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研究成果の概要（和文）：アミロイドβ（Aβ）タンパク質の活性フラグメント、Aβ25-35投与による認知機能
障害はトリメチルグリシン（ベタイン）の前処置により抑制されること、また、Neuro2A細胞にAβ25-35または
過酸化水素水を処置すると細胞生存率が低下し、ベタインはこの細胞生存率の低下を抑制することを明らかにし
た。GABAトランスポーター２（GAT2）の発現とベタインの細胞内への取り込み量には正の相関があり、Aβ25-35
を脳室内に投与したマウスの海馬では、NeuN陽性神経細胞においてGAT2の蛍光シグナルが強く認められたことか
ら、ベタインは神経細胞に取り込まれ、神経保護効果を示す可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We reported that cognitive dysfunction after intraventricular injection of A
β25-35, an active fragment of amyloid β (Aβ) protein, in mice is suppressed by pretreatment with 
trimethylglycine (betaine), and in Neuro2A cells treated with Aβ25-35 or hydrogen peroxide 
solution, cell viability decreased, and betaine suppresses this decrease in cell viability. 
Furthermore, there was a positive correlation between the expression of GABA transporter 2 (GAT2) 
and the amount of betaine taken up into cells, and in the hippocampus of mice treated with Aβ25-35 
intraventricularly the fluorescence signal of GAT2 is emitted in NeuN-positive neurons. These 
results suggest that betaine may be taken up in nerve cells and exhibit a neuroprotective effect.

研究分野：神経薬理学

キーワード： ベタイン（トリメチルグリシン）　GAT2　アルツハイマー病治療薬　ベタイン-GABAトランスポーター　
神経保護作用

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー型認知症（AD）の認知機能低下により、社会生活が困難となり、患者本人や周囲の家族を苦しめ
る。しかし、AD発症後の治療は極めて難しく、予防薬開発が求められている。これまでに我々はAＤ様認知機能
障害に対して、ベタインが予防効果を示すことを報告している。ベタインは、既に消化促進を目的とするサプリ
メントとして市販され、さらに、ホモシスチン尿症の治療薬として国内で承認されていることから、導入は容易
と考えられる。以上から、ベタインの認知症予防効果が証明され、さらにベタインのトランスポーターGAT2の病
態生理学的機能が解明されれば、学術的および社会的意義は大変大きなものになると予想できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 日本国内の認知症患者数は 2013 年発表で 460 万人以上にのぼり、その半数以

上がアルツハイマー型認知症（AD）だといわれている。AD 患者の脳内では、ア

ミロイド β（Aβ）タンパク質の凝集・沈着による老人斑および過剰なリン酸化

tau タンパクの蓄積による神経原線維変化などが観察され、それらにより神経細

胞障害が引き起こされる。しかし、現在、AD の根本的治療薬はなく、AD 発症

後の治療は極めて難しいと考えられる。そのため、AD 発症を遅らせる、または

抑制するような予防的対策を講じる必要がある。 
 ベタインは、哺乳動物の細胞内でメチル基供与体として、ホモシステイン（Hcy）
をメチオニンに転換する酵素（BHMT）の基質としてメチオニンサイクルの中で

重要な役割を担っている（Kempson et al., Front Physiol, 2014）。最近の臨床報告か

ら、AD を含む認知症患者や統合失調症などの精神疾患患者の血液中 Hcy 量が

健常者よりも高いこと、さらに、それら患者の血中 Hcy 量の増加と認知機能障

害との間には相関関係があることが明らかとなった（Faux et al., J Alzheimers Dis, 
2011; Moustafa et al., Front Behav Neurosci, 2014）。脳内の過剰な Hcy は、酸化ス

