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研究成果の概要（和文）：　糖尿病 (DM)がアルツハイマー病(AD)発症の後天的危険因子になることが多くの疫学研究
で示されている．糖尿病で生じる高グルコース状態がADの病態に与える影響を明らかにするため，本研究を実施し次の
知見を得た．1)高グルコース状態では，神経系培養細胞でβアミロイド（Ａβ）の産生が亢進する．2）高インスリン
状態では，Ａβが増加する．
 これらの知見から，DM患者でみられる高血糖・高インスリン血症は神経細胞でのＡβの産生を増加させることで，AD
病態を加速させる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）： Numerous epidemiological studies have shown that patients with diabetes mellitus 
(DM) have increased risk of developing Alzheimer disease(AD). We conducted a reserch to verify high 
glucose condition in AD pathogenesis and here provide following findings. i) high glucose condition 
faciletates β-amyoid(Aβ) production in cultured neuronal cells. ⅱ）high insulin state facilitates
Aβ production.
 These findings suggest that hyperglycemia and hyperinsulinemia occurring in patients with DM may 
accelerate AD pathogenesis by facilitating Aβ production in neurons.

研究分野：認知症学
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１．研究開始当初の背景 
 
アルツハイマー病は認知症の原因として
最も頻度が高い疾患であるが，根本的な治療
法や予防法は未だに確立されていない．アル
ツハイマー病を特徴づける病理学的所見は，
神経細胞の脱落に加えて，アミロイドβ（A
β）を主要構成成分とする老人斑およびリン
酸化タウを主要構成成分とする神経原線維
変化である．特にアルツハイマー病の病態に
おいて最も早期に生じるのは脳内 Aβの蓄積
であり，A蓄積からリン酸化タウ蓄積，神経
細胞死にいたる「アミロイドカスケード」仮
説を中心に，アルツハイマー病の治療方法の
開発が進められている．一方，糖尿病やイン
スリン抵抗性がアルツハイマー病発症の後
天的リスク因子となることが国内外の疫学
調査から明らかにされている．糖尿病による
アルツハイマー病発症への影響は，動脈硬化，
微小血管障害，糖毒性，インスリン抵抗性な
どさまざまな病態が関与することが示唆さ
れているが，詳細な分子病態機序は未だ不明
な点が多い． 
 
２．研究の目的 

 
糖尿病（２型）患者で生じる高グルコー
ス・高インスリン状態およびインスリン抵抗
性がアルツハイマー病発症にかかわる機序
について、特にアミロイドカスケード仮説の
上流に位置する Aβの蓄積などに着目し，そ
の分子機序を解明することを目的とした．具
体的には，糖尿病で生じる高グルコース状態，
高インスリン状態を神経系培養細胞におい
て再現し，A産生に及ぼす影響を明らかにす
ることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
スウェーデン型アミロイド前駆体蛋白
（APP swe）を安定発現するマウス神経由来
細胞（N2a 細胞）を，異なるグルコース濃度
に調整した培養液を用いて培養し，Aβ産生
量をウエスタンブロットおよび ELISA によ
り検討した．さらに，Aβ40，42 について特
異 ELISA を用いて定量解析を行った． 
次に高グルコース状態に加え，高インスリ
ン状態が付加される影響を考慮し，異なるイ
ンスリン濃度(0～1000nM)を培養液に添加し，
神経細胞が産生する Aβ量を解析した． 
 高グルコース条件，高インスリン条件で
N2a 細胞を培養した際のインスリンシグナ
ル伝達について解析を行った．高インスリン
条件と正常インスリン条件で細胞培養を行
い，インスリン添加（1μM）により生じるリ
ガンド依存性のインスリンシグナル伝達を
解析した．インスリンシグナル伝達の指標と
して，pAkt および pGSK3βをリン酸化特異的
抗体で検出し，時間依存性の変化を免疫ブロ
ットで解析した． 

 ４．研究成果 
(1)高グルコース状態が Aβ産生に及ぼす影
響 
APP swe 安定発現 N2a 細胞を異なるグルコ
ース濃度に調整した培養液で培養し, 培養
液中に存在する Aについてウエスタンブロ
ットおよび ELISA による検討を行った．ウエ
スタンブロットおよびELISAを用いた検討で
は，Aβ42/40 の変化を認めなかったが，総 A
βは，225mg/dL 以上の高グルコース状態で増
加を認めた．(図 1) 
より生理的な A分泌に及ぼす影響を検討
するため，野生型 N2a 細胞においても同様の
検討を行い，培養液中に分泌される内在性 A
βを高感度 ELISA により検討した． N2a swe
での実験結果と同様に，グルコース濃度依存
性の Aβ42/40 の変化は認めなかったが、高
グルコース状態では総 Aβ量が増加した． 
 

 
(2)高インスリン状態がＡβ産生に及ぼす影
響 
 
高インスリン状態における Aβ産生量につ
いて検討を行った．APPswe 安定発現細胞を高
インスリン状態で培養し，培養液中に存在す
る Aについてウエスタンブロットによる検
討を行った．生理的なインスリン濃度を超え
る濃度（10 nM 以上）において N2a swe 細胞
培養液中の Aβ量が増加する傾向を認めた． 
（図 2） 

 
 
 
(3)高インスリン状態によるインスリン抵抗
性の誘導 
 
高グルコース条件，高インスリン条件（10 
nM）下において N2a 細胞を培養した際のイン
スリンシグナル伝達について解析を行った．
高インスリン条件培養下ではインスリン刺
激に伴い時間依存性に増加する pAkt および
pGSK3β の活性化が抑制される傾向を示した．
（図 3） 
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