培養ミクログリ

アおよび株化ミクログリアを用いて、A刺激

によりミクログリアでM-CSFの発現が増加し、

細胞の増殖に関与していること、また、A刺

激によりいくつかのケモカイン（CCL）の発

現が誘導され、ミクログリアが活性化するこ

とを明らかにした。さらに、その細胞内シグ

ナル伝達経路について、MAPK, AKT, NF-B と

いった経路が関与していることを明らかに

した( Ito S., Sawada M., Isobe K. 他

Neurosci. Res. 2006. in press:  Ito S., 

Sawada M., Isobe K. 他 FEBS Lett. 

579(9):1995-2000, 2005）。しかし、これら

のシグナル伝達経路において、その入り口で

ある細胞膜表面の Aの受容体については、十

分に解析されていない。これらの A刺激によ

るミクログリアの活性化に関与する細胞膜

受容体を解析することは、ADにおけるミクロ

グリアの役割を解明する上でも重要である。 

 これまで、代表者の所属する研究室では、

ミクログリアについて、炎症性サイトカイン

や活性酸素の産生の違いにより、神経毒性作

用を示すものと、神経保護作用を示すいくつ

かの性質の異なるサブタイプが存在するこ

とを確認し、異なる性質を維持したミクログ

リアを株化している。これらの細胞では、A

刺激においてもミクログリアの神経毒性作

用に違いが認められた。しかし、この毒性作

用の違いについては解明されておらず、この

ような機構を解明することは、ADでのミクロ

グリアの毒性作用を抑える上でも役立つと

考えられる。また活性化したミクログリアの

機能に関わる膜蛋白質を同定することは、AD

の病態におけるミクログリアの役割を知る

ことにつながる。さらに病態との関わりを知

ることにより、病気の抑制、治療に利用でき

ると考えられる。 
 
２．研究の目的 

 アルツハイマー病(AD)の主な病因と考え

られているアミロイドベータ蛋白質(A)の

神経毒性にはミクログリアの活性化が重要

な関わりを持つことがわかってきた。Aは神

経細胞により産生され神経細胞外に蓄積す

るため Aがミクログリアに作用を表す場合

には細胞膜を介した接触が必要となる。そこ

で本研究では、特に両者の相互作用のインタ

ーフェースとなるミクログリア膜蛋白質に

注目し、膜蛋白質を選択的に分離できる

SST-REX 法  (signal sequence trap by 

retrovirus-mediated expression screening 

system)を用いて、ミクログリア細胞株にお

ける細胞特異的な膜蛋白質を解析し、Aの受

容体を同定するとともに、Aによるミクログ

リア活性化、ミクログリアの神経保護、また

は神経毒性作用との関わりについて解析を

行うことを目的とした。 

 AD において、Aがミクログリアを活性化し、

様々な作用を誘発するには、Aがミクログリ

アの細胞表面の膜蛋白質と相互作用するこ

とが必要である。Aとミクログリアの相互作

用についてはこれまでの研究でいくつかの

膜蛋白質が関与すると考えられてきたが、こ

れらのみでは、ADにおけるミクログリアの役

割を十分に説明できない。そこで本研究は、

ミクログリア細胞株を A刺激し、ミクログリ

アに特徴的な膜蛋白質をSST-REX法により発

現クローニングして同定する。得られた膜蛋

白質について、Aとの結合能を確認し、ミク

ログリアのフェノタイプと細胞内シグナル

伝達系の活性化の解析を行うことにより，A

によるミクログリアの活性化に関わるもの、

神経毒性に関わるもの、神経保護的作用の発

現に関与する膜蛋白質を解析することを目

的とした。また、同定した遺伝子に対して

siRNA により発現抑制を行い、A刺激したミ

クログリア活性化における変化を調べ、得ら

れた膜蛋白質のミクログリアの機能におけ

る役割を解析することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）SST-REX 法によるミクログリア膜蛋白

質発現 BaF/3 細胞群の作製 

 ミクログリアの細胞膜表面において Aと

結合する膜蛋白質をクローニングする方法

として、細胞内全蛋白質からではなく、細胞

表面に発現する膜蛋白質を効率よく得る為

に、N 末端側にシグナル配列をもち細胞表面

に発現する膜蛋白質を選択的に分離できる

SST-REX 法を用いたクローニングを行った。

具体的には、ミクログリア細胞株 Ra2 に

A1-42を添加し、細胞からRNAを抽出し、cDNA

ライブラリーを作製した。作製した cDNA ラ

イブラリーをレトロウィルスベクターであ

る pMX-SST ベクターに組み込み、SST-REX ラ

イブラリーを作製した。これをレトロウィル

ス法により BaF/3 細胞に遺伝子導入した。同

時に、GFP 発現ベクターを遺伝子導入し、導

入効率を蛍光顕微鏡により確認した。

SST-REX 法の特徴として、N 末端側のシグナ

ル配列を持ったミクログリア由来遺伝子が

組み込まれたベクターがBaF/3細胞に遺伝子

導入され発現すると、IL-3 依存的である

BaF/3細胞がIL-3非依存的に増殖を示すよう

になる。このことから、遺伝子導入した BaF/3

細胞を IL-3 非存在化で培養し、増殖した細



 

