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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー型認知症（AD）に対する創薬として，アミロイドβ（Aβ）除去を担
うミクログリア細胞（MG）活性化機構を刺激する第三世代の新薬開発を超えた第四世代の創薬の礎となる学術的
基盤を作る目的でMGが有するミエロイド免疫チェックポイント（MIC）がADの治療標的になるというコンセプト
を実証し，その分子基盤の解明を試みた結果，MGをMICのLILRB4が抑制し，この効果がフィブロネクチンの共存
下で影響を受けることが示唆された。また本研究の過程でMGに新しいMICが機能する可能性が発見され，現在ヒ
ト末梢血単球などを対象に基礎的検討を進めており，今後の応用研究への展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：Objectives: To establish the basis for development of novel, the fourth 
generation of Alzheimer's disease therapeutics.
Results and conclusions: We focused on the immune checkpoint receptors expressed on myeloid cells, 
such as Leukocyte immunoglobulin-like receptor B4 (B4) and analyzed its function in murine brain 
microglial cells in vitro. We found that B4 inhibits brain microglial cell functions via binding to 
immobilized fibronectin. We also found a novel myeloid immune checkpoint receptor on microglial 
cells and obtained some clues to elucidate its function on microglia. These studies provided novel 
drug targets for Alzheimer's disease therapy. 

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー型認知症（AD）に対してアミロイドβ（Aβ）に対する抗体を用いて分解処理を期待した第二世
代の抗体医薬は効果が期待されたほど高くない。ミクログリア細胞（MG）を活性化してAβ除去を狙う第三世代
の創薬が注目されているが，これを超えた第四世代を開拓する礎となる学術的基盤を作る目的で本研究を行なっ
た。MGをミエロイド免疫チェックポイント（MIC）LILRB4がフィブロネクチンを介して抑制する新しい機構が示
唆され，学術的に意義ある成果が得られた。さらに新しいMICが共存する可能性が示され，今後，学術的に注目
される分野となり，第四世代の新薬開発への展開が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
超高齢社会が抱える重要課題のひとつは，認知症の克服である。神経伝達の強化や神経細胞の保
護を狙った第一世代の認知症，中でも患者数の多いアルツハイマー型認知症（AD）治療薬は概し
て成績不良である。AD のアミロイド β（Aβ）の除去を狙った第二世代の抗体 医薬の効果は今
のところ期待外れである。Aβ除去を担うミクログリア（MG）活性化機構を刺激する第三世代の
創薬の臨床効果は未知である。 
 我々は免疫チェックポイント LILRB4（B4）の研究により，MG ではたらくミエロイド免疫チェ
ックポイントが脳機能の恒常性維持に重要であり，このバランスが崩れると脳の健常性が破綻
すると発想した。この仮説を支持する報告として，AD モデルマウスや老齢マウスの脳内 MG 上に
は B4 の mRNA が高発現し，脳内の慢性炎症の原因のひとつとなる可能性が報告されている［1，
2］。とりわけ我々の強みは B4 欠損マウスを有し，B4 の生理的・病理的リガンドがヒトとマウス
で共通のフィブロネクチン N末端 30 キロダルトンドメイン（FN30）であることを突き止めてお
り，マウス AD モデルで B4 の役割を評価できることも相まって本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
本挑戦的萌芽研究では第四世代を開拓する礎となる学術的基盤を作ることを目的とした。即ち，
MG が有するミエロイド免疫チェックポイントを阻害することで MG を賦活化し，Aβなど神経毒
となる脳老廃物の蓄積を恒常的に抑制し，AD 発症を阻止するという斬新なコンセプト（図 1）を
評価し，分子基盤を解明する。 

 
３．研究の方法 
（1）B4遺伝子欠損 AD モデルマウスの病理解析：家族性 AD の 3種の変異 Aβプレカーサータン
パク質をコードする遺伝子をノックインした App<NL-G-F>マウス（理研・⻄道隆 臣博士より供
与された）は 2ヶ月齢から脳内にアミロイド斑が形成され，神経炎症，シナプスの脱落が認めら
れる［3］。この AD モデルマウスと当研究室が開発したミエロイド免疫チェックポイント B4遺伝
子欠損マウスを交配して B4 欠損下で Aβの蓄積，MG の Aβ周辺への集積，神経 tau タンパク質
のレベル，シナプスの脱落などがどのように影響されるかを病理学的に調査することに着手し
た。 
 
（2）マウス初代培養 MG の細胞生物学的，免疫学的解析：野生型マウスおよび上記 B4 欠損 AD モ
デルマウスの脳組織から MG を単離し，我々が独自に発見した B4 リガンドである FN30 をコート
した培養皿への接着後の活性化の指標となる形態の評価，FN の古典的レセプターであるインテ
グリン（ITG）経由の接着刺激で誘導される Focal adhesion kinase（FAK）リン酸化，炎症性サ
イトカイン TNFα産生など刺激応答性を調査した。  
 
