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序章 

アルツハイマー病（Alzheimer’s disease; AD）は、認知症を主症状とした神経変性疾患であ

り、超高齢社会を迎えた本邦において根本的治療法の開発は急務である。現在、アミロイド

βタンパク質（amyloid-β；Aβ）の蓄積が AD 発症の引き金であると考えられており（アミロ

イドカスケード仮説）、本仮説に基づく新規根本的治療法開発が期待されている。 
脳内免疫担当細胞であるミクログリアは AD 脳で Aβ貪食除去に働いており、ミクログリ

アの脳内補填が AD 新規細胞治療法となる可能性がある。しかし、ヒトミクログリアの調製

は倫理的・技術的に困難であり、代替となる細胞ソースを考案する必要がある。これまでに

当研究室では骨髄細胞よりミクログリア様細胞を作製し、その AD 病態への治療効果を報告

している。しかし、自己骨髄細胞の採取には骨髄穿刺を実施する必要があり、侵襲性の高い

手法である。 
 そこで本研究では、新たに自己の細胞を低侵襲性に採取できる「末梢血」を用いてミクロ

グリアの代替となる細胞の作製を試み、その表現型や機能を解析した。また、本細胞を AD モ

デルマウス海馬内へ移植し、移植細胞の脳内動態や Aβ病態、認知機能への効果を解析した。

さらに本研究では、これまで不明であった移植細胞の脳内生存率や、細胞移植による脳内炎

症状態や脳の内在性細胞への影響を解析し、末梢血から作製した自己ミクログリア様細胞を

用いた新規 AD 細胞治療戦略の開発が可能か否か評価した。 
 
第１章 末梢血造血幹細胞の採取ならびにミクログリア様細胞への分化誘導と機能解析 

末梢血にも造血幹細胞が存在しており、その数を解析したところ、マウス 1 匹から採取で

きる造血幹細胞数は、マウス 1 匹あたりの骨髄造血幹細胞数の約 1.4%と極めて少なかった。

そこで、骨髄から末梢血中へ造血幹細胞を動員する作用のある granulocyte colony-stimulating 
factor および CXCR4 阻害剤をマウスに前投与し、末梢血造血幹細胞を分取したところ、それ

ら非投与群と比べて約 11 倍の造血幹細胞が得られた。次に、ミクログリア様細胞への分化能

を上げるため、これまでに用いてきた colony-stimulating factor（CSF）-1 に加え、ミクログリ

アの成熟に重要な interleukin（IL）-34 を新たに用いた。その結果、CSF-1 単独処置と比べて

ミクログリア様細胞への分化効率が約 1.3 倍増加した。本細胞の表現型をフローサイトメト

リーで解析したところ、ミクログリア特異的な表面抗原（triggering receptor expressing on 
myeloid 2、TMEM119、P2Y12R、CX3CR1 ）の発現強度が腹腔マクロファージと比べて初代

培養ミクログリアに類似していた。Aβ貪食能は腹腔マクロファージより約 3.7 倍高く、初代

培養ミクログリアと同程度の貪食活性を示した。また、本細胞の炎症刺激に対する応答性を

解析したところ、無処置では抗炎症性サイトカイン（Tgf-β1）や抗炎症性マーカー（Arg1、Cd163）
の mRNA 発現量が初代培養ミクログリアや腹腔マクロファージと比べて高かった。一方、炎

症性サイトカインの mRNA 発現量は、炎症惹起物質である lipopolysaccharide（LPS）処置で

は、無処置下と比べ、それぞれ約 1100 倍（Il-1β）、約 550 倍（Il-6）、約 100 倍（Tnf-α）発

現が増加し、これらは LPS を処置した初代培養ミクログリアや腹腔マクロファージと同程度

であった。また、AD 患者の多くが高齢者であることから、老齢マウスを用いて末梢血からミ

クログリア様細胞の調製を試みたところ、末梢血から採取できる造血幹細胞数は若齢マウス

の約 35％であったが、ミクログリア様細胞への分化効率は同程度であり、またそれらの Aβ



  

貪食能は若齢マウスの約 0.66 倍であったが、腹腔マクロファージの約 2.3 倍であった。以上

より、今回新たに採取や分化誘導を工夫することで、年齢を問わず、末梢血から造血幹細胞

を得て、Aβ貪食活性の高い自己細胞としてのミクログリア様細胞を調製できる方法が確立で

きた。 
 
第２章 AD モデルマウスへの末梢血造血幹細胞由来ミクログリア様細胞移植による AD 治

療効果の解析 
 Green fluorescent protein マウスから作製した末梢血造血幹細胞由来ミクログリア様細胞を、

AD モデルマウスの脳海馬部位に移植して治療効果を解析した。その結果、本細胞は、野生型

マウス脳内と比べて AD モデルマウス脳内で約 1.3 倍移動距離が増加しており、Aβによりそ

の移動が促進されることが示唆された。また、移植細胞生存率は日数依存的に減少したが、

移植 36 日後でも一定数が生存することを見出した。一方、三次元的定量法であるステレオロ

ジーを用い、AD モデルマウス海馬内の Aβプラークの体積および数を解析したところ、それ

らは細胞移植後、日数依存的に減少しており、移植 36 日後ではそれぞれ移植前の約 27%およ

び約 26％程度まで減少した。最後に、AD の臨床症状として重要な作業記憶障害と空間認知

機能障害への効果を評価するため、新規物体認識試験およびモーリス水迷路を用いて解析し

た結果、いずれの試験においても有意な改善効果が得られた。移植細胞の脳内炎症環境への

影響を解析したところ、AD モデルマウスの細胞移植群では、PBS 投与群と比べて炎症性サイ

トカインの mRNA 発現量が約 70％（Il-1β）、約 75％（Il-6）、約 81％（Tnf-α）と少なかった。

一方、野生型マウスの細胞移植群では同炎症性サイトカインのmRNA発現量が増加しており、

本マウスにおける認知機能の低下と対応していた。さらに、神経軸索で髄鞘を形成する脳構

成細胞の一つであるオリゴデンドロサイトへの影響について、そのマーカーである myelin 
basic protein の mRNA 発現量を指標に解析したところ、野生型マウスの細胞移植群では発現

量が減少していたのに対し、AD モデルマウスの細胞移植群では約 1.2 倍増加しており、髄鞘

再形成を介して神経機能の回復に働く可能性が示唆された。また、免疫組織染色法での解析

でも同様の結果が得られた。さらに本研究では、内在性ミクログリアへの影響を解析する目

的で、骨髄造血幹細胞由来ミクログリア様細胞が分泌する液性因子を解析したところ、

transforming growth factor-β1（TGF-β1）を多量に産生し、TGF-β1 を介して内在性ミクログリ

アの Aβ貪食を促進することを初めて見出した。 
以上より、末梢血造血幹細胞由来ミクログリア様細胞は、脳内移植後に移動しながら生着

し、その Aβ貪食能のみならず、脳内炎症抑制作用ならびに髄鞘再形成作用により AD におけ

る認知機能障害の改善に働くことがわかった。また、骨髄由来ミクログリア様細胞は TGF-β1
産生を介して内在性ミクログリアの Aβ貪食促進にも働くことを発見した。一方、野生型マウ

スへの移植では認知機能障害が引き起こされることから、移植のタイミングに留意する必要

のあることが示唆された。 
 
総括 

本研究において、薬剤による造血幹細胞の末梢血への動員と分化誘導の効率化により、末

梢血から十分量の自己細胞としてのミクログリア様細胞を調製することに成功した。また、

本細胞の脳内移植は Aβ 除去のみならず、脳内炎症抑制や脳内在性細胞の機能変化を介して

認知機能障害の改善をもたらす可能性を発見した。以上より、末梢血造血幹細胞由来ミクロ

グリア様細胞は、多くが高齢者である AD において、拒絶反応の少ない自己細胞として低侵

襲性に調製でき、新規AD細胞治療法の開発に大きく貢献する細胞であることが期待される。 



  

本論文は以下の報告の内容を総括したものである。なお、図の転載については出版社より許

可を得ている。また本論文は、一部、未発表データも含んでいる。 

 

1. Eriko Kuroda, Kazuyuki Takata, Kaneyasu Nishimura, Hikaru Oka, Mari Sueyoshi, Mayu Aitani, 
Atsushi Kouda, Shiho Satake, Chiaki Shima, Yuki Toda, Susumu Nakata, Yoshihisa Kitamura, 
and Eishi Ashihara. Peripheral blood-derived microglia-like cells decrease Aβ burden and 
ameliorate cognitive impairment in a mouse model of Alzheimer’s disease. J. Alzheimer’s Dis. 
2020, 73, 413–429. [第 1 章、第 2 章] 

 

 

Copyright (2020), with permission from IOS Press. The final publication is available at IOS Press 

through http://dx.doi.org/10.3233/JAD-190974. 

 
 
  



  

  



  

目次 
 

序論 ................................................................................................................................................... 1 

1-1. 緒言 ........................................................................................................................................... 5 

1-2. 実験方法 ................................................................................................................................... 7 

1-2-1. 実験動物 ................................................................................................................................ 7 

1-2-2. 細胞培養 ................................................................................................................................ 7 

1-2-3. フローサイトメトリー ......................................................................................................... 8 

1-2-4. 免疫細胞化学的染色 ............................................................................................................. 9 

1-2-5. 酸化鉄および Aβの貪食の解析 ........................................................................................... 9 

1-2-6. RT-qPCR 法によるサイトカイン遺伝子発現の解析 .......................................................... 10 

1-2-7. 統計解析 .............................................................................................................................. 11 

1-3. 実験結果 ................................................................................................................................. 12 

1-3-1.末梢血からの造血幹細胞の採取 .......................................................................................... 12 

1-3-2. 末梢血造血幹細胞からミクログリア様細胞への分化誘導 .............................................. 14 

1-3-3. 末梢血造血幹細胞由来細胞におけるミクログリア/マクロファージマーカーの発現の免

疫細胞化学的解析による比較 ....................................................................................................... 16 

1-3-4. 末梢血造血幹細胞由来細胞におけるミクログリア/マクロファージマーカー発現のフロ

ーサイトメトリーによる解析 ....................................................................................................... 18 

1-3-5. 末梢血造血幹細胞由来細胞における酸化鉄貪食能の解析 .............................................. 20 

1-3-6. 末梢血造血幹細胞由来細胞における Aβ貪食能の解析 ................................................... 21 

1-3-7. PBDML 細胞、骨髄由来ミクログリア様細胞、末梢血単球由来マクロファージにおけ

る Aβ貪食能の比較 ....................................................................................................................... 23 

1-3-8. 炎症刺激に対する PBDML 細胞のサイトカイン遺伝子の発現解析 ............................... 25 

1-3-9. 老齢マウスにおける末梢血造血幹細胞の採取数および PBDML 細胞への分化効率 .... 27 

1-3-10. 老齢マウス由来 PBDML 細胞のミクログリア/マクロファージマーカー発現強度の解

析 ..................................................................................................................................................... 29 

1-3-11. 老齢マウス由来 PBDML 細胞における Aβ貪食機能の解析 .......................................... 31 

1-4. 考察 ......................................................................................................................................... 33 

2-1. 緒言 ......................................................................................................................................... 36 



  

2-2-1. 実験動物 .............................................................................................................................. 38 

2-2-2. 細胞培養 .............................................................................................................................. 38 

2-2-3. 海馬マイクロインジェクションによる PBDML 細胞の移植........................................... 38 

2-2-4. 新規物体認識試験 ............................................................................................................... 39 

2-2-5. モーリス水迷路 ................................................................................................................... 40 

2-2-6. マウスの脳摘出および薄切切片の作製 ............................................................................. 41 

2-2-7. 免疫組織化学的染色法 ....................................................................................................... 41 

2-2-8. 画像解析による移植細胞の細胞間距離の解析 ................................................................. 41 

2-2-9. ステレオロジーによる移植した PBDML 細胞数ならびに海馬内 Aβプラークの体積お

よび数の定量解析 .......................................................................................................................... 42 

2-2-10. RT-qPCR 法によるマウス海馬におけるサイトカイン遺伝子発現の解析 ..................... 42 

2-2-11. ELISA-based Cytokine Array ............................................................................................... 43 

2-2-12. ELISA .................................................................................................................................. 43 

2-2-13. Western blotting ................................................................................................................... 43 

2-2-14. 統計解析 ............................................................................................................................ 44 

2-3. 実験結果 ................................................................................................................................. 45 

2-3-1. PBDML 細胞の脳への生着 .................................................................................................. 45 

2-3-2. PBDML 細胞の脳内動態の解析 .......................................................................................... 47 

2-3-3. 脳内における PBDML 細胞の Aβ貪食能の解析 ............................................................... 49 

2-3-4. PBDML 細胞移植による作業記憶障害の改善効果の解析 ................................................ 52 

2-3-5. PBDML 細胞移植による空間認知記憶障害の改善効果の解析......................................... 54 

2-3-6. PBDML 細胞移植による脳内炎症の変化 ........................................................................... 56 

2-3-7. PBDML 細胞移植による海馬内オリゴデンドロサイトの発現量の変化 ......................... 57 

2-3-8. 造血幹細胞由来ミクログリア様細胞の内在性ミクログリアに対する作用の解析 ........ 59 

2-4. 考察 ......................................................................................................................................... 62 

謝辞 ................................................................................................................................................. 68 

参考文献 ......................................................................................................................................... 69 

 

 
  



  

略語一覧表 
 

AD   Alzheimer’s disease 
ANOVA   analysis of variance 
APC   allophycocyanin 
APP   amyloid precursor protein 
Aβ   amyloid β 
BM   bone marrow 
BMDML               bone marrow-derived microglia-like 
CSF-1   colony stimulating factor-1 
DMEM   Dulbecco’s modified eagle medium 
EGFP   enhanced green fluorescent protein 
ELISA   enzyme linked-immunosorbent assay 
FBS   fetal bovine serum 
FITC   fluorescein isothiocyanate 
Gapdh   glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
G-CSF                 granulocyte-colony stimulating factor 
IL   interleukin 
Iba1   ionized calcium-binding adaptor molecule 1 
Irf8   interferon regulatory factor 8 
LPS   lipopolysaccharide 
MBP                   myelin based protein 
MEM-α   minimum essential medium-α 
MFI   median fluorescence intensity 
PB   phosphate buffer 
PBDML                peripheral blood-derived microglia-like 
PBS（-）  Ca2+ and Mg2+ free phosphate buffered saline 
PFA   paraformaldehyde 
pMφ                   peritoneal macrophage 
PSEN   presenilin 
RT-qPCR  reverse transcript-quantitative polymerase chain reaction 
SEM   standard error of the mean 
TGF-β1   transforming growth factor-β1 
TNF-α   tumor necrosis factor-α 
TREM2   triggering receptor expressing on myeloid 2 
Tmem119  transmembrane protein 119 
iPS   induced pluripotent stem 
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序論 

 

アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）は、進行性に認知機能全般が低下する神経

変性疾患である。超高齢社会を迎えた本邦において、高齢者人口の増加とともに認知症患者

数が増大しており、今後もその数は上昇することが予測されている。認知症の約 6 割が AD

であると言われており、AD 患者は男女ともに 60 歳以降で患者数が急激に増加することから、

AD 患者は主に高齢者である。AD は 1906 年に、ドイツの精神医学者アロイス・アルツハイ

マー博士によって最初の症例報告がなされた(1)。AD 患者剖検脳では、脳内でのアミロイド β

タンパク質（amyloid β；Aβ）の蓄積による老人斑の形成や、神経細胞内に過剰リン酸化タウ

が蓄積することによる神経原線維変化、また神経細胞死による脳の萎縮といった特徴的な病

理所見が認められる。 

1970 年代後半に、AD 脳の大脳皮質でアセチルコリン（ACh）合成酵素や ACh 分解酵素

（AChE）活性の低下(2)、さらに前脳基底部で ACh 作動性神経細胞の顕著な脱落が認められ

ること(3)、また、ニコチン性 ACh 受容体数が減少することも報告された(4)。これらのことか

ら、ACh 作動性神経系の障害が AD の主要な病態の一つとするコリン仮説が提唱され、シナ

プス間隙中の ACh 量を維持して、シナプス伝達効率を上げることにより脳機能を改善する目

的でコリンエステラーゼ阻害薬が開発された。一方、グルタミン酸は脳内の主な興奮性神経

伝達物質であり、その受容体の一つに N-methyl-D-aspartate（NMDA）受容体がある。NMDA 受

容体は大脳皮質や海馬に高密度に存在し、記憶に関する長期増強や発達可塑性において重要

な役割を担っている。グルタミン酸の神経興奮毒性が AD 脳における神経細胞脱落に関与し

ていると考えられており（グルタミン酸神経毒仮説）(5)、NMDA 受容体拮抗薬が開発された。

現在、AD に対する治療薬としてコリンエステラーゼ阻害薬が 3 剤と NMDA 受容体拮抗薬が

1 剤の計 4 剤が本邦で認可され、臨床現場で使用されている。しかしながら、いずれも AD の

症状を軽減または進行を遅らせるだけの対症療法薬であり、AD に対する根本的な治療法は

未だ存在しない。 

AD の病理所見と病気の進行の過程に基づくと、認知症が発症する約 20 年も前から Aβ

の蓄積が始まっており、それに続いてタウによる神経障害、脳萎縮、記憶障害が順番に現れ

ることが示唆されている(6)。また、1980 年代以降に行われた家族性アルツハイマー病の家系

における連鎖解析により、原因遺伝子としてアミロイド前駆体タンパク質（amyloid precursor 

protein；APP）遺伝子(7)と APP から Aβ を切り出す酵素の活性中心を構成するヒトプレセニ

リン（presenilin；PSEN）1 および 2 遺伝子(8)が同定され、いずれも Aβの産生に関与する遺

伝子であることがわかった。これらのことから、AD の発症機序として、Aβの蓄積が引き金

となり、過剰リン酸化タウの蓄積や神経細胞死が引き起こされ AD が発症するという「アミ

ロイドカスケード仮説」が広く支持されている(9,10)（Schema 1）。現在、この仮説をもとに
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脳内の Aβ 蓄積を防ぐ、または減少させることに焦点を当てた AD 根本的治療法の開発研究

が世界中で行われている。 

 

 

Schema 1. Schematic diagram for amyloid cascade hypothesis. 