トレス、ミトコンドリア障害および神経細胞死などを引き起こすことが報告さ

れている（Moustafa et al., Front Behav Neurosci, 2014）。以上の報告に基づき、我々

は、過剰量の Hcy をマウスに末梢投与したところ認知機能が障害され、ベタイ

ンがその障害を改善することを既に証明している（Kunisawa et al., Behav Brain 
Res, 2015）。 
 
２．研究の目的 
 ベタインを事前に処置することで、Aβや過酸化水素水による神経細胞障害を

予防できるかどうかを調査する。さらに、ベタインを効率よく作用させるため

に、GAT2 の病態生理学的な機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 マウス由来神経株化細胞の Neuro2A 細胞に、Aβの活性フラグメントである

Aβ25-35、または過酸化水素水を処置し、細胞死を確認するために MTT解析を行

った。さらに、GAT2 タンパク質の発現レベルを調べる目的で、ウェスタンブロ

ット法を用いた。ベタインの細胞内への取り込みは、蛍光色素である FAM をベ

タインに標識した FAM-ベタインを Neuro2A 細胞に処置し、抗フルオロセイン

抗体を用いて、免疫細胞化学法により FAM-ベタインを検出した。GAT2 タンパ

ク質の過剰発現には、野生型 GAT2 プラスミドを制限酵素により線状にし、



Neuro2A 細胞に遺伝子導入した。その後、GM418添加により GAT2導入細胞を

セレクションし、GAT2 過剰発現安定細胞株を樹立した。マウス海馬の神経細胞

におけるベタインの取り込みを調べるために、FAM-ベタインをマウス脳室内に

直接的に投与し、海馬を薄切後、抗フルオロセイン抗体を用いて FAM-ベタイン

を検出した。神経細胞は、成熟神経細胞マーカーの抗 NeuN抗体を用いて同定し

た。 
 
４．研究成果 

 我々は、マウス神経

芽細胞腫 Neuro2A 細胞

に Aβ25-35、または酸化ス

トレスを引き起こす過

酸化水素水（H2O2）を処

置したところ、Aβ25-35お
よび過酸化水素水は、細

胞生存率を低下させた

が、ベタインを事前処置

しておくと、Aβ25-35 や

H2O2 による細胞生存率

の低下が抑制された（図 1）。 
 以上から、ベタインによる神経保護効果が示

唆された。 
次に、ベタインのトランスポーターである

GAT2 タンパク質の発現レベルを調べたところ、

Aβ25-35、および H2O2処置は、濃度依存的に GAT2
の発現を増加させた（図 2）。GAT2 の病態生理学

的意義を明らかにするために GAT2 過剰発現安

定細胞株を作製した。コントロールとしては、

eYFP 過剰発現安定細胞株を用いた。 
コントロール eYFP 過剰発現細胞に Aβ25-35、または過酸化水素水を処置する

と、図 1 の結果と同様に顕著な細胞生存率の低下が認められたが、GAT2 過剰発

現安定細胞株に Aβ25-35、または過酸化水素水を処置すると細胞生存率低下の抑

制が認められた（図 3）。このことは、GAT2 が神経保護的な役割を担っているこ

とを示しており、図 2のAβ25-35、および過酸化水素水処置により誘導されたGAT2
も細胞を保護するための現象と考えられる。 



 
最後に、GAT2 過

剰発現安定細胞株

に FAM-ベタイン

を処置し、GAT2 発

現レベルとベタイ

ンの細胞内取り込

み量を調べたとこ

ろ、両者の間には

正の相関関係が認

められた（図 4）。
マウス海馬の神経

細胞におけるベタ

インの取り込みについて調べるために、マ

ウスの脳室内にFAM-ベタインを微量投与

後、凍結切片を作成し、薄切後に免疫組織

化学染色を行った。その結果、対照群の未

標識 FAM を投与したマウス海馬と比較し

て、FAM-ベタインを投与したマウス海馬

における蛍光

シグナル陽性

細胞数は顕著

に多く、さらに

NeuN陽性神経

細胞における

割合で比較し

ても、FAM-ベ
タイン投与マ

ウスでより多くの蛍光シグナルが確認できた（図 5）。 
以上より、神経細胞における GAT2 タンパク質の発現レベルが高いほど内因

性ベタインの取り込み量が増え、神経保護効果を発揮する可能性が考えられた。 
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of Alzheimer’s disease.
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