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研究成果の概要（和文）：　脳にはリンパ 管が存在しないため，動脈拍動が駆動力となり，β アミロイド（Aβ）な
どの老廃物の排泄を助けている．よって，動脈硬化により動脈拍動が低下すると，Aβが蓄積する病気であるアルツハ
イマー病は悪化する．したがって，血管病の予防はアルツハイマー病を含む認知症の予防となる．
　本研究では，ヒトのアルツハイマー病の脳ではAβが蓄積することにより小さな脳梗塞が多数生じ，アルツハイマー
病のモデル動物で動脈の拍動を低下させるとAβが蓄積することを見出した．血管に作用する薬剤を投与するとそのよ
うな蓄積が減少し認知機能が改善し，認知症の初期の患者に薬剤を投与する臨床試験を開始する基礎データが得られた
．

研究成果の概要（英文）：Dementia will become one of the most important health problems worldwide. The disc
ouraging results of the immunotherapy clinical trials for Alzheimer's disease have shifted scientific atte
ntion from the mechanism underlying beta amyloid (Abeta) synthesis toward clearance. Arterial pulsations m
ay be the motive force for the drainage of interstitial fluid and solutes. As arteries stiffen with age or
 with other co-morbid factors, the amplitude of pulsations is reduced, perivascular drainage of Abeta beco
mes less efficient, and insoluble Abeta is deposited in the drainage pathways. Therefore, therapeutic stra
tegies that enhance the patency of this perivascular drainage pathway with vasoactive drugs may facilitate
 Abeta removal and help prevent cognitive decline in the elderly. Based on this emerging paradigm, we will
 start a clinical trial to determine whether such a hemodynamic strategy is effective to halt cognitive de
cline as a preemptive medicine.
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１．研究開始当初の背景 
  
超高齢化社会を目前として，高コレステロ
ール血症，糖尿病，高血圧，肥満など，動脈
硬化を促進する生活習慣病に関連して生じ
る脳梗塞や血管性認知症が社会問題化し，医
療経済を圧迫している．アルツハイマー病の
発症にも，生活習慣病が密接に関わることが
判明し（de la Torre JC. Stroke 2002），神
経変性疾患における血管性危険因子の意義
が注目されている．Hachinski らは「老年期
の認知症にはアルツハイマー病だけではな
く，糖尿病や高血圧，肥満，脳卒中といった
血管リスクなど多因子を考慮して治療にあ
たるべき」とする dynamic polygon 仮説を提
唱した（Fotuhi M, et al. Nat Rev Neurol 
2009）．この仮説の裏付けともいうべき報告
もなされており，Matthews らは，456 例の連
続剖検脳の解析から認知症への病理変化の
寄与危険度を算出した結果，小血管病と多発
性血管病理の寄与危険度は 12%と 9%であり，
老人斑の 8%，神経原線維変化の 11%に匹敵す
ると報告した（Matthews FE, et al. PLoS Med 
2009）．わずか数個の脳梗塞がアルツハイマ
ー病の顕性化率を 20 倍に高めたという Nun
研究の成果を考え合わせれば，血管性危険因
子に対する治療介入が，認知症の発症を劇的
に低下させる可能性を示唆する（Snowdon DA, 
et al. JAMA 1997）． 
アルツハイマー病は，難溶性のアミロイド
（アミロイドβ; Aβ）が大脳皮質に蓄積す
る「老人斑」と神経細胞内にリン酸化タウが
蓄積する「神経原線維変化」によって病理学
的に特徴づけられる．一方，Aβが血管壁に
沈着する「脳アミロイド血管症」は，アルツ
ハイマー病では必発で，かつ加齢に伴う動脈
硬化と相まって認知機能障害を悪化させる
病理変化であるが (Thal DR, et al. J 
Neuropathol Exp Neurol 2003)，未だ認知度
が十分ではない．神経変性疾患では，神経細
胞死の細胞内機構に注目が集まり，細胞の生
存・活動の源を供給する脈管系に対する注目
度が低いのもその一因であろう．しかし，人
体最大の臓器である「血管」系を抜きに老化
を語ることはできない．そこで本研究は，ア
ルツハイマー病を，「血管の老化」という観
点から捉え直すべく立案された． 
 
２．研究の目的 
 
申請者らは，脳血管の老化によって起こる，
脳循環障害・エネルギー不全を再現するモデ
ルマウスを世界に先駆けて確立し，BCAS 
(bilateral carotid artery stenosis)モデ
ルと命名した (Stroke 2004, 2006, 2007, 
2010a/b/c)．本モデルは，両側総頸動脈に微
小コイルを装着することで作成でき，英国
Edinburgh 大学(McCulloch 教授)，英国
Newcastle 大学（Kalaria 教授）との国際共
同研究成果として結実し（Neurobiol Aging 

