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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）の 防御因子ヒューマニン（HN）の研究を押し進め、１）EHは脳脊
髄液中に1-5nMの濃度で存在すること，さらに、2）EHはAD類似の認知症動物モデルで有効であることを示した。これら
の結果は、EHが内在性の抗AD因子としてHNより中心的な役割を果たしていることを示唆する。さらに、４）ADでは脳脊
髄液中のEH濃度が減少する傾向にあることを見いだし、EHの挙動がAD発症の一要因となっている可能性があると推論し
た。また、５）EH阻害分子EHIbetaは細胞内でEHの分泌を抑制し、EHIsigmaは細胞外に分泌されEHと結合してEH 阻害因
子として機能することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：A new Alzheimer's disease (AD)-suppressive factor EH has been biologically examine
d. First, it was found that EH concentration in the cerebrospinal fluid is 1-5nM in humans. Second, intrap
eritoneal administration of EH ameliorates dementia of mice, caused by scopolamine, a muscarinic acetylcho
line receptor blocker.. Combined with foregoing findings, these results suggest that EH, rather than Human
in, plays a central role in vivo as an AD-suppressive factor.. Furthermore, EH concentrations in the cereb
rospinal fluids of AD patients appear to be lower than those of normal controls. Finally, it was found tha
t EHIbeta inhibits secretion of into extracellular space and EHIsigma is secreted into the extracellular s
pace and inhibits EH activity.
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１．研究開始当初の背景 
  『アルツハイマー病（AD）』は、65 歳以上
の人口の約 3%が罹患する非常に頻度の高い
神経変性疾患であり、超高齢化社会では、そ
の克服が医学上の最も大きな課題の一つで
ある。しかし、数多くの AD 研究にもかかわ
らず、現在まで AD 発症のメカニズムは十分
解明されていない。その結果、明瞭な脳神経
細胞死の出現する前の AD を診断する早期診
断法は存在せず、また予後を明瞭に改善する
治療法は存在しない。特に、現在開発中の殆
どの AD 治療新薬は脳内 Aの量を減少させる
治療薬であるが、臨床治験の初期段階の成績
は芳しくなく、新たな戦略に基づいた診断治
療方法の開発が緊急課題となっている。 
  研究代表者は現在まで『内在性 AD 防御因
子ヒューマニン（HN）を応用する神経細胞死
抑制療法』の重要性を世界で主導してきた。
特に、ここ数年の前臨床研究により、HN治療
法が全ての種類の AD マウスモデルの認知症
を改善することを示したことは HN 療法の価
値を確立した。また、基礎研究では、特異的
な HN 受容体を世界で最初に同定し、HN が AD 
神経細胞死を抑制する生理的な内在性因子
であることを示した。さらに、HN 作用をもつ
新たな内在性 AD 防御因子 EH や特異的な HN
阻害因子及び EH 阻害因子等一連の分子を同
定し、HN の臨床応用に更なる理論的な根拠を
付け加えた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、１）HN/EH に関する未解決な
問題に対する基礎研究を遂行し、また、上記
で述べた臨床応用上の問題点を克服すべく、
２）HN シグナル活性化療法の臨床応用を確実
かつ効率的なものにする研究を行い、さらに、
HN シグナル構成因子（EH／HN、HN 受容体、
EH／HN 阻害因子等）の AD における増減を検
討して、３）脳神経細胞死が出現する前の超
早期 AD の生化学的早期診断法を確立する研
究を行う。２）は EH を応用した新たなペプ
チド治療薬の開発と HN 様作用を持つ経口薬
の開発研究からなる。 
 
３．研究の方法 
第１に、これら HN シグナルを増強する AD 治
療薬シーズを臨床応用するための基礎及び
応用研究を展開する。組織発現の検討やノッ
クアウトマウスの作成などの EH に関する基
礎研究を行うとともに、EH の AD 治療薬とし
ての前臨床試験を行う。また HN 作用を示す
ヒット化合物の構造改変を行い、活性の強い
誘導体採取を目指す。第２に、臨床サンプル
を用いて、HN/EH そのもの、それらの特異的
な阻害因子、さらに HN 受容体構成サブユニ
ット発現の増減と AD 発症と老化の因果関係
を検討する。最終的に、AD の早期診断法を
確立することを目標とする。 
  
 具体的には、 

（１）AD 神経細胞死を直接抑制する新世代
AD 治療法の開発 
＜EH(一部 HN)の基礎研究＞ 
①  EH および EH を制御する因子の組
織発現と加齢による変動を組織染色
や ELISA により検討する。 
② HN あるいは EH の最近発見した複数
の阻害因子や分泌制御因子の機能を
解析する。 
③ EH(マウス EH1 と EH2)のノックアウ
トマウスを作成する。。 
④ EH のインスリン作用増強効果の検討。
最近、HN が II 型糖尿病に有効性を
示す可能性が示された（Muzumdar 
Plos One 2009）。EH に同様な作用が
あるか否か検討する。 
⑤ EH の精巣に対する効果の検証。HN に
は精子の細胞死抑制効果我あること
を米国のグループが示した（Lue 
Endocrinology 2010）. EH に類似の
作用があるか否か検討する。 
 

