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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の新規治療薬の開発のために、早期からアルツハイマー病を発症す
るダウン症者に着目し、ダウン症者で過剰になっている21番染色体に存在するキナーゼであるDYRK1Aとアミロイ
ド分解酵素の関係を解析した。その結果、ダウン症者由来の細胞では健常者由来のそれとアミロイド分解酵素の
発現や活性が有意に低下しており、DYRK1Aが介在する転写因子であるNFATとカルシニューリンの経路の長期抑制
でもアミロイド分解酵素の活性が有意に低下することがわかった。DYRK1A阻害剤はアルツハイマー病の新規治療
薬になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To develop a cure for Alzheimer’s disease, I focused people with Down 
syndrome that have an early onset of Alzheimer’s disease. An extra copy of chromosome 21 causes 
Down syndrome. Therefore, I investigated the relationship between dual-specificity tyrosine 
phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRK1A) encoded in chromosome 21 Down syndrome critical region 
and neprilysin identified as a major Aβ-degrading enzyme. I found that the activity of nerprilysin 
in fibroblasts derived from people with Down syndrome was significantly lower than that in healthy 
controls. The protein expression levels of neprilysin were also decreased. The long-term 
pharmacological inhibition of calcineurin-nuclear factor of activated T cells (NFAT) signaling 
pathway, in which are excessively suppressed in people in Down syndrome, caused a significant 
decrease in the activity of neprilysin. Taken together, these results suggest that DYRK1A is a 
potential drug target for Alzheimer’s disease treatment.

研究分野：生化学・薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2020年には65歳以上の認知症の有病者は600万人に達すると予想され、その半数以上はアルツハイマー病と見積
もられている。依然としてアルツハイマー病はアンメットメディカルニーズの高い代表疾患であり、現在臨床使
用されている薬剤は症状改善薬で、病態修飾薬は存在しない。また、ダウン症者の平均寿命は60歳になろうとし
ており、早期からアルツハイマー病を発症するため、アルツハイマー病の根本的治療薬の開発は喫緊の課題とな
っている。本研究成果によって示唆された21番染色体に存在するキナーゼとアミロイド分解酵素の相互作用は、
アルツハイマー病に対する副作用の少ない新しい薬剤開発の標的となり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 日本産婦人科医会の全国調査の分析で、ここ 15年で 21番染色体がトリソミーであるダウ
ン症（Down syndrome, DS）児の出生が倍増したことが明らかとなった。この傾向は晩婚化や女
性の社会進出等による出産年齢の上昇が原因であることから、今後も増え続けることが予想さ
れる。DS 者は、知的障害やアルツハイマー病（Alzheimer’s disease, AD）、先天性心疾患、
消化器系疾患、近視・遠視、難聴、白血病等の合併症を呈し、多くは 40 代という早期から AD
を発症する。医学の進歩によって DS患者の平均寿命が延長し、60歳を迎える DS 患者もいる反
面、ADを発症する DS者の増加が懸念されている。そのため、DS者に対する AD治療薬の開発は
社会的な喫緊の課題となっている。 
 
(2) AD の一次原因物質であるアミロイドβペプチド（amyloid-β peptide, Aβ）は、AD に特
徴的な病理像の一つである老人斑の主成分であり、アミロイド前駆体タンパク質（amyloid 
precursor protein, APP）からβおよびγセクレターゼによって産生される。APP をコードす
る遺伝子は 21番染色体に存在する。ADの根本的治療には脳内 Aβを低下させることが必要であ
り、βおよびγセクレターゼの阻害剤は第一に考えられる戦略である。しかしながら、セクレ
ターゼ阻害剤の臨床試験は副作用の出現等で相次いで中止となっている。一方、Aβ分解酵素で
あるネプリライシン（neprilysin, NEP）を標的とする治療薬は、NEP が加齢や AD の進行に伴
って発現や分解活性が低下するため、その活性増強は原因に即した予防・治療法になり得る。 
 
(3) DS 者は 21 番染色体が 3 本になっているため、理論上、健常者と比較して APP が 1.5 倍発
現し、その結果として Aβが 1.5 倍産生される。このことこそが、DS 者が早期から AD を発症
する原因として考えられてきた。一方、APP のβセクレターゼ切断部位に変異を有する家族性
AD の一家系では、変異によってβセクレターゼと APP の親和性が増大し、Aβの総量が 6倍以
上に増加する。しかしながら、ADの平均発症年齢は 55 歳である。このことは、❶AD の発症年
齢は理論上の Aβ の産生量と相関しないこと、❷21 番染色体に AD の発症に関与する増悪因子
が存在すること、を示唆する。増悪因子の候補として、ADの病態に関わる APP やタウのリン酸
化を触媒する二重特異性チロシンリン酸化調節キナーゼ 1A（ dual-specificity 
tyrosine(Y)-phosphorylation-regulated kinase 1A, DYRK1A）が 21番染色体に存在している。 
 
