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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病脳に沈着するアミロイドβ（Aβ）凝集促進物質としてlysophosphatidylc
holine (LPC)を特定し、LPCがオリゴマーを増加させることを証明した。Aβ凝集抑制物質としてフタロシアニンを特定
し、凝集や神経細胞死のメカニズムを解明するとともに治療応用の可能性を検討した。発光域700nmのフタロシアニン
誘導体を合成し、Aβとの親和性を確認し、アルツハイマー病脳内に沈着するAβを近赤外線診断する基礎検討を行った
。

研究成果の概要（英文）：We have detected lysophosphatidylcholine (LPC) as a compound that promotes 
amyloid beta aggregation through increase of oligomerization. On the other hand, detected phthalocyanine 
as a nano particle that inhibits amyloid beta aggregation, which decrease hydrophobicity and beta-sheet 
conformational change. The compound has no toxicity to neuronal culture and rat, leading to the 
possibility for therapeutic application. We produced and examined the new phthalocyanine derivatives for 
non-invasive near infrared ray-diagnosis of Alzheimer disease (AD) because they have high affinity to 
amyloid beta deposited in AD brains.

研究分野：神経内科、神経科学

キーワード： アルツハイマー病　アミロイドベータ（Aβ）　フタロシアニン　lysophosphatidylcholine　近赤外線
　神経細胞死
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１．研究開始当初の背景 
脳の過剰なβタンパク沈着は神経細胞