＜EH の前臨床研究＞ 
    ①マウス EH１と EH2 とヒト EHの   
   リコンビナント蛋白産生系を樹立す  
   る。これら遺伝子の stable  
   transformant 培養細胞を樹立し、 
   細胞外に分泌された EH を精製する。 
②EH の体内動態の検討（薬理試験）。 
 脳内移行の証明末梢投与した EH が  
 中枢移行することをヨードラベルし 
 た EH を用いて検証する。また 
 ELISA を用いて非ラベル EH の髄 
 液移行を示す。 

    ③AD モデル動物実験。EH1/EH2 の 
   AD 動物モデルの認知症状に対     
   する効果を検証する。 
 
＜HN 作用を有する経口剤の開発＞ 
既に保持するリード化合物の構造展開作業
を行う。既に確立した細胞死アッセイを行い、
その活性情報をフィードバックするこのサ
イクルを繰り返し、AD 動物モデルで有効性
を 試 験 す る こ と が 可 能 な レ ベ ル
（EC50=1microM 以下）の活性を持つ化合物を
得る事を目指す。 
 
（２） AD 発症とヒューマニンシグナルの関
係解明と早期診断法の確立 
ヒトサンプル AD 罹患者／正常コントロー
ル；脳組織標本、髄液、血液）を用いて、AD
では以下に掲げたどの分子レベルで HN シグ
ナルが低下しているか検討する。組織染色手
法を用いて脳組織標本における各分子の発
現レベルの変動をおおよそ推定し、独自に開
発した各分子の ELISA 法な 
どの方法を用いて髄液及び血液中の各分子
レベルの変動を計測する。 
 ① HNあるいはEHそのもの (組織染色,  
   ELISA), 



 ② HN/EH受容体 (WSX-1, CNTFR) (組 
   織染色) 
 ③ HNあるいはEHの内在性阻害因子 (組 
   織染色, ELISA) 
 
４．研究成果 
（１）AD 神経細胞死を直接抑制する新世代
AD 治療法の開発 
＜EH(一部 HN)の基礎研究／前臨床研究＞ 
①  EH(CLSP) の 基 礎 的 な 機 能 の 解 明
（Hashimoto et al., 2013; Hayashi et al., 
2014 in press）。すなわち、１）EH は HN よ
り 105以上強い活性(EC50=100pM)を持ち、主
に皮膚組織で産生され、血液中に分泌され、
血液脳関門を通過して中枢神経系に移行す
ること、さらに、２）EH は脳脊髄液中に 1-5nM
の濃度で存在すること、３）腹腔内投与した
EH はスコポラミン誘導性のマウス記憶障害
を抑制した。 
 以上の成果はEH(CLSP) が生体内ではHN作
用を担う中心分子であることを示唆した。 
 
②  HN/EH の下流シグナル分子の同定
(Takeshita et al., 2013)。HN/EH シグナル
で活性化される細胞内 mediator として JNK
の活性を抑制する分子SH3BP5およびApollon
を同定した。 
 
③ EH 阻害物質の発見。阻害物質 EHIbeta
は EHに結合して、その細胞外分泌を阻害し、
阻害物質 EHIsigma はそれ自身が分泌され，
細胞外で EH と結合して，直接 EH の活性を抑
制することを発見した（未発表）。 
 
④ EH の精巣 germ cell 細胞死の抑制。EH
は HN と同様に、精巣 germ cell の細胞死を
抑制する活性を有することを発見した（未発
表）。 
 
⑤ EH transgenic mouse の作成。 マウス
に２つの EH1/EH２という EH 遺伝子が存在す
ることが明らかとなったため、ノックアウト
マウス作成から transgenic マウス作成に変
更して，EH1 transgenic マウスを作製した。 
 
⑥ ADを抑制するAPP変異体は細胞死を引き
起こしにくいことを示した (Hashimoto et 
al., 2014 in press)。  
 
＜HN 作用を有する経口剤の開発＞ 
より活性の強い小分子は得られなかった。 
 
（２）AD 発症とヒューマニンシグナルの関係
解明と早期診断法の確立 
 
⑦ EH の体内挙動。 
EH は血液内濃度はは AD とコントロール
で差がみられなかったが、髄液では AD
罹患者の方が低下傾向にあった (未発
表)。 

⑧ EH 阻害物質の検出アッセイ系の作成。 
 EHIsigma の好感度検出系を作製し 
 た。血液中並びに髄液中に EHIsigma 
 が存在することを確認した （未発表）。 
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