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概要

　脂質は認知症を発症させる要因なのだろうか？過剰な脂質摂取や代謝不良が生活習慣病を引き起こし、QOLを
損なう実情にある。2007年には脂質代謝不良の状態が脂質異常症・リピドーシスと名付けられ、日本人の 4人に
1人は脂質異常症と推定されている。認知症の脳でも脂質蓄積、すなわちリピドーシスが起こっているという傍
証が次々と報告されているものの、どのような機構で認知症における免疫細胞が脂質代謝不良を引き起こすの
か、その脂質代謝不良がどのように神経細胞死を誘発するのか、その答えは分かっていない。本研究の目的は、
独自に開発したオルガネラ分画技術とマルチオミクスを融合させ、脳に常駐する免疫細胞であるミクログリアの
脂質代謝異常が認知症発症に及ぼす影響を提示することである。
　そこで、Grn-/-マウス脳オルガネラ分画液を作製し、オルガネラ局在とオミクスデータを融合させると、初期エ
ンドソーム、リソソーム、ミトコンドリア、輸送小胞において年齢依存的な脂質蓄積が確認された。また、この
脂質蓄積はミクログリアが発端であり、これに続いて神経細胞でも脂質蓄積が始まった。加えて、Grn-/-ミクログ
リアにおける脂質蓄積の起因を観察すると、脂質のエンドソーム-リソソーム輸送システムが崩壊し、脂質代謝異
常が起きており、Grn-/-ミクログリアは脂肪酸を過剰分泌していた。Grn-/-ミクログリア由来過剰脂質の放出が
ニューロンに与える影響を、Grn-/-ミクログリア-ニューロン共培養システムを用いて解析したところ、Grn-/-ミク
ログリアは炎症性酸化リン脂質を介してニューロン細胞死や神経突起分岐減少を引き起こすことが示された。
これらの結果から、ミクログリアが老化により様々な炎症性タンパク質だけでなく脂質までも分泌することで
ニューロンを攻撃し、前頭側頭型認知症を引き起こすことが証明された。今後、Grn-/-ミクログリアにおける脂質
代謝異常の原因因子を特定する。最後に、三菱財団自然科学研究助成からの支援は、研究留学から帰国した際の
研究環境整備に使用させていただき、すみやかな研究進捗を支える心強い支援となったことに感謝申し上げま
す。

背景および目的

　認知症をはじめとする神経変性疾患の発症は、老化という過程の中で、脳を取り巻く環境が変わり、ニューロ
ンの生存を脅かす影響を与えることが要因のひとつである。脳免疫細胞の一種ミクログリアは、これまで脳のボ
ディーガード的な役割を担うとされてきたが、老化すると、ニューロンへの攻撃に積極的に関わることが分かっ
てきた。しかし、静止ミクログリアが、(1)老化による攻撃性ミクログリアへの転換、(2)ニューロンへの攻撃、
(3)ニューロン減少を誘発する 3つの現象の関連性は明瞭なものの、攻撃性ミクログリアへの分極機構とニューロ
ンへの攻撃様式についての全貌は明らかにされていない。これまでに、若年性認知症の一種である、前頭側頭型
認知症モデル・プログラニュリン欠損(Grn-/-)マウスの脳において、加齢に伴いミクログリアのボディーガード機
能、すなわち貪食による不要物質除去機能と炎症物質産生機能が過剰に活発化し、攻撃状態となることを明らか
にし、そのミクログリアが過剰な補体因子 C1q及び C3bを分泌することでニューロンを攻撃することを見出した
(Zhang J, et al., Nature, 2020)。加えて、老化ミクログリアの脂質輸送遺伝子の発現変化が大きいことから、認知症
ミクログリアが補体だけでなく炎症性脂質の過剰分泌を介して神経変性を誘発することを見出した。つまり、心
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筋梗塞や脂肪肝など多くの人が患う生活習慣病と常に隣り合わせの脂質代謝異常が、認知症をも引き起こすと推
察される。本研究の目的は、独自に開発したオルガネラ分画技術とマルチオミクスを融合させ、脳に常駐する免
疫細胞であるミクログリアの脂質代謝異常が認知症発症に及ぼす影響を提示し、認知症予防、治療、診断方法開
発の足掛かりにすることである。

結果および考察

1．オルガネラを基盤とした Grn-/-脳における脂質蓄積局在
　まず、13ヶ月齢認知症モデル Grn-/-マウス脳を用い、オルガネラ分画液をスクロース密度勾配遠心法により作
製し、ウエスタンブロットにより各オルガネラ局在を把握した（図 1A）。その後、各オルガネラ分画液の機能状
態と脂質量を知るために、プロテオミクス及びリピドミクス解析を行い、オルガネラ局在とマルチオミクスデー
タをバイオインフォマティクス融合し、認知症における脂質蓄積の原因となるオルガネラの同定を試みた。Grn-/-