 

The amyloid cascade hypothesis is believed the cause mechanism of AD. This hypothesis proposes 

that the deposition and accumulation of Aβ is the initial pathological event of AD. Aβ deposition leads 

to the neurofibrillary tangle, hyperphosphorylated tau and neuronal loss. These pathological changes in 

brains ultimately cause AD. 

 

ミクログリアは脳内の免疫担当細胞であり、組織マクロファージの一種である。機能と

しては、Aβや死細胞、病原体などの異物の貪食(11–13)や、サイトカインの産生放出(14)、神

経回路形成への関与(15,16)、神経保護作用(17)などがあり、脳内環境の恒常性の維持に極めて

重要な役割を担っている。一方、近年の全ゲノム相関解析（genome-wide association study；

GWAS）により AD 関連遺伝子が 20 種類ほど同定されており、そのうち APOE4、TREM2、

CR1、CD33、MS4A4/MS4A6、CLU、ABCA7 などの遺伝子がミクログリアの貪食機能に関連

していることが報告されている(18,19)。さらに、AD 病態下では、ミクログリアの機能障害や

代謝障害が報告されている(20,21)。これまでに当研究室では、AD モデルラット脳室内へのラ

ット初代培養ミクログリアの移植により、脳内Aβ量が減少することを明らかにしている(22)。
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�Senile plaques�

Neurofibrillary tangles
Hyperphosphorylated tau

Brain atrophy
Neuronal loss

Alzheimer’s
disease

�Amyloid cascade hypothesis�

Microglia (green) accumulate 
in aggregated Aβ (red)  
in mouse AD brain.
Scale bar: 25 µm

Microglia
accumulation

?



 3 

以上のことから、ミクログリアの移植が新規 AD 治療法となる可能性がある。しかし、この

移植療法の臨床応用を考えると、ミクログリアは脳内にしか存在しないという点から、ヒト

ミクログリアの調製は倫理的にも技術的にも困難である。そこで、ミクログリアの代替とな

る細胞ソースの探索が必要と考えられる。 

造血幹細胞は、自己複製能と多分化能を併せ持ち、すべての血球系細胞を個体の一生に

渡って供給し続けることのできる細胞である。造血幹細胞の存在自体は一世紀も前に想定さ

れており、半世紀前から白血病や悪性リンパ腫、再生不良性貧血等の血液疾患に対して骨髄

移植を用いた治療の試みが始まった。当初は造血幹細胞移植の条件や移植免疫に関する知見

が乏しく、失敗例が多かったが、1980 年代以降は患者が保有する human leukocyte antigen 

（HLA；ヒト主要組織適合抗原）を確定するための検査手法の普及および移植片対宿主反応

や、移植後感染症の対策が大きく進歩したことにより、骨髄移植が移植療法として確立され

た。このように造血幹細胞移植は幹細胞を用いた再生医療（幹細胞治療）の最初の成功例で

あり、臨床的にも手法の確立された安全性の高い治療法となった。現在、造血幹細胞移植は

造血幹細胞のソースによって骨髄移植、臍帯血移植、末梢血幹細胞移植に分類される。患者

本人がドナーとなり、自己の細胞を採取して自身に移植する「自家幹細胞移植」では、ソー

スとしては自身の骨髄および末梢血が使用される。この方法は自己の移植細胞を用いること

で拒絶反応を回避できることが利点である。 

ミクログリアの一部は造血幹細胞に由来する単球系細胞を起源としている可能性も示唆

されており(23,24)、造血幹細胞が AD 細胞移植療法に利用できるミクログリアの代替細胞と

なり得る可能性がある。これまでに当研究室では、マウス骨髄細胞からミクログリア様細胞

を調製することに成功し、AD モデルマウスの海馬内移植により脳内の Aβが減少し、認知機

能障害が改善されることを明らかにしている(25)。しかしながら、ヒトから骨髄細胞を採取す

るには、全身麻酔下で腸骨に針を繰り返し刺し骨髄液を注射器で吸い上げて採取する骨髄穿

刺を行う必要がある。この方法は、麻酔に伴う事故や高い侵襲性を伴うことから、AD 患者の

多くが高齢者であることを考慮すると、実施に際して高い障壁となる。 

そこで本研究では、より侵襲性の低い簡便な方法で自己の細胞として採取することので

きる、「末梢血」に着目した。上述のように、末梢血は、自家幹細胞移植において造血幹細胞

のソースの一つであり、骨髄よりも採取が簡便なため、1990 年代より自家末梢血移植が自家

骨髄移植に代替され始めた(26)。しかし通常、末梢血中に存在する造血幹細胞数はごく僅かで

あり、AD の細胞治療に用いるのに十分なミクログリア様細胞を調製するためには、採取方法

ならびに分化誘導方法の工夫が必要と考えられる。また、これまでの骨髄由来の造血幹細胞

から誘導したミクログリア様細胞の解析で明らかとなった知見に加え、移植細胞の脳内での

生着や、脳内 Aβ蓄積に対する作用のみならず、移植細胞が脳内環境に与える影響もより詳細

に多角的に解析する必要がある。 
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上記の背景のもと、本研究では、AD 患者の多くが高齢者であることを考慮して、より低

侵襲性に簡便な手法で採取できる末梢血造血幹細胞を用いて、ミクログリア様細胞へと分化

誘導し、本細胞を用いた AD 細胞治療戦略が開発できるのかどうか評価した。 

 

第 1 章では、in vitro 系において、末梢血造血幹細胞の効率的採取方法ならびにミクログ

リア様細胞への効率的分化誘導法の解析を行った。また、末梢血造血幹細胞由来ミクログリ

ア様細胞に発現している表面抗原マーカーの解析、貪食機能、炎症性刺激に対するサイトカ

インの遺伝子発現量変化の解析を行い、ミクログリアとの類似性を評価した。さらに、AD 患

者の多くが高齢者であることをふまえ、老齢マウスから調製した末梢血造血幹細胞由来細胞

を用いて、採取できる細胞数、分化効率、表面抗原マーカーの発現、Aβ 貪食機能を解析し、

若齢マウス由来細胞と比較検討を実施した。 

第 2 章では、第 1 章で作製した末梢血造血幹細胞由来ミクログリア様細胞を AD モデル

マウスの海馬内に移植し、in vivo 脳内での脳内動態および移植細胞の生着、Aβ病態への影響

を解析した。また、これまでに骨髄由来細胞で解析してきた新規物体認識試験による作業記

憶障害への効果のみならず、モーリス水迷路試験による空間認知記憶障害に対する作用を新

たに解析した。さらに、細胞移植が脳内環境に及ぼす影響を調べるため、新たに細胞移植後

の海馬内の炎症性サイトカインの mRNA 発現量や、神経細胞の髄鞘を形成するオリゴデンド

ロサイトに対する作用を解析した。また、骨髄造血幹細胞由来ミクログリア様細胞を用い、

分泌する液性因子を解析し、内在性ミクログリアへの影響も解析した。 
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第 1 章 末梢血造血幹細胞の採取ならびにミクログリア様細胞への分化誘導と機能解析 

 

1-1. 緒言 

 

  AD は認知症を主症状とする進行性の神経変性疾患である。AD の最大の危険因子は老化

であり、超高齢社会を迎えた日本において効果的な AD 治療法の開発は最重要課題である。

現在、AD の発症機序としてアミロイドカスケード仮説(9,10)が広く支持されており、脳内の

Aβ除去が治療ターゲットとして注目されている。これまでに AD モデルラットの脳内へのラ

ット初代培養ミクログリアの移植により脳内 Aβ量が減少することが報告されている(22)。こ

のことから、ミクログリアの脳内への補填が AD 治療に有効であることが示唆される。しか

し、この移植療法の臨床応用を想定すると、ヒトミクログリアの調製は倫理的にも技術的に

も困難である。そこで、AD 治療に用いることのできるミクログリアの代替細胞の調製が必要

である。 

これまでに当研究室では、マウス骨髄細胞からミクログリア様細胞を分化誘導すること

に成功しており、AD モデルマウスへの移植により認知機能障害の改善効果が見られること

を報告している(25)。しかしながら、ヒト骨髄細胞の採取には全身麻酔下で骨髄穿刺を行う必

要があり、AD 患者の多くが高齢者であることを考慮すると、侵襲性が高く、患者の身体にか

かる負担が大きい。そこで、より低侵襲性に採取できる末梢血造血幹細胞に着目した。末梢

血造血幹細胞はすでに白血病などの血液疾患に対して臨床で使用されており、骨髄より簡便

に採取できることから、末梢血造血幹細胞移植の件数は年々増えている(26)。しかしながら、

末梢血中に存在する造血幹細胞数は極めて少ない。 

造血幹細胞は通常、骨芽細胞など周囲の細胞と結合し、微小環境（ニッチ）を形成して骨

髄に生着している。G-CSF を投与すると、骨髄中の好中球が増加し、タンパク分解酵素であ

る好中球エラスターゼやカテプシン G の産生が促進される(27,28)。一方、CXCR4 阻害剤は造

血幹細胞と骨芽細胞の結合に必要な CXCR4-CXCL12 シグナルを阻害することで、造血幹細

胞の末梢血への動員を促進すると考えられている(29)。以上より、これら 2 つの薬剤が本研究

でも末梢血中の造血幹細胞数増加に応用できる可能性が考えられる。 

また、末梢血中の造血幹細胞数を増やす工夫だけでなく、ミクログリア様細胞への分化

効率を上げることも重要な課題である。これまでに報告している骨髄造血幹細胞からミクロ

グリア様細胞への分化誘導には CSF-1 のみを用いていたが、ミクログリアの成熟、増殖には

CSF-1 だけでなく IL-34 が必須であることが近年の研究で示唆されている(30–32)。IL-34 は最

近発見されたサイトカインで、全身臓器に存在し、マクロファージ系細胞の最終分化に働く

CSF-1 と同じ受容体（colony stimulating factor-1 receptor：CSF-1R）を介して作用する。神経系

では神経細胞のみが IL-34 を産生しており、ミクログリアの成熟・増殖に関与している(30)。
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そこで本研究では、CSF-1 だけでなく新たに IL-34 を用いることで、ミクログリア様細胞への

より効率的な分化誘導を目指した。 

一方、末造血幹細胞の他に、末梢血から採取できる細胞として単球が挙げられる。末梢

血単球は末梢血中に 3〜6％存在しており、造血幹細胞と比べてその数は多い。さらにマクロ

ファージの前駆細胞であることから、ミクログリアの代替細胞となり得る可能性が十分に考

えられる。 

  そこで、第 1 章では、G-CSF および CXCR4 阻害剤処置によるマウス末梢血造血幹細胞

数の変化を検討した。また、末梢血造血幹細胞からミクログリアの代替となる細胞へのより

効率的な分化誘導を検討し、分化誘導した細胞の表面抗原マーカーの発現解析や、貪食機能

および炎症刺激に対するサイトカインｍRNA の発現量の変化を解析した。また、末梢血単球

由来マクロファージの Aβ 貪食能を末梢血造血幹細胞由来細胞と比較し、両細胞のミクログ

リアの代替細胞としての機能を評価した。さらに、AD 患者の多くが高齢者であることから、

老齢マウスから採取した末梢血造血幹細胞を用いて、造血幹細胞の採取数や、ミクログリア

様細胞への分化効率、ミクログリアに発現する表面抗原マーカーの発現解析、Aβ貪食能につ

いて解析し、AD 治療に用いることのできる細胞であるか否か評価した。 
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1-2. 実験方法 

 

1-2-1. 実験動物 

  使用した動物とその入手先は次の通りである。C57BL/6 マウス（生後 6 週齢、20 ヶ月齢、

清水実験材料、京都）を使用した。動物は 25℃の恒温において飼育し、水や餌は自由に摂取

させた。照明は 12 時間サイクルとした（8:00～19:59：照明あり、20:00～7:59：照明なし）。

動物実験は「動物実験に関する指針（日本実験動物学会」および「京都薬科大学動物実験に

関する指針」に従った。なお、本研究の動物実験は京都薬科大学動物実験委員会（承認番号：

DIPS -19-005）ならびに遺伝子組換え実験安全委員会（承認番号：393）の承認を得ており、

「動物実験に関する指針（日本実験動物学会）」に従い実施した。  

 

1-2-2. 細胞培養 

  末梢血造血幹細胞は C57BL/6 マウスの腹腔内に G-CSF（filgrastim；協和キリン、東京、

日本）500 µg/kg を 1 日 1 回、5 日間連続投与し、その翌日 CXCR4 阻害剤（AMD3100；Adooq 

Bioscience、Irvine、CA、USA）5 mg/kg を 1 回投与し、1 時間後に下大静脈から全血を採取

した。その後、lysis buffer（Pharm Lyse；BD Biosciences、Billerica、MA、USA）により赤血

球を溶血させたのち、磁気ビーズ（Miltenyi Biotec、Bergisch Gladbach、Germany）を用いて

造血幹細胞（lineage-/c-kit+細胞）を分取した。得られた末梢血造血幹細胞の培養に用いた培

地は、10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum：FBS；Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、

USA）および抗菌剤（100 units/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL ストレプトマイシン：Sigma、

St. Louis、MO、USA）を加えた minimum essential medium-α（MEM-α；富士フィルム和光、

大阪、日本）を基本培地とし、添加因子としてヒト CSF-1 製剤（mirimostim；協和キリン）

およびマウス IL-34（R＆D Systems、Minneapolis、MN、USA）の存在または非存在下におい

て 37℃、5% CO2の環境下にて培養した。 

  マウス混合グリア細胞（ミクログリアおよびアストロサイト）は、0-2 日齢の C57BL/6 系

マウス（清水実験材料）の新生仔脳より調製した。脳組織をセルストレイナー（70 µm；BD 

Biosciences）に通すことにより、脳髄膜を除去し、200 x g、10 分間の遠心分離により細胞を

回収した。回収した細胞は 37℃、5% CO2の環境下で、10% FBS および抗菌剤（100 units/mL 

ペニシリンおよび 100 µg/mL ストレプトマイシン；Sigma）を含む Dulbecco’s modified eagle 

medium（DMEM；Thermo Fisher Scientific）で培養した。2 週間後、混合グリア細胞のディッ

シュを振盪することでミクログリアをディッシュから剥離させ浮遊細胞として回収した。 

腹腔マクロファージは 7週齢のC57BL/6系マウスより調製した。マウスに 4% thioglycolate 

medium brewer modified（BD Biosciences）を腹腔内投与し、腹水中に腹腔マクロファージを

誘導した。投与 3 日後、腹腔内に phosphate buffered saline（PBS）（-）5 mL を注入し、腹膜
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を指で刺激した後、腹腔液を回収し、200 x g、10 分間遠心分離を行い、腹腔マクロファージ

を回収した。その後、10% FBS および抗菌剤（100 units/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL ス

トレプトマイシン）含有 MEM-α（富士フィルム和光）で 37℃、5% CO2 の環境下で培養し

た。 

骨髄細胞は C57BL/6 系マウスより採取した。すなわち、動物の下腿の皮を剥ぎ、大腿骨・

脛骨を取り出した後、針（23G；テルモ、東京、日本）を付けたシリンジにより骨髄液を押

し出すことで骨髄細胞を採取した。得られた細胞懸濁液を 300 x g、5 分間の遠心分離を行っ

て細胞を洗浄し、その後、ammonium chloride potassium lysing buffer（0.15 M NH4Cl、1.0 mM 

KHCO3、0.1 mM Na2C10H16N2O8、pH：7.2）により赤血球を溶血させ、セルストレイナー（70 

µm；BD Biosciences）に通した。再度、300 x g、5 分間の遠心分離を行って細胞を回収した。

回収した骨髄細胞培養に用いた培地は、10% FBS および抗菌剤（100 units/mL ペニシリンお

よび 100 µg/mL ストレプトマイシン）含有 MEM-α（富士フィルム和光）を基本培地とし、

添加因子としてヒト CSF-1 製剤（協和キリン）の存在または非存在下において 37℃、5% CO2

の環境下にて培養した。 

末梢血単球は、6 週齢の C57BL/6 マウスより調製した。マウスの下大静脈から全血を採

取し、lysis buffer（BD Biosciences）により赤血球を溶血させたのち、磁気ビーズ（Miltenyi 

Biotec）を用いて単球（Ly6c+細胞）を分取した。得られた単球の培養に用いた培地は、10% 

FBS（Thermo Fisher Scientific）および抗菌剤（100 units/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL ス

トレプトマイシン：Sigma）を加えた MEM-α（富士フィルム和光）を基本培地とし、添加因

子としてヒト CSF-1 製剤（協和キリン）存在下において 37℃、5% CO2の環境下にて培養し

た。 

 

1-2-3. フローサイトメトリー 

各細胞におけるミクログリア/マクロファージマーカーの発現強度をフローサイトメト

リーにより解析した。100 µL の PBS（-）に各細胞を 1.0 x 106 cells/mL になるように調製し、

1.5 mL チューブに回収した。以下、抗体の希釈溶媒として FACS buffer（1mM EDTA, 0.1% 

sodium azide 含有 PBS）を用いた。はじめに、非特異的な抗体反応を防ぐため、ラット抗 mouse 

CD16/32（1：100；eBioscience Inc、San Diego、CA、USA）を処置し 10 分間反応させブロッ

キングを行った。300 x g、5 分間の遠心分離を行い、細胞を PBS（-）で 1 回洗浄後、以下の

抗体と反応させた。抗 lineage-PerCP-Cy5.5 抗体（1：100；BD Biosciences；cat# 561317）、抗

c-kit（CD117）- allophycocyanin（APC）抗体（1：100；BD Biosciences；cat# 553356）、抗 CD11b-

fluorescein isothiocyanate（FITC）抗体（1：100；eBioscience；cat# 11-0112）、抗 TREM2-APC

抗体（1：50；R＆D Systems；cat# FAB17291A）、抗 CD45-FITC 抗体（1：100；BD Biosciences；

cat# 553030）、ウサギ抗 transmembrane protein 119（Tmem119）抗体（1：100；abcam、Cambridge、

England；cat# ab209064）、ウサギ抗 P2Y12R 抗体（1：100；alomone labs、Jerusalem、Israel；
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cat# APR-012）、ウサギ抗 CX3CR1 抗体（1：100；abcam；cat# ab8021）、ビオチン化抗 F4/80

