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研究成果の概要（和文）：本研究では，ラット大脳皮質由来初代神経培養細胞を用いて，興奮性神経伝達物質で
あるグルタミン酸の添加濃度及び時間を段階的に設定し，アミロイド前駆体タンパク（APP）のprocessingを解
析した．グルタミン酸100μMでは添加2時間で全長型APPの発現が一過性に低下し，これに伴いAPP C末端断片β
（CTFβ）も発現が低下した．一方，グルタミン酸0.1μMでは添加2時間でCTFβの発現増加，添加24時間でAβの
増加がみられた．さらにこのAβの増加はNMDA受容体を阻害することで抑制された．これらの結果から，持続的
な神経興奮の抑制がアルツハイマー病の新たな治療ターゲットとなることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：To clarify the association between Alzheimer's pathophysiology and neuronal 
activity, we analyzed the processing of amyloid precursor protein (APP) under various conditions of 
glutamatergic activation using primary culture of rat cortical neurons. At 100 μM glutamate, the 
expression of full-length APP transiently decreased after 2 hours of activation, with decreased APP 
C-terminal fragment β (CTFβ). In contrast, at 0.1 μM glutamate, the expression of CTFβ increased
 after 2 hours activation, and levels of Aβ elevated after 24 hours activation. Furthermore, this 
elevation of Aβ was suppressed by inhibiting the NMDA receptor. These results suggest that 
suppression of sustained neural activation would be a novel therapeutic target for Alzheimer's 
disease.

研究分野： 神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病 (AD) の主要な病理変化の一つは神経細胞外に沈着するβ-アミロイド (Aβ)から構成される
老人斑である．
本研究は，持続的な神経細胞の興奮がAβ産生亢進を介しAD病態に関与することを示した．さらに，NMDA受容体
の阻害によりAβ産生を抑制することを明らかにしたことから，持続的な神経興奮の抑制がADの新たな治療ター
ゲットとなることが示唆された． 



１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病(以下 AD)は病理組織学的に、老人斑と神経原線維変化に特徴づけられる。  

老人斑を構成するアミロイド β (以下 Aβ)は、アミロイド前駆体蛋白(以下 APP)が細胞内で β セ
クレターゼおよび
γ セクレターゼに
よる切断を受ける
ことにより産生さ
れ、細胞外に放出
される。一方、APP
が α セクレターゼ
による切断を受け
ると、Aβ は産生さ
れない(右図)。 
ヒト脳内におい

て最も早期に Aβ
が沈着する領域は、default mode network と呼ばれる安静時脳活動の高い領域と一致することが
分かっている。また、AD モデルマウス脳を電気的に刺激し神経活動を亢進させることで、脳
間質液中の Aβ 量が増加することが報告されている。 
 
２．研究の目的 

AD の早期病態では、Aβ の蓄積部位からシナプス投射を受けるニューロンの活動が亢進して
おり、過剰な神経活動の亢進は、その後の認知機能障害の進行と相関する。本研究は、早期 AD
の脳内を模倣した in vitro のアッセイ系を新規に構築し、AD の治療開発への研究基盤を確立す
ることが目的である。 
 
３．研究の方法 
中枢神経系で主要な興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸を用いた in vitro の系により、神

経細胞興奮が APP からの Aβ 産生にどのような機序を介して影響するか、さらには興奮の程度
や持続時間による Aβ 産生への影響を検証した。 
神経細胞興奮の程度と興奮の持続時間に依存した APP プロセッシングの変化を捉えるため、

ラット大脳皮質由来初代神経培養細胞 (胎生 17 日)を用いて薬剤添加刺激により検討した。グ
ルタミン酸の添加濃度及び時間を段階的に設定し、添加刺激後に細胞溶解液及び培養上清を回
収し、蛋白発現をウエスタンブロット法および ELISA 法により解析した。 
 
４．研究成果 
(1)高濃度および低濃度グルタミン酸による APP プロセッシングへの影響 

グルタミン酸刺激を 2 時間行い、APP プロセッシングを評価した。この際、APP C 末断片 (以
下 APP-CTFs) は、産生後すみやかに γ セクレターゼにより分解されるため、γ セクレターゼ阻
害剤により γ 切断を抑制した上でグルタミン酸刺激を行った。 
グルタミン酸 100 μM 刺激では全長型 APP (以下 APP-FL) の発現低下が明らかであった。さ

らに APP-CTFβ の発現も低下していた。 
一方、グルタミン酸 0.1 μM では APP-CTFβ の発現増加を認めた。 
これらのことから、グルタミン酸 100 μM での刺激条件では β 切断の抑制がみられた一方で、

グルタミン酸 0.1 μM では β 切断が亢進することが示唆された。 
 



(2)低濃度グルタミン酸による長時間刺激の APP プロセッシングへの影響 

次に、β 切断の亢進が示唆されたグルタミン酸 0.1 μM での刺激を、より長時間行い、APP プ
ロセッシングへの影響を解析した。 
グルタミン酸 0.1 μM を添加し 24 時間刺激したと

ころ、sAPPβ の増加を認めた。さらに、β セクレタ
ーゼ阻害剤を添加することにより β 切断を抑制する
と sAPPβ の消失とともに、APP-FL の発現増加傾向
を認めた。また、ELISA 法により培養上清中の
Aβx-40 を定量したところ、グルタミン酸 0.1 μM、24
時間刺激により、有意な増加を認めた。これらのこ
とから、グルタミン酸 0.1 μM による持続的な神経細
胞興奮は β 切断の亢進を介して、Aβ 産生を亢進させ
ることが示唆された。 

 
 
 

 
(3)神経活動依存性の Aβ 産生亢進への NMDA 型受容体アンタゴニストによる効果 

 グルタミン酸 0.1 μM での長時間刺激による Aβ 産生の高診
が NMDA 型受容体の活性化を介するかを検証するため、
NMDA 型受容体アンタゴニストである MK-801 を添加した。
グルタミン酸添加により増加した sAPPβ の発現は、MK-801
添加により有意に抑制された。さらに、ELISA 法による Aβx-40
の定量では、グルタミン酸添加により増加傾向をみとめ、
MK-801 添加で有意に低下を認めた。これらのことから、グル
タミン酸 0.1 μM により促進されたアミロイド産生は NMDA
型受容体の活性化を介していることが示唆された。 
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