（3）AD モデルの治療実験：AD モデルマウスに B4 抗体，B4 リガンドである FN30-Fc 組み換えタ
ンパク質，FN30 抗体を投与し，上記指標を病理学的，生化学的に調査することを計画している。  
 
（4）AD 患者由来脳組織標本の病理解析:AD 患者由来脳組織標本を大学病院病理部との連携によ
り調査する計画である。MG の B4 発現レベル，周辺組織の FN/FN30 発現レベル，Aβ蓄積と MG の
集積度，神経細胞の tau タンパク質の蓄積度などのパラメーター間の相関を統計学的に調査す
る内容である。 
 
以上，(1)〜(4)により仮説の妥当性を評価することを計画した。  
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研究計画調書の概要 

研究計画調書に記載した「１ 研究目的及び研究方法、応募者の研究遂行能力」「２ 挑戦的研究としての意義（本研究種目に

応募する理由）」について、その概要を２頁以内で簡潔にまとめて記述すること。 

※本研究種目では本欄に研究計画調書（Web入力項目）の前半部分を加えた「研究計画調書（概要版）」のみによる事前の選

考を行います（応募件数が少ない場合、事前の選考は行いません）。本様式は書面審査では参照できないため注意するこ

と。 

 

１. 研究⽬的及び研究⽅法，応募者の研究遂⾏能⼒ 
研究目的：超⾼齢社会が抱える重要課題は認知症の克服である。神経伝達の強化や神経細胞
の保護を狙った第⼀世代の認知症，中でも患者数の多いアルツハイマー型認知症（AD）治
療薬は概して成績不良である。ADのアミロイドβ（Aβ）の除去を狙った第⼆世代の抗体
医薬の効果は今のところ期待外れである。Aβ除去を担うミクログリア（MG）活性化機構
を刺激する第三世代の創薬の臨床効果は未知である。本挑戦的萌芽研究では第四世代を開拓
する礎となる学術的基盤を作る。即ち，MGが有するミエロイド免疫チェックポイントを阻
害することでMGを賦活化し，Aβなど神経毒となる脳⽼廃物の蓄積を恒常的に抑制し，AD
発症を阻⽌するという斬新なコンセプト（図1）を評価し，分⼦基盤を解明する。 

 

研究方法 ⑴ B4遺伝子欠損ADモデルマウスの病理解析：家族性ADの3種の変異Aβプレカー
サータンパク質をコードする遺伝⼦をノックインしたApp<NL-G-F>マウス（理研・⻄道隆
⾂博⼠より供与された）は2ヶ⽉齢から脳内にアミロイド斑が形成され，神経炎症，シナプ
スの脱落が認められる（Sasaguri H et al. EMBO J 2017;36:2473）。このADモデルマウスと
当研究室が開発したミエロイド免疫チェックポイントLILRB4（B4）遺伝⼦⽋損マウスを交
配してB4⽋損下でAβの蓄積，MGのAβ周辺への集積，神経tauタンパク質のレベル，シナ
プスの脱落などがどのように影響されるかを病理学的に調査することに着⼿した。またAD
モデルと当研究室開発の活性化受容体シグナルアダプターDAP12/DAP10/FcRγ三重⽋損
マウスを交配して各指標を調査し，貪⾷活性化受容体群の機能不全の影響を評価する。  

研究方法 ⑵ マウス初代培養ミクログリアの細胞生物学的，免疫学的解析：上記B4⽋損ADモデ
ルマウスなどの脳組織からMGを単離し，応募者らが独⾃に発⾒したB4リガンドであるフィ
ブロネクチン（FN）N末端30kDaドメイン（FN30）をコートした培養⽫への接着後の活性
化の指標となる形態の評価，FNの古典的レセプターであるインテグリン（ITG）経由の接
着刺激で誘導されるFocal adhesion kinase（FAK）リン酸化，炎症性サイトカインTNFα産
⽣など刺激応答性を調査する。B4⽋損MGはFN30コート培養⽫への接着時の形態が