死を誘導し、進行すると高齢者の認知症で最

も多いとされるアルツハイマー型認知症の

臨床病型をとり、医療財政の圧迫や介護苦な

どの社会問題を引き起こしている。申請者ら

は、以前より脳アミロイド沈着機序について

臨床的に検討してきた。アミロイド血管症の

新たな臨床病型について報告し、髄液を使用

した新たな診断法を確立した。 

最近、アルツハイマー病（AD）発症の少な

くとも 10 年以上前より脳のβタンパク沈着

が始まることがわかってきた。そのため、発

症した時点で開始する現在の治療法は限定

的であり、早期発見と早期の治療開始が望ま

れる。申請者らはアミロイドの早期重合過程

でのメカニズムを明らかにすべく、42アミノ

酸から成るβタンパク（Aβ1-42）が重合する

過程での促進・抑制因子について検討を行っ

てきた。アミロイド重合にはアミロイドその

ものの産生過剰や代謝過程の異常も関与し

ているが、申請者らの最近の知見で

lysophosphatidylcholine (LPC)というリン

脂質にアミロイド重合促進作用があること

を見出した（Sheikh, Nagai et al. 2011）。 
２．研究の目的 
申請者は、神経毒性を有するアミロイド

の重合過程を促進または抑制する物質につ

いて検討を進めている。本研究の目的は、ア

ルツハイマー病患者脳に沈着するアミロイ

ド（βタンパク）の重合機序を解析し、アル

ツハイマー病簡易診断と治療法の開発に発

展させることである。具体的には以下のよう

になる。 

1) βタンパク重合促進または抑制物質の

探索と、LPC、フタロシアニン系ナノ粒

子誘導体などのアミロイド重合に及ぼ

す影響の基礎的解析とβタンパク高発

現モデルマウスにおける発現動態の解

析、および脳室内投与によるアミロイド

沈着に及ぼす影響の解析 

2) アミロイド親和性物質と近赤外性吸収

域を有するナノ粒子を結合させ、 in 

vitro でのアミロイド結合性解析、さら

に正常マウス・モデルマウスに基礎的投

与実験を行う 

3) モデルマウスを用いて、近赤外線域検出

CCD カメラによるアミロイド沈着検出

実験を行う。静脈注射による脳内移行や

安全性を確立する。 
３．研究の方法 
①アミロイド形成促進・抑制物質およびアミ

ロイド親和性物質の検索 

これまでに判明しているアミロイド関連物

質、親和性物質に加え、申請者らが近年同定

した LPC などのアミロイド形成過程・機序に

ついてThTを利用した蛍光測定法によって検

討した。アミロイドβ1-42 またはβ1-40（アミ

ノ酸残基）タンパクを用い試験管内における

アミロイド形成実験を行った。オリゴマーか

ら線維形成の過程を電子顕微鏡およびオリ

ゴマー特異的抗体による検出システムで確

認した。 

②近赤外線波長光吸収帯を有するナノ粒子

の開発 

これまでの医理工連携プロジェクトを通じ

て得られた協力関係を生かして、新規ナノ粒

子の開発を行う。フタロシアニンは励起発光

するナノ粒子で、医学領域への応用に向けて

申請者らのプロジェクトを通じて基礎実験

が行われてきた(Ikeue, Handa et al. 2010)。

ナノ粒子を脳へ沈着したアミロイドに結合

させその発光を体外から検出するには、透過

深度が得られる近赤外域の波長を用いるこ

とが必要で、そのためにナノ粒子の構造改変

を行いながら最適な物質を合成した。 

③培養神経細胞を用いたアミロイド関連物

質の発現解析 

これまでの実験で確認されたLPCのアミロイ

ド線維形成促進作用について、神経細胞培養

を用いて、機序を検討した。 

④フタロシアニンのアミロイドβ（Aβ）凝

集抑制作用機序の検討 

フタロシアニンの実験過程で確認された Aβ

凝集抑制作用について、in vitro で詳細なメ

カニズムを検討し、神経細胞培養レベルでも

検討を行った。 

⑤モデルマウスを用いた脳内 Aβ沈着同定実

験 

今回合成したフタロシアニン誘導体を用い

て、脳へ沈着した Aβに移行し、結合したフ



タロシアニンを頭蓋外より近赤外線で検出

が可能かどうか検討した。また、直接物質を

注入または経静脈的投与により脳血液関門

を通過し脳内へ移行させることが可能か検

討した。 
４．研究成果 

①アミロイド形成促進・抑制物質およびアミ

ロイド親和性物質の検索 

アミロイド Aβ凝集を促進する物質としては

LPC を見出しているため、以降の実験で Aβ

凝集・沈着メカニズムの研究を発展させた。

また、今回作成したナノ粒子であるフタロシ

アニン誘導体のひとつである ZnPc(COONa)8
が著明な Aβ凝集抑制効果を示した（図：A

β1-42濃度が 12.5M条件下でZnPc(COONa)8
の濃度依存性に Aβ凝集を抑制）。 

 

②近赤外線波長光吸収帯を有するナノ粒子

の開発 

上記誘導体を含めて4種類の化合物を合成し

て検討した。いずれも発光域は 700 nm 付近

であり、近赤外線域での検出が可能であった。 

③培養神経細胞を用いたアミロイド関連物

質の発現解析 

 

これまでの検討結果を踏まえて、LPC による
Aβ凝集促進作用のメカニズムを検討し、神
経細胞死への関与を検討した。我々の作成し 

たヒト由来神経細胞株 A1 細胞を用いた培養

系で、LPC そのものは神経毒性を有しないが、

Aβとの共培養では神経細胞死を誘導した。

さらに細胞死の原因を検討したところ、図の

ようにTUNEL染色陽性細胞が有意に増加し、

さらにアポトーシスシグナルの増加が確認

され、神経細胞死の原因はアポトーシスであ

ると考えられた。そしてどのような凝集体が

毒性を有するか検討したところ、少数の Aβ

分子が凝集した「オリゴマー」を LPC は増

加させてアポトーシスが生じることがわか

った。この結果は、AD における神経細胞死

の原因と通じる可能性があり、今後さらに

LPC がもたらす神経細胞内の代謝異常メカ

ニズムについて検討を進める必要がある。 

④フタロシアニンのアミロイドβ（Aβ）凝

集抑制作用機序の検討 

本実験の過程でフタロシアニンが Aβ凝集抑

制作用を有することを見出したが、そのメカ

ニズムをさらに検討した。下図では、Aβ1-42

にフタロシアニン誘導体（ZnPc(COONa)8）を

添加することで ANS fluorescence が低下し

ており、フタロシアニンは Aβ1-42の疎水性を

緩和していることが示唆された。さらに CD 

spectra で 2 次構造を検討すると、フタロシ

アニンは明らかに凝集しにくいとされる

-helix構造をとる Aβ1-42を増加させること

がわかった。神経細胞培養系での Aβ1-42から

の細胞保護効果も検討し、培養レベルでも A

βによる神経毒性を軽減させることが確認

された。 

⑤モデルマウスを用いた脳内 Aβ沈着同定実

験 

フタロシアニンを近赤外線により頭蓋外か

ら同定できれば、AD の早期診断としてフタロ

シアニンを活用できる可能性がある。今回の

検討では、レーザー光が経頭蓋的に散乱無く

通過させることができることを確認した。フ



タロシアニンを同定するためには、CCD カメ

ラが必要であるが、機器設備がなく、今後の

課題となった。現在のところ経静脈的に血液

脳関門を通過するフタロシアニン誘導体を

合成できておらず、今後も模索する必要があ

る。フタロシアニンの細胞毒性、in vivo で

の毒性を検討し、培養神経細胞やラット静脈

内投与実験では毒性がみられなかった。フタ

ロシアニンによる AD の近赤外線診断、Aβ凝

集抑制作用を利用した治療へのアプローチ

など、今後の臨床応用に向けて動物実験を進

めていく予定である。 

⑥教育および島根大学プロジェクトへの貢

献 

本研究は島根大学医理工連携プロジェクト

として行われ、成果はプロジェクト全体の遂

行に貢献した。また、数名の大学院学生を指

導しながら行われ、学位論文の創出もでき、

教育的貢献も行えた。 
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