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研究成果の概要（和文）：本研究では、血液脳関門（BBB）構成分子を標的とした薬物送達技術の開発と、脂質
センサー分子核内受容体PPARαの活性化による脂質代謝制御を介して、認知症に対する予防・治療法を構築する
ことを目的とした。PPARαの活性化を介した脂質制御法として、植物抽出エキスから活性化成分のスクリーニン
グ、及び、独自リガンドの高度化を行った。また、BBBの構成分子CLDN-5に対する抗体を用いた薬物送達技術の
有効性及び安全性を評価した。さらに、CLDN-5の血中濃度測定系を構築し、認知症の早期バイオマーカーとして
の可能性を評価した。本成果は、認知症の新規予防・治療法の基盤構築に繋がる非常に意義深いものである。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop both a drug delivery system that modulates the 
blood-brain barrier (BBB) and methods for preventing and ameliorating dementia through metabolic 
control by activating peroxisome proliferator-activated receptor-α (PPARα). We began by screening 
and identifying PPARα activators from plant extracts and designed and synthesized a range of 
1H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-4-carboxylic acid derivatives as potent PPARα agonists. Next, we 
evaluated the efficacy and safety of an antibody against claudin-5 (CLDN-5), a key component of the 
BBB, for drug delivery to the brain in non-human primates. Additionally, we established a plasma 
human CLDN-5 protein detection system and investigated its diagnostic utility. Our findings revealed
 that plasma CLDN-5 could be a potential biochemical marker for diagnosing dementia. These results 
are of great significance and will pave the way for new methods to prevent and treat dementia.

研究分野： 脂質代謝

キーワード： 核内受容体　PPAR　認知症　血液脳関門　タイトジャンクション　薬物送達技術　早期診断技術
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の食生活や運動不足によるエネルギー過剰の状態は、生活習慣病発症の引き金となるだけでなく、生活習慣
病を基礎疾患として持つ人は、認知症の発症率が高まること等が報告されている。このように、本邦における超
高齢化社会においては、認知症の克服が健康寿命の延伸に不可欠である。
本研究で得られた成果は、認知症の早期バイオマーカーの開発、血液脳関門を突破する薬物送達技術の開発、及
び認知症予防効果を発揮する医薬品・機能性食品成分等の開発に繋がるものであり、認知症の新規予防・治療法
の基盤構築による健康長寿社会の実現に向けた非常に意義深いものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 現在、我が国では世界的にも経験したことがない人口減少や少子高齢化が急速に進展してお
り、2065 年には 65 歳以上の者 1 人に対して 1.3 人の現役世代という比率になる。さらに、現在
の平均寿命は男性で 81 歳、女性で 87 歳であるのに対し、日常生活において介護を必要とせず自
立して生活ができる健康寿命は男性で 72 歳、女性で 75 歳であり、平均寿命と健康寿命に 10 歳
もの差が開いている。従って、超高齢化社会において持続可能な社会を維持するためには、健康
寿命を延伸することが最重要課題である。 
 高齢者の 7 人に 1 人は介護のきっかけである認知症に罹患しているといわれている。認知症
は､前臨床期･軽度認知障害（MCI）という未病の状態を経て､30 年余りの歳月を経て発症する上
に、認知機能の検査はアンケート等によって評価されているため､認知症と診断された患者では
神経変性が進んだ状態である。認知症治療薬は大脳皮質等に存在する神経細胞を活性化するこ
とで認知機能の低下を抑制することから､神経細胞の変性が進んでしまうと十分な治療効果が発
揮されない｡一方、前臨床期や MCI である未病の状態では神経変性は進んでおらず､軽度認知障
害から正常に回復する報告例もあり、早期から介入することで運動や食事療法による予防・治療
効果が期待できる。このように認知症を克服するためには、発症の早期から予防的に介入する先
制医療が重要であるが、認知症を早期に見出すバイオマーカーは確立されていない。 
 近年の食生活や運動不足によるエネルギー過剰の状態は、体内に余剰の脂肪蓄積を促し、生活
習慣病発症の引き金となる。脂質異常症などの生活習慣病を基礎疾患として持つ人は、認知症の
発症率が高まること、コレステロール代謝を司るアポリポ蛋白 E（ApoE）が危険因子であるこ
と、スタチンなどの血中コレステロール低下薬が認知症発症率を低下させることなどが報告さ
れている。しかしながら、脳の毛細血管では隣接する血管内皮細胞の間隙を埋める密着結合（タ
イトジャンクション）が発達して血液脳関門（BBB）を形成しており､医薬品や食事成分は直接
脳内に入ることはできない。 
 以上より本研究では、脂質センサー分子及び BBB に着目し、認知症の早期バイオマーカーの
開発、脳への薬物送達技術の開発、並びに認知症予防効果を発揮する医薬品・機能性食品成分等
を開発し、認知症の予防・治療の基盤を構築し、健康長寿社会の実現を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、脂質センサー分子である PPARα と BBB のタイトジャンクションの主要な構成
分子である CLDN-5 に着目し、(1)BBB構成分子を指標とした認知症の早期バイオマーカーの開
発、(2)BBB を標的とした脳への薬物送達技術の開発、並びに(3)認知症の予防・治療に向けた
PPARα の活性制御分子の開発を行い、認知症の予防・治療の基盤を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)BBB のタイトジャンクションを構成する主要分子である CLDN-5 について、CLDN-5 の細胞
内及び細胞外を認識する抗体を用いた血中濃度測定系を構築した。構築した測定系を用いて、各
種疾患由来血漿中の CLDN-5 量を測定した。得られた結果を基に、認知症と血中 CLDN-5 量と
の関係について考察した。 
(2)脳への薬物送達技術として、BBB の主要構成因子である CLDN-5 に対する抗体を用いること
とした。カニクイザルに抗 CLDN-5抗体を投与した後に、モデル化合物としてフルオレセインを
投与した。脳への移行性は、脳脊髄液中の蛍光量を定量することで評価した。 
(3)PPARα の活性化分子のスクリーニングには、テトラサイクリンの有無で PPARα の発現を制
御でき、かつ PPARα の認識配列をエンハンサーとして持つレポーター遺伝子を組み込んだ独自
のスクリーニング細胞株を用いた（Tachibana et al. JBC, 2018）。約 500種類の植物抽出エキス等
を用いて、PPARα を活性化する成分の探索を行った。また、申請者らが見出したピラゾロピリ
ジン骨格を持つ独自 PPARαリガンドについて（Bioorg Med Chem Lett, 2019, Sci Rep, 2020）、PPARα
のリガンド結合領域、及び PPARα のコアクチベーターである PGC1α由来ペプチドを用いて、シ
ッティングドロップ蒸気拡散法により共結晶化を行った。得られた結晶の X 線解析データを
SPring-8 にて取得し、立体構造を解析すると共に、新たな化合物をデザインし合成展開を実施し
た。合成した化合物を用いて in vitro で活性評価を行い、EC50 を算出した。強い活性を持つ化合
物については、in vivo での脂質代謝活性を評価すると共に、脳への移行性について検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1)認知症の約 6 割を占めるアルツハイマー病では､BBB が破綻してアルブミンが脳内に流入し
ていることが知られている｡一方、多発性硬化症では BBB の破綻に伴い、BBB の構成タンパク