Integrin a5b1B4

図1. 想定されるB4‒FN‒ITGの三者複合体と細胞機能の修飾およびアルツハイマー病（AD）とのリンク。
フィブロネクチンN末端30kDaドメイン（FN30）はミエロイド免疫チェックポイントB4のリガンドであると同時にインテグリン（ITG）
a5b1の結合領域となる（破線の矢印）。RGDは主要なインテグリン結合配列。ITIMは抑制性アミノ酸配列モチーフ，FAK, SFKはそれぞれ
Focal adhesion kinase, Src family kinase。右の図はB4‒FN‒ITGユニットでB4がはたらき過ぎた場合の慢性炎症とAD発症の仮説。
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４．研究成果 
（1）初代培養 MG を野生型 B6マウス及び gp49B（ヒト B4 の相同分子，遺伝子）欠損 B6マウス
から調製し，gp49B および FN の発現をフローサイトメトリーにて解析した。振盪法にて単離し
た野生型初代培養 MG では，gp49A の発現は確認できず，gp49B のみ発現していると考えられた。
野生型及び gp49B 欠損 MG のどちらにおいても，FN の細胞表面上での発現は見られなかったた
め，恒常的にインテグリンが FN をテザリングしている量は少ないと判断された。なお MG 上には
インテグリンに関してはα4β1，α5β1，α6β1，αLβ2，αMβ3，αvβ3，αvβ5が発現すること
が知られており［4,5］，特にα4β1，α5β1，αvβ3は FN をリガンドとしている［6］。インテグ
リンサブユニットの発現を確認したところ，αM，αv，α5，α6，β1，β3サブユニットの発現が
確認できた。したがって α5β1，αvβ3 インテグリンとなって FN と結合する可能性があること
が示唆された。 
 
（2）MG は脳内にてその形態から 2つに分類されている。通常時はラミファイド型と呼ばれ，細
胞体が小さく突起が細長い形態であるが，感染や疾患の際には細胞体が大きく突起が短いアメ
ボイド型となる。アメボイド型のミクログリアは活性化していると考えられ，移動機能が亢進し
貪食や液性因子の放出も活発に行うようになる［7,8］。FN はインテグリンを介して MG を活性化
するという報告[4,9]がある上，gp49B のリガンドが FN であることから，MG の動態と FN との関
係について初代培養 MG を FN を固相化したプレートで培養し，顕微鏡下で観察を行った。その結
果，野生型及び gp49Ｂ欠損 MG の両方で形態の変化が見られた。さらに野生型は細長い突起を伸
ばした形態の細胞が多い一方，gp49B 欠損型はアメーバ状の形態が多く観察された(図 2A)。そこ
で細胞の長軸径を測定したところ，FNコートを行った野生型 MG について，同表現型のノンコー
トと比較して長軸径が有意に大きいという結果が得られた。また FN コートを行った野生型と
gp49B 欠損型の間で有意差が得られた（図 2B）。さらに 24時間の移動距離をタイムラプスビデオ
で経時的に記録し計測したところ，コントロールのノンコートプレート及び FNコートプレート
上で培養した MG の両方で野生型より gp49Ｂ欠損型の方が移動距離について有意に大きいとい
う結果が得られた。ただし，それぞれの表現型でノンコートと FNコートの間で有意差はなかっ
た(図 2C)。よって B4 欠損 MG は FNコート培養皿への接着時の形態が Amoeboid優勢であり，活
性化していることが示唆され，当初の仮説が支持された。 

 

 
 

（3）CpG 刺激による炎症性サイトカイン産生量測定 
 TLR 様受容体のシグナル伝達経路を介した自然免疫の刺激は，AD の病態の抑制において有益
であるという報告がある一方，その刺激は神経の炎症において悪影響を及ぼすという可能性も
ある［10,11］。本研究では自然免疫刺激を模すため非メチル化オリゴヌクレオチド CpG 1668を
用いて TLR９経由で刺激を行った。gp49B-FN の関与を確かめるため，予め FN をプレートにコー
トして固相化しておき，野生型及び gp49B 欠損型 MG を播種し，CpG およびコントロールとして
GpCを添加した。24時間培養後，その上清について炎症性サイトカインである IL-6と TNF-αに
ついて ELISA法にて産生量を比較した(図 3)。その結果，野生型及び gp49B 欠損型 MG のどちら
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も CpG 刺激によって炎症性サイトカインの産生が確認された。FN の有無では炎症性サイトカイ
ン産生量に差は見られなかった。しかしながら野生型に比べて gp49B 欠損 MG では FN コート及
びノンコートの条件に関わらず炎症性サイトカインの産生量が野生型 MG に比べ有意に高いとい
う結果が得られた。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（4）本研究の過程で MG において新しいミエロイド免疫チェックポイントが機能している可能
性が生理的リガンドとともに発見され，現在ヒト末梢血単球などを対象に基礎的検討を進めて
いるが，知財の関係で詳細は報告できない。本件も今後の応用研究や創薬への展開が期待される。 
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図 3 固相化 FN 上で野生型および gp49B 欠損型 MG を培養し，さらに自然免疫系を模すために非メチル化オリゴヌクレオ
チド CpG もしくはそのコントロールとして GpC を添加することでトル様受容体 9 の刺激を行った。24 時間後に培養上清
を回収し，TNF-α（A）と IL-６（B）について ELISA 法にて産生量を測定した。*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001 
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