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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病治療薬として汎用されているドネペジルは、グルタミン酸誘発神経細胞死
に対して保護作用を発現し、その神経保護作用には、ニコチン性アセチルコリン受容体により活性化されるPhosphatid
ylinositol 3-kinase(PI3K)-Akt経路が関与している。培養大脳皮質細胞において、ドネペジルの神経保護作用機序の
一部に、PI3K-Akt経路を介したGSK-3βの活性抑制が関与すること、またGSK-3β活性抑制の下流シグナルとしては、Bc
l-2の発現上昇ではなく、β-cateninの発現上昇や部位特異的なtauリン酸化が関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Donepezil is widely used as a therapeutic drug for Alzheimer's disease. It 
prevents cortical neurons against glutamate neurotoxicity through nicotinic acetylcholine receptors, 
followed by the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt pathway. In cortical cultures, donepezil 
inhibited the activation of glycogen synthase kinase-3β(GSK-3β) through the PI3K-Akt pathway. 
Furthermore, downstream signaling of inhibition of GSK-3β activity involved the expression level of 
β-catenin and site-specific tau phosphorylation, rather than the expression level of Bcl-2.
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１．研究開始当初の背景 
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。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。
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．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、新たなアルツハイマー
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。既存のアルツハイマー病治療
薬の神経保護作用については、ニコチン性ア
セチルコリン受容体により活性化される
Phosphatidylinositol 3-kinase-Akt 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、Akt 下流因子候補の
Glycogen synthase kinase-3 に注目して、アル
ツハイマー病治療薬の神経保護作用の作用
点が Tau リン酸化の制御、遺伝子発現の制御、
Caspase 切断抑制、NMDA 受容体の発現制御
などである可能性を検討し、そこにいたる作
用機序を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 胎生 17-19 日齢ラット胎仔より大脳皮質を
摘出・単離し、培養 7 日目までは 10% FBS、
培養 8 日目からは 10% HS を含む Eagle's 培地
により培養した。実験には培養 10-12 日目の
成熟した細胞を用いた。神経細胞死の評価は
Lactate dehydrogenase (LDH) release assay によ

り評価した。タンパクの発現変化およびリン
酸化は Western blotting 法を用い、検出には
ECL system を用い、定量は ImageJ を用いて
行った。 
 
 
４．研究成果 
 培養大脳皮質細胞において、ドネペジル処
置はGSK-3 の 9位のセリン残基のリン酸化
を亢進し、そのリン酸化は PI3K の阻害薬を
ドネペジルと同時処置することにより抑制
された。グルタミン酸処置により惹起される
GSK-3の 216 位のチロシン残基のリン酸化
は、ドネペジルを処置することで抑制された。
GSK-3阻害薬は濃度依存的にグルタミン酸
誘発神経細胞死に対して保護作用を示した。
Bcl-2 の発現量は、ドネペジル処置により上
昇した。一方、GSK-3阻害薬処置では変化し
なかった。-catenin は、ドネペジルおよび
GSK-3阻害薬のいずれの処置においても発
現が上昇した。以上の結果より、ドネペジル
の神経保護作用機序の一部に、PI3K-Akt 経路
を介した GSK-3の活性抑制が関与すること、
また GSK-3活性抑制の下流シグナルとして
は、Bcl-2 の発現上昇ではなく、-catenin の
発現上昇が関与することが示唆された。 
 Tau の脱リン酸化酵素の阻害剤である
okadaic acid 処置により、処置時間依存的かつ
濃度依存的な神経細胞死および tau リン酸化
の上昇が見られた。神経細胞死が抑制された
条件下でドネペジルを 24 時間前処置したと
ころ、部位特異的に tau リン酸化の抑制傾向
が見られた。以上の結果より、ドネペジルの
神経保護作用機序の一部に、GSK-3活性抑制
の下流シグナルとして、部位特異的な tau リ
ン酸化が関与することが示唆された。 
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