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研究成果の概要（和文）：プロポフォール、チオペンタールおよびミダゾラムには、アミロイドβ蛋白（Aβ）重合を
抑制する効果と、神経細胞膜のラフト領域のGM1ガングリオシド（GM1）発現を減少させることでのAβ重合を抑制する
効果があるということ、また、レプチンも同様にGM1発現を減少させることでAβ重合を抑制することを示唆した。
　ケタミンはNMDA受容体を介したp38の活性化を阻害することにより、また、レプチンおよび脂溶性スタチンはMAPK系
のErk1/2経路を活性化することにより、アストロサイトにおけるネプリライシンの発現を抑制することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：We suggested that propofol, thiopental and midazolam inhibits amyloid β-protein 
assembly by decreasing GM1 ganglioside expression in detergent-resistant membrane microdomains of 
neurons, and that leptin inhibits amyloid β-protein assembly by decreasing GM1 ganglioside expression in 
neuronal membrane.
 We suggested that ketamine suppresses Aβ degradation of NEP by reducing p38 MAPK-mediated pathway 
activity, and that leptin decreases Aβ degradation by NEP through activation of ERK, and that 
simvastatin and atorvastatin induce the increase of Aβ degradation of NEP on the extracellular of 
astrocytes by inducing ERK-mediated pathway activity and that these reagents regulate the differential 
mechanisms between the secretion of NEP, the induction of cholesterol reduction, and the morphological 
changes in the cultured astrocytes.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会に突入した我が国において、ア
ルツハイマー病（AD）は治療薬開発並びに
早期診断法の確立が最も急がれている疾患
である。ADは発見されてから 100年の歴史
があり、多くの研究者により様々な研究結果
が報告されている。特に、AD 発症の物質的
基盤であるアミロイド ß蛋白質（Aß）の重合
体や線維体が神経細胞死を誘導するという
アミロイド説が提唱されている。また、Aß
重合を抑制する様々な薬物による評価もな
されている。しかし、現在までの日本におけ
る ADの薬物療法は、アセチルコリン分解酵
素阻害薬の塩酸ドネペジル等の認知改善薬
が用いられているだけであり、AD の根本的
な治療薬の開発がなされていない。このよう
な状況下で、初期 AD脳内において同定され
た GM1ガングリオシド（GM1）に結合した
Aß（GAß）が、Aß重合を促進する「種」と
して働いていることが明らかにされた。この
報告を契機として、以後、研究代表者を含め
た国内外の研究者により老化や AD脳内にお
ける GM1 の発現様式、ならびに Aß 重合体
の形成に対する GM1 の関与について様々な
報告がなされている。これらの研究により、
AD脳内における Aß重合体形成には、GM1
の集積化が関与していることがより一層明
らかとなり、GM1 が発現調節されることに
よって Aß 重合体形成を調節できることを明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、上記研究成果をさらに
発展させ、GAßの基盤となっている GM1の
発現及び分布（集積化）を調節し、さらに
Aß 重合体形成を抑制する物質を明らかにす
る。その中から ADの発症抑制する物質を見
出す。最終的には臨床へ応用し AD発症の予
防法確立、ならびに根本的な AD治療薬の開
発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)神経細胞内の GM1 発現及び分布調節物質
のスクリーニング 
 研究代表者は、加齢や 2型糖尿病が神経細
胞におけるGM1の発現及び分布（ラフト領域）
を増加させることを報告した。また、膜内に
おける GM1 集積化が Aß重合を誘導すること
も報告した。そこで、ラット由来の初代培養
神経細胞を用いてGM1発現及び分布を調節す
る物質のスクリーニング及び作用機序につ
いて検討する。詳細を下記に記す。 
① 初代培養ラット大脳神経細胞に様々な物
質を投与し、神経細胞に発現した GM1 を
コレラトキシン B サブユニット（GM1 を
特異的に認識）で GM1 発現及び分布（ラ
フト領域）を調節する物質をスクリーニ
ングする。 
② GM1 発現を調節する物質の作用機序を、
既知の細胞内シグナル伝達系（PI3 

kinaseなど）の阻害剤を用いて検討する。 
 
(2) GM1発現調節物質の Aß重合体に与える直
接的な影響の検討 
 研究代表者が確立した様々な Aß構造体の
作製時に GM1 発現調節物質を加える。その際
に Aß重合体形成、Aß線維体の分解(破壊)、
そして Aß毒性体形成に与える影響を検討す
る。詳細を下記に記す。 
① GM1発現調節物質が Aß線維体形成に与え
る影響について、反応条件下に GM1 発現
調節物質を加え、チオフラビン T（Aß線
維を特異的に認識する試薬）による Aß線
維体検出法で重合体形成の抑制を検討す
る。この検討の際に作製した反応液を初
代培養神経細胞に投与し、Lactate 
dehydrogenase（LDH；細胞死マーカータ
ンパク質）放出法で毒性評価を行う。 
② 研究代表者は、長期培養した初代培養神
経細胞に可溶性 Aßを投与することによ
って、シナプス表面から Aßが重合するこ
とを明らかにした。そこで、GM1 発現調
節物質を投与した神経細胞表面からのAß
重合体形成に与える影響を、チオフラビ
ン S（Aß線維を特異的に認識する試薬）
染色法を用いて検討する。 
 
(3)アストロサイト発現 Aß分解酵素に対する
発現調節物質の検討 
 本研究を遂行する過程において Aß分解酵
素であるネプリライシン（NEP）の発現をラ
ット初代培養アストロサイトにおいて確認
した。アストロサイトにおける NEP の発現調
節機構は殆ど解明されていない状況であっ
たことから本研究のスクリーニングに用い
た物質を用いて検討を行った。詳細を下記に
記す。 
① 初代培養ラットアストロサイトに様々
な物質を投与し、アストロサイトに発現
した NEP およびインスリン分解酵素
(IDE)の発現をウエスタンブロット法に
より発現を調節する物質をスクリーニ
ングする。 