抗体（1：1,000；clone BM8；Biolegend、San Diego、CA、USA；cat# 123105）を処置し、20 分

間、4℃で反応させた。300 x g、5 分間の遠心分離を行って細胞を PBS（-）で 1 回洗浄し、二

次抗体として Alexa633 標識ヤギ抗ウサギ抗体（1：500；Thermo Fisher Scientific）、APC 標識

ストレプトアビジン（1：500；eBioscience；cat# 17-4317）で 10 分間、4℃で反応させた。こ

れら二次抗体の希釈溶媒として FACS buffer を用いた。その後 300 x g、5 分間の遠心分離を

行って細胞を PBS（-）により 2 回洗浄した。死細胞は propidium iodide（1：200；Thermo Fisher 

Scientific）により染色し、細胞懸濁液を 70 µm径のナイロンメッシュに通した後、FACS Fortessa

（BD Biosciences）を用いて解析した。発現量の指標として未染色サンプルの蛍光強度の

median fluorescence intensity（MFI）と蛍光標識抗体で染色したサンプルの MFI の比をとった

MFI ratio を用いた。解析は FlowJo（Tree Star）により行った。 

 

1-2-4. 免疫細胞化学的染色 

各細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ（松浪硝子）に播種し免疫細胞化学的染色を行

った。各細胞を PBS（-）で 3 回洗浄し、4% paraformaldehyde（PFA；ナカライテスク、京都、

日本）で 4℃で 30 分間固定した後、PBS（-）で 5 回洗浄した。一次抗体としてウサギ抗 ionized 

calcium-binding adaptor molecule 1（Iba1）ポリクローナル抗体（1：1,000；富士フィルム和光；

cat# 019-19741）、ラット抗 CD11b モノクローナル抗体（1：1,000；clone M1/70；eBioscience；

cat# 14-0112）、ヒツジ抗 TREM2 抗体（1：500；R&D Systems；cat# MAB17291）、ラット抗

F4/80 モノクローナル抗体（1：1,000；clone BM8；BioLegend；cat# 123143）、マウス抗 Aβモ

ノクローナル抗体（1：1,000；clone 82E1；免疫生物研究所、群馬、日本；cat# 10323）を処置

し、室温で overnight 反応させた。二次抗体として Alexa546 標識ヤギ抗ウサギ抗体、Alexa546

標識ヤギ抗ヒツジ抗体、Alexa488 標識ヤギ抗ラット抗体、Alexa488 標識ヤギ抗マウス抗体（1：

500；Thermo Fisher Scientific）で 4℃、2 時間反応させた。また、核の標識として Hoechst 33258

（1：5,000；Thermo Fisher Scientific）を用いた。各蛍光物質は共焦点レーザー顕微鏡（LSM800；

Carl Zeiss、Oberkochen、Germany）を用いて観察した。 

 

1-2-5. 酸化鉄および Aβの貪食の解析 

初代培養ミクログリア、末梢血造血幹細胞由来細胞および腹腔マクロファージをそれぞ

れ 3.0 x 105 cells /well で 24 穴プレートに播種し、37℃、5% CO2の環境下で培養しプレートに

細胞を接着させた後、10 µg/mL の鉄濃度に調製した magnetic resonance imaging 肝臓造影剤の

デキストラン被覆酸化鉄（Ⅲ）（Resovist®；日本シェーリング、大阪、日本）を 12 時間処置

し、その後、PBS（-）で 3 回洗浄した。その後、4% PFA（ナカライテスク）含有 PBS（-）で

10 分間細胞を固定し、PBS（-）で 3 回洗浄した。そして、細胞内に取り込まれた鉄粒子を 2% 
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potassium hexacyanoferrate（Ⅱ）trihydrate（ナカライテスク）および 2% 塩酸（富士フィルム

和光）を等量混合した試薬を処置し（プルシアンブルー染色）、倒立型顕微鏡（IX70；Olympus、

東京、日本）により観察して、撮像した。 

Aβ貪食能の解析は画像解析により行った。3.0 x 105 cells/well で 24 穴プレートに播種し

た初代培養ミクログリア、末梢血造血幹細胞由来細胞および腹腔マクロファージに対して、1 

µM に調製した合成 human Aβ1-42 塩酸塩（Aβ；AnaSpec、San Jose、CA、USA）を 12 時間処

置した。その後、免疫細胞化学的染色を行い、Iba1 および Aβ免疫反応陽性領域を Image J（ver. 

1.50i；National Institute of Health；http://rsb.info.nih.gov/ij/）(33)を用いて計測し、Aβ免疫反応

陽性領域の占める割合を Aβ貪食細胞率として解析した。 

 

1-2-6. RT-qPCR 法によるサイトカイン遺伝子発現の解析 

1.0 × 106 cells/well で 24 穴プレートに播種したミクログリア、骨髄由来細胞および腹腔マ

クロファージに lipopolysaccharide（LPS）（500 ng/mL、Sigma）を 4 時間処置した。その後、

全 RNA を Illustra RNAspin mini RNA Isolation Kit（GE Healthcare、Amersham、IL、USA）を用

いて抽出し、NanoDrop 2000（Thermo Fisher Scientific）を用いて定量した。各サンプルの RNA

量を 400 ng に揃え High Capacity cDNA Transcription Kit（Applied Biosystems、Foster、CA、

USA）と、Takara PCR Thermal Cycler MP（タカラバイオ、草津、日本）を用いて、逆転写反

応を行い、cDNA を合成した。合成した cDNA を用いて mRNA 発現量を Thermal Cycler Dice 

Real Time System Ⅱ（タカラバイオ）で解析した。PCR 反応には SYBR green PCR master mix

（Applied Biosystems）を使用し、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（Gapdh）、Il-1β、

Il-6、tumor necrosis factor（Tnf）-α、transforming growth factor-β1（Tgf-β1）、arginase-1（Arg1）

Gapdh

Il-1β

Il-6

Tnf-α

Tgf-β1

Arg1

Cd163

NM_008084.2 Forward
Reverse

5’-aacgaccccttcattgacctc-3’
5’-actgtgccgttgaatttgcc-3’

Forward
Reverse

5’-aagttgacggaccccaaaag-3’
5’-tggctgcgagatttgaagctg-3’

Forward
Reverse

5’-acaaagccagagtccttcagag-3’
5’-tggaaattggggtaggaaggac-3’

Forward
Reverse

5’-tcgtagcaaaccaccaagtg-3’
5’-tttgagatccatgccgttgg-3’

Forward
Reverse

5’-tgtggagcaacatgtggaac-3’
5’-acgtcaaaagacagccactc-3’

Forward
Reverse

5’-tggctttaaccttggcttgc-3’
5’-ttcatgtggcgcattcacag-3’

Forward
Reverse

5’-actggggcaacaaatacgtg-3’
5’-ctgccagtttttgcattgcc -3’

NM_008361.4

NM_031168.2

NM_013693.3

NM_011577.2

NM_007482.3

NM_001170395.1

Table 1. Specific primer sets used for RT-qPCR amplification.
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および Cd163 のプライマーを用いて PCR 反応を行った。プライマーの配列は Table 1 に示し

た。mRNA 発現量は Gapdh 遺伝子を内部標準に用いて ΔΔCt 法により各遺伝子の発現量を相

対的に定量した。 

1-2-7. 統計解析 

3 群以上の比較での統計学的解析は分散分析法（analysis of variance；ANOVA）を用い、

検定にはBonferroni/Dunnの検定を用いた。2群間の平均値の比較にはStudent t検定を用いた。

統計解析ソフトは GraphPad Prism5（エムデーエフ、東京、日本）を使用した。得られた実験

結果は、平均値±標準誤差（standard error of the mean；SEM）で表示した。危険率 5%以下両側

を統計学的に有意差があると判定した。 
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1-3. 実験結果 

 

1-3-1.末梢血からの造血幹細胞の採取 

はじめに、骨髄および末梢血中に存在する造血幹細胞（lineage-/c-kit+細胞）の数をフロー

サイトメトリーにより解析した。その結果、マウス 1 匹から採取できる末梢血は約 1 mL であ

り、そこに含まれる造血幹細胞数 （6.0 x 104 cells）は、マウス 1 匹あたりの骨髄中の造血幹

細胞数（3.0 x 106 cells）の約 1.4%であり、極めて少ないことがわかった（t = 5.453, P = 0.0055）

（Fig. 1A）。そこで、骨髄中への造血幹細胞の生着を阻害する作用のある G-CSF および CXCR4

阻害剤（AMD3100）を用いて、骨髄中に存在する造血幹細胞の移行を促すための使用条件を

検討した。まず、G-CSF の投与日数を検討したところ、5 日間投与時に、採取できる造血幹細

胞数が最も多いことがわかった（F(4, 60) = 5.265, P = 0.0084）（Fig. 1B）。さらに、AMD3100

との併用効果を検討したところ(29)、G-CSF（5 日間）および AMD3100（1 日間）併用投与群

では、薬剤非処置群、G-CSF（5 日間）投与群、AMD3100（1 日間）投与群と比べて、それぞ

れ約 11 倍、約 5.6 倍、約 7.7 倍の造血幹細胞数が採取できることがわかった（F(3, 27) = 8.453, 

P = 0.0027）（Fig. 1C）。これらの結果より、以降の実験では G-CSF（5 日間）および AMD3100

（1 日間）をマウスに前投与した後、末梢血造血幹細胞を採取した。しかしながら、薬剤の前

投与をしても、末梢血から得られる造血幹細胞数は、骨髄と比べ、依然として少ないことが

分かった。そこで、移植に用いるのに十分量のミクログリア様細胞を得るため、末梢血造血

幹細胞からミクログリア様細胞を効率良く分化誘導する方法の検討を行った。 
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Figure 1. Mobilization of hematopoietic stem cells to peripheral blood (PB) from bone marrow 

(BM). 

A, Comparison of the number of lineage-/c-kit+ cells (red square fractionation) in BM and PB by flow 

cytometric analysis. Student’s t-test was used for statistical analysis. Data represent means ± SEM of 

three samples per group. **P < 0.01 vs. lineage-/c-kit+ cells from PB. B, Comparison of the number of 

lineage-/c-kit+ cells in PB by injection with G-CSF (500 µg/kg). Data represent means ± SEM of three 

independent experiments per group. One experiment includes five mice. Statistical significance of 

differences among groups was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. day 0. C, Comparison of the number of lineage-/c-kit+ cells in PB among 

control, G-CSF (500 µg/kg) 5 days, AMD3100 (5 mg/kg) 1 day, and G-CSF 5 days plus AMD3100 1 

day. Data represent means ± SEM of three independent experiments per group. One experiment includes 

five mice. Statistical significance of differences among groups was determined by one-way ANOVA 

with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. **P < 0.01 vs. control. †P < 0.05 vs. G-CSF 5 days. ‡‡P < 0.01 

vs. AMD3100 1 day. These figures are cited from Fig. 1 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429, and 

Fig. 1A and B are modified.  

A 

B C 
G-CSF administration days 
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1-3-2. 末梢血造血幹細胞からミクログリア様細胞への分化誘導 

1-3-1 より、G-CSF および CXCR4 阻害剤併用投与で得られる末梢血造血幹細胞の採取数

が、骨髄造血幹細胞数より少ないことから、移植に用いるのに十分量のミクログリア様細胞

を得るため、末梢血造血幹細胞からミクログリア様細胞を効率良く分化誘導する方法を検討

した。末梢血造血幹細胞に CSF-1（2.0 x 104 units/mL）を処置したところ、処置後 10 日目で

は、ミクログリアマーカーである CD11b および F4/80 が陽性の細胞の割合が約 77.3 ± 11.1％

であったのに対し、CSF-1（2.0 x 104 units/mL）および IL-34（10 ng/mL）処置群では約 96.9 ± 

4.22％であり、ミクログリア様細胞への分化能が高かった（t = 2.791, P = 0.0492）（Fig. 2A and 

B）。また、処置後 10 日目における末梢血造血幹細胞由来細胞の接着細胞の数を解析したと

ころ、CSF-1（2.0 × 104 units/mL）処置群と比べて、CSF-1（2.0 x 104 units/mL）および IL-34（10 

ng/mL）処置群では約 1.1 倍であった（t = 1.485, P = 0.2118）（Fig. 2C）。これらの結果より、

CSF-1 だけでなく新たに IL-34 を分化誘導に用いることでミクログリア様細胞への分化誘導

率が上がり、さらに効率良くミクログリア様細胞を調製できることが分かった。以降の実験

では CSF-1（2.0 x 104 units/mL）および IL-34（10 ng/mL）を用いてミクログリア様細胞への分

化誘導を行った。 
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Figure 2. Differentiation from PB-derived cells to microglia-like cells using CSF-1 and IL-34. 

A and B, PB-derived cells treated with CSF-1 and CSF-1 plus IL-34 for 10 days expressed the 

microglial markers CD11b and F4/80 (A). A comparison of the proportion of CD11b+/F4/80+ cells 

among live cells is shown (B). C, Numbers of adherent cells that arose in cultures 10 days after 

stimulation with CSF-1 and CSF-1 plus IL-34. Student’s t-test was used for statistical analysis. Data 

represent the mean ± SEM of 3 samples per group. *P < 0.05 vs. CSF-1. These figures are cited from 

Supplementary Fig. S1 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429, and Fig. 1C is modified. 
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1-3-3. 末梢血造血幹細胞由来細胞におけるミクログリア/マクロファージマーカーの発現の免

疫細胞化学的解析による比較 

次に、CSF-1 および IL-34 を処置し分化誘導した末梢血造血幹細胞由来細胞の分化状態を

確認するため、細胞マーカータンパク質を免疫細胞化学的染色により解析した。初代培養ミ

クログリア、分化誘導した末梢血造血幹細胞由来細胞、腹腔マクロファージにおけるミクロ

グリアやマクロファージの様々なマーカーの発現を解析し比較した。その結果、各細胞にお

いて Iba1、F4/80 および CD11b の発現が確認された（Fig. 3A and B）。また、ミクログリアに

比較的特異的に発現している TREM2(34)は、ミクログリアおよび末梢血造血幹細胞由来細胞

において発現が確認されたが、腹腔マクロファージにおいてはほとんど発現が認められなか

った（Fig. 3B）。 
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Figure 3. Expression of cell surface markers for microglia in primary-cultured microglia, PB-

derived cells, and peripheral macrophage (pMφ). 

A and B, Expression of macrophage/microglia markers such as Iba1 (red), F4/80 (green) (A), TREM2 

(red), and CD11b (green) (B) were analyzed by immunocytochemistry in primary-cultured mouse 

microglia, PB-derived cells, and pMφ. Nuclei were counter-stained with Hoechst 33258 (blue). Scale 

bar = 50 µm. pMφ; peritoneal macrophage. These figures are cited from Fig. 1 in J. Alzheimers Dis., 

2020, 73, 413–429, and Fig. 3A and B are modified. 

A 

B 
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1-3-4. 末梢血造血幹細胞由来細胞におけるミクログリア/マクロファージマーカー発現のフロ

ーサイトメトリーによる解析 

他のミクログリア/マクロファージマーカーも含め、より詳細に各マーカーの発現強度を

フローサイトメトリーを用いて比較した。発現強度の指標として、未染色サンプルの蛍光強

度の中央値である陰性 MFI と蛍光標識抗体で染色したサンプルの中央値である陽性 MFI の

比をとった MFI 比を用いた。その結果、細胞染色の結果と同様に、末梢血造血幹細胞由来細

胞においてミクログリアマーカーの発現が検出され（Fig. 4A and B）、特に TREM2、

Tmem119(35)、P2Y12R(36)および CX3CR1(37)の発現量は、腹腔マクロファージと比べて、ミ

クログリアの場合と同等であった（TREM2：F(2,12) = 35.89, P = 0.0080、Tmem119：F(2,12) = 

20.17, P = 0.0182、P2Y12R：F(2,12) = 16.85, P = 0.0234、CX3CR1：F(2,12) = 12.99, P = 0.0333）。

一方で、CD45 や CD11b の発現強度は、それぞれミクログリアの約 3.3 倍、約 4.0 倍であり、

ミクログリアとは類似性は低かった（CD45：F(2,12) = 21.45, P = 0.001、CD11b：F(2,12) = 380.7, 

P < 0.001）。また、F4/80 は末梢血造血幹細胞、ミクログリアおよび腹腔マクロファージで発

現量に差は見られなかった（F4/80：F(2,12) = 6.269, P = 0.0848）。 

これらの結果から、末梢血造血幹細胞由来細胞は、腹腔マクロファージよりもミクログ

リアに類似した性質の細胞であることが示唆された。 

 

  



 19 

 

 

 

  

 
 

Figure 4. Flow cytometric analysis for expression of cell surface markers for microglia in primary-

cultured microglia, PB-derived cells, and pMφ.  

A and B, Expressions of cell surface markers of CD45, F4/80, CD11b, TREM2, P2Y12R, Tmem119 

and CX3CR1 on primary-cultured microglia, PB-derived cells, and pMφ, were detected by a flow 

cytometry. An MFI ratio was calculated from the ratio of the levels in stained vs. unstained samples. *P 

< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. primary-cultured microglia. †P < 0.05, †††P < 0.001 vs. PB-

derived cells. These figures are cited from Fig.1 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429, and Fig. 4A 

is modified. 
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1-3-5. 末梢血造血幹細胞由来細胞における酸化鉄貪食能の解析 

分化誘導した末梢血造血幹細胞由来細胞が異物の貪食能を有しているか否かを評価する

ために、カルボキシデキストランで被覆された酸化鉄粒子（Resovist®）を用いて、末梢血造血

幹細胞由来細胞の貪食能を評価した。Resovist®は肝 MRI 造影剤であり、MRI の際、肝臓の組

織マクロファージであるクッパー細胞に貪食される試薬である。各細胞に 10 µg/mL の鉄濃度

に調製した Resovist®を 12 時間処置した後、細胞内に取り込まれた鉄粒子をプルシアンブル

ー染色により染色し、取り込まれた酸化鉄粒子を可視化した（Fig. 5A）。1 視野における細胞

数と酸化鉄を貪食した細胞をカウントし、1 視野あたりの貪食活性を示す細胞の割合（貪食細

胞数／総細胞数）を計算した（Fig. 5B）。ミクログリアおよび末梢血造血幹細胞由来細胞の

いずれにおいても細胞内への鉄の取り込み、すなわち貪食能が確認され（Fig. 5A）、それら

の鉄の貪食細胞の割合はそれぞれ 78.9 ± 2.39%および 81.0 ± 7.06%であり、ほぼ同等の

Resovist®に対する貪食能を示すことがわかった（t = 1.797, P = 0.1467）（Fig. 5B）。 

 

 

 

  

 

Figure 5. PB-derived cells have phagocytosis ability of iron particles. 

