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研究成果の概要（和文）：本研究は、アルツハイマー病の原因物質である脳内のβアミロイドタ

ンパクを分解あるいは除去する能力の高いマクロファージを作製する方法を開発し、これを用

いてアルツハイマー病の治療法を開発することを目的とする。 

 申請者は、これまでの研究において、マウスおよびヒトの iPS 細胞から機能的な貪食細胞（マ

クロファージ）を作製する分化誘導技術とその遺伝的改変技術を確立している。これらの技術

を応用して、iPS 細胞由来のマクロファージの表面に、βアミロイドに対する抗体を発現させ、

さらに、βアミロイドを分解するプロテアーゼであるネプリライジンを高発現させた。そして、

ヒト iPS 細胞由来の貪色細胞を scid(免疫不全)-アルツハイマー病モデルマウスに投与し、β

アミロイドの蓄積量を低下させられるかどうか検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to generate macrophages with a 
capacity to degrade or remove amyloid- protein, which is known to be the causative agent 
of Alzheimer’s disease. 
 Before this project, we had established a technology to generate functional 
phagocytes (macrophages) from mouse and human iPS cells. In the current study, we 
generated macrophages expressing Fc-receptor-fused form of single chain antibody specific 
to amyloid-. In addition, we made macrophages expressing neprilysin, a protease reported 
to be highly potent in degradation of amyloid-. We administered the genetically modified 
iPS cell-derived macrophages into model mice of Alzheimer’s disease, and evaluate whether 
they could reduce the level of amyloid- in vivo. 
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１． 研究開始当初の背景 アルツハイマー病は、認知症の主要な原因疾
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患であり、脳内神経細胞に進行性の機能的障

害と脱落が生じる疾患である。また、加齢に

伴って発症リスクが上昇する疾患であり、急

速に高齢化が進む日本の社会において、社会

的・経済的にも、非常に深刻な問題である。 
アルツハイマー病の剖検例において認めら

れる脳組織中の老人斑は、アミロイド前駆タ

ンパク(APP)の限定分解によって生じたβア

ミロイドタンパク（Aβ1-42）の重合物を主

な成分としている。これまでに得られている

知見から、βアミロイドタンパクが蓄積し、

局所的にβアミロイドの濃度が上昇するこ

とが、疾患発症の最初の引き金であると考え

られる。加齢に伴って疾患発症のリスクが上

昇する理由としては、加齢と共にβアミロイ

ドの分解を担っているNeprilysin等のプロ

テアーゼの発現量が低下し、産生と分解のバ

ランスが崩れた結果、βアミロイドが蓄積す

ることが考えられる。このような疾患発症の

機序を考えると、何らかの方法により局所に

蓄積したβアミロイドタンパクを分解ある

いは除去できれば、有力な治療法になるもの

と期待される。 
βアミロイドタンパクを分解する薬剤の開

発を目指し、製薬企業などを中心に全世界的

に多くの試みがなされているものの、現時点

では効果が明らかな薬剤はない。また、免疫

学的な手法によりβアミロイドタンパクを

除去する治療法として、βアミロイドタンパ

クをワクチンとして投与しすることにより

特異的抗体の産生を誘導する、あるいは、β

アミロイドタンパクに対するモノクローナ

ル抗体を投与することが検討された。これら

の方法は、マウスモデルを用いた実験で有効

性が報告されたが、これまでのところ、臨床

試験で有効性が示されるにはいたっていな

い。 

この疾患のマウスモデルである変異型ヒト

アミロイド前駆タンパク(APP)のトランスジ

ェニックマウスを用いた研究により、神経組

織に存在する食細胞であるミクログリア、あ

るいは血液中の単球に由来するマクロファ

ージがβアミロイドの蓄積を抑制し疾患の

進行を遅延させる働きをすることが示され

ている。一方で、ミクログリアは局所の炎症

を惹起し、この疾患を悪化させている、とす

る報告もある。マクロファージなどの貪色細

胞は、一般には、生体内各所において異物あ

るいは不要物を炎症を起こすことなく処理

し、組織の恒常性を保つという役割を有して

いる。 

研究代表者は、これまでの研究において、

マウスおよびヒトの iPS細胞から機能的な貪

食細胞（マクロファージ）を作製する分化誘

導技術とその遺伝的改変技術を確立してい

た。この技術を応用して、βアミロイドを特

異的に貪食し炎症を起こすことなく処理す

るマクロファージを人工的に作製し、局所で

働かせるという治療法を着想するに至った。 
 

 
２． 研究の目的 
本研究は、アルツハイマー病の原因物質であ

るβアミロイドを特異的に分解する貪食細

胞（マクロファージ）を作成することを目的

とした。本研究の特色は、治療効果を有する

マクロファージを iPS 細胞から作製する点

にある。患者本人由来の iPS 細胞をソースと

すれば、患者の負担なくマクロファージを大

量に作製できる。 

ヒトのマクロファージは、末梢血中の単

球（モノサイト）から作製することも可能で

ある。しかしながら、単球は、体外では増殖

させることができないため、細胞治療を行う

のに必要な数のマクロファージを患者末梢

血中の単球から作製することは不可能であ

る。また、遺伝的改変も困難である。 



本研究では、アミロイドβを処理する能

力の高いマクロファージを作成し、まず、in 

vitro の検討によりその能力を検討するこ

とを目的とした。さらに、ヒトのアミロイド

βを脳内に蓄積するアルツハイマー病モデ

ルマウスの脳内にこのマクロファージを投

与し、マウス脳内においてアミロイドβを減

少させられるかどうか検討し、アルツハイマ

ー病治療のための細胞医薬として有用であ

るかどうか評価することを目的とした。 

 
 