マウス脳では初期エンドソーム、リソソーム、ミトコンドリア、輸送小胞において多くのタンパク質発現変化が
認められた(図 1B)。また、各オルガネラ分画液を用いたリピドミクスデータから炎症性脂質を抽出し、炎症性脂
質が局在するオルガネラを解析したところ、機能異常があったオルガネラ画分では年齢依存的な炎症性脂質の増
加が起きていた（図 1C）。また、Grn-/-マウス脳を中性脂質マーカー LipidTOXを用いて染色し、脂質蓄積が顕著
な細胞を特定したところ、年齢依存的な脂質蓄積が Iba1+ミクログリア、そして Tuj1+ニューロンの 2種細胞のみ
で観察された。さらに、ミクログリアとニューロン細胞内における LipidTOX蛍光強度を画像解析したところ、
ミクログリアの方がニューロンよりも早期の 7から 11ヶ月齢にかけて脂質蓄積を示し、その後 11から 18ヶ月
齢にかけてニューロンでの脂質蓄積が起きることがわかった（図 1D）。このことから、前頭側頭型認知症におけ
る脂質蓄積はミクログリアが起点であると考えられる。

図 1．Grn-/-マウス脳におけるリピドーシスプロファイル
(A) Grn-/-全脳を用いたオルガネラ分画方法。(B) Grn-/-脳オルガネラ分画を用いたプロテオミク
スデータ。(C) オルガネラ分画とリピドミクスデータの融合および Grn-/-脳オルガネラにおけ
る脂質量変化。(D) Grn-/-視床ミクログリアとニューロンにおける年齢依存的脂質蓄積。P値:
two-way ANOVA。

　
2．Grn-/-ミクログリアにおける脂質代謝異常機構
　Grn-/-ミクログリアが脂質蓄積を示すメカニズムを明らかにするために、Grn-/-初代培養ミクログリアを用いて、
脂質代謝異常が起こるオルガネラを観察した。まず、Grn-/-初代培養ミクログリアにおいても、脳組織と同様に脂
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質異常蓄積が起きているかどうかをリピドミクス解析により確認した。すると、Grn-/-初代培養ミクログリアは脳
組織と同様に脂質を多く含んでいることがわかった（図 2A）。また、Grn-/-脳組織において、エンドソームや輸送
小胞内での脂質が顕著に増加していたことから、Grn-/-ミクログリアは脂質分泌が盛んであることが推察される。
そこで、この推察を検証するために、Grn-/-ミクログリア培養上清(MCM)を用いたリピドミクス解析により Grn-/-

ミクログリアの脂質分泌量を観察したところ、Grn-/-ミクログリア培養上清には飽和脂肪酸、不飽和脂肪酸を含む
多くの脂肪酸が含まれていた（図 2B）。このことから、Grn-/-ミクログリアは、Grn+/+ミクログリアと比較して脂
質分泌が盛んであることがわかった。加えて、Grn-/-脳組織のオルガネラ画分を用いたプロテオミクス解析では、
脳内の脂質代謝異常はリソソーム経路や輸送小胞で生じると明らかになったことから、Grn-/-培養ミクログリアを
用いリソソーム経路における脂質代謝経路異常を蛍光染色により解析した。すると、Grn+/+ミクログリアでは、
脂質は細胞内取り込みや合成後、CD68+成熟リソソームに運ばれたものの、Grn-/-培養ミクログリアは CD68+成熟
リソソームを形成せず、成熟リソソーム内で脂質分解が行われる証拠は得られなかった。一方で、Grn-/-培養ミク
ログリアはは Rab3A+分泌小胞や Rab7+後期エンドソームに局在する脂質が増加していた（図 2C）。つまり、前頭
側頭型認知症モデル Grn-/-ミクログリアでは、リソソーム成熟がスムーズに移行されず、後期エンドソームに脂
質が蓄積され、さらには分泌小胞にも多くの脂質が局在し、細胞外に過剰に脂質が分泌されていることが明らか
になった。

図 2．Grn-/-ミクログリアにおける脂質代謝異常
(A) Grn-/-初代培養ミクログリアにおけるリン脂質、コレステロール増加。P値: two-tailed t-test。
(B) Grn-/-初代培養ミクログリア培養上清(MCM)における脂肪酸増加。P値: two-tailed t-test。(C)
Grn-/-初代培養ミクログリア分泌小胞、後期エンドソームにおける脂質蓄積の増加および成熟リ
ソソーム欠如。P値: two-tailed t-test。