２．研究の目的 
 APPが過剰発現していることからDS者におけるAβ産生系の解析は古くから行われてきたが、
Aβ分解系については不明な点が多い。また、AD 増悪因子候補としての DYRK1A と Aβ分解系、
特に NEP との関連は全く明らかになっていない。そこで本研究では、DYRK1A と NEP の関係を明
らかにし、DS者の AD進行における DYRK1A の作用機序の解明および DYRK1A 阻害による新規 AD
治療薬の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 健常者由来皮膚線維芽細胞 TIG-119、TIG-120 および DS 由来皮膚線維芽細胞 Detroit 532、
Detroit 539 は医薬基盤研究所から入手した。TIG-119 および TIG-120 はイーグル最小必須培地
（minimum essential medium, MEM)に 10% ウシ胎児血清（fetal bovine serum, FBS）および
100 U/mL ペニシリンと 100 μg/mL ストレプトマイシン、2 mM L-glutamine を含む培地で培養
した。Detroit 532 および Detroit 539 は MEM に 10% FBS および 100 U/mL ペニシリンと 100 μ
g/mL ストレプトマイシン、2 mM L-glutamine、非必須アミノ酸溶液、1 mM ピルビン酸ナトリ
ウム、0.1% ラクトアルブミン加水分解物を含む培地で培養した（ref. ①）。ヒト神経芽細胞腫
SH-SY5Y 細胞はダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco’s modified Eagle’s medium, DMEM）
に 10% FBS および 100 U/mL ペニシリンと 100 μg/mL ストレプトマイシンを含む培地で培養し
た（ref. ②）。転写因子である活性化 T 細胞核因子（nuclear factor of activated T cells, 
NFAT）が応答する配列をルシフェラーゼ遺伝子の上流に含むプラスミド pGL4.30、または APP
の哺乳類細胞発現用プラスミドを遺伝子導入試薬を用いてSH-SY5Y細胞に導入し、hygromycin B
を含む培地で選別した（pGL4.30-SH-SY5Y 細胞、または APP-SH-SY5Y 細胞）（ref. ②）。 
 
(2) NFAT-カルシニューリン経路を刺激するために 1 μM イオノマイシンと 10 ng/mL 12-O-テ
トラデカノイルホルボール 13-アセタート（12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, TPA）を
添加し、NFAT-カルシニューリン経路を抑制するために 1 μM シクロスポリン Aを添加した。そ
の後、適当な時間に培養した細胞を回収した。細胞を氷冷したリン酸緩衝生理食塩水で 2回洗
浄し、セルスクレーパーを用いて細胞を剥離した。剥離した細胞をチューブに回収し、4℃/4,000
×g/10 分間遠心後、上清除去した。細胞を Glo Lysis Buffer で可溶化し、タンパク質濃度の
定量とルシフェラーゼの発光測定をそれぞれ BCA Protein Assay Kit と ONE-Glo Luciferase 
Assay System を用いて行った（ref. ②）。 
 
(3) リアルタイム PCR、ウエスタンブロッティングまたは NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ
活性を定量するために培養した細胞は培養上清と細胞に分けて回収し、使用時まで-80℃で保存
した。培養上清は全量をチューブに回収し、4℃/4,000×g/10 分間遠心後、上清 80%を新しいチ



ューブに移して保存した。細胞は氷冷したリン酸緩衝生理食塩水で 2回洗浄し、セルスクレー
パーを用いて細胞を剥離した。剥離した細胞をチューブに回収し、4℃/4,000×g/10 分間遠心
後、上清除去して保存した（ref. ②）。 
 
(4) リアルタイム PCR を行うために、-80℃で保存していた細胞から全 RNA をハイピュア RNA
アイソレーションキットを用いて抽出し、微量分光光度計で RNA 濃度を決定した。逆転写酵素
を用いて、37℃で 15分、85℃で 5秒の条件で逆転写反応を行い、cDNA を得た。得られた cDNA
を鋳型と標的とする遺伝子のプライマーを用いて、リアルタイム PCR を行った（ref. ②）。 
 