３． 研究の方法 
(1)アミロイドβタンパクに対する単鎖抗体

発現ベクターの作製 

本研究では、βアミロイドタンパクに対する

抗体を iPS-MP の細胞表面に発現させること

により、βアミロイドを特異的に貪食する活

性の高いマクロファージを作製した。抗βア

ミロイド抗体は、単鎖抗体（scFv）、すなわ

ち、抗体（イムノグロブリン）の重鎖と軽鎖

をリンカー配列を介して結合させた。ベクタ

ー作製に際しては、公開されているβアミロ

イドタンパクに対するモノクローナル抗体

の可変領域の塩基配列の情報に基づいて単

鎖抗体の可変領域をコードする DNA 配列（約

900 塩基）を設計し、人工的に合成した。さ

らに、これを Fc レセプター（FcγRI）に連

結したキメラ分子（scFv-FcRI）として発現

するベクターを作製し、iPS 細胞に導入した。 

 

(2) iPS 細胞からのマクロファージ作成 

ヒトの iPS 細胞から、OP9 共培養法により血

液細胞への分化を誘導した。さらに、培養系

へ M-CSF と GM-CSF を加えて培養することに

よりマクロファージを作成した。そして、レ

ンチウイルスベクターを用いて、抗βアミロ

イド scFv、および、ネプリライジンを発現す

るマクロファージを作成した。 

 

(3) iPS 細胞由来のマクロファージによるβ

アミロイドタンパク処理能力の in vitro にお

ける検討 

マクロファージによるβアミロイドタンパ

ク処理能力を in vitro の実験により比較検

討した。βアミロイドタンパクの貪食能力に

ついては、蛍光色素で標識されたマイクロビ

ーズにβアミロイドをコートし、これを培養

系へ添加する実験を行った。貪食の経過を蛍

光顕微鏡観察でリアルタイムに観察する、さ

らに、フローサイトメトリーを用いて定量的

に解析することにより評価した。 

 また、iPS 細胞由来のマクロファージ培養

系へβアミロイドを添加し、一定時間培養の

培養液中のβアミロイド濃度を定量するこ

とにより、マクロファージによるβアミロイ

ドの分解あるいは取り込みの能力を評価し

た。 

 

(4) SCID/アルツハイマー病モデルマウス

（scid-5XFAD）マウスの作成 

若年性にアルツハイマー病を発症する家系

の遺伝子解析から、この疾患の発症を促進す

る遺伝的因子として、βアミロイドタンパク

の前駆タンパク質（APP）のアミノ酸置換変

異、および、前駆タンパク質をプロセスしβ

アミロイドを産生するプロテアーゼである

Presenilin の変異が同定されている。変異

型ヒト APP と Presenilin 遺伝子の合わせて

５箇所の変異を同時に有するトランスジェ

ニックマウス（5X-FAD マウス）では、生後 3

か月目から脳内のβアミロイドタンパクの



蓄積が認められる。 

scid(severe combined immunodeficiency:

重症複合免疫不全)マウスは、Tリンパ球、B

リンパ球ともに欠損しており、ヒト由来の

細胞を移植して機能解析を行うことが可能

である。前述した 5XFAD マウスを scid マウ

スと交配させ、scid-5XFAD マウスを作製し

た。このマウスにヒトマクロファージを移

植することにより、in vivo におけるヒト

マクロファージによるβアミロイド蓄積抑

制効果の検討を行うことが可能となった。 

 

(5) モデルマウス脳内へのマクロファージ

注入による脳間質液中のアミロイドβ減少

効果の検討 

 マクロファージを、上記のように作成し

たトランスジェニックマウスの脳内に留置

したカテーテルから注入することにより、

βアミロイドタンパクの蓄積を抑制するこ

とができるかどうか、検討した。脳内に留

置した微小透析カテーテルにより、脳間質

液を連続的に採取した。細胞治療の効果は、

ELISA あるいは Western blot による脳間質

中のβアミロイドタンパクの定量により評

価した。 

 

４． 研究成果 

本研究により、以下のような結果を得た。 

(1) 蛍光色素標識マイクロビーズにβアミ

ロイドをコートし他ものを用いた実験では、

抗βアミロイド scFv の発現によりマクロフ

ァージによるアミロイドβ貪食能力を増強

できるという結果が得られた。 

 

(2) iPS 細胞由来のマクロファージ培養系へ

可溶性にβアミロイドを添加する実験にお

いては、抗βアミロイド scFv の発現には効

果が無かった。ネプリライジンを高発現させ

ることにより、マクロファージによるβアミ

ロイド処理能力が向上した。 

 

(3) モデルマウス脳内へネプリライジンを

高発現するマクロファージを注入すること

により、脳間質液中のアミロイドβを減少

させることができた。 

 

以上のように、ヒトの iPS 細胞から、アミロ

イドβを処理する能力を有するマクロファ

ージを作成することができた。今後、このマ

クロファージを用いたアルツハイマー病の

治療を実現するための課題として、静脈内投

与などにより、マクロファージを脳内へ効率

よく移行させる方法を開発する必要がある。 

そのためには、マクロファージの組織移行に

関与する分子の同定解析等の研究を行う必

要がある。 
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