A, Primary-cultured microglia and PB-derived cells from 6-week-old mice were treated with iron 

particles. The iron particles phagocytosed by cells were stained using the Prussian blue method. Scale 

bar = 50 µm. B, Graph shows the ratio of blue-colored phagocytic cells to total cells. Data represent 

means ± SEM of three images of fields per group. Student’s t-test was used for statistical analysis. Data 

represent means ± SEM from three independent experiments. 
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1-3-6. 末梢血造血幹細胞由来細胞における Aβ貪食能の解析 

次に、ミクログリア、末梢血造血幹細胞由来細胞および腹腔マクロファージにおける Aβ

に対する貪食機能を解析した。各細胞に Aβ（1 µM）を 12 時間処置した後、細胞内に取り込

まれた Aβを免疫細胞化学的手法により解析した。その結果、ミクログリアと末梢血造血幹細

胞由来細胞において Aβの取り込みが観察された（Fig. 6A）。また、1 視野におけるミクログ

リアマーカーである Iba1 免疫反応陽性領域あたりの Aβ免疫反応陽性領域を、画像解析ソフ

トにより定量し、各細胞への Aβの取り込みの指標を算出した（Fig. 6B）。その結果、ミクロ

グリアおよび末梢血造血幹細胞由来細胞はそれぞれ 85.9 ± 2.56%、84.0 ± 6.37% であり、ほぼ

同程度の Aβ量を貪食していたのに対し、腹腔マクロファージの Aβ貪食能はそれらの約 27%

であった（F(2,12) = 131.5, P < 0.001）（Fig. 6B）。 

以上の結果より、末梢血造血幹細胞から分化誘導した細胞は細胞表面マーカータンパク

質の発現や貪食能がミクログリアに類似した細胞であることが示された。以降本論文では、

分化誘導した末梢血造血幹細胞由来細胞を末梢血造血幹細胞由来ミクログリア様（peripheral 

blood-derived microglia-like；PBDML）細胞と定義する。 
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Figure 6. Comparison of Aβ phagocytic ability among microglia, PB-derived cells, and pMφ. 

A, Primary-cultured mouse microglia, PB-derived cells, and pMφ were treated with Aβ for 12 h. Cells 

were stained with anti-Iba1 antibodies (red), anti-Aβ antibodies (green), and Hoechst 33258 (blue). 

Scale bar = 20 µm. B, Aβ-immunoreactive area and cell area were measured using the Image J software. 

Data represent means ± SEM of the percentage of Aβ-immunoreactive area in the total cell area from 

three independent experiments. Statistical significance of the differences among groups was determined 

by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. ***P < 0.001 vs. primary-cultured 

microglia. †††P < 0.001 vs. PB-derived cells. These figures are cited from Fig. 2 in J. Alzheimers Dis., 

2020, 73, 413–429. 

  

A 

B †††

0

100
80
60
40
20

***Aβ
 a

re
a 

(%
 o

f c
el

l a
re

a)
 

Microglia
PB-derived cells
pMΦ



 23 

1-3-7. PBDML 細胞、骨髄由来ミクログリア様細胞および末梢血単球由来マクロファージに

おける Aβ貪食能の比較 

ミクログリアの代替となる細胞ソースとして、末梢血造血幹細胞の他に末梢血単球が考

えられる。末梢血単球はマクロファージの前駆細胞であり、造血幹細胞と比べて末梢血中に

存在する数が多く、末梢血造血幹細胞の採取時のような末梢血中の数を増やすための薬剤を

投与する必要がない。末梢血単球を用いてミクログリア様細胞を分化誘導することができれ

ば、末梢血造血幹細胞よりも容易に細胞が調製できる可能性がある。また、我々はこれまで

に骨髄細胞から Aβ 貪食能を有するミクログリア様細胞（BMDML 細胞）へと分化誘導する

ことに成功している。そこで、PBDML 細胞、BMDML 細胞および末梢血単球（Ly6c+細胞）

由来マクロファージにおいて、免疫細胞化学的染色および画像解析により Aβ 貪食能を評価

した（Fig. 7）。1 視野におけるミクログリアマーカである Iba1 免疫反応陽性領域あたりの Aβ

免疫反応陽性領域を、画像解析ソフトにより定量し、各細胞への Aβの取り込み、つまり Aβ

貪食能の指標としてグラフ化した。その結果、PBDML 細胞および BMDML 細胞の Aβ 貪食

能は同程度であったが、末梢血単球由来マクロファージの Aβ 貪食能は、他の 2 細胞の場合

の約 30%であった（F(2,12) = 147.4, P < 0.001）。以上より、末梢血単球由来マクロファージ

は、造血幹細胞由来の細胞と比べて Aβ貪食能が低いことから、AD 細胞治療に用いるミクロ

グリア代替細胞として、PBDML 細胞の方が適していることが示唆された。 
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Figure 7. Comparison of Aβ phagocytic ability among PBDML cells, BMDML cells, and 

monocyte-derived cells. 

Monocytes (Ly6c+ cells) were collected from mouse peripheral blood in mice and differentiated into 

macrophages with CSF-1 treatment. PBDML cells, BMDML cells, and monocyte-derived cells were 

treated with Aβ for 12 h. Cells were stained with anti-Iba1 antibodies (red), anti-Aβ antibodies (green), 

and Hoechst 33258 (blue). Scale bar = 50 µm. Cell area and Aβ-immunoreactive area were measured 

using the Image J software. Data represent means ± SEM of percentages of Aβ-immunoreactive area to 

cell area from three independent experiments. Statistical significance of the differences among groups 

was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. ***P < 0.001 vs. PBDML 

cells. †††P < 0.001 vs. BMDML cells. These figures are cited from Supplementary Fig. S4 in J. 

Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429.  
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1-3-8. 炎症刺激に対する PBDML 細胞のサイトカイン遺伝子の発現解析 

ミクログリアには炎症型（M1 型）と抗炎症型（M2 型）の 2 つの表現型が存在している。

定常状態では M2 型をとっているが、lipopolysaccharide（LPS）などの炎症性刺激により M1

型の表現型へシフトすることが知られている(38)。そこで、LPS 処置による PBDML 細胞の炎

症刺激に対する応答性を、炎症性サイトカインである Il-1β、Il-6 および Tnf-α（Fig. 8A）なら

びに抗炎症性サイトカインである Tgf-β1 や抗炎症型の M2 型マーカーである Arg1 および

Cd163（Fig. 8B）の mRNA 発現をその指標として RT-qPCR 法により解析した。その結果、未

処置群において PBDML 細胞では、ミクログリアおよび腹腔マクロファージに比べ、Il-1βの

mRNA 発現量がそれぞれ約 10%および約 8.2%、Il-6 では約 51%および約 52%まで減少してい

た（Fig. 8A）。一方で、抗炎症性サイトカインである Tgf-β1 の mRNA 発現量はそれぞれ約 1.1

倍および約 1.0 倍、M2 マーカーである Arg1 の mRNA 発現量はそれぞれ約 1.2 倍および約 4.0

倍、Cd163 では約 21 倍および約 19 倍増加していることがわかった（Fig. 8B）。また LPS 処

置群において、PBDML 細胞は未処置群と比べて炎症性サイトカインの mRNA 発現量が、そ

れぞれ約 1000 倍（Il-1β）、約 455 倍（Il-6）、約 77 倍増加しており、ミクログリアおよび腹

腔マクロファージの場合と同様の傾向が見られた（Fig. 8A）。一方で、LPS 処置群における

PBDML 細胞の抗炎症性サイトカインの発現量は無処置の場合とほぼ同等であった（Fig. 8B）

（IL-1β (No treatment)：F(2,12) = 22.93, P = 0.0015、IL-1β (LPS)：F(2,12) = 11.87, P = 0.0126、

IL-6 (No treatment)：F(2,12) = 1.388, P = 0.3485、IL-6 (LPS)：F(2,12) = 3.197, P = 0.1481、TNF-

α (No treatment)：F(2,12) = 7.911, P = 0.0407、TNF-α (LPS)：F(2,12) = 0.7748, P = 0.5020、TGF-

β1 (No treatment)：F(2,12) = 5.357, P = 0.0739、TGF-β1 (LPS)：F(2,12) = 0.4959, P = 0.6421、Arg1 

(No treatment)：F(2,12) = 5.260, P = 0.0589、Arg1 (LPS)：F(2,12) = 3.201, P = 0.1479、CD163 (No 

treatment)：F(2,12) = 714.0, P < 0.001、CD163 (LPS)：F(2,12) = 6.3890, P = 0.7076）。 

これらのことから、PBDML 細胞は無刺激状態では M2 様の性質を有しており、炎症刺激

に対してはミクログリアや腹腔マクロファージと同様にサイトカイン産性能を有する M1 様

の細胞であることが示唆された。 
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Figure 8. mRNA expression levels of cytokines in primary-cultured mouse microglia, PBDML 

cells, and pMφ under pro-inflammatory and inflammatory conditions. 

A and B, mRNA expression levels of pro-inflammatory such as Il-1β, Il-6, and Tnf-α (A) and anti-

inflammatory factors such as Tgf-β1, Arg1, and Cd163 (B) with or without LPS stimulation in primary-

cultured microglia (white), PB-derived cells (red), and pMφ (green), as determined by RT-qPCR. Data 

represent means ± SEM from three independent experiments. Statistical significance of the differences 

among groups was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. *P < 0.05, 

***P < 0.001 vs. primary-cultured microglia. †P < 0.05, ††P < 0.01 vs. PB-derived cells. These figures 

are cited from Fig. 2 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429. 
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1-3-9. 老齢マウスにおける末梢血造血幹細胞の採取数および PBDML 細胞への分化効率 

AD 患者には高齢者が多いことから、高齢 AD 患者が自己の末梢血造血幹細胞を用いて細

胞治療を実施することが可能であるかを評価するため、老齢マウス（20 ヶ月齢）から末梢血

造血幹細胞を採取し、それらから分化誘導した PBDML 細胞の機能を評価した。その結果、

1-3-1 と同様の条件で G-CSF および AMD3100 を前投与した老齢マウス（20 ヶ月齢）から採

取した末梢血造血幹細胞数は、若齢マウス（6 週齢）の約 35％であった（t = 7.346, P < 0.0001）

（Fig. 9A）。一方で、フローサイトメトリーを用いて、分化誘導 10 日目におけるミクログリ

アマーカー陽性（CD11b+/F4/80+）細胞集団の割合を調べたところ、ミクログリア様細胞への

分化効率は、老齢マウス由来 PBDML 細胞では約 92.7 ± 6.55%、若齢マウス由来 PBDML 細胞

では約 96.9 ± 4.22％であり、同程度であった（t = 1.587, P = 0.4441）（Fig. 9B）。以上より、

老齢マウス由来末梢血造血幹細胞は採取数は若齢マウスよち少ないものの、PBDML 細胞へ

の分化能は若齢マウスと同程度であり、細胞の機能は維持されている可能性がある。 
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Figure 9. Comparison of the numbers and differentiation rates of PBDML cells from young and 

aged mice. 

A, Comparison of the number of lineage-/c-kit+ cells in 6-week-old and 20-month-old mice. Student’s 

t-test was used for statistical analysis. Data represent means ± SEM from three independent experiments. 

***P < 0.001 vs. lineage-/c-kit+ cells from 6-week-old mice. B, PBDML cells from 6-week-old and 20-

month-old mice treated with CSF-1 and IL-34 for 10 days expressed the microglial markers CD11b and 

F4/80. A comparison of the proportion of CD11b+/F4/80+ cells among live cells is shown. Student’s t-

test was used for statistical analysis. Data represent means ± SEM from three independent experiments. 

These figures are cited from Fig. 3 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429. 
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1-3-10. 老齢マウス由来 PBDML 細胞のミクログリア/マクロファージマーカー発現強度の解

析 

次に、フローサイトメトリーを用いてミクログリア/マクロファージマーカーの発現強度

を解析したところ、老齢マウスから調製した PBDML 細胞では若齢マウスとは異なる発現パ

ターンを示した（Fig. 10A and B）。若齢マウスから得た PBDML 細胞と比較して、TREM2 の

発現強度は老齢マウスから得た PBDML 細胞で有意に低く、CD45 および CX3CR1 に関して

も減少傾向にあった。一方で、CD11b の発現強度は若齢マウス由来 PBDML 細胞と比べて、

老齢マウス由来 PBDML 細胞において約 1.3 倍有意に高く、P2Y12R および Tmem119 の発現

強度も高い傾向にあった（CD45：t = 1.501, P = 0.2078、F4/80：t = 2.828, P = 0.1056、CD11b：

t = 4.706, P = 0.0423、CX3CR1：t = 3.087, P = 0.0909、TREM2：t = 7.101, P = 0.0193、P2Y12R：

t = 4.029, P = 0.0564、Tmem119：t = 1.971, P = 0.1875）。 

以上の結果から、若齢マウス由来細胞と老齢マウス由来細胞ではある程度表現型の異な

る細胞が分化誘導されることがわかった。 

 

 

 

 

 

  



 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Comparison of characteristics of PBDML cells from young and aged mice in flow 

cytometric analysis. 

A and B, Flow cytometric analysis of CD45, CX3CR1, TREM2, P2Y12R, and Tmem119 in PBDML 

cells from 6-week-old and 20-month-week old mice. MFI ratio was calculated from the ratio of the 

levels in stained vs. unstained samples. Student’s t-test was used for statistical analysis. Data represent 

means ± SEM from three independent experiments. *P < 0.05 vs. PBDML cells from 6-week-old mice. 

These figures are cited from Fig. 3 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429, and Fig. 10A is modified. 
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1-3-11. 老齢マウス由来 PBDML 細胞における Aβ貪食機能の解析 

6 週齢および 20 ヵ月齢の末梢血造血幹細胞から分化誘導した PBDML 細胞ならびに 7 週

齢のマウスから得た腹腔マクロファージにおけるAβに対する貪食能の解析を 1-3-6 と同様の

手法を用いて行った。その結果、20 ヵ月齢の老齢マウス由来 PBDML 細胞は 6 週齢の若齢マ

ウス由来 PBDML 細胞に比べ、Aβの貪食能は約 66%と低かったものの、7 週齢のマウスから

調製した腹腔マクロファージの場合の約 2.3 倍と顕著に高かった（F(2,12) = 38.91, P = 0.0004）

（Fig. 11A and B）。 
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Figure 11. Aβ phagocytosis ability of PBDML cells declines with aging but has higher than that of 

pMφ prepared from young mice. 

A, PBDML cells prepared from 6-week-old and 20-month-old mice and pMφ prepared from 7-week-

old mice were treated with Aβ for 12 h, and then stained with anti-Iba1 antibodies (red), anti-Aβ 

antibodies (green), and Hoechst 33258 (blue). Scale bar = 20 µm. B, Aβ-immunoreactive area and cell 

area were measured using the Image J software. Data represent means ± SEM of the percentage of Aβ-

immunoreactive area in total cell area from three independent experiments. Statistical significance of 

differences among groups was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. 

