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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、すでに臨床使用されている薬物か
ら Aβを減少させるものを培養細胞でスクリーニングし、KM2309（特許申請考慮のためコー
ド番号）を同定した。その作用機序はγセクレターゼ阻害と Aβ分解酵素ネプリライ
シンの活性化であった。既報のベルベリンと KM2309 は相乗作用を発揮した。KM2309
は臨床的に長期服用でも副作用が軽微であり、神経防護作用や抗炎症作用なども報告
されている。アルツハイマー病の治療薬候補と結論した。 
 
研究成果の概要（英文）： The substances for the treatment of Alzheimer's disease, which 
decreased Aβ levels, were screened from clinically approved drugs. We identified KM2309 
(code name, because of patent application). It inhibited γ-secretase and up-regulated 
a major Aβ-degrading enzyme neprilysin. Since it has been reported that KM2309 crosses 
the BBB and it has neuronal protective effect, KM2309 would be a novel drug candidate 
with safety for Alzheimer's disease. 
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研究分野：神経薬理学  
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病は代表的な認知症で
あり、高齢化社旗における対処すべき重要な
課題となっている。アルツハイマー病の根本
的な治療には、脳内に沈着するアミロイド
（amyloid-β peptide, Aβ）を減少させる
ことが必要であり、産生抑制、分解促進、沈

着抑制ならびに沈着 Aβの除去を標的とした
治療薬の開発が行われている。 
新薬の開発には膨大な時間と費用を要する。
一方、すでに臨床使用されている薬剤であれ
ば、安全性の検証はほぼ終了している。また、
開発費用の著しい軽減も期待できる。 
アルツハイマー病の治療では、長期に亘る服
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薬が予想されるので、薬剤の安全性の確立は
非常に重要な問題である。 
 
(2) すでに臨床使用されている薬剤に対し
て、Aβの産生抑制効果を有するか培養細胞
を用いてスクリーニングを行った結果、漢方
成分であるベルベリンを見出し、論文発表を
行った（ Asai et al., (2007) Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 352, 498-502）。 
 
２．研究の目的 
(1) ベルベリンの安全性は確立されている
ものの、ベルベリン単独での長期服用では副
作用が懸念される。そこで、ベルベリンと併
用できる薬剤がないか、培養細胞を用いて A
βの産生抑制効果を有する薬剤のスクリー
ニングを行う。 
 
(2) スクリーニングの結果、同定された薬剤
の作用機序を詳細に検討する。 
 
(3) ベルベリンと併用した場合、相乗、また
は相加的な効果が認められるか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) Aβ過剰産生培養細胞の樹立 
Aβは、その前駆体である APP（amyloid 
precursor protein）からβ、およびγセク
レターゼによって二段階の切断によって産
生される。APP はユビキタスに発現している
が、Aβやセクレターゼで切断された APP の
断片の検出を容易にするために、APP を過剰
に発現する細胞を 2種類樹立した。発現細胞
のセレクションには、hygromycin B を使用し
た。 
①ヒト胎児腎由来 HEK293 細胞にヒト APP695
（ロンドン型変異）が過剰発現する ⇒ 
APPL-HEK293 細胞 
②ヒトニューログリオーマ由来 H4 細胞にヒ
ト APP695（野生型）が過剰発現する⇒ 
APPWT-H4 細胞 
APPL-HEK293 細胞、および APPWT-H4 細胞は 10% 
FBS を含有した DMEM で培養した。 
 
(2) 培養細胞への薬剤処理 
APPL-HEK293 細胞、または APPWT-H4 細胞を
80-100%コンフルエントまで培養し、トリプ
シン処理後、24 時間培養した。 
培養後、薬剤を含む培地に交換し、さらに 24
時間、または 48 時間培養した。 
培地は、一度チューブに回収し、低速で遠心
して死細胞などを沈殿させた。上清を別のチ
ューブに移し、使用時まで-80℃で保存した。 
細胞は、氷冷した PBS で 2度洗浄し、セルリ
フターでディッシュからかきとった。チュー
ブに移して低速で遠心し、上清を除いて、使
用時まで-80℃で保存した。 

 
(3) サンプルの調製 
-80℃で保存しておいた細胞を 10 mM HEPES
（pH 7.4）、150 mM NaCl、0.5% Triton X-100
（プロテアーゼ阻害剤を含む）に懸濁し、凍
結融解を 3 回繰り返して可溶化した。13000 
×g で遠心し、上清を別のチューブに移して
western blot 用サンプルとした。 
 
(4) Western blot 
等量のサンプル SDS-PAGE で分離し、その後
PVDF 膜に転写反応を行った。転写した膜を
0.5% casein でブロッキングし、一晩 4℃で
一次抗体と反応させた。一次抗体反応後、二
次抗体反応を 1時間室温で行い、その後、化
学発行反応を行ってバンドを検出した。同じ
膜上にあるスタンダードで検量線を作成し、
サンプルに含まれる目的のタンパク質を定
量した。 
 
