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研究成果の概要（和文）：血管内皮特異的に細胞老化を示すTIE2-TERF2DN-Tgマウスとアルツハイマー病（AD）
モデルマウスであるAPP/PS1マウスを交配して血管内皮細胞老化ADモデル（APP/PS1;TERF2DN）マウスを作出し、
APP/PS1;TERF2DNマウスでは対照となるAPP/PS1マウスに比べて、神経突起変性は軽度で認知機能低下は軽減して
いることを見出した。その理由として、ミクログリアのアミロイド-β（Aβ）オリゴマー貪食能が亢進している
こと、さらに脳内Aβプラークへのミクログリア被覆化が亢進してプラーク圧密化が生じ、脳内Aβプラーク形成
が抑制されていることが関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：TIE2-TERF2DN-Tg mice, which exhibit vascular endothelial-specific 
senescence, and APP/PS1 mice, an Alzheimer's disease (AD) model mouse, were crossed to generate 
vascular endothelial-specific senescent AD model (APP/PS1; TERF2DN) mice. We found that APP/PS1;
TERF2DN mice had mild neurite degeneration and attenuated cognitive decline compared to control 
APP/PS1 mice. The reason for this is that the ability of microglia to phagocytose amyloid-β (Aβ) 
oligomers was enhanced, and furthermore, microglial coverage of cerebral Aβ plaques was enhanced, 
resulting in plaque compaction and suppression of cerebral Aβ plaque formation.

研究分野：血管生物学

キーワード： アルツハイマー病　血管内皮細胞老化　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
アルツハイマー病（AD）の病態形成における脳内免疫細胞であるミクログリアの活性化の意義に関しては、病態
形成に対して促進的と保護的の正反対の見解があり一定していない。これまでに高齢AD患者でみられる血管内皮
細胞老化を伴う状況下におけるミクログリアの活性化の意義を検討した報告はなく、血管内皮細胞老化マウスを
作出してADの病態形成や脳表現型を解析したとの報告もなかった。本研究成果により、血管内皮細胞老化に伴う
ミクログリアの機能変容は、ADの病態形成に対して保護的に働くことが初めて明らかになったことで、ミクログ
リアの機能変容という新しい視点での治療戦略開発への足がかりが得られたと考えられた。

※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 
 
アルツハイマー型認知症（AD）では脳内免疫担当細胞であるミクログリアの活性化がみられるが、
AD の病態形成におけるミクログリア活性化の意義に関しては、病態形成に促進的と保護的の正
反対の見解があり一定していない。また、高齢 AD 患者では血管内皮細胞老化がみられると報告
されているが、血管内皮細胞老化を伴う状況下におけるミクログリア活性化の意義や AD の病態
形成に果たす血管内皮細胞老化の役割は不明であった。そのため、ミクログリア活性化誘導によ
る脳内免疫の賦活化が ADの治療戦略となるのか明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 
持続的なミクログリアの活性化がみられる血管内皮細胞老化マウスを AD モデルマウスと交配し
て血管内皮細胞老化 ADモデルマウスを作出し、認知機能や ADの病態形成を解析することで、血
管内皮細胞老化を伴う状況下におけるミクログリア活性化の意義や、AD の病態形成に果たす血
管内皮細胞老化の役割とその作用機構を解明することを目的とした。ミクログリア活性化誘導
による脳内免疫の賦活化が AD の治療戦略となるのか明らかにすることで、新しい視点での治療
戦略開発への足がかりをつかめると考えた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス 
 血管内皮特異的に細胞老化を示すマウス（TIE2-TERF2DN-Tg マウス）と AD モデルマウスの
APP/PS1 マウスを交配して血管内皮細胞老化 AD モデル（APP/PS1;TERF2DN）マウスを作出した。 
 
(2)認知機能 
 Y 字迷路試験によって短期記憶（空間作業記憶）を、モリス水迷路試験によって長期記憶（空
間参照機能）を評価した。 
 
(3)蛍光免疫染色 
 マウスから脳組織切片を作製して各種抗体あるいはチオフラビンを用いて染色した後、共焦
点レーザー顕微鏡あるいはオールインワン蛍光顕微鏡を用いて観察した。アミロイドβ（Aβ）
プラークは、抗 Aβ抗体とチオフラビンによる二重染色の結果にしたがって diffuse、
filamentous、compact、inert の 4形態に分類した。 
 
(4)免疫電顕 
 マウスから脳組織切片を作製して抗アクアポリン 4（AQP4）抗体を用いて免疫電顕をおこなっ
た。 
 
(5)血中 Aβ濃度測定 
 ヒト Aβを特異的に認識し測定可能な ELISA キットを用いて血中 Aβ濃度を測定した。 
 
(6)脳細胞の単離 
 マウスから摘出した脳から神経組織分散キットを用いて脳細胞の懸濁液を作成し、その懸濁
液から ACSA-2 抗体、CD11b 抗体及び CD31 抗体を用いた磁気ビーズ法により、それぞれアストロ
サイト、ミクログリア及び脳血管内皮細胞を単離した。 
 
(7)ミクログリアの Aβオリゴマー貪食能 
 マウスから単離したミクログリアの培養液中に蛍光色素標識した Aβオリゴマーを添加して
培養し、ミクログリア内の蛍光を測定した。 
 