2010, Stroke 2010），慢性脳低灌流の病態解
析に欠かせないモデル動物となった．アルツ
ハイマー病モデルマウスへの慢性脳低灌流
侵襲は，細胞外可溶性画分における Aβの重
合と海馬の神経細胞死を促進し（Brain Res 
2009)，認知・学習機能を相乗的に悪化させ
た（Plos One 2011）． 
以上より，アルツハイマー病の分子機序は
血管病変を抜きに考えることはできない．そ
の治療を考える上でさらに重要な事実とし
て，昨今欧米を中心に臨床試験が行われてい
るアルツハイマー病のワクチン療法におい
て，老人斑が消失した部位で，却ってアミロ
イド血管症が悪化したこと，動脈硬化の強い
患者に脳炎が生じる可能性があること
(Patton RL, et al. Am J Pathol 2006)が挙
げられる．この原因の一つは，ワクチン療法
にて可溶化された Aβが動脈硬化を背景に十
分クリアランスを受けないことにある
（Neuroreport 2007)．Aβのクリアランスは
血管拍動に依存し，動脈硬化や低灌流により
血管拍動が低下すると Aβが蓄積するという
事実が報告されている（Weller 経路）(Weller 
RO, et al. Acta Neuropathol 2009)．アル
ツハイマー病の脳アミロイド血管症近傍に
は必ずと言ってよいほど皮質微小梗塞があ
り（Neuroreport 2009)，皮質微小梗塞は灌
流圧が低下しやすい血管分水嶺領域に偏在
している(Suter OC, et al. Stroke 2002)こ
とからも，「動脈硬化に伴う脳灌流圧低下が
アミロイド血管症と相乗作用して，Aβ蓄積
に拍車をかける」という悪循環機序が想定さ
れる．本研究では，ヒト剖検脳とモデル動物
を用いて，上述した悪循環機序を分子病理学
的に検証することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
  
（１） ヒト剖検脳を用いた脳アミロイド

血管症の病態研究 
  
脳アミロイド血管症を伴う種々の剖検脳
に対して，詳細な臨床病理学的検討を行い，
脳アミロイド血管症や皮質微小梗塞の存在
が如何に認知機能障害に寄与しているかを
評価する． 
 
① アミロイドβ（Aβ）染色：認知症
を呈した患者脳の大脳皮質切片を
用いてアミロイド染色（抗 Aβ40 抗
体）と Congo red 染色を行い，脳ア
ミロイド血管症の程度を定量評価
する． 

② 皮質微小梗塞の定量：HE 染色，GFAP
（星状膠細胞）染色，MHC-II（ミク
ログリア）染色により，皮質微小梗
塞の局在，個数，総面積を評価する． 

③ 神経病理所見の観察：認知症に寄与 
④ しうる脳アミロイド血管症以外の
病理所見（Aβ42 陽性老人斑，リン



酸化タウ（AT8）陽性神経原線維変
化，）を検討する． 

⑤ 相関関係の統計解析：脳アミロイド
血管症の重症度と皮質微小梗塞と
の相関関係を統計解析する． 

 
（２） 脳アミロイド血管症による認知症

発現機序の研究 
 

脳アミロイド血管症や微小梗塞の出現機
序，さらには認知症の発現機序を探索する．
脳アミロイド血管症形成を特徴とするヒト
変異型アミロイド前駆体タンパク質過剰発
現マウス（Tg-SwDI マウス）に対して，申請
者らが独自に開発した脳低灌流負荷（両側総
頚動脈に微小コイルを装着する BCAS 手術）
を加える．2ヶ月間の脳低灌流負荷を加えた
Tg-SwDI マウスと偽手術を行った Tg-SwDI マ
ウスの 2群を用いて，以下の指標が生体内で
どのように変化するのかを比較・検討する． 
 
① アミロイド血管リアルタイムイメ
ージング：Tg-SwDI マウスに Aβに
高い親和性を有するマーカー
BSB(1-Bromo-2,5-bis(3-carboxy-4
-hydroxystyryl)benzene)を静脈注
射し，血管壁に蓄積した Aβを生体
内で可視化すると同時に，蛍光物質
FITC-dextran を静脈注射し可視化
した血管の拍動性を実体蛍光顕微
鏡（Leica M205FA）にてリアルタ
イムに評価する．さらには二酸化炭
素吸入下と非吸入下，あるいはパパ
ベリンやアセチルコリンを cranial 
window から局所投与した際の血管
径の違いを群間比較することで血
管拡張能を評価する． 

② 生化学的評価：ELISA による RIPA
可溶性・不溶性 Aβの定量評価とフ
ィルターアッセイ（細孔 200 nm）に
よる径200 nm以上のAβフィブリル
（小線維）の定量評価 