質である CLDN-5 が血中に漏出することが知られている。これらのことから、血中の CLDN-5 が
認知症のバイオマーカーになる可能性が推察された。そこで、CLDN-5 の細胞内及び細胞外領域
を認識する抗体を用いて、サンドイッチ ELISA による CLDN-5定量系を構築した。構築した定
量系を用いて、50〜80 歳台の認知機能正常者、MCI、アルツハイマー病患者（AD）由来血漿中
の CLDN-5量を測定した。その結果、興味深いことに、50 歳台及び 60 歳台では認知機能正常者
に比較し、軽度認知障害やアルツハイマー病由来サンプルで血漿中 CLDN-5 量が増加する傾向
が認められ、その傾向は年齢が若いほど顕著であった（図 1）。すなわち、血中 CLDN-5 量は早
期かつ軽度の認知症のバイオマーカーになる可能性が示唆された。 
 

 
 このように本研究で得られた成果は、BBB 構成タンパク質が認知症の早期（未病）バイオマ
ーカーになる可能性を示唆するものと考えられる。本バイオマーカーを活用することで未病の
人をスクリーニングできる診断技術の開発に繋がるため、先制医療・予防による認知症の克服が
期待できる社会的に重要な研究成果である。 
 
(2)スタチン等の血中脂質低下薬が認知症発症率を低下させることなどが報告されているが、脳
の毛細血管では隣接する血管内皮細胞の間隙を埋めるタイトジャンクションが発達して BBB を
形成しており､医薬品等の脳内への移行率は悪い。BBB のタイトジャンクションの主要な構成因
子が CLDN-5 であり、CLDN-5 のシールド機能を阻害することで、有効かつ安全な脳内薬物送達
が可能になると考えた。そこでまず、CLDN-5 の細胞外領域を認識する抗体を用いて、培養細胞
に処理したときのバリア機能を評価した。その結果、用いた抗体がカニクイザルの CLDN-5 に結
合しバリア機能を低下させること、抗体を培地中から除去することでバリア機能が回復するこ
とが確認できた（図 2）。 
 次に、抗 CLDN-5抗体を用いた薬物送達技術の有効性及び安全性を評価することとした。カニ
クイザルに抗 CLDN-5抗体を投与した後に、トレーサー分子として 376 Da の蛍光分子を投与し
たところ、脳脊髄液中の蛍光分子量は増加傾向にあった（図 2）。この時、一般状態および血液
生化学的検査において、抗 CLDN-5抗体投与前後に大きな変化は認められなかったことから、こ
の投与量での安全性には問題がないと考えられた。一方、高用量で抗 CLDN-5抗体を投与した場
合、投与 16時間後に脳圧亢進によると考えられる痙攣が認められた。 
 