(5) ウエスタンブロッティングを行うために、-80℃で保存していた細胞を 1%または 0.5% 
Triton X-100 を含む溶液で可溶化し、(2)と同様にタンパク質濃度を定量した。可溶化溶液で
各サンプルの濃度を調整し、使用時まで-30℃で保存した。ポリアクリルアミドゲルを用いた電
気泳動でタンパク質を分離し、メタノールで活性化後親水化したポリフッ化ビニリデン膜 に分
離したタンパク質を転写した。転写した膜を 0.5% カゼインを含む溶液でブロッキング処理を
行った後、適切な濃度に希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。一次抗体との反応後、Tween 
20 を含む溶液で洗浄し、適切な濃度に希釈した二次抗体と室温で一時間反応させた。二次抗体
との反応後、Tween20 を含む溶液で洗浄後、化学発光試薬を用いて転写膜を処理し、デンシト
メーターでバンドを検出した。 
 
(6) 可溶化膜画分に含まれる NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ活性は、間接的共役酵素アッ
セイ法を用いて蛍光定量的に測定した。タンパク質 1～3 μg を蛍光性人工基質 
Succinyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Phenylalanine 4-methyl-coumaryl-7-amide（Suc-AAF-MCA）と
反応させ、産生した Phe-MCA からアミノペプチダーゼによるフェニルアラニン残基の切り出し
を行って遊離する 7-amino-4-methylcoumarin の蛍光強度をマイクロプレートリーダーを用い
て、励起波長 390 nm、蛍光波長 460 nm にて測定した。NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ活性
は、NEP 特異的阻害剤であるチオルファンによる活性の低下に基づいて決定した（ref. ③）。 
 
(7) すべての実験データの数値は平均値±標準偏差で表した。平均値の比較は分散を比較し、
分散が等しいと仮定できる場合はスチューデントの t検定を行い、分散が等しいと仮定できな
い場合はウェルチのt検定を行って各群間の平均値を比較した。また多重比較の場合はDunnett
法による多重検定で統計解析を行った。それぞれ p < 0.05 で有意とした。 
 
４．研究成果 
(1) 健常者および DS者由来線維芽細胞における 21番染色体に存在する APP 遺伝子、DYRK1A 遺
伝子、RCAN1 遺伝子および 21 番染色体に存在しない MME 遺伝子について、mRNA 量をリアルタイ
ム PCR 法で解析した（図 1）。その結果、健常者由来の線維芽細胞 TIG-119 および TIG-120 と比
較して DS者由来線維芽細胞 Detroit 532 および Detroit 539 では、21番染色体に存在する APP
遺伝子、DYRK1A 遺伝子、RCAN1 遺伝子の発現が有意に増加していた。一方、NEP をコードする
MME 遺伝子は DS 者由来線維芽細胞では有意に低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 健常者および DS者由来線維芽細胞における各遺伝子の発現レベル 
 
(2) 健常者およびDS者由来線維芽細胞におけるNEP活性を間接的共役酵素アッセイ法を用いて
定量した（図 2）。その結果、健常者由来の線維芽細胞 TIG-119 および TIG-120 と比較して DS
者由来線維芽細胞 Detroit 532 および Detroit 539 では、NEP 活性が有意に低下していた。 
 
(3) pGL4.30-SH-SY5Y 細胞を 1 μM イオノマイシンと 10 ng/mL TPA で 48 時間刺激し、3時間、
6時間、12 時間、24 時間、48 時間のレポーター活性を測定した。その結果、6時間の刺激で NFAT-
カルシニューリン経路が最も活性化することがわかった。この 1 μM イオノマイシンと 10 
ng/mL TPA による NFAT-カルシニューリン経路の活性化は、カルシニューリン阻害剤であるシク
ロスポリン Aや FK506 の処理によって抑制された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図 2 健常者および DS 者由来    図 3 NFAT-カルシニューリン経路の 
     線維芽細胞における NEP 活性   薬理学的抑制による NEP 活性 
 
 (4) SH-SY5Y 細胞を 1 μMイオノマイシンと 10 ng/mL TPA で 6 時間刺激すると、MME 遺伝子の
mRNA レベルが有意に低下することがわかった。しかしながら、NEP 活性には影響を及ぼさなか
った。 
 
 (5) SH-SY5Y 細胞または APP を過剰発現する APP-SH-SY5Y 細胞を 1 μMシクロスポリンを用い
て 72 時間 NFAT-カルシニューリン経路を抑制すると、NEP 活性が有意に低下し（図 3）、培養上
清中の Aβ量が有意に増加した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 NFAT-カルシニューリン経路の薬理学的抑制による培養上清中の Aβレベル 
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