 

胞を用いることにより選択的にミクログリ

ア由来膜蛋白質を発現する BaF/3 細胞群（ミ

クログリア膜蛋白質発現 BaF/3,BaF/3-Ra2）

を得た（図１）。 

 

図１ SST-REX法を用いたA結合膜蛋白質の

クローニング 

 

（２）ミクログリア膜蛋白質発現 BaF/3 細胞

と A結合の解析 

 IL-3 非依存的に増殖するミクログリア膜

蛋白質発現BaF/3細胞からAと結合する膜蛋

白質を発現する細胞を選択する為に、蛍光標

識した Aを用いることにより、膜蛋白質を発

現する細胞と Aとの結合を蛍光顕微鏡、また

は Flow cytometer (FACS)で解析を行うこと

ができる。このことから、蛍光標識した A

を用いて解析を行った。 

 IL-3 非存在化で増殖したミクログリア膜

蛋白質発現 BaF/3 細胞に、biotin-Aを添加

し 、 細 胞 回収 後 、 biotin と 結 合 する

streptavidin-APCにより蛍光標識し(蛍光A, 

A-APC)、FACS により蛍光 Aと結合する

BaF/3 細胞群の解析を行った。また、ミクロ

グリア膜蛋白質発現BaF/3細胞にAを添加し、

anti-A 抗体、anti-mouseIgG-CY3 蛍光標識

抗体を用いた免疫蛍光染色により Aを蛍光

染色し、蛍光顕微鏡で細胞と Aの結合を調べ

た。 

（３）A結合ミクログリア膜蛋白質発現

BaF/3 細胞のクローニング 

 Aと結合するミクログリア膜蛋白質発現

BaF/3 細胞のクローニングの第一段階として、

蛍光Aと結合するBaF/3細胞群の割合を増や

す為に、FACSvantage により蛍光 Aと結合す

る BaF/3 細胞群を分離した。これらの細胞群

を培養し、再び FACSvantage による分離を行

った。次に、得られた A結合 BaF/3 細胞群を

96 well plate を用いてクローニングし、各々

の細胞について、蛍光 Aとの結合を FACS に

より解析した。 

（４）A結合ミクログリア膜蛋白質の同定 

 クローン化して得られたA結合BaF/3細胞

で発現するミクログリア由来膜蛋白質の同

定を行った。クローン化した BaF/3 細胞から

DNA を抽出し、SST-REX ベクター特異的プラ

イマーを用いて PCR を行い、組み込まれたミ

クログリア由来遺伝子の長さを確認した。

PCR 産物を抽出し、配列の解析を行った。 

（５）ミクログリアでの発現の解析 

 得られた PCR 産物の配列情報から、ミクロ

グリア由来膜蛋白質の同定を行い、膜蛋白質

特異的な primer を作製し、ミクログリアに

おける A刺激時の遺伝子発現の変化につい

て PCR による解析を行った。また、western 

blotting により A刺激時の蛋白質発現の変

化についても解析を行った。 
 
４．研究成果 

（１）SST-REX 法によるミクログリア膜蛋白

質発現 BaF/3 細胞群の作製 

 A刺激したミクログリア細胞株 Ra2 から

cDNA ライブラリーを作製し、N末端側にシグ

ナル配列をもつ分泌蛋白質、膜蛋白質を選択

的に分離することができるSST-REX法により

BaF/3 細胞に遺伝子導入し、ミクログリア膜

蛋白質発現 BaF/3 細胞を作製した。IL-3 を含

まない培養液で培養した結果、遺伝子導入し

ていない BaF/3 細胞は増殖しなかったが、

SST-REX 法により遺伝子導入したものでは

IL3 非依存的な細胞の増殖が見られ、ミクロ

グリア由来のN末シグナル配列を含む遺伝子

がBaF/3細胞に導入されたことが確認できた。

また、同時に GFP を発現するベクターを遺伝

子導入したことから、蛍光顕微鏡により IL3

非依存的に増殖した細胞を観察した結果、

GFP を発現していることが確認できた。 

（２）ミクログリア膜蛋白質発現 BaF/3 細胞

と A結合の解析 

①FACS による解析 

 IL-3 非存在化で増殖したミクログリア膜

蛋白質発現 BaF/3 細胞(BaF/3-Ra2)に、

biotin-A を 添 加 し 、 細 胞 回 収 後 、

streptavidin-APC に よ り 蛍 光 標 識 し

(A-APC)、FACS により A-APC と結合する

BaF/3 細胞群の解析を行った。その結果、

BaF/3-Ra2へのAの添加によりAPCの蛍光を

もつ細胞群が検出された。コントロールとし

て、BaF/3 細胞に Aを加えたもの、BaF/3-Ra2

に APC のみ加えたものに比べ、BaF/3-Ra2 に

A-APCを加えたものではAPCの蛍光が有意に
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増加していた（図２）。このことから、ミク