 

 

図 1 各状態における血漿中 CLDN-5量 
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図 2 抗 CLDN-5抗体を用いた in vitro及び in vivo 薬物送達技術の評価 
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 本研究の結果、CLDN-5 を標的とすることで、安全性には課題が認められたものの、低分子の
脳内薬物送達技術の有効性が確認できた。今後、CLDN-5 を標的とした BBB 送達技術を開発す
る上では、有効性と安全性のバランスを考慮し、広い安全域を確保することが重要になってくる
と考えられた。 
 
(3)認知症の前段階では、未病の状態（MCI）から認知機能正常なレベルに回復する報告例があ
り、ウォーキングなどの運動や n-3系脂肪酸の一種ドコサヘキサエン酸（DHA）やエイコサペン
タエン酸（EPA）などを含む食事療法による予防効果が期待されている。これら EPA や DHA を
はじめとする不飽和脂肪酸は、PPARα のリガンドとして報告されており、PPARα を活性化する
ことで、認知症の予防・治療が可能になると考えられた。そこで、認知症の予防・治療に向けた
PPARα の活性制御分子を得るために、独自の PPARα 活性評価系を用いて、約 500種類の抽出エ
キスをスクリーニングした。その結果、活性を示す抽出エキスが 4 種類得られた（図 3）。その
うち 2種類の抽出エキスには濃度依存的な活性化効果が認められ、その中でも蒲黄（ホオウ）抽
出エキスは PPARα特異的な活性化効果を示した。興味深いことに、ホオウ抽出エキスを緑茶抽
出エキスと組み合わせることで、PPARα の活性化効果が増強した。本抽出エキスを培養細胞に
添加したところ、実際に PPARα標的遺伝子の発現上昇が誘導されたことから、生体内において
も薬効を発揮することが期待される。 
 

 
 次に、申請者らが見出したピラゾロピリジン骨格を持つ新規 PPARαリガンドを出発物質とし
て用いて、より強力な活性を持つ化合物の開発を進めた。当該化合物と PPARα のリガンド結合
領域との立体構造解析の結果を基に、新規化合物を約 150種類デザイン・合成した。これら化合
物について、in vitro における PPARα転写活性を評価した結果、EC50 が 2.10 nM の化合物をは
じめ、約 20種類の化合物が数 nM オーダーの非常に強い活性を有していた。これら活性の強い
化合物について、PPARα のリガンド結合領域との立体構造解析及び変異体を用いた活性評価実
験を実施した。興味深いことに、初期開発化合物は Y字型のリガンド結合ポケット（Arm I, Arm 
II, Entrance）のうち Arm I のみと相互作用して活性化したが、高度化した化合物は Arm I と Arm 
II に跨って相互作用、あるいは Arm I と Entrance に跨って相互作用しており、それぞれ異なる分
子メカニズムで活性を制御することが明らかとなった（図 4）。なお、これまでの既存のリガン
ドは Arm I と Arm II に作用して活性化する化合物がほとんどであり、Entrance に作用して強い
活性を示すリガンドは本研究にて初めて得られたものである。 
 

 

 

図 3 抽出エキスを用いた PPARα 活性化評価 
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図 4 PPARα 変異体を用いた活性制御機構の解明 
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 これら高活性の化合物について、in vivo における薬効評価試験を実施したところ、脂質代謝に
関わる遺伝子群の発現上昇が認められ、実際に脂質代謝活性の上昇が認められた（図 5）。また、
少ないものの脳中で化合物が検出されたことから、開発した化合物は脳へ移行する可能性が示
唆された。 
 

 
 このように本研究で得られた成果は、核内受容体リガンドの分子設計について新しい知見を
与えるものであり、新規リガンド創製技術の基盤となり得る。また、活性の認められた抽出エキ
スや開発した化合物を活用することで、認知症等に対して予防効果や薬効を発揮する機能性食
品や医薬品等の開発に繋がると考えられるため、本研究成果は学術的にも人類の健康にも貢献
する非常に有意義なものである。 
 以上、本研究で得られた成果は、認知症の新規予防・治療法の基盤構築に繋がる意義深いもの
である。これら得られた成果を活用することで、認知症の未病・早期の網羅的スクリーニングが
実施可能になり､認知症が発症する前の神経細胞が十分に残存している状況で投薬を開始するこ
とで､尊厳を保った状態で健やかに暮らす健康長寿社会の実現に繋がることが期待される｡ 
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図 5 開発化合物による in vivo遺伝子発現解析 
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