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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の病理学的特徴である神経原線維変化は過剰にリン酸化されたタウ
が主要な構成要素である。本研究においてまず、マウス脳組織とラット胎仔由来初代培養大脳皮質細胞を用い
て、低温負荷によりタウのリン酸化が惹起される評価系を構築した。そこで、これらの評価系を用いて、低温負
荷により惹起されるタウのリン酸化に対するアルツハイマー病治療薬ドネペジルの作用について検討したとこ
ろ、ドネペジルがタウのリン酸化を抑制することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tau hyperphosphorylation is one hallmark of Alzheimer’s disease. Here, we 
investigated the effects of donepezil on tau hyperphosphorylation induced by hypothermia in vivo and
 in vitro. The phosphorylation levels of tau were significantly increased under hypothermia 
treatment. Pretreatment with donepezil prevented hypothermia-induced tau phosphorylation induced by 
hypothermia. These results suggest that donepezil prevents hypothermia--induced tau 
hyperphosphorylation in vivo and in vitro.

研究分野：薬理学

キーワード： アルツハイマー型認知症　タウ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病治療薬の神経保護作用の作用点は未だにわかっておらず、そこに至る作用機序についても不明
な点が多い。本研究成果の学術的意義は、これらを明らかにすることで新たな作用点を有する新規アルツハイマ
ー病治療薬の開発に繋がる重要な基礎的情報を得ることである。本研究の社会的意義として、高齢化社会におけ
る国民の健全な老後生活に大きく貢献することができると予想される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病は進行性の神経変性疾患であり、症例が報告されてから約100年経た今も、
発症・進行の機序には不明な部分が多く、根本的な治療方法は確立されていない。高齢化が進む
社会にとって、アルツハイマー病の発症・進行の機序の解明と治療方法の確立は医学的・社会的
に重要な課題である 1。 
 アルツハイマー病の病理学的特徴として、認知学習機能に重要であるコリン作動性ニューロ
ンの脱落が挙げられる。アルツハイマー病治療薬の多くは、神経伝達物質のアセチルコリンを分
解するアセチルコリンエステラーゼ（AChE）の活性を阻害することにより、認知機能障害を緩
和することを目的として開発された 2が、近年の研究から、アルツハイマー病治療薬の治療効果
には、AChE阻害活性に加えて神経保護作用などの複数の異なる作用が関与する可能性が指摘さ
れている 3。現在、新たな治療薬開発に向けて、アルツハイマー病治療薬の新たな神経保護作用
機序の解明が切望されている。 
 
(2) これまでに、アルツハイマー病治療薬の神経保護作用を報告し、さらに、ニコチン性アセチ
ルコリン受容体（nAChR）により活性化される Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt- Glycogen 
synthase kinase-3(GSK-3)シグナル伝達経路が保護作用に重要であることを明らかにしてきた 4-7。
しかし、Akt以降の神経保護作用機序の詳細については、依然として不明な点が多く、アルツハ
イマー病治療薬の作用点は明らかにされていなかった。 
 
(3) アルツハイマー病の脳における神経細胞死については、老人斑の主成分である Amyloid-ペ
プチド(A)に加えて、神経原線維変化の原因である微小管結合タンパク質タウの過剰なリン酸化
が関与することが知られている 8。Aとタウが同定されてから数十年の間、ADの治療法の開発
は主に Aに焦点が当てられてきたが、近年、タウが注目されてきている。タウ病変は A病変よ
りも認知障害との相関が高いことから、臨床症状が明らかになれば、タウの標的化は Aクリア
ランスよりも効果的であると期待されている。今後の診断法の改善により、タウを予防的な標的
とすることも考えられる 9。 
  
 タウは微小管細胞骨格の安定性を制御しており、これには GSK-3 によるタウリン酸化の制御
が重要であると報告されている 10。実際に、タウ過剰リン酸化により誘発される細胞死を GSK-
3の機能阻害により抑制することが知られている 11。GSK-3についてはさらに、遺伝子発現、細
胞内輸送、代謝や Caspaseなどの制御を介して細胞生存の様々な側面に関与することが考えられ
るが、アルツハイマー病治療薬の作用とタウリン酸化の制御との関係については、不明な点が多
い。また、神経原線維変化の危険因子として麻酔が示唆されており 12、麻酔においては、投与に
より低体温が誘発されると報告されている 13。近年、タウのリン酸化は低温負荷により誘発され
ることが報告されている 14。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、アルツハイマー病治療薬の神経保護作用の作用点と作用機序を明らかにす
ることにより、アルツハイマー病治療薬の開発につながる基礎的情報を得ることである。アルツ
ハイマー病治療薬の神経保護作用については、nAChRにより活性化される PI3K-Akt-GSK-3経路
が重要であることが、主に申請者らの研究から明らかになっているが、その下流で神経保護作用
がどのように発現するのか明らかになっていない。本研究では、アルツハイマー病治療薬の神経
保護作用の作用点が GSK-3 下流因子候補のタウリン酸化の制御である可能性を検討し、そこに
至る作用機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 5週齢 ICR系雄性マウス(体重 29-36 g)に、三種混合麻酔薬（0.3 mg/kg medetomidine, 4.0 mg/kg 
midazolam, 5.0 mg/kg butorphanol）を腹腔内投与し、低体温（直腸温 28℃）を誘発後、経心灌流
および大脳皮質の採取を行った。ドネペジル（0.01-1.0 mg/kg）の経口投与は、大脳採取の 24時
間前に行った。採取した脳組織に bufferを加えてホモジナイズ、変性処理、遠心を行い、上清を
得た。上清と Sample bufferを等量混合し、サンプルを調製した。 
 