③ 行動学的評価： Y 迷路，バーンズ
迷路，8方向放射状迷路による認知
機能評価 

④ 脳血流評価: リアルタイム2次元レ
ーザー血流計（Omegazone）による
脳表血流の定量評価 

⑤ 組織学的評価（1）：免疫染色・Congo 
red 染色による脳アミロイド血管症
の定量評価 

⑥ 組織学的評価(2)：HE 染色，GFAP 染
色，MHC-II 染色による大脳皮質・海
馬の微小梗塞の検索 

⑦ Aβクリアランス解析：2010 年 9月
にザルツブルクで開催された国際
神経病理学会において，申請者は
Weller 教授（英国サザンプトン大
学）と意見交換を行い，本プロジェ
クトへの参画承諾を得た．Weller

教授の研究室で確立されている以
下の Aβクリアランス解析の手法を
用いる．具体的には，可溶性蛍光
HiLyteAβ40 (100 μM) 0.5 μl を
32G ミクロピペットで 2分間かけて
定位脳手術的に大脳皮質あるいは
線条体へ投与し，5分後に脳を取出
し固定，perivascular drainage が
障害されている指標として，血管周
囲の蛍光 Aβの蓄積を観察する．半
切脳は Weller 教授の研究室へ送り
電子顕微鏡による解析を並行して
行う． 
 

以上の検討により，Weller 経路を検証し，
アミロイド蓄積機序を明らかにする． 
 
（３） 脳アミロイド血管症の治療法開発

研究（アルツハイマー病新規治療法
の開発） 
 

 血管新生を誘導することで，Aβのクリア
ランスと脳虚血を改善させ，認知症を治療で
きる可能性を検証する．血管作動性物質とし
てシロスタゾールに着目している．Tg-SwDI
マウスにシロスタゾールを投与し，上記(2).
①-⑦に加えて以下の項目を対照群の
Tg-SwDI マウスと比較評価する． 
 
① 動脈/血管新生の評価：ラテックス
灌流法（パパベリン投与により血管
平滑筋を最大限弛緩させ，脳血管を
ラテックス＋墨汁にて黒色に描出）
や上記 FITC-dextran を用いたリア
ルタイムイメージング，さらには
PECAM抗体を用いた免疫染色法にて
動脈新生・血管新生を評価する．ま
た，BrdU(0.5 mg/Kg 体重)腹腔内注
射１日後の血管壁への BrdU 取り込
みを細胞増殖能の指標とする． 

② 骨髄単核球細胞の脳内生着率の評
価： GFP 陽性細胞の生着率の評価
を行う．分化した細胞種の特定を各
種マーカー（たとえば，乏突起膠細
胞であれば GSTpi）に対する抗体を
用いて行う． 

③ 抗酸化作用・抗アポトーシス作用の
評価：骨髄単核球細胞から産生され
る液性因子や AM には多面的作用と
して抗酸化作用や抗アポトーシス
作用が知られ，8-OHdG（酸化ストレ
スマーカー）と TUNEL 染色法（アポ
トーシス検出法）を用いて，血管新
生以外の作用点を検討する． 

 
（４） 4. ヒヒ血管性認知症モデルの確立

と応用 
 

ヒヒを用いた研究は申請者が主導し，原則
としてその解析を我が国で行うが，アヌビス



ヒヒを含む霊長類が高価で日本で入手困難
であることから，モデル作成の手術はケニア
Institute of Primate Research（IPR）で行
う． 
 平成 22年 9月にケニアで開催された
Annual Neurosciences Conference (ヨーロ
ッパ神経科学会と世界神経学会によるアフ
リカ科学振興のための共催学会)に，申請者
は血管性認知症のモデル動物に関する講演
のため招待された．その際，IPR の M.N. 
Ndung'u 獣医師とともに数年前から行ってい
る研究を進展させ，3動脈結紮手術（両側内
頚動脈＋左椎骨動脈）によりアヌビスヒヒ血
管性認知症モデルを確立しつつある．3動脈
結紮手術では 50％程度までの脳血流低下と
90％以上の生存率が得られ，長期的な慢性脳
低灌流による大脳白質病変が再現されるこ
とが判明した．3動脈結紮術後 28 日目には，
海馬歯状回にAT8陽性のリン酸化タウが蓄積
した顆粒細胞が観察され，海馬CA3領域には，
APP が陽性で主樹状突起がらせん状の異常な
構造を示す変性錐体細胞が観察された．アヌ
ビスヒヒは 3動脈結紮後に興奮，注意力欠損
など認知症に特徴的に見られる変動性の初
期症状が観察され，症候学的にも血管性認知
症を再現しえた．アヌビスヒヒの脳には加齢
性にリン酸化タウ蛋白質の蓄積が見られ，脳
血管構築がヒトに近似することから
（Schlutz C et al. Neurobiol Aging 2000），
老齢ヒヒ（25 歳以降）の脳は，ヒトの加齢脳
に近似しているとも言える．摘出した脳を固
定後，我が国に持ち帰り，組織学的な解析に
より，本モデル脳の血管性認知症モデルとし
ての妥当性をさらに検証する．HE 染色や髄鞘
染色などの通常染色により脳萎縮，皮質・白
質障害を定量評価すると同時に，MRI を用い
た画像解析 ex vivo analysis を行う．その
後，本霊長類モデルを用いて，Aβクリアラ
ンス実験を行い，マウスとの異同について検
証する．マウスでは有効であった Aβワクチ
ン療法がヒトではあまり有効ではなかった
分子メカニズムが検証できよう．さらにアド
レノメデュリン投与や骨髄移植療法を行い，
Aβのクリアランスがどのように影響を受け
るのか，3動脈結紮ヒヒあるいは老齢ヒヒを
用いた研究を行う． 
以上，分子・組織・個体レベルの多角的ア
プローチを用いて脳アミロイド血管症と認
知症の関連性について検証し，アルツハイマ
ー病の新規治療法の創出を目指す． 
  