*P < 0.05, ***P < 0.001 vs. PBDML cells from 6-week-old mice. ††P < 0.01 vs. PBDML cells from 

20-month-old mice. These figures are cited from Fig. 3 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429. 
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1-4. 考察 

 

本章では、AD 患者の多くが高齢者であることを考慮し、低侵襲性に採取できる末梢血に

着目し、ミクログリアの代替となる細胞を末梢血中に含まれる造血幹細胞から効率良く分化

誘導する手法を開発することを目的とし、in vitro 系において解析を行った。 

末梢血中に含まれる造血幹細胞の数は 0.002%以下と言われており、本解析においても骨

髄造血幹細胞の場合と比べて、末梢血から得られるその数は極めて少ないことが確認された。

ミクログリアの代替細胞を調製するにあたり、この問題は克服すべき課題である。造血幹細

胞を骨髄から末梢血へと動員する薬剤として G-CSF(39)や CXCR4 阻害剤(40)が知られている。

そこで本研究では、この 2 種類の薬剤を用いて末梢血中の造血幹細胞の採取数の変化を検討

した。その結果、G-CSF（5 日間）および CXCR4 阻害剤（AMD3100）（1 日間）をマウスに

処置したところ、末梢血から採取できる造血幹細胞数を増やすことができた。 

G-CSF 製剤は、1980 年代から発熱性好中球減少症の発症抑制、造血幹細胞移植における

末梢血細胞の動員など、がん化学療法における臨床現場で広く使用されている。一方で、

CXCR4 阻害剤は、本邦では 2016 年に製造販売が承認された新薬であり、G-CSF 製剤との併

用使用により「自己末梢血幹細胞移植のための造血幹細胞の末梢血中への動員促進」に適応

されている(41,42)。多発性骨髄腫や非ホジキンリンパ腫などの治療においては、シクロホス

ファミドなどを用いた骨髄抑制または骨髄破壊を行い、その後に骨髄の再構築を目的として

患者自身の細胞由来である造血幹細胞の移植が行われる。自家移植では、移植する造血幹細

胞の採取が簡便で、腫瘍細胞が混入する可能性が低い末梢血造血幹細胞が優先されている。

自家末梢血造血幹細胞の採取には、患者の静脈より「血液分離装置」を用いて血液を体外循

環させ、目的の造血幹細胞（CD34+細胞）を選択的に採取するアフェレーシスを行う。従来の

G-CSF 単独投与では、十分に末梢血幹細胞を得ることができない動員不良の患者も存在し、

また動員が良好な患者であっても目標の細胞数達成までに頻回のアフェレーシスを行う必要

があり、患者の負担が大きいという課題があった。 

G-CSF 製剤と CXCR4 阻害剤の併用使用により、1 回のアフェレーシスで採取できる造血

幹細胞数が増加し、繰り返し実施する必要がなくなり、患者の身体にかかる負担が少なくな

る。この自己造血幹細胞移植では、患者に G-CSF および CXCR4 阻害剤を投与し、その 4〜5

日目の末梢血中の造血幹細胞が増えている時期にアフェレーシスを行い、1回 150〜250 mL/kg

（体重）の血液量を処理し、末梢血造血幹細胞（CD34+細胞）を選択的に採取する。これを 1

〜2 回行うことで、自己造血幹細胞移植に必要な造血幹細胞（CD34+細胞）数を確保する。本

邦のガイドラインでは、2.0 x 106個/kg（体重）の CD34+細胞が造血幹細胞移植に必要とされ

ており、ヒトの体重を 60 kg として換算すると、ヒト 1 人あたり 1.2 x 108 個の CD34+細胞が

アフェレーシス により採取される。今回確立した方法により、G-CSF および CXCR4 阻害剤

を併用投与したマウスの末梢血約 1 mL から 1.0 x 106 個の造血幹細胞が得られることがわか

った。さらに、マウス末梢血造血幹細胞からほぼ 100%がミクログリア様細胞（PBDML 細胞）
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に分化することから、この細胞を海馬内へ移植する場合、マウスでは 2.0 x 105 個の PBDML

細胞を移植に用いたが（第 2 章）、ヒトの海馬がマウス海馬の体積の約 1,000 倍と換算する

と、ヒトでは 2.0 x 108 個の PBDML 細胞が必要と考えられる。ヒト末梢血造血幹細胞がマウ

スと同様にほぼ 100％がミクログリア様細胞へと分化誘導できるとすると、海馬内移植に必

要となる造血幹細胞数は 2.0 x 108 個である。ヒト 1 人（60 kg）にアフェレーシスを 1〜2 回

実施することで 1.2 x 108個の CD34+細胞が得られることから、本移植療法に必要な造血幹細

胞数（2.0 x 108個）はアフェレーシスを行う回数を数回増やすことで確保できる細胞数だと考

えられ、本移植療法はヒトへと臨床応用できることが示唆された。 

以上のように、末梢血から効率良く造血幹細胞を得ることに成功したが、骨髄から得ら

れる造血幹細胞と比較すると、その数は少なく、移植に必要なミクログリア様細胞数を調製

するには、ミクログリア様細胞への分化効率を上げる必要がある。今回、分化誘導に用いる

サイトカインとして、CSF-1 だけでなく、新たに IL-34 を用いることで、末梢血造血幹細胞か

らミクログリア様細胞へと効率良く分化誘導できることを見出した。成体の造血系において、

CSF-1 は転写因子である PU.1 や Irf8 を介して造血幹細胞から単球やマクロファージへの分化

を促進する(43–45)。一方、ミクログリアは胎生期に卵黄嚢で原始マクロファージとして発生

し、CSF-1 のシグナルを介して PU.1 および Irf8 の活性化によりミクログリアに分化し、脳が

形成される発生初期段階で脳に生着することが報告されている(46,47)。一方で、IL-34 は CSF-

1 と同じ CSF-1 受容体のリガンドであり、骨髄由来マクロファージの増殖を促進する作用が

あることが報告されている(48)。近年、脳のミクログリアや皮膚のランゲルハンス細胞など、

組織マクロファージの分化、増殖、生存維持に IL-34 が関与していることが示唆されている

(30,49,50)。さらに、IL-34 を用いてヒト末梢血単球からミクログリアの定常状態であるラミフ

ァイド型の形態をとるミクログリア様細胞への分化誘導に成功したことも報告されている

(51)。これらの報告から、本研究では、CSF-1 に加えて新たに IL-34 を用いて、末梢血造血幹

細胞からミクログリア様細胞への分化誘導法を検討した。CSF-1 単独処置群と比べて、CSF-1

および IL-34 併用処置群ではミクログリア様細胞（CD11b+/F4/80+細胞）への分化効率が高く、

また、各サイトカイン処置後 10 日目の接着細胞数を比較すると、CSF-1 および IL-34 処置群

における接着細胞数の方が多かった。以上の結果より、この 2 種類のサイトカインを併用処

置することで、末梢血造血幹細胞から PBDML 細胞が最も効率良く分化誘導できることを見

出した。同じ CSF-1 受容体を共有する CSF-1 と IL-34 であるが、CSF-1 はミクログリアの成

熟、増殖に、IL-34 は成熟後の脳内でのミクログリア数の維持に寄与していることが示唆され

ており(30,49,50)、両サイトカインを併用処置することで、より成熟したミクログリア様の細

胞へと分化誘導できたと考えられる。また、CSF-1 および IL-34 処置により作製した PBDML

細胞は、TREM2 および F4/80 をミクログリアと同程度で発現しており、さらに、近年報告さ

れたミクログリアへの特異的マーカーである Tmem119 (35)や P2Y12R (36)、CX3CR1 (37)の発

現強度も、腹腔マクロファージと比べるとミクログリアに似た発現パターンを示していた。

特に、PBDML 細胞において TREM2 の発現強度がミクログリアと同程度であったが、TREM2
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はミクログリアの貪食能を制御している分子であることから(34)、今回の解析において

PBDML 細胞はミクログリアと同等の Aβ貪食能を示したと考えられる。 

ミクログリアは脳内環境に応じてその形態を変化させており、古典的には炎症型である

M1 型と抗炎症型である M2 型に大別される(52)。M1 型は炎症性サイトカインや活性酸素種

を産生し、炎症反応を惹起するのに対し、M2 型は IL-4、IL-10、TGF-β1 など保護因子を産生

し、組織修復や抗炎症に働くと考えられている(38)。本解析において、無刺激状態の PBDML

細胞は、ミクログリアや腹腔マクロファージと比べて、炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6）

の発現量が低く、抗炎症性サイトカイン（TGF-β1）および M2 マーカー（Arg1、CD163）の

発現量が高かったことから、抗炎症型である M2 様の性質を持つ細胞であることが示唆され

た。一方、細菌感染を模倣した LPS による強力な炎症性刺激に対しては、Il-1β、Il-6 および

Tnf-α の mRNA の発現上昇を引き起こした。このことから、M2 型様の性質をもつ PBDML 細

胞は、感染時などの炎症刺激に対してはミクログリアと同様に M1 型の炎症型免疫細胞とし

ての機能を発揮することができると考えられる。 

ヒトにおいて、加齢に伴いミクログリアの形態異常が生じること(53)や、加齢マウスから

採取した初代培養ミクログリアではAβ貪食能が低下していることが報告されており(54–57)、

加齢によりミクログリアの機能が低下することが示唆されている。そこで、AD 患者の多くが

高齢者であることを考慮し、老齢マウスから採取した造血幹細胞の分化能、PBDML 細胞の

Aβ貪食能について評価した。その結果、末梢血から採取できる造血幹細胞数は若齢マウスと

比較して減少したが、ミクログリア様細胞への分化能は同程度であった。骨髄中の造血を行

う赤色骨髄は、加齢に伴い、機能を失って減少することが知られており、老齢マウスにおけ

る血中の造血幹細胞数の減少はこれを反映していると考えられる。一方で、Aβ貪食能につい

ては、老齢マウス由来の PBDML 細胞は若齢マウスより調製した PBDML 細胞より低かった

ものの、若齢マウス由来の腹腔マクロファージに比べて高く、老齢マウス由来の末梢血造血

幹細胞由来細胞においても Aβ に対する貪食能が十分に維持されていることが判明した。こ

のことは、高齢 AD 患者の自己の末梢血造血幹細胞でも移植療法に利用できる可能性を示唆

する。しかしながら、加齢に伴い機能が低下することを鑑みて、高齢者の自己末梢血造血幹

細胞を用いて治療を行う場合は、薬剤などによる移植細胞機能の賦活化が今後の検討課題と

考えられる。これまでにガランタミンやニコチン受容体刺激薬がミクログリアに発現してい

るニコチン受容体を介してミクログリアの Aβ 貪食能を促進することが報告されている

(58,59)。骨髄由来ミクログリア様細胞においてもニコチン受容体が発現している(60)ことから、

PBDML 細胞においてもニコチン受容体を発現している可能性があり、これを介して細胞機

能の賦活化ができることが考えられる。また、IL-4、IL-13 ならびに TGF-β1 などの神経細胞

やアストロサイトから分泌される液性因子により内在性ミクログリアの貪食能が賦活化され

ることが報告されており(61–63)、PBDML 細胞から分泌される液性因子が内在性ミクログリ

アの Aβ貪食能の促進にも利用できると考えられる。  
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第 2 章 AD モデルマウスへの末梢血造血幹細胞由ミクログリア様細胞移植による AD 治療

効果の解析 

 

2-1. 緒言 

ミクログリアは通常、多数に分岐した長い突起をもつラミファイド型で脳内に存在して

おり、神経細胞のシナプスに直接接することによって脳内の環境を監視し、不要なシナプス

を貪食により除去することで神経回路形成に関わっている(15,16)。また、脳障害時には、ミク

ログリアが異常を察知してアメボイド型と呼ばれる形態へと変化し、障害部位へ遊走し集積

することが報告されている(15,16)。このように、ミクログリアは環境に応じて形態を変化さ

せ機能していることから、ミクログリアの細胞形態は活性化状態の指標となる。さらに、AD

病態下において、ミクログリアは Aβ プラークへ遊走し、貪食除去する機能を有しており、

AD において重要な役割を果たしている。本章では、第 1 章で作製した PBDML 細胞が脳内に

移植した際、どのくらい脳内へ生着できるのか、また脳内においても Aβを貪食することがで

きるのかを明らかにするため、野生型マウスおよび AD モデルである APdE9 マウスの海馬内

に enhanced green fluorescent protein（EGFP）遺伝子導入マウスから採取、分化誘導した PBDML

細胞を移植し、脳内動態ならびに Aβ病態への影響を調べた。さらに、AD において、作業記

憶障害と空間認知記憶障害はそれぞれ重要な所見でるため、新規物体認識試験およびモーリ

ス水迷路により細胞移植による各認知機能障害に対する治療効果を評価した。本実験で用い

た APdE9 マウスは、家族性 AD 原因遺伝子である APP および PSEN1 の変異遺伝子を導入し

た AD モデルマウスで、脳内 Aβ 蓄積および認知機能障害がみられる 9〜10 ヵ月齢のマウス

を用いて解析を行った。 

1990 年に、非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）を長期に服用しているリウマチ患者では

AD 発症リスクが 6 分の 1 であることが報告され(64)、AD における脳炎症の重要性が指摘さ

れた。しかしながら、その後、NSAIDs の AD に対する効果は、抗炎症作用の発現に必要なシ

クロオキシゲナーゼ抑制作用ではなく、APP の C 末切断に関与する γ-セクレターゼに対する

抑制作用に基づくことが示唆され(65)、AD の「脳炎症説」は一時、否定的な風潮となった。

その中、2016 年、慢性脳炎症を抑える化学物質がアルツハイマー病モデルマウスにおける学

習・記憶障害を予防する可能性が報告され、「脳炎症説」が再び注目されることとなった(66)。

この報告では、AD 患者と正常者の脳組織におけるミクログリアを比較すると、CSF1R など

ミクログリアの増殖に関連する分子の発現が増大しており、増殖活性が高まっていることが

わかった。また、AD モデルマウスに CSF1R キナーゼ阻害薬を経口投与したところ、脳内 Aβ

の蓄積には影響を全く及ぼしていないにも関わらず、学習・記憶障害が有意に改善された。

また、CSF1R ならびに Kit チロシンキナーゼ阻害薬の PLX3397(67)や Kit キナーゼ阻害作用の

ない PLX5622(68)の AD モデルマウスへの経口投与でも同様の現象が確認されている。これ

らのことから、慢性的脳炎症が AD の結果に起こるものではなく、AD の原因となることが示
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唆されている。本研究では、海馬内の炎症性サイトカインの発現量を解析し、PBDML 細胞移

植が AD 脳における炎症状態に及ぼす影響を評価した。 

オリゴデンドロサイトはグリア細胞の一つで、神経細胞に付随する構造物である髄鞘の

形成を担う。オリゴデンドロサイトは、髄鞘形成により跳躍伝導を誘導し、活動電位の伝達

速度を高めることが主な機能である。AD では、発症初期にオリゴデンドロサイトおよび髄鞘

の脱落が認められることが知られており(69–71)、本解析において、PBDML 細胞移植による

海馬におけるオリゴデンドロサイトへの影響を調べた。さらに、造血幹細胞由来ミクログリ

ア様細胞が脳の常在細胞に及ぼす影響を調べるため、骨髄造血幹細胞由来ミクログリア様細

胞が分泌する液性因子に着目し、内在性ミクログリアに及ぼす作用も併せて解析した。 
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2-2. 実験方法 

 

2-2-1. 実験動物 

使用した動物とその入手先は次の通りである。末梢血採取には EGFP 遺伝子導入マウス

（C57BL/6-Tg（CAG-EGFP）マウス）（6 週齢；Jackson Lab.、Bar Harbor、ME、USA）(72)を

使用した。野生型マウスとして C57BL/6 マウス（9-10 ヵ月齢、清水実験材料）、また AD モ

デルマウスとして APdE9 マウス（9-10 ヵ月齢、Jackson Lab.）を使用した。APdE9 マウスは、

ヒト APP の変異遺伝子（Swedish mutation、K595N/M596L）と PSEN1 の変異遺伝子（PS1-dE9）

を導入したマウスである(73)。これら 2 つの変異型遺伝子は AD の早期発症を引き起こす原

因遺伝子として同定されている。APdE9 マウスの雄性マウスを C57BL/6 の雌性マウスと交配

して系統を維持し実験に用いた。動物は 25℃の恒温において飼育し、水や餌は自由に摂取さ

せた。照明は 12 時間サイクルとした（8:00～19:59：照明あり、20:00～7:59：照明なし）。動

物実験は「動物実験に関する指針（日本実験動物学会」および「京都薬科大学動物実験に関

する指針」に従った。なお、本研究の動物実験は京都薬科大学動物実験委員会（承認番号：

DIPS -19-001、DIPS -19-005）ならびに遺伝子組換え実験安全委員会（承認番号：393、441）

の承認を得ており、「動物実験に関する指針（日本実験動物学会）」に従い実施した。 

 

2-2-2. 細胞培養 

第 1 章（1-2-2）と同様の方法で、G-CSF および AMD3100 を前投与した生後 6 週齢の

EGFP マウスから末梢血を採取し、GFP 陽性末梢血造血幹細胞を分取した。細胞培養も第 1 章

（1-2-2）と同様の方法で行い、末梢血造血幹細胞を CSF-1 および IL-34 処置後、10 日間培養

することで分化誘導した。 

生後 10 週齢の EGFP マウスから骨髄を採取し、第 1 章（1-2-2）と同様の方法で GFP 陽

性骨髄細胞を分取した。細胞培養も第 1 章（1-2-2）と同様の方法で行い、骨髄細胞を CSF-1

処置後、7 日間培養することで分化誘導した。 

マウス混合グリア細胞（ミクログリアおよびアストロサイト）は、第 1 章（1-2-2）と同

様の方法で 0-2 日齢の C57BL/6 系マウス（清水実験材料）の新生仔脳より調製した。 

 

2-2-3. 海馬マイクロインジェクションによる PBDML 細胞の移植 

マウスに三種混合麻酔（塩酸メデトミジン：0.3 mg /kg（共立製薬、東京、日本）、ミダ

ゾラム：4 mg /kg（アステラス製薬、東京、日本）、酒石酸塩ブトルファール：5 mg /kg（Meiji 

Seika ファルマ、東京、日本））を腹腔内投与した後、深麻酔下で脳固定装置に固定した。PBS

（-）投与群を対照群とし、EGFP マウスから調製した PBDML 細胞を 2.0 x 105 cells/2 µL PBS

（-）となるように調製し、脳定位固定装置（Stoelting、Chicago、IL、USA）を用いて 9-10 ヵ
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月齢の APdE9 および C57BL/6 マウスの左右両方の海馬（冠矢交差から尾側へ 2.00 mm、外側

へ 1.75 mm、硬膜下 1.75 mm）へマイクロシリンジ（Hamilton、Reno、NV、USA）を用いて、

1 µL/分の速度で移植した。移植後 2 分間移植に用いた針を静置し、その後ゆっくりと針を引

き上げた。開頭部は金属クリップを用いて狭窄した。投与後、麻酔から覚醒するまで監視を

行った。 

 

2-2-4. 新規物体認識試験 

移植細胞による作業記憶の機能障害改善効果を評価するため、細胞移植前、移植後 7 お

よび 28 日目の 3 回、新規物体認識試験を行った。本試験では、20 lx の照明下でオープンフ

ィールド（縦 x 横 x 高さ、40 cm x 40 cm x 30 cm）を用いて行った。行動解析には EthoVision 

XT 11.5（Noldus Information Technology、Leesburg、VA、USA）を用いてマウスが物体に接触

する回数を計測した。行動試験は以下のタイムテーブルに従って行った（Fig.12）。まず、マ

ウスをオープンフィールドに入れて 10 分間探索させることで、実験環境に馴化させた。30 分

後にオープンフィールドにおける対角の 2 つの角に色と形の異なる 2 つの物体 O1 および O2

を配置し、10 分間 2 つの物体を探索させた（Familiarization trial）。その後、30 分の休憩を挟

み、2 つの物体のうち 1 つの物体を新規物体に入れ替えて（O2→O3）配置し、マウスを探索

させた（Recognition test）。既存物体（Familiar object）O1 を F、新規物体（Novel object）O2

と O3 を N とし、記憶成績を以下の式により計算した。 

 

物体指向指数（Object preference index）＝N/(N+F) × 100（%） 

 

 

Figure 12. The schema of novel object recognition test. 

The novel object recognition test (NORT) was conducted to evaluate the cognitive function in wild-type 

and APdE9 mice before and after the intrahippocampal injection of PBS and PBDML cells. A large 

square represents the square open field. Mice were first individually habituated with the open field for 

10 min. After the 30 min intersession interval, mice explored objects in the open field during the object 

familiarization trial for 10 min and recognition test for 10 min with intersession interval of 30 min. Two 

30 min 30 min

Habituation session
10 min

Familiarization trial
10 min

Recognition test
10 min

O1 O1

O2 O3
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identical objects (O1) and (O2) were placed in the familiarization trial, and one object (O2) was replaced 

by a novel object (O3) in the recognition test.  

