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研究成果の概要（和文）：骨髄由来細胞の血管を介した脳内侵入が、アルツハイマー病（AD）モ

デルマウスの病態脳において報告された。本研究は細胞表面セレクチンおよびその糖鎖リガン

ドの分子間相互作用の AD 脳細胞浸潤における役割を明らかにすることを目的とする。マウス骨

髄由来細胞株の細胞表面においてセレクチン糖鎖リガンドの発現を確認した。AD モデル脳血管

である種のセレクチンの発現が増加し、骨髄由来細胞のローリングおよび接着が亢進すること

が明らかとなった。骨髄由来細胞のローリングおよび接着能の増加と AD 病態との関わりを今後

明らかにする。 
 
研究成果の概要（英文）：It has been reported that bone marrow derived cells extravasate 
into the brain of Alzheimer model mice. Molecular interactions between selectins and their 
carbohydrate ligands are the first step of leukocyte infiltration into tissues through 
the blood. Here, we investigated possible involvement of selectins and their ligands in 
diapedesis of bone marrow derived cells into Alzheimer brain. We have detected cell 
surface expression of sialyl Lewis X, a ligand of selectins, in a mouse bone marrow cell 
line. We also found that expression of one of selectins was up-regulated in brain 
vasculature of aged Alzheimer model mice. We have shown that the selectin ligand was 
involved in rolling and adhesion of bone marrow cells in the brain of Alzheimer model 
mice. These results indicated that selectin-carbohydrate ligand interaction might be 
important for extravasation of bone marrow derived cells into Alzheimer brain. 
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１．研究開始当初の背景 
 血液中の細胞が末梢組織内へ移行する分
子メカニズムは国内および海外において勢
力的に解析されておりその詳細が明らかに

なっている。血管内の細胞は多段階の分子相
互作用により末梢組織内へ浸潤する（図１）。
対照的に脳・脊髄といった中枢神経組織内移
入の分子機序は未だ不明である。生理条件下
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では血液由来細胞はマウス脳内へ移行性を
示さないがアルツハイマー病やある種のて
んかん発作、脳炎においては、血液由来細胞

が血行性脳内移行を示すことが報告されて
いる。アルツハイマー病態脳においては、骨
髄由来細胞が脳内移行すると報告されてい
る。アルツハイマー病態における脳内移行に
おいて多段階分子モデルが摘要できるのか、
また第一段階であるローリングは起きるの
か、という点は明らかになっていない。 
 白血球ローリングに関与する細胞表面セ
レクチンは L-, E-, P-セレクチンの３種がヒ
トおよびマウスで存在し、いずれもシアリル
ルイス Xと呼ばれる特殊な糖鎖構造を認識す
る。申請者はこれまでに L-セレクチンリガン
ド糖鎖硫酸転移酵素遺伝子欠損マウスの作
製解析によりリンパ組織における白血球の
ロ ー リ ン グ 分 子 機 序 を 明 ら か に し た
（ Uchimura et al. Nature Immunol 
2005;Veerman et al. Nature Immunol 2007 な
ど）。これらの研究では生体内ビデオ蛍光顕
微鏡技術を用い生きたマウスのリンパ組織
血管内における蛍光標識白血球のローリン
グや接着を定量測定した。この技術を応用し、
近年マウス脳血管内測定を可能にした。アル
ツハイマー病モデルトランスジェニックマ
ウス（APP-Tg）脳血管内において骨髄由来細
胞のローリングや接着が誘発されるのか否
かは不明である。申請者が所有する解析技術、
モデルマウスおよび細胞を活用することに
より脳内細胞浸潤分子メカニズムにおける
セレクチンおよびそのリガンド糖鎖の役割
解明が可能ではないかと期待し本研究課題
の着想に至った。申請者がこれまでに従事し
てきた L-セレクチンとその硫酸化シアリル
ルイス X糖鎖リガンドのリンパ節内浸潤にお
ける機能の知識・技術をさらに発展させ、脳
内細胞浸潤におけるセレクチン-糖鎖分子間
相互作用の意義を解明する点が本研究課題
の特色である。 
 
２．研究の目的 
 免疫担当細胞などが血管から末梢組織内
へ浸潤する分子機序は詳細に解析されてい
る。例外的に血管から脳内への細胞浸潤分子
メカニズムについては不明な点が多い。骨髄
由来細胞の血管外脳内侵入がアルツハイマ