　
3．Grn-/-ミクログリア由来炎症性脂質を介した神経変性の誘発
　脂質蓄積を起こした Grn-/-ミクログリアがニューロンを攻撃し神経変性疾患を誘発する要因のひとつになるか
どうかを解き明かすために、Grn+/+及び Grn-/-ミクログリア-ニューロン共培養システムを開発した。具体的には、
培養 13日目の初代培養皮質神経に初代培養ミクログリアを播種し、さらに脂質代謝を促進させるためにオレイ
ン酸(OA)を同時に添加し、24時間後に神経細胞死及び神経突起形態の観察を行った（図 3A）。この共培養システ
ム上でも、Grn-/-ミクログリアは Grn+/+ミクログリアと比べて脂質を豊富に含んでおり、Grn-/-ミクログリア内の脂
質が神経変性に及ぼす影響を観察することが可能な培養システムであることを確認した。中性脂質マーカー・
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LipidTOXを用いてミクログリア内の脂質を可視化したところ、Grn-/-ミクログリアは Grn+/+ミクログリアと比較
して、より多くの LipidTOX+脂質を細胞体に含んでいた。また、Grn-/-ミクログリアと共培養した Grn-/-ニューロ
ンは、Grn+/+ミクログリアと共培養した時よりも多くの LipidTOX+脂質を有していた（図 3B）。ミクログリアを
共培養した際の、神経細胞死を cleaved-caspase 3染色により可視化し陽性細胞数を解析すると、Grn-/-ミクログリ
アは、Grn+/+ミクログリアに比べて神経細胞死をより多く誘発していた（図 3C）。また、MAP2+神経突起の長さ
と本数を解析し、Area under the curve(AUC)で示すと、Grn-/-ミクログリアとの共培養は神経突起退縮を促進させる
ことがわかった（図 3C）。ミクログリアが脂質を介して神経を攻撃する場合、Grn-/-ミクログリアの脂質代謝異常
が発生し、認知症ミクログリアからの神経毒性脂質放出が上昇することで神経細胞死を誘発するという過程を辿
るはずである。そこで、炎症性脂質の一種・酸化ホスファチジルコリンの取り込みを中和抗体阻害することで、
認知症ミクログリアから分泌される炎症性脂質が神経変性を誘発することを確認したところ、Grn-/-ミクログリ
ア-ニューロン共培養システムでは、炎症性脂質受容体の中和抗体により神経突起退縮や神経細胞死が抑制される
ことを明らかにした（図 3C）。このことから、Grn-/-ミクログリアは炎症性脂質を放出し、ニューロン機能を衰弱
させることが示された。本研究により、脳のボディーガード役であるはずのミクログリアが老化により様々な炎
症性タンパク質を分泌することでニューロンを攻撃するという先行研究はいくつかあるものの、タンパク質だけ
でなく脂質までも放出しニューロンを脅かしているということが示された。

図 3．Grn-/-ミクログリアは炎症性脂質を介してニューロン死を誘導する
(A) Grn-/-ミクログリア-ニューロン共培養システム。(B) Grn-/-ミクログリア共培養による神経形
態の退縮。(C)Grn-/-ミクログリアが誘発するニューロン死と神経突起の退縮(上)、炎症性脂質受
容阻害による Grn-/-ミクログリア由来神経突起退縮の抑制(下)。

まとめ

　本研究により、前頭側頭型認知症の脳でリピドーシスが起きる機構の解明に加えて、ミクログリアが脂質を放
出してニューロンを減少させることが明らかになった。近年、脳に常駐する 4種の細胞、ニューロン、オリゴデ
ンドロサイト、アストロサイト、ミクログリアが様々な形式で相互に影響し合う機構が少しずつ明らかになって
きている(Vainchtein ID & Molofsky AV, Trnds Neurosci, 2020)。認知症をはじめとする神経変性疾患においてもこ
れらの細胞間相互作用の崩壊に起因する証拠が報告されているが(Liddelow SA, et al., Nature, 2017)、多くは炎症性
タンパク質を介したものであり、脂質に関する報告は少なかった。本研究において、ミクログリアからニューロ
ンへの脂質蓄積連鎖が起きることを発見し、ミクログリアが分泌する炎症性脂質がニューロンを変性させること
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（完）

を証明した。今後は、脳以外の器官での脂質代謝異常や生活習慣病、さらには脂質過剰摂取が知能に影響を及ぼ
すかという展開に進み、脳機能や認知症リスクの低下に繋がる知見を発信する。
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