 

2-2-5. モーリス水迷路 

マウスの空間認知機能を調べるため、新規物体認識試験の終了後、1 日空け、移植後 30

日目からモーリス水迷路を行った。本試験では、100 lx の照明下で、4 方向に異なる目印をつ

けたプール（直径 100 cm、高さ 30 cm）に水をはり、マウスを泳がせた（水温：22.0 ± 1.0℃）

（Fig.13）。丸い透明のプラットホーム（直径 10	cm）を水面から約 1	cm下になるように決

められた場所に設置し、プラットホームの位置がわからないよう、水を水溶性の絵の具で白

く濁らせた。はじめの 5 日間は、マウスにプラットホームの位置を覚えさせるためのトレー

ニングを行った。プールにマウスを入れて泳がせ、1 分たってもプラットホームに辿り着か

なかった場合はプラットホームまでマウスを誘導し、20秒間留まらせ位置を記憶させた。こ

れを 1 匹につき 1 日 4 回行った（4 回とも異なる位置からマウスをプールに入れた）。この

マウスがプラットホームに着くまでにかかる時間を EthoVision XT 11.5（Noldus Information 

Technology）により計測した。その後、6日目に、プラットホームを取り除き、プローブテス

トを行った。このテストは 1匹につき 1回のみで、マウスを 1分間泳がせ、プール内を四分

割し作成した領域の中で、プラットホームの存在した領域にマウスがどれだけ滞在したかを

上述と同様に計測した。	

 

 

Figure 13. The schema of Morris water maze. 

In the training phase, the mice were subjected to four trials each day for five consecutive days. In each 

of the four trials, the mouse was placed in the water at four different starting positions equally spaced 

around the perimeter of the pool and given 60 sec to swim to find the platform. If the mouse did not find 

the platform within 60 sec, it was guided to the platform and allowed to remain there for 20 sec. The 
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time the mouse spent to find the platform was measured as the escape latency. On day 6, the platform 

was removed from the pool in the probe trial. Each animal was subjected to one trial. The number of 

times the mouse crossed the previous location of the platform and the time spent in the target quadrant 

area in 60 sec was recorded. 

 

2-2-6. マウスの脳摘出および薄切切片の作製 

細胞移植前ならびに、細胞移植後の新規物体試験およびモーリス水迷路の終了後（移植

後 0、8 および 36 日目）に、マウスに三種混合麻酔を腹腔内投与した後、深麻酔下で開胸し、

左心室に翼状針を挿入し、流速 5 mL/分で 5 分間 PBS（-）により灌流した。灌流後すみやか

に脳を摘出し、4% PFA を含む 100 mM phosphate buffer（PB）固定液中にて 3 日間浸潤固定を

行った。その後、30% ショ糖液を含む 100 mM PB 中にて脱水し、脳が PB 中に沈むまでクラ

イオプロテクションを行った。脱水後、ドライアイスと optimal cutting temperature compound

（Sakura Finetek、東京、日本）を用いて凍結包埋し、クライオスタット（Leica Instruments、

Nussloch、Germany）を用いて厚さ 20 µm の凍結切片を作製した。切片は 0.3% Triton X-100 を

含む 100 mM PBS（-）中で使用まで 4℃で保存した。 

 

2-2-7. 免疫組織化学的染色法 

免疫組織化学的実験は、フリーフローティング法で行い、蛍光染色は間接免疫蛍光法で

行った。非特異的結合を防止するため、0.1% Triton X-100（ナカライ）含有 PBS（-）で 1%に

希釈した bovine serum albumin（BSA）を室温で 15 分間反応させた。その後、一次抗体として

チキン抗 GFP 抗体（1：1,000；Abcam；cat# ab13970）およびマウス抗 Aβ抗体（1：1,000；免

疫生物研究所）、ラット抗 Myelin Basic Protein（MBP）抗体（1：1,000；Abcam；cat# ab7349）

を 4˚C、overnight で反応させた。蛍光染色には Alexa Fluor 488 標識抗チキン IgG 抗体、Alexa 

Fluor 546 標識抗マウス IgG 抗体、Alexa Fluor 546 標識抗ラット IgG 抗体（1：500）を用いて

室温・遮光で 2 時間反応させた。核染色には、Hoechst 33258（1：5,000）を用いた。それぞれ

の工程の間では、組織切片を 0.3% Triton X-100 を含む 100 mM PBS（-）中で 3 回洗浄した。

また、蛍光染色の組織画像は、LSM800（Carl Zeiss）を用いて撮影した。 

 

2-2-8. 画像解析による移植 PBDML 細胞の細胞間距離の解析 

移植細胞の脳内動態を画像解析により解析した。最近隣距離法を用いて、Image J により

細胞間距離を計測し、定量化した。GFP 陽性細胞移植後 0、8 および 36 日目の野生型および

APdE9 マウスにおいて、海馬周辺に存在する GFP 陽性移植細胞を含む領域を LSM800 で撮影

し、この画像を用いて各移植細胞の座標を Image J により測定し、各細胞間の距離を算出し

た。移植細胞間の距離は以下の式より計算した。 
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（x1, y1）および（x2, y2）は各移植細胞の座標を表している。 

 

2-2-9. ステレオロジーによる移植した PBDML 細胞数ならびに海馬内 Aβ プラークの体積お

よび数の定量解析 

移植した PBDML 細胞の生存率や移植細胞の Aβ 病態への影響を調べるため、海馬内の

PBDML 細胞数ならびに、Aβプラークの体積および数をステレオロジーを用いて定量解析し

た。冠状面で切った海馬の切片（厚さ：20 µm）を 6 枚ごとに計 12 枚使用し、各切片を蛍光

免疫染色した。一次抗体としてチキン抗 GFP 抗体（1：1,000；Abcam）およびマウス抗 Aβ抗

体（1：1,000；免疫生物研究所）を 4˚C、overnight で反応させた。蛍光染色には Alexa Fluor 488

標識抗チキン IgG 抗体、Alexa Fluor 546 標識抗マウス IgG 抗体（1：500）を用いて室温・遮

光で 2 時間反応させた。また、蛍光染色の組織画像は、LSM800（Carl Zeiss）を用いて Z-stack

画像を撮影し、StereoInvestigator（MBF Bioscience、Williston、VT、USA）を用いて三次元的

に解析した。 

 

2-2-10. RT-qPCR 法によるマウス海馬におけるサイトカイン遺伝子発現の解析 

移植後 36 日目の PBS を投与した野生型マウス、PBDML 細胞を投与した野生型マウス、

PBS を投与した APdE9 マウス、PBDML 細胞を投与した APdE9 マウスの各群において、細胞

移植による脳内環境への影響を調べるため、海馬の炎症性サイトカイン遺伝子の発現量を

RT-qPCR 法を用いて解析した。マウスに三種混合麻酔を腹腔内投与した後、深麻酔下で開胸

し、左心室に翼状針を挿入し、流速 5 mL/分で 5 分間 PBS（-）により灌流した。灌流後すみ

やかに脳を摘出し、海馬部位を分けてドライアイスで瞬間凍結した。その後、1-2-6 と同様の

手法を用いて RNA 抽出および cDNA 合成を行い、Gapdh、Il-1β、Il-6、Tnf-αおよび Mbp のプ

ライマーを用いて PCR 反応を行った。プライマーの配列は Table 2 に示した。mRNA 発現量

は Gapdh 遺伝子を内部標準に用いて ΔΔCt 法により各遺伝子の発現量を相対的に定量した。 

( ) ( )221
2

21 yyxx -+-������� �
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2-2-11. ELISA-based Cytokine Array 

  骨髄由来ミクログリア様細胞をそれぞれ 3.0 x 105、7.5 x105、1.5 x 106、3.0 x 106 cells/well
の濃度で 6 穴プレートに播種し、CSF-1 製剤および FBS 不含の MEM-α で 24 時間培養した。

その後、得た培養上清中に含まれるサイトカインの種類と相対量を、Multi-Analyte ELISAArray 
Kit（QIAGEN、Hilden、Germany）を用い、付属のプロトコールに従い解析した。 

 

2-2-12. ELISA 

  初代培養マウスミクログリアによる Aβの貪食量を、ELISA により測定した。96 穴プレ

ートに回収したマウスミクログリアを 5 x 104 cells/well に調製して播種し、37℃で 10 時間以

上培養した。培養したミクログリアを FBS 不含の MEM-αで丁寧に 3 回洗浄した後、Aβ（1 

µM；Anaspec）とマウス骨髄由来ミクログリア様細胞培養上清または SB525334（1 μM；R&D 

Systems）をミクログリアにそれぞれ 12 時間処置した。その後、培養液を回収し、細胞を PBS 

(-)で 3 回洗浄後、0.1% Triton X-100 含有 PBS (-) 100 µL を加えて細胞を回収し、サンプルとし

た。細胞中の Aβ量をヒト Aβ（1-x）ELISA キット (免疫生物研究所) を用い、付属のプロト

コールに従い測定を行った。 

 

2-2-13. Western blotting  

ミクログリア（3.0 x 106 cells/well）を 48 穴プレートに播種し、12 時間以上培養した。培

Mbp Forward
Reverse

5’-atatgtgtggccgccaaatg-3’
5’-tgggctctgagaggaaacag-3’

NM_001025251

Table 2. Specific primer sets used for RT-qPCR amplification.

Gapdh

Il-1β

Il-6

Tnf-α

NM_008084.2 Forward
Reverse

5’-aacgaccccttcattgacctc-3’
5’-actgtgccgttgaatttgcc-3’

Forward
Reverse

5’-aagttgacggaccccaaaag-3’
5’-tggctgcgagatttgaagctg-3’

Forward
Reverse

5’-acaaagccagagtccttcagag-3’
5’-tggaaattggggtaggaaggac-3’

Forward
Reverse

5’-tcgtagcaaaccaccaagtg-3’
5’-tttgagatccatgccgttgg-3’

NM_008361.4

NM_031168.2

NM_013693.3
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養したミクログリアを FBS 不含の MEM-aで丁寧に 3 回洗浄した後、マウス骨髄由来ミクロ

グリア様細胞培養上清または SB525334（1 µM；R&D Systems）を処置し、12 時間後にミクロ

グリアを PBS (-)で 3 回洗浄し、protease inhibitor cocktail（P8340；Sigma）、NaF（1 mM；富

士フィルム和光）および酸化バナデート（1 mM；Sigma）を添加した radio-immunoprecipitation 

assay buffer（富士フィルム和光）を加えて溶解し、細胞液を回収した。この細胞液を、遠心し

（12000 rpm、20 min、4°C）、その上清をサンプルとして回収した。回収したサンプルは Qubit 

Protein Assay kit（Thermo Fisher Scientific）、Quantus Fluorometer（Promega、Madison、WI、USA）

を用いてタンパク定量を行い、3 μg/µL になるように Sample Buffer Solution（富士フィルム

和光）と滅菌処理をした超純水を混合し、5 分間煮沸し調製した。  

この調製したサンプルを用い、タンパク質の発現を sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel 電気泳動法を行い解析した。試料を電気泳動（10% polyacrylamide gel、0.04 A）により分

離し、polyvinylidene difluoride 膜（Merck Millipore, Darmstadt, Germany）に転写（100 V、90 min）

した。一次抗体として、ウサギ抗 Smad2/3 抗体（1：1,000；Cell Signaling、Danvers、MA、USA；

cat# 5678）、ウサギ抗 Phospho-Smad2 抗体（1：1,000；Cell Signaling；cat# 18338）、ウサギ抗

Phospho-Smad3 抗体（1：1,000；Cell Signaling；cat# 9520）、マウス抗 β-actin 抗体（1：1,000；

Sigma；cat# A2228）、二次抗体として、horseradish peroxide（HRP）標識抗マウス IgG 抗体（GE 

Healthcare）、HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体（GE Healthcare）を使用した。化学発光は X 線フィ

ルム（Kodak、Rochester、NY、USA）を感光させることでバンドとして検出した。ブロッキ

ング剤として、BSA（富士フィルム和光）を使用した。発色試薬には、ECL Western Blotting 

Detection System（GE Healthcare）を使用した。 

 

2-2-14. 統計解析 

3 群以上の比較での統計学的解析は分散分析法 ANOVA を用い、検定にはBonferroni/Dunn

の検定を用いた。2 群間の平均値の比較には Student t 検定を用いた。モーリス水迷路試験に

おける「プラットホームに着くまでの時間」については、二元配置分散分析を用いて、遺伝

子型と試験日、または細胞投与群と試験日を変動因子として分析した。4 群（野生型および

APdE9 マウスの PBS 投与群および PBDML 細胞投与群）間の比較の検定には Fisher’s protected 

least significant difference（PLSD）の検定を用いた。 
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2-3. 実験結果 

 

2-3-1. PBDML 細胞の脳への生着 

EGFP マウス由来末梢血造血幹細胞より作製した PBDML 細胞を、APdE9 雄性（9-10 ヵ

月齢）および野生型 C57BL/6 雄性マウス（9-10 ヵ月齢）の海馬内へ移植し、マウス脳内でミ

クログリア様細胞としてどのくらいの期間、脳内で生存できるかを、細胞投与後 8 および 36

日目の脳組織切片（矢状面で切った切片を使用）を用いて免疫組織化学的手法により解析し

た。その結果、移植後 8 および 36 日目のどちらにおいても、移植した GFP 陽性 PBDML 細

胞が確認されたが、移植後 36 日目での PBDML 細胞は、移植後 8 日目と比べて細胞が拡散し

ている傾向にあった（Fig. 14A）。また、移植 36 日目における PBDML 細胞の形態を観察し

たところ（Fig. 14B）、ミクログリアに典型的なラミファイド型やアメボイド型を呈していた。

このことから、移植細胞はマウス脳内において移動し、少なくとも移植後 36 日目ではミクロ

グリア様細胞として生存することが明らかとなった。 
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Figure 14. Morphological and engraftment analysis of PBDML cells 8 and 36 days after 

transplantation in brains of wild-type mice.  

A, EGFP mouse-derived PBDML cells in hippocampi of wild-type mice 8 days and 36 days after the 

transplantation were stained with anti-GFP (green) antibodies and Hoechst 33258 (blue). Scale bars = 

1000 µm (upper panels), 100 µm (lower panels). B, EGFP mouse-derived PBDML cells were stained 

with anti-GFP (green) antibody. PBDML cells engrafted in the brain parenchyma formed ramified-type 

and ameboid-type morphology resembling of resident microglia in the brain. Scale bar = 20 µm. These 

figures are cited from Fig. 4 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429, and Fig. 14A is modified. 

 

A 

B 
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2-3-2. AD モデルマウスにおける移植 PBDML 細胞の脳内動態の解析 

野生型および APdE9 マウスのいずれにおいても、細胞移植直後は PBDML 細胞は投与部

位に密集していたが、移植後 8 および 36 日目では日数依存的に細胞が拡散していることがわ

かった（Fig. 15A）。そこで、これら隣接する各細胞間の距離を算出した結果（Fig. 15B）、

移植直後と比べて、移植後 8 日目では野生型マウスは約 1.9 倍、APdE9 マウスは約 1.2 倍、移

植 36 日目では野生型マウスは約 3.2 倍、APdE9 マウスは約 5.4 倍移植細胞間距離が増大して

いた。また移植後 36 日目において、野生型マウスと比べて、APdE9 マウス脳内における最近

隣細胞間距離が約 1.6 倍増大しており、AD 病態脳の環境下では移植細胞の移動距離が大きく

なることが示された（F(5,260) = 27.02, P < 0.001）。我々の以前の解析から、AD モデルマウス

に移植した細胞は Aβプラークへ指向性を持って移動していることが示唆されており(25)、今

回の結果もそれを支持するものと考えられる。 

一方、移植細胞の生存率をステレオロジーを用いて解析したところ、野生型および APdE9

マウスにおいて、移植直後の細胞数を 100%としたとき、移植後 8 日目ではそれぞれ約 26%、

約 33%まで減少しているのに対し、移植後 8 日目と比べて 36 日目ではそれぞれ約 68%、約

50%まで減少しており、日数依存的に細胞生存率が減少することがわかった（F(5,60) = 30.18, 

P = 0.0007）（Fig. 15C）。このことから、脳内に移植された PBDML 細胞は、その生着率は経

日的に減少するものの長期的に脳内で生存することが明らかとなった。 
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Figure 15. Distribution of PBDML cells in the hippocampus of mice after transplantation. 

A, PBDML cells injected in hippocampi of wild-type and APdE9 mice on days 0, 8, and 36 were 

immunohistochemically analyzed with anti-GFP antibodies (green). Scale bar = 20 µm. B and C, 

Distances between nearest PBDML cells injected into brains on days 0, 8, and 36 were measured by 

image analysis (B). Stereological analysis of cell survival rate in wild-type and APdE9 mice on days 0, 

8, and 36 after transplantation (C). Data represent means ± SEM in three brain sections per mouse from 

six different mice in each group. Statistical significance of differences among groups was determined 

by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. day 0 post-

transplantation of wild-type mice. ††P < 0.01, †††P < 0.001 vs. day 0 post-transplantation of APdE9 

mice. ‡‡‡P < 0.001 vs. day 8 post-transplantation of wild-type mice. §§§P < 0.001 vs. day 8 post-

transplantation of APdE9 mice. ##P < 0.01 vs. day 36 post-transplantation of wild-type mice. These 

figures are cited from Fig. 4 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429. 
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2-3-3. 移植 PBDML 細胞の Aβ貪食能の解析 

脳内に移植された PBDML 細胞の Aβ貪食能を、免疫組織化学的染色により解析した。移

植後 8 日目では Aβ プラークの周囲に集積する PBDML 細胞が多く認められた。一方、移植

後 36 日目では PBDML 細胞は丸いアメボイド型の形態となり、Aβを貪食する細胞が多かっ

た（Fig. 16A）。また、移植直後、移植後 8 および 36 日目において、海馬に存在する Aβを免

疫組織化学的染色により解析したところ、Aβ 陽性領域が日数依存的に減少していた（Fig. 