ログリア膜蛋白質発現BaF/3細胞にAと結合

する膜蛋白質が存在する可能性が示唆され

た。 

 

図２ 蛍光 Aと BaF/3-Ra2 の結合の FACS に

よる解析 

 

②蛍光顕微鏡による解析 

 ミクログリア膜蛋白質発現 BaF/3 細胞群

(BaF/3-Ra2)と Aとの結合を調べる為に、A

を添加後、免疫蛍光染色法により Aを Cy3

蛍光標識し、蛍光顕微鏡で観察した。その結

果、Aの添加により、Cy3 蛍光をもつ細胞が

観察された(図３)。このことからも、ミクロ

グリア膜蛋白質発現BaF/3細胞群にAと結合

する膜蛋白質が存在する可能性が示唆され

た。 

 

図３ 蛍光AとBaF/3-Ra2の結合の蛍光顕微

鏡による解析 

（３）A結合ミクログリア膜蛋白質発現

BaF/3 細胞のクローニング 

  FACS 解析により Aと結合するミクログリ

ア膜蛋白質発現BaF/3細胞群が確認できたこ

とから、Aと結合するミクログリア膜蛋白質

発現 BaF/3 細胞をクローニングする為に、

FACSvantageにより A-APCと結合するBaF/3

細胞群を分離した(図４)。 

これらの細胞群を 96well plate を用いてク

ローニングし、各々の細胞について FACS に

より Aとの結合を確認した。その結果、6個

の A-APC と結合するクローンを得た。 

図４ A結合ミクログリア膜蛋白質発現

BaF/3 細胞の分離 

 

（４）A結合ミクログリア膜蛋白質の同定 

 クローン化して得られた A結合ミクログ

リア膜蛋白質発現BaF/3細胞が発現するミク

ログリア由来膜蛋白質を同定するために、

PCR を行った結果、1100bp のミクログリア由

来遺伝子が組み込まれていることが確認で

きた。これらのPCR産物を抽出し配列を調べ、

解析を行った結果、Aと結合する可能性のあ

るクローン由来のものは全て prosaposin で

あ る こ とが 確 認で きた 。 これ ま で、

prosaposin は分泌蛋白質、膜構成成分として

存在することが知られている。また、Aと結

合しなかったいくつかのクローンについて

も解析を行った結果、lysosomal-associated 

membrane protein1 (Lamp1)、interleukin 17 

receptor A (IL17ra)といった膜蛋白質であ

ることが確認できた。今回用いた SST-REX 法

は N末にシグナル配列を持つ蛋白質を選択的

に発現するという特徴をもつが、今回の結果

から、膜蛋白質を効率的に得られることが確

認できた。 

（５）ミクログリアでの発現の解析 

 Aと結合する可能性のある蛋白質として

同定された prosaposin についてミクログリ

アでの発現の解析を行った。A刺激したミク

ログリアでの prosaposin の発現を PCR によ

り解析した。その結果、A刺激による発現の

有意な変化は見られなかった。また、western 

blotting による蛋白質レベルでの解析につ

いても A刺激による発現の変化は観察され

なかった。 

 今回の解析で prosaposin は A刺激による

発 現 の 変化 は 認め られ な かっ た が、

prosaposin は、これまでに、in vitro にお

いて神経突起伸長を刺激し、in vitro で神経

を虚血によるダメージから保護するといっ

た神経保護作用を持つことが報告されてい

る(O’Brien JS et al,1994)。このことから、

A刺激によるミクログリアの活性化による

神経保護作用にも何らかの関与をもつ可能

性が示唆された。ミクログリアの神経保護作

用に関与する可能性のある蛋白質について

解析することは、ミクログリアの AD 発症に
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おける役割の解明、また、ADの病気の抑制治

療に利用できる可能性を持つと考えられた。 

 今後の展望として、prosaposin とミクログ

リアの機能との関わりについて調べる為に、

ミクログリアにおいて prosaposin を siRNA

により発現抑制、または、発現ベクターによ

り過剰発現させた状態で、A刺激し、サイト

カインのサイトカイン産生能、活性酸素産生

能、またリソゾーム活性の測定、シグナル伝

達経路、貪食能の変化の解析を行うことは重

要であり、これにより、prosaposin とミクロ

グリア活性化、神経保護または神経毒性作用

との関わりが明らかになることを期待した。

また、今回は、Aと結合する膜蛋白質として

同定されたものは prosaposin のみであった

ことから、今後さらに、Aと結合する膜蛋白

質のクローニングを進め、ミクログリアの機

能に関与する膜蛋白質を解明し、AD発症にお

けるミクログリアの関与が明らかになるこ

とを期待した。 
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