② NEP 発現を調節する物質の作用機序を、
既知の細胞内シグナル伝達系（MAPK, PI3 
kinase など）の阻害剤を用いて検討する。 

③ NEP 発現を調節する物質をアストロサイ
トに投与後、Aßを培養液中に投与するこ
とによる Aßの分解能に対する影響も検
討する。 
 

４．研究成果 
(1)神経細胞保護作用を有する麻酔薬である
Propofol (Prop)と Thiopental (Thio)が、神
経細胞表面上からの GAßを介した Aß重合体
形成にどのような影響を与えるのかを明ら
かにすることを目的とした。Prop と Thio は
GABAA1 レセプターを介して、PC12N 細胞及び
神 経 細 胞 膜 上 の detergent-resistant 
membrane microdomains （DRMs）の GM1 発現



を減少させた。また、インスリンは可溶性 Aß
からの線維形成を誘導しなかった。さらに、
GM1 リポソームによって誘導される線維形成
を抑制し、神経細胞への毒性も減弱させた。
神経細胞表面からの Aß線維体形成は、Prop
及び Thio 刺激細胞では観察されなかった。
以上の結果は、Prop 及び Thio には、Aß重合
を抑制する効果と、神経細胞膜表面の DRMs
領域の GM1 発現を減少させることでの Aß重
合を抑制する効果があるということが示唆
した。 
 
(2)代謝経路調節におけて中心的役割を担う
ホルモンであるレプチンが、神経細胞表面上
の GM1発現並びに GAß形成にレプチンがどの
ように関与しているのかを明らかにするこ
とを目的とした。レプチンはシグナル伝達系
の PI3kinase を介して、初代培養神経細胞膜
上の DRMs の GM1 発現を減少させた。また、
初代培養神経細胞の培養系における著しい
Aß線維体形成能は、レプチン刺激神経細胞で
は観察されなかった。以上の結果は、レプチ
ンには、神経細胞膜表面の DRMs 領域の GM1
発現を減少させることで Aß重合を抑制して
いるということが示唆した。 
 
(3)神経細胞保護作用を有する麻酔薬である
ミダゾラムが、神経細胞表面上からの GAßを
介した Aß重合体形成にミダゾラムがどのよ
うに関わっているのかを明らかにすること
を目的とした。ミダゾラムは GABAA1 レセプ
ターを介して、神経細胞膜上の DRMs の GM1
発現を減少させた。さらに、GM1 リポソーム
によって誘導される線維形成をミダゾラム
は抑制した。神経細胞表面からの Aß40 線維
体形成は、ミダゾラム刺激細胞では誘導され
なかった。以上の結果は、ミダゾラムには、
Aß重合を抑制する効果と、神経細胞膜表面の
DRMs 領域の GM1 発現の減少介した Aß重合を
抑制する効果があるということが示唆した。 
 
(4) アストロサイトに発現しているNEP及び
IDE の麻酔薬ケタミンによる発現調節が、Aß
の分解にどのような影響を与えているのか
を解明することを目的とした。ケタミンと
MK801 は、NMDA 受容体シグナルを抑制するこ
とでアストロサイトのNEPの発現を減少させ
た。しかしながら、IDE 発現には影響はなか
った。またこの NEP の発現変化は、細胞内の
MAPkinase（p38 経路）の抑制に起因するもの
であった。さらに、ケタミンによる NEP の減
少は、アストロサイトの細胞内での Aßの分
解を抑制した。以上の結果より、ケタミンは
NMDA受容体のシグナル伝達系のp38の活性化
を阻害することにより、アストロサイトにお
ける NEP 発現を抑制することで Aß分解能を
減少させることが示唆した。 
 
(5)アストロサイトに発現している NEP 及び
IDE の代謝経路調節におけて中心的役割を担

うホルモンであるレプチンによる発現変化
が、Aß分解に与える影響を検討することを目
的とした。レプチンは、Erk1/2 経路を活性化
によるアストロサイトの NEP の減少は、アス
トロサイト培養下での Aßの分解を抑制した。
以上の結果より、レプチンは Erk1/2 経路を
活性化することにより、アストロサイトにお
ける NEP 発現を抑制することで Aß分解能を
減少させることが示唆した。 
 
(6) アストロサイトに発現しているNEP及び
IDE の脂質異常症治療薬であるスタチン系薬
剤による発現変化が、Aß分解に与える影響を
検討することを目的とした。シンバスタチン
（Sim）は、Erk1/2 経路を活性化することで
アストロサイトの NEP の発現を減少させた。
この NEP の発現変化は、細胞外への NEP 放出
に起因するものであった。さらに、Sim によ
る NEP の影響は、アストロサイトの細胞外領
域における Aß分解を促進した。以上の結果
より、Sim は Erk1/2 経路を活性化することに
より、アストロサイトの NEP 放出を促進する
ことで細胞外領域の Aß分解能を誘導させる
ことが示唆した。 
 
 以上の結果を学術専門誌に投稿し、受理さ
れることによって国内外における本研究の
位置づけとインパクトを獲ることができた。
また、関連学会での発表等により広く普及す
ることができた。 
 今後は本研究成果をもとに神経細胞表面
からの Aßの重合体形成抑制物質ならびにア
ストロサイト由来のNEP発現調節物質を詳細
に検討することによって、アルツハイマー病
の治療および予防に発展させていく。 
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