16B）。そこで、ステレオロジーを用いて、海馬領域における Aβプラークの体積および数を

定量的に解析した。その結果、PBS を投与した APdE9 マウスでは、移植後 36 日目において

Aβプラークの体積および数に変化はなかったものの、PBDML 細胞を移植した APdE9 マウス

では Aβプラーク体積および数が日数依存的に有意に減少し、移植後 36 日目においては、移

植直後のそれと比較して、それぞれ約 36％および約 35％にまで減少していた（Fig. 16C and 

D）（APdE9 mice injected with PBS：volume：F(2,12) = 0.07610, P = 0.9276、number：F(2,12) = 

0.7307, P = 0.5200；APdE9 mice injected with PBDML cells：volume：F(2,12) = 33.26, P = 0.0006、

number：F(2,12) = 10.72, P = 0.0105）。 

これらの結果から、PBDML 細胞は脳内においても Aβを貪食し、脳内 Aβを除去できる

ことが明らかとなった。 
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Figure 16. Transplanted PBDML cells phagocytose Aβ and ameliorate the Aβ burden in brains of 

APdE9 mice. 

A, Brain sections from APdE9 mice on days 8 and 36 were stained with anti-Aβ antibodies (red), anti-

GFP antibodies (green), anti-Iba-1 antibodies (white), and Hoechst 33258 (blue). GFP+ cells that exist 

in the vicinity of and accumulated on Aβ plaques are indicated with arrows and arrow heads, respectively. 

Scale bar = 20 µm. B, Brain sections of APdE9 mice injected with PBS (upper panels) and PBDML 

cells (lower panels), harvested on days 0, 8, or 36, were stained with anti-Aβ antibodies (red) and 

Hoechst 33258 (blue). Scale bar = 200 µm. C and D, Volume (C) and number (D) of Aβ plaques in 

hemisphere of APdE9 mice on days 0, 8, and 36, as determined by stereological analysis. Data represent 

means ± SEM in six different mice in each group. Statistical significance of differences among groups 

was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. 

day 0. †P < 0.05 vs. day 8. These figures are cited from Fig. 4 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429. 
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2-3-4. PBDML 細胞移植による作業記憶障害の改善効果の解析 

細胞移植による認知機能障害改善効果を評価するため、新規物体認識試験およびモーリ

ス水迷路試験を実施した。まず、移植前、移植後 7 および 28 日目において、新規物体認識試

験を行った（Fig. 17A）。この試験はマウスが新規物体に興味を示すというげっ歯類の特性を

利用した認知機能試験で、作業記憶を評価することができる試験である(74)。予めオープンフ

ィールドに入れ、馴化させておいたマウスを 2 個の物体（O1 と O2）を配置したオープンフ

ィールドに入れ、2 個の物体を自由に探索させると、マウスにとって 2 個の物体は新規の物

体であるため、同じ程度の頻度でそれぞれの物体に興味を示し、約 50%の確率でそれぞれの

物体に近づく（familiarization trial）。30 分後に一方だけ物体を入れ替え（O2→O3）、同じよ

うに試験を行う（recognition test）とマウスは以前確認した物体を覚えていれば新しい物体に

より興味を示して近づき、確率として 50%以上の確率で新規物体に近づくと考えられる。も

し覚えていなければ、新規物体と既知の物体へ接近する確率は 50%近くになる。野生型マウ

スに PBS を投与した群では、投与前から投与後 28 日目までにおいて、一貫して新規物体で

ある O3 に近づく頻度が高く、投与後 28 日目における物体指向指数が 67.8 ± 4.09%であった

ことから、認知機能は正常に保持されていることがわかった（Fig. 17B-D）。また、APdE9 マ

ウスに PBS を投与した群では、細胞移植前から投与後 28 日目までにおいて、一貫して O1 と

O3 のそれぞれの物体に近づく頻度に差がなく、投与後 28 日目では物体指向指数は 51.4 ± 

9.21%で認知機能障害を呈していた（Fig. 17C and D）。これらのことから、本試験によりマウ

スの認知機能を評価できることが示された。移植後 7 日目では、APdE9 マウスに PBDML 細

胞を移植した群の物体指向指数は 51.6 ± 10.8%であり、familiarization trialのときの 48.7 ± 9.12%

とほぼ同値であったことから認知機能障害を呈していたが、移植後 28 日目において O3 に近

づく頻度が増加し、その物体指向指数は familiarization trial の 52.1 ± 9.25%に比べ、recognition 

test で 69.4 ± 5.81%と有意に高く、認知機能障害の改善が認められた（Fig. 17D）。一方、野生

型マウスの PBDML 細胞を移植した群では、移植後 7 および 28 日目のどちらの時点でも既知

の物体と新規物体の区別がついておらず、認知機能障害が認められたことから、正常なマウ

スでは PBDML 細胞の移植が有害事象を引き起こすことが示唆された（Fig. 17C and D）（Day 

0：wild-type mice：t = 2.778, P = 0.0129、APdE9 mice：t = 1.644, P = 0.1144；Day 7：wild-type 

mice injected with PBS：t = 2.831, P = 0.0221、wild-type mice injected with PBDML cells：t = 0.1099, 

P = 0.9139、APdE9 mice injected with PBS：t = 1.211, P = 0.2434、APdE9 mice injected with PBDML 

cells：t = 0.6041, P = 0.5554；Day 28：wild-type mice injected with PBS：t = 2.808, P = 0.0484、

wild-type mice injected with PBDML cells：t = 0.02487, P = 0.9806、APdE9 mice injected with PBS：

t = 0.6879, P = 0.5221、APdE9 mice injected with PBDML cells：t = 2.473, P = 0.0483）。 
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Figure 17. PBDML cell transplantation ameliorates short-term memory impairment in APdE9 

mice. 

A, Schedule of transplantation and cognitive function tests. B-D, NORT was conducted to evaluate 

cognitive function in wild-type and APdE9 mice on days 0, 7, and 28 after transplantation. Wild-type 

and APdE9 mice were hippocampally injected with PBS or PBDML cells, respectively. Filled bars 

indicate the object preference index values during the familiarization trials, whereas diagonal lined bars 

indicate the indexes during the recognition test. Data represent means ± SEM of object preference 

indexes from six mice in each group. Student’s t-test was used for statistical analysis. *P < 0.05 vs. 

familiarization trial. These figures are cited from Fig. 5 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429.  
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2-3-5. PBDML 細胞移植による空間認知記憶障害の改善効果の解析 

さらに、マウスの空間認知機能を評価するため、移植後 36 日目にモーリス水迷路試験を

行った（Fig. 18A）。トレーニング期間である初めの 5 日間は、日数依存的にプラットホーム

にたどり着くまでの時間が減少し、全ての群のマウスがプラットホームの位置を覚え、その

記憶力に差異のないことがわかった（F(12,80) = 0.4553, P = 0.9339）（Fig. 18B）。 

その後 6 日目に、プラットホームを取り除いた状態でのプローブテストにおいて、細胞

を移植した APdE9 マウスでは、PBS を投与した場合と比較してプラットホーム領域に滞在す

る時間の割合が約 1.6 倍有意に大きく、PBDML 細胞の移植が認知機能障害の改善に効果があ

ることが示唆された（F(3,60) = 5.835, P = 0.0030）（Fig. 18C and D）。一方、細胞を移植した

野生型マウスのプラットホーム領域の滞在時間の割合は、PBS を投与した野生型マウスより

約 71％と有意に小さく、認知機能障害が認められたことから、正常なマウスでは PBDML 細

胞の移植が有害事象を引き起こすことが示唆された（Fig. 18C and D）。 

 

 

 

  



 55 

 

 

Figure 18. PBDML cell transplantation ameliorates long-term memory impairment in APdE9 

mice. 

A, Schedule of transplantation and cognitive function tests. B, Morris water maze test was conducted to 

evaluate spatial learning and memory on days 30–35. Escape latency to reach the hidden platform was 

determined on 5 successive days for wild-type and APdE9 mice injected with PBS or PBDML cells. 

For each day of training, the mean of four trials per day is presented. Data represent means ± SEM of 

object preference indexes from six mice in each group. Statistical significance of differences among 

groups was determined by repeated measures two-way ANOVA with a post-hoc Fisher’s PLSD test. C, 

In the probe test, the time spent in target area was estimated. Data represent means ± SEM of object 

preference indexes from six mice in each group. Statistical significance of differences among groups 

was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. 

wild-type mice injected with PBS. †P < 0.05 vs. APdE9 mice injected with PBS. D, The red area 

indicates the target quadrant, and the heat maps indicate typical swimming trajectories in the last probe 

test. These figures are cited from Fig. 5 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429.   
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2-3-6. PBDML 細胞移植による脳内炎症状態の変化 

AD の一般的な病理的特徴として、Aβの細胞外沈着と細胞内過剰リン酸化タウタンパク

質の凝集が挙げられる。ミクログリアの活性化と炎症性サイトカインの放出により、続いて

起こる神経炎症もまた、AD の病変として示唆されている(75,76)。そこで、細胞移植が脳内環

境に及ぼす影響を調べるため、PBS または PBDML 細胞を投与した野生型および APdE9 マウ

ス海馬における炎症性サイトカイン遺伝子（Il-1β、Il-6 および Tnf-α）の発現量を RT-qPCR 法

を用いて解析した。その結果、PBS を投与した APdE9 マウスでは、PBS を投与した野生型マ

ウスと比べて、いずれのサイトカインの mRNA 発現量もそれぞれ約 1.2 倍、約 1.3 倍および

約 1.1 倍と増加傾向にあり、脳内炎症状態であることが示唆された（IL-1β：F(3,36) = 0.9025, 

P = 0.4684、IL-6：F(3,36) = 1.436, P = 0.2810、TNF-α：F(3,36) = 0.8449, P = 0.4954）（Fig. 19）。

一方、PBDML 細胞を移植した APdE9 マウスでは、PBS を投与した APdE9 マウスと比較し

て、それらの mRNA 発現量がそれぞれ約 70％、約 75％および約 81％と減少傾向にあり、脳

内炎症の緩和がみられた（Fig. 19）。一方で、PBDML 細胞を移植した野生型マウスにおける

各サイトカインの mRNA 発現量は 4 群の中で最も高く、PBS を投与した野生型マウスと比較

してそれぞれ約 1.8 倍、約 1.5 倍および約 1.5 倍であった（Fig. 19）。このことから、Aβ病態

のない状態で PBDML 細胞を移植すると、脳内炎症を惹起する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Effect of transplantation of PBDML cells on brain inflammation. 

The mRNA expression levels of pro-inflammatory cytokines, IL-1β, IL-6, and TNF-α in the hippocampi 

of wild-type and APdE9 mice injected with PBS or PBDML cells on day 36 by RT-qPCR. Data 

represent means ± SEM from four mice in each group. Statistical significance of the differences among 

groups was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. These figures are 

cited from Supplementary Fig. S3 in J. Alzheimers Dis., 2020, 73, 413–429. 
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2-3-7. PBDML 細胞移植による海馬内オリゴデンドロサイトの発現変化 

AD において、早期の段階でオリゴデンドロサイトの機能異常が生じており疾患の発症や

進行に関与することが示唆されている(69–71)。オリゴデンドロサイトは髄鞘形成を行うこと

から、髄鞘タンパク質や髄鞘に含まれる脂質を特異的に発現する。MBP はオリゴデンドロサ

イトのマーカーとして知られており、主要な髄鞘タンパク質の一つである(77)。そこで、MBP

を指標として、細胞移植部位である海馬におけるオリゴデンドロサイトの発現を解析した。

RT-qPCR 法により、MBP の mRNA の発現を解析したところ、PBS 投与した APdE9 マウスで

は、PBS 投与した野生型マウスと同程度の発現量であった。一方、PBDML 細胞を移植した

APdE9 マウスでは、PBS を投与した APdE9 マウスと比べて、オリゴデンドロサイト遺伝子

（Mbp）の発現量が約 1.2 倍増加していた（F(3,36) = 5.871, P = 0.0105）（Fig. 20A）。また、

PBDML 細胞を移植した野生型マウスにおける MBP の mRNA 発現量は 4 群の中で最も低く、

PBS を投与した野生型マウスと比較して約 61％減少していた（Fig. 20A）。 

さらに、免疫組織化学的手法による解析でも、PBS 投与した APdE9 マウスでの MBP 発

現量は、PBS 投与した野生型マウスの約 54%まで減少していた。PBDML 細胞を移植した

APdE9 マウスでは、PBS を投与した APdE9 マウスと比較して MBP の発現が約 1.4 倍増加し

ていた（F(3,32) = 22.13, P = 0.0003）（Fig. 20B and C）。また、PBDML 細胞を移植した野生

型マウスでは他の 3 群と比べて、MBP の発現の低下がみられた。 

これらの結果から、APdE9 マウスでは、野生型マウスと比べてオリゴデンドロサイトの

発現が低下しているが、PBDML 細胞移植によって海馬内のオリゴデンドロサイトの発現の

増加、つまり髄鞘の再形成が引き起こされたと考えられる。一方、Aβ 病態のない状態で

PBDML 細胞を移植すると海馬内のオリゴデンドロサイトの脱落を引き起こしてしまう可能

性が示唆された。 
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Figure 20. Effect of transplantation of PBDML cells on expression of oligodendrocytes. 

A, The mRNA expression levels of oligodendrocyte marker, MBP in the hippocampi of wild-type and 

APdE9 mice injected with PBS or PBDML cells on day 36 by RT-qPCR. Data represent means ± SEM 

from four mice in each group. Statistical significance of the differences among groups was determined 

by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. **P < 0.01 vs. wild-type mice injected with 

PBS. B and C, Brain sections from wild-type and APdE9 mice injected with PBS or PBDML cells on 

days 36 were stained with anti-MBP antibodies (red) and Hoechst 33258 (blue) (B). Scale bar = 20 µm. 

The intensity of MBP-immunoreactive area was measured using the Image J software (C). Data 

represent means ± SEM of the intensity of MBP-immunoreactive area in one field from three 

independent samples. Statistical significance of the differences among groups was determined by one-

way ANOVA with a post-hoc Bonferroni/Dunn test. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. wild-type mice 

injected with PBS. ††P < 0.01 vs. wild-type mice injected with PBDML cells.  
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2-3-8. 造血幹細胞由来ミクログリア様細胞の内在性ミクログリアに対する作用の解析 

これまでの結果より、PBDML 細胞の脳内移植が AD モデルマウスの認知機能障害の改善

に効果があることが明らかになったが、この移植療法のさらなる臨床応用のため、ミクログ

リア様細胞の移植が脳内環境へ与える影響を評価した。本実験では、末梢血造血幹細胞より

も骨髄細胞の方が採取できる細胞数が多く（1-3-1）、ミクログリア様細胞の調製が容易であ

ることから、BMDML 細胞を用いて、BMDML 細胞が分泌する液性因子に着目し、内在性ミ

クログリアへの作用を解析した。 

In vitro 系において、Multi-Analyte ELISArray Kit を用いた解析により、BMDML 細胞培養

上清では TGF-β1 の発現増加がみられ、BMDML 細胞が TGF-β1 を産生していることがわかっ

た（Fig. 21A）。また、ELISA を用いて初代培養ミクログリアの Aβ貪食量を解析したところ、

BMDML 細胞培養上清処置群では、非処置群と比べて Aβ貪食量が約 1.5 倍に増加しており、

一方、BMDML 細胞培養上清および SB525334（TGF-β1 阻害剤）を処置した群では、BMDML

細胞培養上清処置群と比べて約 80％の Aβ貪食量低下がみられた（F(2,30) = 14.22, P = 0.0003）

（Fig. 21B）。 

TGF-β1 は、TGF-β receptor (TGF-βR) 2 と結合し、その後 TGF-βR2 は TGF-βR1 と複合体

を形成して、その複合体が転写因子である Smad 分子をリン酸化することで細胞の機能変化

が誘導される(78)。そこで、ミクログリアの Aβ 貪食機能に対して BMDML 細胞培養上清が

TGF-β1 を介して促進的に作用しているのかどうか、細胞内シグナルである Smad2 および

Smad3 のリン酸化状態をウエスタンブロット法を用いて解析した。また、TGF-β1 が誘導する

Aβ 貪食促進に対する、TGF-βR1 阻害による影響についても解析を行った。 その結果、初代

培養ミクログリアに BMDML 細胞培養上清を処置した群では、リン酸化 Smad2 および Smad3

の発現が増加したのに対し、BMDML 細胞培養上清および SB525334 を処置した群では発現

の低下がみられた（Smad2：F(2,12) = 0.5241, P = 0.6169、Smad3：F(2,12) = 0.02291, P = 0.9774、

p-Smad2：F(2,12) = 6.135, P = 0.0354、p-Smad3：F(2,12) = 9.239, P = 0.0147）（Fig. 21C and D）。

これらの結果から、in vitro 系において BMDML 細胞は TGFβ1 を産生し、ミクログリアの Aβ

貪食機能促進に働いていることが示唆された。 

さらに、in vivo 脳内でも BMDML 細胞が同様の機能を有しているのか確認するため、AD

モデルマウスへ BMDML 細胞を移植し、移植後 14 日目における脳内 Aβ量を免疫組織化学

染色法およびステレオロジーを用いて解析した。その結果、BMDML 細胞移植群では、PBS 投

与群と比べて海馬内 Aβ量が約 42%にまで減少していた（Fig. 21E）。一方、BMDML 細胞お

よび SB525334を処置した群では、BMDML細胞移植群と比べて海馬内Aβ量が約 1.5倍多く、

BMDML 細胞は in vivo 脳内においても TGFβ1 産生能を有しており、BMDML 細胞自身の A

β貪食作用に加えて内在性ミクログリアの Aβ貪食促進にも作用している可能性が考えられ

る（F(2,12) = 18.15, P = 0.0029）（Fig. 21E）。以上の結果より、in vitro および in vivo 実験系

において BMDML 細胞は TGF-β1 を産生しており、自身の Aβ貪食能に加えて内在性ミクロ

グリアの Aβ貪食能を促進する働きがある可能性がある。  
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Figure 21. The effect of BMDML cells on Aβ phagocytic function in mouse microglia. 