(5) Aβ sandwich ELISA 
培地中に含まれる Aβ40、および Aβ42 は市
販のキットを用いて定量した。 
 
(6) ネプリライシン活性測定 
ネプリライシンの活性には人工蛍光基質で
あるSuc-Ala-Ala-Phe-AMCを用いた。APPWT-H4
細胞を 96 穴プレートに蒔き、24 時間培養し
た。薬剤を含む培地に交換し、48 時間培養し
た。培地を除き、細胞を氷冷した PBS で洗浄
した。0.1 M MES（pH 6.5）、0.1% Triton X-100、
1 μM Z-LLL-CHO、1× complete EDTA-free
を加え、5 分間 37℃で静置した。100 μM 
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC を加え、60 分間 37℃で
静置した。LAP/Phosphoramidon 溶液を加え、
30 分間 37℃で静置した。EDTA を加えて反応
を止め、蛍光強度を励起波長 390 nm・蛍光波
長 460 nm で測定した。ネプリライシン阻害
剤 Thiorphan添加群の蛍光強度を引いた値を
実際の値とした。 
 
(7) 細胞増殖試験 
薬剤の毒性を調べるために MTT assay を行っ
た。測定には市販のキットを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) APPL-HEK293 細胞、および APPWT-H4 細胞
の Aβ産生 
APPL-HEK293 細胞、および APPWT-H4 細胞は野
生型の HEK293 細胞、および H4 細胞と比較し
て Aβ産生がそれぞれ増加していた。また、
APPL-HEK293 細胞では、Aβ42/Aβ40 の割合も
野生型の HEK293細胞と比較して増えていた。 
 
(2) APPWT-H4 細胞を用いた Aβ産生抑制薬剤
のスクリーニング 
APPWT-H4 細胞を用いて Aβ産生抑制効果を有



 

 

する薬剤のスクリーニングを行った結果、す
でに広く臨床使用されている KM2309（特許の
可能性からコード名とする）を同定した。 
 
(3) KM2309 と類似化合物の細胞毒性 
KM2309 には類似化合物が 4種類存在する。こ
れらについて、MTT assay を行った。その結
果、5 種類とも vehicle と有意な差は認めら
れず、細胞に対する毒性はない、もしくは極
めて少ないと考えられた。 
 
(4) APPWT-H4細胞におけるKM2309と類似化合
物の Aβ産生抑制効果 
MTT assay と同様に、5 種類の化合物につい
て、Aβ産生抑制効果を検討した。その結果、
5種類の中で KM2309 のみ有意に Aβ産生を抑
制した。 
 
(5) APPL-HEK293 細胞における KM2309 と類似
化合物の Aβ産生抑制効果 
さらに、5種類の化合物について、APPL-HEK293
細胞において Aβ産生抑制効果を検討した。
その結果、5種類の中で KM2309 のみ有意に A
β産生を抑制した。 
 
(6) KM2309 のα、βセクレターゼに対する影
響 
KM2309の Aβ産生抑制に対する作用機序を検
討するために、APPWT-H4 細胞を用いて、α、
およびβセクレターゼ活性を測定した。培地
中に含まれる sAPPα量を western blot で定
量した結果、有意な差は認められなかった。
さらに、α、βセクレターゼとして機能する
ADAM10、BACE1 のタンパク質量も有意な差は
認められなかった。KM2309 は、α、およびβ
セクレターゼ活性には影響を与えないと考
えられた。 
 
(7) KM2309 のγセクレターゼに対する影響 
KM2309の Aβ産生抑制に対する作用機序を検
討するために、APPWT-H4 細胞を用いて、γセ
クレターゼ活性を測定した。細胞懸濁液中に
含まれる CTF 量を western blot で定量した
結果、αセクレターゼによって切断された断
片 CTFαが有意に増加していた。CTFβについ
ては、検出限界以下に近く、定量するには至
らなかった。KM2309 がγセクレターゼ活性を
抑制していることが示唆された。 
 
(8) KM2309 のネプリライシンに対する影響 
KM2309の Aβ産生抑制に対する作用機序を検
討するために、APPWT-H4 細胞を用いて、ネプ
リライシンのタンパク質量、およびプロテア
ーゼ活性を測定した。ネプリライシンは脳内
の主要な Aβ分解酵素である。細胞懸濁液中
に含まれるネプリライシンを western blot
で定量した結果、有意に増加していた。また、

人工基質を用いたプロテアーゼ活性も有意
に増加していた。 
 
(9) ベルベリンと KM2309 の併用効果 
ベルベリンと KM2309 の併用によって、Aβ産
生が相乗・相加的に抑制されるか APPWT-H4 細
胞を用いて検討した。その結果、単独投与と
比較して、その効果に増強傾向が見られた。 
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