(2) 胎生 17-19 日齢の Wistar 系ラット胎仔より大脳皮質を摘出・単離し、0.1%ポリエチレンイ
ミンでコーティングしたプレートに大脳皮質細胞を播種し細胞培養を行った。細胞は 37℃、5% 
CO₂ 環境下で培養した。培養 1-7 日目は 10％ウシ胎仔血清を、8 日目以降は 10%ウマ血清を添
加したイーグル MEM 培地を用いた。培養 6 日目よりアラビノシトシンを処置し、非神経細胞
の増殖を抑えた。実験には培養 10日目以降の成熟した細胞を用いた。30℃、5% CO₂ 環境下で
4時間培養することにより低温負荷処置を行った。ドネペジル（10 M）は低温負荷の 24時間前
に処置した。培養した細胞を lysis buffer で可溶化し、タンパク質濃度を一定にした後に 変性処
理を行った。 
 
 リン酸化タウおよび全タウの発現量はWestern Blotting法により解析を行った。SDS-PAGE に
よりタンパク質を分離し、PVDF膜に転写した後にブロッキングを行い、一次抗体(AT8、AT180、



PHF-1、Total Tau)、および二次抗体（マウス由来 HRP）と反応させた。検出には ECL system 、
定量には Image J を用いた。データは統計処理を行った。データはすべて平均値±標準誤差で
表した。統計学的な有意差は、一元配置分散分析後の Tukey’s testにより評価した。すべての実
験において危険率 5%未満の場合に統計学的に有意な差があると判定した。 
 
４．研究成果 
(1) In vivoにおいて、低体温モデルマウスを作製するため、三種混合麻酔薬を投与し、マウスに
対する作用を確認した。マウスに三種混合麻酔薬を腹腔内投与した結果、control投与群と比較し
て、麻酔薬投与群では、投与 10分後から体温の低下が見られ、投与 30分後に直腸温が 28 oCと
なり、低体温の誘発が確認された。 
 低体温処置を施したマウスの大脳皮質ホモジネートを用いてタウのリン酸化量を検討した。
タウのリン酸化部位として、Ser202、Thr205、Thr231、Ser396、Ser404はアルツハイマー病患者
の剖検脳において高度にリン酸化されている。本研究ではタウリン酸化抗体として Ser202、
Thr205を認識する AT8、Thr231を認識する AT180、および Ser396、Ser404を認識する PHF1を
用いた。 
 三種混合麻酔薬の投与によって低体温を誘発したマウス大脳皮質において、リン酸化抗体（AT8、
AT180、PHF1）で認識されるタウのリン酸化が惹起された。 
 低体温誘発の 24時間前から 1.0 mg/kgドネペジルを経口投与したところ、いずれのリン酸化部
位を認識する抗体での検出においても、タウのリン酸化の増加が抑制された。ドネペジルの用量
を 0.01 mg/kg から 1.0 mg/kgまで変化させて投与したところ、低体温により惹起されるタウのリ
ン酸化が濃度依存的に抑制された。 
 
(2) In vitroにおいて、初代培養大脳皮質細胞に低温負荷処置を行うことによるタウのリン酸化へ
の作用を確認した。初代培養大脳皮質細胞に 30℃、4時間低温負荷処置を行うことにより、マウ
ス脳内と同じ部位（Ser202, Thr205 を認識する AT8、Thr231 を認識する AT180、および Ser396, 
Ser404を認識する PHF1）のタウのリン酸化が惹起された。 
 低温負荷処置の 24時間前から 10 M ドネペジルを処置したところ、いずれのリン酸化部位を
認識する抗体（AT8、AT180、PHF1）での検出においても、ドネペジルの前処置によりタウのリ
ン酸化の増加が抑制された。 
 
 これらの結果から、マウス脳組織（in vivo）およびラット胎仔由来初代培養大脳皮質細胞（in 
vitro）のいずれにおいても、低温負荷処置条件下では、タウのリン酸化が惹起されることが明ら
かになった。さらに、アルツハイマー病治療薬であるドネペジルは低温負荷処置によって惹起さ
れるタウのリン酸化を抑制することが示唆された。 
 本研究で構築したリン酸化タウの評価系は、臨床応用されているアルツハイマー病治療薬の作
用機序の詳細な解析に資するものであると考えられる。 
 アルツハイマー病の根本治療薬は未だ開発されていないが、アルツハイマー病の進行を抑制
する疾患修飾薬として、リン酸化タウを標的とした新たなる作用点を持つアルツハイマー病治
療薬の開発のための研究も今後進んでいくと予想される 15。アルツハイマー病治療薬のタウの
リン酸化抑制機構を明らかにした本研究成果は、既存のアルツハイマー病治療薬の作用機序を
明らかにするとともに、新規アルツハイマー病治療薬の開発において有用な基礎的資料を提供
するものであると考えられる。 
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