A, To identify humoral factors secreted from mouse BMDML cells, ELISA-based cytokine array in the 

conditioned medium of various number of BMDML cells (3.0 x 105-3.0 x 106) was conducted. The O.D. 

value of the positive control included in the kit was set as 100%. B, Semiquantitative analysis of the 

amount of Aβ phagocytosed by the microglia measured by ELISA. Cultured microglia were treated with 

Aβ (1.0 µM) and conditioned medium derived from BMDML cells (3.0 x 106 cells) in the presence or 

absence of SB525334 (1.0 µM). Data represent means ± SEMs from six samples in each group. 

Significance (Bonferroni/Dunn test): ***P < 0.001 vs. control. †P < 0.05 vs. conditioned medium. C, 

Western blot analysis of total Smad2/3 and phospho-Smad2/3. Cultured microglia were treated with 

conditioned medium derived from BMDML cells (3.0 x 106 cells) in the presence or absence of 

SB525334 (1.0 µM), an inhibitor of TGF-βR1. D, Protein levels of total Smad2, total Smad3, phospho-

Smad2, and phospho-Smad3 were semiquantitatively measured by densitometry. Data represent means 

± SEMs from three samples in each group. Significance (Fisher’s PLSD): *P < 0.05, **P < 0.01 vs. 

control. †P < 0.05 vs. conditioned medium. E, Immunohistochemical analysis of Aβ (red) and Hoechst 

33258 (blue) in the hippocampi of APdE9 mice 14 days after PBS or BMDML cell injection with or 

without SB525334 (30 µM). Scale bar = 200 µm. The volume of Aβ plaques inside regions of interest 

at the injection sites of one hemisphere from each APdE9 mouse was stereologically analyzed. Data 

represent means ± SEMs from three different mice in each group. Significance (Bonferroni/Dunn test): 

**P < 0.01 vs PBS. †P < 0.05 vs BMDML cells. 
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2-4. 考察 

 

本章では、第 1 章で作製した PBDML 細胞が in vivo 脳内においても機能を発現するか否

かを評価するため、AD モデルマウスを用いて移植実験を行った。ミクログリアは脳内環境に

応じてその形態を変化させることが知られている。定常状態では、分岐して突起を伸ばした

形態であるラミファイド型をとり、神経細胞のシナプスに接触し、脳内環境を監視している

(15,16)。一方、AD 病態脳では、ミクログリアは丸いアメーバ様の形態であるアメボイド型を

とり、Aβの貪食除去に働く(79,80)。本研究において、脳内に移植した PBDML 細胞はラミフ

ァイド型を呈する細胞や、Aβプラーク周囲ではアメボイド型を呈する細胞が観察され、内在

性ミクログリアと同様に脳内環境に応じた形態をとって生着していることが示された。 

次に、移植した PBDML 細胞が生着に際して脳内でどのような動きをしているのか調べ

た。その結果、PBDML 細胞は日数依存的に細胞間距離が増大しており、我々の以前の解析か

ら Aβに指向性を持って脳内を遊走していることが示唆された。神経細胞では脳への移植後、

脳内での細胞の移動がほとんど起こらないことが報告されており(81)、PBDML 細胞が脳内を

Aβに指向性もって遊走できるということは、極めて興味深い現象であり、この機序としては、

TREM2(82)や CD36(83)などによる Aβ の認識を介していると考えられるが、詳しいメカニズ

ムは今後の検討課題である。今回の解析では、移植後 36 日目において、アメボイド型を呈し

た PBDML 細胞が Aβプラーク周囲に集積し、Aβを貪食している様子が観察された。第 1 章

で、PBDML 細胞は、炎症性サイトカインである Il-1β、Il-6 および Tnf-α mRNA の発現量が低

く、抗炎症性サイトカインである Tgf-β1 mRNA の発現量が高かったことから、移植直後も抗

炎症型の細胞として機能すると考えられるが、PBDML 細胞の表現型が脳内でどのように変

化していくのかについては今後さらなる解析が必要である。さらに今回の解析では、PBDML

細胞を移植した AD モデルマウスの海馬領域の Aβ 量が減少したが、投与部位から離れた部

位では Aβ量の減少は認められなかった。これは、本解析が移植後 36 日目までしか行えてい

ないことに起因すると考えられる。移植した PBDML 細胞の生存率をみると、移植後 8 日目

と比較して 36 日目では大きく減少しなかったことから、少ないながらも一定数の細胞が脳内

に生着し、内在性ミクログリアと同様に増殖とアポトーシスを繰り返し続ける可能性が考え

られる(84)。このことから、移植後 36 日目以降においてより広範囲に PBDML 細胞が遊走し、

投与部位から離れた部位の Aβ を減少させることができる可能性もあり、より長期での移植

細胞の脳内動態を調べることは今後の検討課題である。 

本研究では、アミロイドカスケード仮説をもとに、脳内 Aβの除去が AD の根本的治療に

つながるという概念で実験を行なってきた。その結果、末梢血造血幹細胞からミクログリア

様細胞を分化誘導することができ、さらにこのミクログリア様細胞を AD モデルマウスの海

馬内へ移植することにより、in vivo 脳内においても Aβ貪食能を示し、認知機能障害の改善効
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果が認められた。今回の解析では、短期記憶および作業記憶を評価することのできる新規物

体認識試験(74)と、長期記憶および空間認知記憶を評価することのできるモーリス水迷路試

験(85)の 2 種類の記憶試験を実施した。その結果、いずれの試験でも、PBDML 細胞を移植し

た AD モデルマウスでは、PBS 投与群と比べて認知機能障害の改善が見られた。この細胞移

植療法において AD 所見に対する治療効果が認められたメカニズムとして、まず第一に、AD

の原因物質である脳内 Aβの減少が考えられるが、AD 病態下ではミクログリアが活性化して

おり、それが周囲のアストロサイトの活性化を引き起こし、脳内環境が炎症状態に導かれる

ことが知られている(86)。今回の解析でも、PBS 投与した AD モデルマウスでは、PBS 投与し

た野生型マウスと比較して炎症性サイトカイン（Il-1β、Il-6 および Tnf-α）遺伝子の発現量が

増加傾向にあった。一方、PBDML 細胞を移植した AD モデルマウスの海馬では、PBS 投与群

と比べて、炎症性サイトカイン（Il-1β、Il-6 および Tnf-α）遺伝子の発現量が減少しており、

細胞移植により脳内炎症が抑制されることが示唆された。 

その他にも、治療効果の機序として移植による脳内環境への作用が考えられる。TGF-β1

は、当初、線維芽細胞の形質転換を促進する因子として見出され命名されたが、現在では細

胞の増殖・分化・細胞外マトリックスの生成や炎症・免疫、癌の浸潤・転移などの制御に重

要な役割を担う、多機能性サイトカインであるとされている(87,88)。また TGF-β1 は脳の外傷

時にも、アストロサイトやミクログリアから産生され、神経成長因子の合成を促進すること

で神経細胞の再生にも機能することが報告されている(89,90)。また、多発性硬化症モデルマ

ウスにおいて、TGF-β1 は髄鞘の再形成を行い、神経機能の回復に寄与していることが報告さ

れている(91)。第 1 章での解析から、PBDML 細胞はミクログリアと比べて TGF-β1 の mRNA

発現量が高く、TGF-β1 を産生している可能性が示唆された。一方では、PBDML 細胞を移植

した AD モデルマウスにおいて、PBS を投与した AD モデルマウスと比較して、オリゴデン

ドロサイトのマーカーである MBP の発現が高かったことから、オリゴデンドロサイトで形成

される髄鞘の修復がみられた。このことは、PBDML 細胞からの TGF-β1 分泌が髄鞘の回復を

示したと考えられる。TGF-β1 にはミクログリアの Aβ 貪食を促進する作用があり(92)、今回

の解析では、骨髄由来ミクログリア様細胞が TGF-β1 を産生し、Smad2/3 シグナル経路を介し

て内在性ミクログリアの Aβ貪食促進に作用することを明らかにした。この結果はまた、脳実

質への細胞移植ではなく、末梢血中への細胞の輸注であっても、TGF-β1 のような液性因子の

脳内への移行による治療効果が期待できる可能性を示唆する。今回の解析は BMDML 細胞を

用いた解析であったが、本効果は、PBDML 細胞移植にも期待できる効果であることが予想さ

れる。以上より、PBDML 細胞の移植は、PBDML 細胞自身の Aβ病態だけでなく、脳内炎症

環境および脳内の周囲の細胞にも影響を及ぼしており、多機能的に作用して認知機能障害の

改善に寄与することが分かった。今後より詳細なメカニズムの解明が望まれる。 

本移植療法の臨床応用を考慮した場合、その安全性は非常に重要な問題である。今回の

解析において、細胞移植した野生型マウスでは認知機能の低下がみられた。この詳しいメカ

ニズムは不明だが、野生型マウスの脳内には Aβ などの PBDML 細胞の標的となる異物が存
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在しないことが原因の一つと考えられる。また、細胞移植した野生型マウスの海馬では、PBS

を投与した野生型マウスと比べて、炎症性サイトカイン（Il-1β、Il-6 および Tnf-α）の mRNA

発現量の増加およびオリゴデンドロサイトの発現低下がみられた。このことから、PBDML 細

胞は、正常脳では異物として認識され、脳内免疫恒常性のバランスを破綻させたことにより、

認知機能の低下が誘導された可能性が推察される。したがって、PBDML 細胞を AD 患者に移

植するときの AD 病態のステージや脳内炎症環境を考慮することの重要性が、本研究により

新たに示唆された。 

PBDML 細胞移植による野生型マウスの認知機能低下のその他の原因として、PBDML 細

胞とミクログリアの発生起源の違いが考えられる。ミクログリアは、胎生 7.5 日目に卵黄嚢

で発生する一次造血で産生される原始マクロファージが起源であり、この細胞が血液脳関門

が形成される胎生 9.25-9.5 日目までに脳へ遊走し、CSF-1 シグナルを介してミエロイド系転

写因子である PU.1 や Irf8 が活性化され、ミクログリアに成熟する(46,47)。一方で、成体のマ

クロファージは二次造血の造血幹細胞から発生し、CSF-1 シグナルを介した PU.1 や Irf8、さ

らに Myb の活性化により、単球を経てマクロファージがつくられる(43–45)。これらの報告か

ら、PBDML 細胞は二次造血の造血幹細胞由来であり、ミクログリアとは発生起源および分化

経路が異なることから、正常な脳内においては異物として認識され、有害事象を起こした可

能性がある。近年、induced pluripotent stem（iPS）細胞から胎生期の一次造血を再現した原始

マクロファージを作製できることが報告されており(93,94)、実際のミクログリアに非常に近

い細胞へと分化誘導することが可能である(93–97)。この iPS 細胞由来原始マクロファージ

（iMacs）を移植に用いれば、脳内において内在性ミクログリアと同じように生着できる可能

性があり、野生型マウスにみられた有害事象が回避できると考えられる。iMacs を用いた AD

の新規細胞移植療法の治療効果の検討は今後の課題である。 

本研究では、海馬へ直接 PBDML 細胞を投与することにより、AD 治療に用いる細胞とし

て有用性を評価した。しかしながら、この移植療法の臨床応用を考えると、細胞の投与経路

として脳内への直接的投与は、侵襲性が高く患者の身体にかかる負担も大きい。そこで、末

梢からの投与により脳内へと移植細胞を到達させ治療を行うことができれば、より有用な治

療法となり得る。放射線照射したマウスや CSF-1 受容体阻害剤の経口投与により脳ミクログ

リアを枯渇させた AD モデルマウスにおいて、単球由来マクロファージが末梢から脳へ移行

することが報告されている(98,99)。この手法を用いれば、末梢から投与した PBDML 細胞が

脳へと送達され、より低侵襲的に AD 細胞移植療法を実施することができると考えられる。

しかし、放射線照射は副作用として疲労感、食欲不振、易感染性、易出血性などの急性期お

よび晩期障害が起こる可能性があり、高齢者にとっては健康状態の損失を招き、身体に大き

な負担を伴うリスクが高まる(100)。また、CSF-1 受容体は脳ミクログリアだけでなく、末梢

の組織マクロファージにも発現しており、CSF-1 受容体阻害剤の使用は全身の各臓器に影響

を与えることが考えられる。さらに、CSF-1 受容体阻害剤による脳ミクログリアの枯渇によ

り、末梢血単球由来マクロファージの浸潤およびミクログリアの再増殖が起こるが
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(84,101,102)、これらの細胞の Aβ プラークへの集積はミクログリアの枯渇を行う前と比べて

弱いことも報告されている(103,104)。また、本研究により、末梢血単球（Ly6c+細胞）由来マ

クロファージと PBDML 細胞の Aβ 貪食能を比較したところ、末梢血単球由来マクロファー

ジの方が Aβ貪食能が低かった。以上のことから、より未熟な幹細胞、すなわち加齢や病態環

境下にエピジェネティック修飾を受けていない造血幹細胞などから Aβ 貪食細胞に働くフレ

ッシュなミクログリア様細胞を作り出し、治療に用いることが意義が高いことが予想される。

さらに、安全かつ簡便な末梢から中枢への細胞送達方法のない現況においては、本解析で実

施した PBDML 細胞を直接脳内へ移植する手法は、現時点では最も有用な手段の一つである

ことが示唆された。 

当研究室ではこれまでに、骨髄細胞からミクログリア様細胞（BMDML 細胞）を分化誘

導する手法を確立している。本研究における PBDML 細胞とこの BMDML 細胞の性質を比較

すると、表面抗原の発現パターン、LPS 処置によるサイトカイン産性能、Aβ貪食能などにお

いて同じような結果が得られている。分化効率を上げるため、分化誘導に用いたサイトカイ

ンは異なるものの、両細胞は起源となる細胞が同じであることから、性質の似通った細胞が

作製できたと考えられる。さらに、今回新しく明らかとなった知見として、PBDML 細胞は移

植後 36 日間というより長期でも脳内で生存していること、短期記憶および作業記憶を評価す

る新規物体認識試験だけでなく、長期記憶および空間認知記憶を評価するモーリス水迷路試

験でも認知機能障害の改善が見られたこと、またそのメカニズムとして、脳内 Aβ量減少だけ

でなく、移植細胞による脳内炎症の抑制や髄鞘の再構築化、移植細胞が分泌する液性因子の

内在性ミクログリアへの作用が示唆されたことが挙げられる。以上より、AD 患者の多くが高

齢者であることを考慮すると、PBDML 細胞は BMDML 細胞と比べて低侵襲性に採取できる

という点から臨床指向性が高い細胞であり、AD 新規細胞療法に用いるのに有用な細胞であ

ると考えられる。  
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総括 

 

本研究ではミクログリアの代替となる細胞ソースとして、骨髄細胞よりも低侵襲性に採

取できる末梢血に着目し、その中に含まれる造血幹細胞の効率的な採取方法とミクログリア

様細胞への効率的分化誘導方法を新たに確立し、その機能について in vitro ならびに in vivo に

おいて評価を行った。 

第 1 章では、まず、G-CSF および CXCR4 阻害剤の併用投与により末梢血中に含まれる

造血幹細胞数を増やすことに成功した。この採取した末梢血造血幹細胞に CSF-1 に加えて IL-

34 により 10 日間刺激することで、さらに効率良くミクログリア様細胞（PBDML 細胞）が分

化誘導できることを見出した。また、この PBDML 細胞はミクログリアと同様に、Aβに対す

る貪食能および炎症性刺激に対する各種サイトカイン産性能を有していた。また、AD 患者の

多くが高齢者であることを考慮し、老齢マウス由来PBDML細胞の機能評価を行ったところ、

末梢血造血幹細胞の採取数は減少するものの、若齢マウスと同程度の PBDML 細胞への分化

能を示し、Aβ貪食能を維持していることが明らかとなった。 

第 2 章では、この PBDML 細胞を AD モデルマウス海馬内に移植し、その脳内動態や脳

内環境へ及ぼす影響を解析し、さらに認知機能障害改善効果についてもその機序を含めてよ

り詳細に評価した。その結果、移植した PBDML 細胞は内在性ミクログリアと同様に脳内に

生着していることが確認された。また、移植細胞は経日的に脳内に拡散し、特に AD モデル

マウスにおいて PBDML 細胞は Aβ プラークへ指向性を持って遊走しており、その貪食機能

により、脳内 Aβの除去に機能することが示唆された。さらに、移植細胞は投与した最初の一

週間で数は減少するが、その後は比較的、安定して脳内に生着することが分かった。AD モデ

ルマウスの海馬では、PBDML 細胞の移植により炎症状態の緩和および髄鞘の再形成を認め

た。また、骨髄造血幹細胞由来ミクログリア様細胞を用いた解析では、TGF-β1 の産生を介し

て内在性ミクログリアの Aβ貪食も促進することを発見し、PBDML 細胞もこのような作用を

有する可能性が示唆された。このことから上記のすべてが多角的に PBDML 細胞移植による

AD モデルマウスの認知機能障害改善効果に寄与していることを本研究により新たに見出し

た。また血中の単球から分化誘導したミクログリア様細胞との比較において、より未熟な幹

細胞からミクログリア様細胞を作製することで、Aβ貪食作用などより高い治療効果を得られ

ることが示唆された。 しかしながら、野生型マウス脳への PBDML 細胞移植の結果から、移

植を行う AD 病態のステージや脳内炎症環境については慎重にならないといけないことがわ

かった。 

現在、AD 発症の引き金は Aβであることが示唆されており、脳内から Aβを除去するこ

とが根本的治療法になると期待されている。しかし、その他にも様々な脳内環境変化が AD で

は引き起こされており、今回の解析で示唆されたように、PBDML 細胞を移植することで、AD

の根本的な治療につながる可能性が期待される（Schema 2）。本研究より、低侵襲性に採取で

きる末梢血造血幹細胞は、AD の新規細胞治療戦略において有用な細胞であり、今後の臨床応
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用に向けた更なる研究の発展が期待される。本研究は、血液内科学と脳神経科学という異分

野領域からの研究アプローチの融合により得られた研究成果であり、今後もこのような統合

的学術領域からの新たな研究が、様々な疾患に対する新しい治療の可能性を切り開くことが

ますます期待される。 

 

 

Schema 2. The effect of PBDML cells transplantation in AD pathology. 
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