(8)定量 PCR 
 脳組織や単離細胞から RNA を抽出し、逆転写により cDNA を作成した後、リアルタイム PCR 法
により遺伝子発現を評価した。 
 
(9)細胞老化関連分泌現象（SASP） 
 マウスから単離したミクログリアの培養液中に、マウスから単離した脳血管内皮細胞の培養
液を添加して培養した後、ミクログリアから RNA を抽出してリアルタイム PCR 法により遺伝子
発現を評価した。 
 



(10)シングルセル RNA シーケンス 
 10X Genomics 社のシングルセル解析プラットフォームを用いてライブラリーを作成し、次世
代シーケンサーを用いてシングルセル RNA 解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
 
(1) 血管内皮細胞老化マウスの脳表現型 
 血管内皮細胞老化マウスから単離した脳血管内皮細胞では、野生型マウスから単離した脳血
管内皮細胞に比べて細胞老化マーカー分子のp16や p21、炎症性サイトカインのIL-1βやIL-6、
単球接着分子の VCAM-1 や ICAM-1 の遺伝子発現が増加しており、血管内皮細胞老化として矛盾
しない結果が得られた。野生型マウスに比べて血管内皮細胞老化マウスでは、大脳皮質において
アストロサイトのマーカー分子である S100βの免疫染色シグナルが増強しており、海馬におい
てアストロサイトのマーカー分子である GFAP のシグナルが増強していた。しかしながら、両マ
ウスからアストロサイトを単離し、遺伝子発現プロファイルを網羅的に調査したところ、 S100
βや GFAP の遺伝子発現は変わらなかった。 S100βシグナルや GFAP シグナルの増強は、脳の障
害時などに生じる肥大した反応性アスト
ロサイトでみられることから、血管内皮細
胞老化マウスでは、反応性アストロサイト
と同様なアストロサイトの肥大が生じて
いることが明らかになった。 
 さらに、野生型マウスに比べて血管内皮
細胞老化マウスでは、大脳皮質深層部にお
いてAQP4及び AQP4の局在に関わるジスト
ログリカンとそのリガンドであるラミニ
ンの微小血管周囲への局在が減少してい
た（図１）。こうした微小血管周囲への局在
の減少は、大脳皮質浅層部ではみられなか
った。老化した血管内皮細胞では、ラミニ
ンの分解酵素の1つであるマトリックスメ
タロプロテアーゼ-2（MMP-2）の発現が増加
していたことから、ラミニンはこの MMP-2
によって分解されるために減少した可能
性が考えられた。AQP4 やジストログリカ
ン、ラミニンのシグナルが減少する一方
で、微小血管周囲に存在する周皮細胞は増
加していた。周皮細胞は血管周囲への AQP4
の発現を増やすことが報告されているこ
とから、AQP4 局在の減少を代償するために
周皮細胞が増加した可能性も考えられた。 
 
(2) 血管内皮細胞老化 ADモデルマウスの脳表現型 
 血管内皮細胞老化マウスにおいて微小血管周囲への AQP4 の局在が減少していたことから、血
管内皮細胞老化 AD モデルマウスでは、対照となる AD モデルマウスに比べ、Aβのクリアランス
が低下して AD の病態形成が促進されると予想された。しかし、その予想とは対照的に、血管内
皮細胞老化 ADモデルマウスでは、AD モデルマウスでみられる短期記憶と長期記憶の低下が軽減
しており、野生型マウスと同程度の認知機能となっていた（図 2A）。ADモデルマウスに比べて血
管内皮細胞老化 AD モデルマウスでは、脳内 Aβプラークの形成は抑制されており（図 2B）、lamp-
1 染色陽性で示される神経突起変性も抑制されていた。また、ADモデルマウスに比べて血管内皮
細胞老化ADモデルマウスでは、神経毒性が高いとされるfilamentousプラークの割合が減少し、
神経毒性が低いとされる compact プラークの割合が増加するプラーク圧密化が生じており、ミ
クログリアによる compact プラークへの被覆化が亢進していた。シングルセル RNA シーケンス
の結果、ADモデルマウスに比べて血管内皮細胞老化ADモデルマウスでは、恒常性（homeostatic）
ミクログリアの割合が増加し、疾患関連（disease-associated）ミクログリアの割合が減少して
いることも確認された。 
 ところで、ADモデルマウスに比べて血管内皮細胞老化 AD モデルマウスでは、血中 Aβ濃度が
低値であった。血管内皮細胞老化マウスから単離培養したミクログリアでは、野生型マウスから
単離培養したミクログリアと比較して Aβオリゴマーの貪食に関わる TREM2 や CD36 の遺伝子発
現が有意に増加しており、実際培養系において評価した Aβオリゴマー貪食能は亢進していた。
さらに血管内皮細胞老化マウスでは、野生型マウスと比較して脳内ミクログリアは、活性化を示
す形態変化を示し、脳から単離したミクログリアにおいても炎症性サイトカインやケモカイン
の mRNA 発現が野生型マウスに比べて上昇していたことから、活性化していることが明らかにな
った。野生型マウス及び血管内皮細胞老化マウスから脳血管内皮細胞を単離培養し、その培養液
中で野生型マウスから単離したミクログリアを培養した実験から得られた結果から、ミクログ



リアの活性化には SASP が関与していると考えられた。 
 以上の結果より、血管内皮細胞老化によってミクログリアは活性化して Aβ貪食能や Aβプラ
ーク被覆化が亢進するとともにプラーク圧密化が生じた結果、AD モデルマウスに比べて血管内
皮細胞老化 AD モデルマウスでは、神経細胞傷害が軽減し、認知機能低下が軽度になったと考え
られた。 
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