ー病態脳において近年報告された。本研究は
骨髄由来細胞と脳血管内皮細胞との細胞間
相互作用における細胞表面セレクチンおよ
びその糖鎖リガンドの分子間相互作用の生
物学的意義を in vivo において明らかにする
事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 脳内移行時に働くと予想される細胞表面
シアリルルイス Xリガンド糖鎖のマウス骨髄
由来細胞株における発現量をフローサイト
メーターで定量解析した。当該細胞を一定期
間培養し細胞数を増やした後，リン酸バッフ
ァーでリンスし、遠心器により細胞画分をペ
レットとして回収した。液体窒素を使用する
ことにより、細胞ペレットの凍結融解を３度
繰返した。１％Triton 溶液にサスペンドし遠
心分離の後、上清を細胞膜画分として回収し
た。細胞膜画分に含まれるシアリルルイス X
リガンド糖鎖を担うコアタンパク質の数、サ
イズ等をウェスタンブロッティングにより
詳細に解析した。各種コアタンパク質特異的
モノクローナル抗体を用いた免疫沈降と合
わせて解析した。一方、アルツハイマー病モ
デルマウス脳を摘出後、ホモジナイザーで組
織を破砕し、メッシュに当該組織液を通しフ
ィルトレーションした。メッシュを通過せず
に残る組織を血管濃縮画分として回収した。
本画分の TBS 不溶性 1%SDS 可溶性フラクショ
ンを超音波破砕器の使用により調製した。モ
デルマウス脳内血管で発現が確認されるセ
レクチンの定量をセレクチン特異的モノク
ローナル抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィングにより、当該血管画分サンプルを対象
に解析した。また、摘出したモデルマウス脳
を OCT に凍結包埋し、ブロックを作製した。
脳組織凍結切片をクライオスタットを用い
て調製した。免疫組織化学染色により当該セ
レクチンの脳凍結切片血管における発現を
検討した。骨髄由来細胞株を培養後、蛍光標
識プローブにより標識後、モデルマウスの尾
静脈より注入した。モデルマウス脳血管内に
おける当該細胞のローリングおよび接着を
生体内ビデオ蛍光顕微鏡を用いて in vivo で
解析した。  
 
４．研究成果 
 マウス骨髄由来細胞株の細胞表面におい
てセレクチンリガンド糖鎖であるシアリル
ルイス Xの発現が確認された。野生型および
アルツハイマーモデルマウス脳血管細胞に
おいてセレクチンの発現が観察された。アル
ツハイマーモデル脳血管で、ある種のセレク
チンの発現が野生型脳に比べて有意に増加
している事が明らかとなった。また、マウス
脳血管内における末梢投与蛍光標識骨髄細
胞株のローリングおよび接着能をアッセイ

 
図１ 白血球の末梢組織内浸潤多段階
分子モデル 



するシステムを生体内ビデオ蛍光顕微鏡の
使用により確立した。野生型に比べて、アル
ツハイマーモデルマウス脳血管内において
骨髄由来細胞のローリングおよび接着の亢
進が明らかとなった。シアリルルイス X糖鎖
はラクトサミン構造にシアル酸およびフコ
ースが修飾されたオリゴ糖鎖である。これら
の糖鎖を転移する酵素が無いと、シアリルル
イス X糖鎖は合成されない。細胞表面シアリ
ルルイス Xの合成に関わる酵素の遺伝子ノッ
クアウトマウスを入手した。当該ノックアウ
トマウスを繁殖させ、一定匹数を確保した。
これらのマウスを骨髄由来細胞のドナーと
して使用した。生体内ビデオ蛍光顕微鏡解析
した結果、アルツハイマーモデルマウス脳血
管内における当該ノックアウトマウス骨髄
由来細胞のローリングおよび接着能が減少
した。アルツハイマーモデルマウス脳血管内
におけるローリングおよび接着にシアリル
ルイス X糖鎖が関わることが強く示唆された。
今後、アルツハイマー病モデルマウスとシア
リルルイス X糖鎖合成酵素ノックアウトマウ
スを交配繁殖させ、ノックアウトモデルマウ
スを作製する予定である。このマウスの解析
から、シアリルルイス X糖鎖が関わるローリ
ングおよび接着とアルツハイマー病脳病変
との関わりを明らかにすることが期待され
た。 
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