４．研究成果 
 
（１） ヒト剖検脳を用いた研究 
 アルツハイマー病（AD）患者では脳表血管
にβアミロイド（Aβ）が沈着するアミロイ
ド血管症（CAA）がほぼ必発する．さらに A
β沈着血管の近傍に，皮質微小梗塞（CMI）
が散在し，分水嶺に多いことから，CMI の形
成にCAAと脳低灌流が協働的に作用するとい

う仮説をたてて検証した．連続 275 ヒト剖検
脳のうち CAA31 症例を抽出した．年齢，疾患
（AD か非 AD），脳底部動脈硬化，CAA，老人
斑，神経原線維変化，および白質病変の程度
を評価し，CMI 密度（数/cm2）との相関につ
いて解析した． 
ヒト剖検脳の CMI密度は CAAの重症度に相
関して増加した．CMI 密度は AD 群と非 AD 群
で有意差がなかった．多変量解析では 7つの
変数のうち，CAA 重症度のみが唯一，CMI 密
度と有意な相関を示した．CMI の形成は，背
景疾患として AD の有無ではなく CAA の有無
に関連していた．Aβ沈着により血管壁が弾
性を失い硬化して，CMI に至る機序が推定さ
れた．CAA は高齢者の認知症への寄与危険度
が高いことがすでに報告されており，附随し
て起こるCMIが重要な背景病理である可能性
がある（Acta Neuropathol 2012）． 
 
（２） Tg－SwDIマウス（CAAモデルマウス）
への慢性脳低灌流の影響 
CAA モデルマウス（Tg-SwDI）の両側総頸動
脈を微小コイルで狭窄させることで慢性脳
低灌流を加えた．脳低灌流侵襲後の Tg-SwDI
において，偽手術群ではみられない CMI が再
現でき，血管壁への Aβ沈着がより早期に観
察された．12 週間の脳低灌流後，Tg-SwDI で
は脳血流が術前と比較し 26％低下していた
が，野生型マウスでは 15％にとどまっていた
（Acta Neuropathol 2012）． 
 
（３） 脳アミロイド血管症の治療法開発
研究 
Tg-SwDI マウスに対して抗血栓薬として
アスピリンまたはホスホジエステラーゼ III
（PDE3）阻害薬シロスタゾールを投与したと
ころ，アスピリンでは明らかな効果が観察さ
れなかったものの，シロスタゾール投与では
Aβの血管壁を中心とする脳内沈着が有意に
軽減し認知機能が改善した．シロスタゾール
は血管壁に沿った Aβの排泄を促進すること
が明らかとなり，シロスタゾールが「脳内リ
ンパ系」とも言われる血管周囲ドレナージ経
路の促進効果を有すると推測された（Maki T 
et al. Ann Clin Transl Neurol 2014）． 
 
（４） ヒヒ血管性認知症モデルの確立と
応用 
3 動脈結紮で低灌流を再現できた．3 動脈結
紮後にはまず血管の虚脱（collapse）による
内腔狭小化が見られ，血液脳関門の破綻（1
日〜7 日）が示唆された．その後ミクログリ
アの活性化（3 日目がピークおそらくは細胞
傷害性機転），白質の粗鬆化（7日目以降）を
経て，28 日後にはアストロサイトの活性化が
見られた．アストロサイトは浮腫性変化を軽
減する組織の修復機転の一つと想定される． 
組織解析により，術後 1 ヵ月以内に大脳白質
病変を誘導できることが判明し，皮質下血管性
認知症の非人類霊長類モデルとして有用である



と考えられた．MRIや行動解析を追加して，モデ
ル動物としての妥当性を今後検証していく． 
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