
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

アルツハイマー病のインスリン抵抗性を標的とするアポモルフィン治療法の開発

Development of apomorphine therapy targeting insulin resistance in Alzheimer's 
disease

３０３０１３３６研究者番号：

大八木　保政（Ohyagi, Yasumasa）

愛媛大学・医学系研究科・教授

研究期間：

２６４６１２７４

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病(AD)は認知症の主因である。近年、ADは「3型糖尿病」と言われて
いる。私たちは以前、神経細胞内のアミロイドβ(Aβ)の分解促進薬としてアポモルフィン(APO)を同定した。
APOはインスリン抵抗性を改善させる。本研究では、3xTg-ADマウスにstreptozotocin (STZ)注射で1型糖尿病、
また高フルクトース食(HFuD)で2型糖尿病を誘導した。HFuD群よりもSTZ群で認知障害悪化や毒性ターンAβ42の
増加があきらかであった。さらに、毒性ターンAβ42は神経細胞内でタウ蛋白オリゴマーと共凝集していた。今
後、糖尿病+ADマウスにおいて新規のAD治療法開発を進めていく。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) is the major cause of dementia. A diabetes-like 
pathogenic mechanism in AD brain has recently been suggested, and AD is called “type-3 diabetes 
mellitus (DM)”. Previously, we identified apomorphine (APO) as a novel drug to promote degradation 
of Aβ42 accumulating in AD neurons. APO may improve the insulin resistance in AD neurons. In the 
present study, we established DM+AD mouse models in which injection of streptozotocin (STZ) induced 
type-1 DM and high-fructose diet (HFuD) induced type-2 DM in 3xTg-AD mice. Exacerbation of cognitive
 impairment and increases in the toxic turn Aβ42 which forms readily aggregating oligomers were 
more apparent in STZ-injection mice (type-1 DM) than in HFuD mice. In addition, it was indicated 
that toxic turn Aβ42 co-aggregates with tau oligomers in neurons. Thereafter, we will develop new 
therapeutic strategies of combination of APO and other DM drugs using such a DM+AD mouse models.

研究分野：神経内科学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) アルツハイマー病(AD)は代表的な老年期
認知症であり、特に高齢化が進展してい
る我が国では急増している。現在承認さ
れているコリンエステラーゼ阻害剤の認
知機能改善効果は限定的で、また神経細
胞変性・脱落の抑止や神経再生などの根
本治療薬とは成り得ていないため、根本
的治療薬・進行抑止薬の開発は非常に重
要な課題である。 
 

(2) AD に特徴的な脳内のアミロイド蛋白
(A)の蓄積は認知症発症に 10〜20 年先
行し、初期はシナプス障害による記憶
力・認知機能低下、進行期には大量のニ
ューロン死に至るとされる。特に、分泌
Aの 10%以下である A42は毒性の高い
オリゴマーを形成しやすいタイプで、多
くの研究機関・企業が A産生抑制、オリ
ゴマーの凝集阻害や分解促進する薬剤の
研究開発を行っている。しかし、その臨
床治験の結果は必ずしも明確な有効性を
示していない。私たちは以前、パーキン
ソン病治療薬であるアポモルフィン
(APO)の投与が神経細胞内に蓄積するA
の分解を促進し、3xTg-ADマウスの認知
機能や AD 病理を改善することを報告し
た(Himeno et al, 2011)。さらに、DNAマ
イクロアレイ解析で、APO治療が細胞内
インスリンシグナリングを改善すること
を見出した。一方、特異な毒性ターン構
造を有する A42 は、早期より 3xTg-AD
マウスの脳内に増加することも報告した
(Soejima et al, 2013)。 

 
(3) 近年、AD 脳の分子病態として糖尿病

(DM)と共通の機序が重要と考えられて
おり、欧米では AD は「脳の DM」ある
いは「3型 DM」と言われている。また、
インスリン抵抗性上昇やインスリン欠乏
状態ではAD病理の中心であるA蓄積や
神経原線維変化のリン酸化タウ蛋白生成
を促進すると考えられている。 

 
２．研究の目的 
 
(1) 3xTg-ADマウスに対して、高フルクトー
ス食(high fructose diet, HFuD)飼育するこ
とによりインスリン抵抗性が上昇する 2
型 DM、あるいは streptozotocin (STZ)注射
することで膵臓細胞からのインスリン
分泌を抑制し、1型 DMを誘導する。 

 
(2) 1型 DMや 2型 DMを誘導することで、

3xTg-ADマウスの認知障害が悪化するか
検証する。 

 
(3) さらに、1型 DMあるいは 2型 DMを誘
導することで毒性ターン A42 の形成が
促進されるかを検証する。毒性ターン
A42および total A42を定量的に解析す
るためのドットブロット解析やELISAシ
ステムを確立する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 3xTg-ADマウスは APPKM670/671NL/PS1M146V 

/TAUP301Lの 3つの変異遺伝子を有し、約
4か月齢から記憶障害を呈する。7ヶ月齢
3xTg-ADマウスに対して、5日間 STZ 50 
mg/kg注射群、高フルクトース食(60%)／
水(10%)飼育群(HFuD)、通常食の飼育群
(natural)をそれぞれ作成し(n=12)、開始 3
ヶ月後の 10ヶ月齢で解析した。 
 

(2) 記憶機能はモリス水迷路(MWM)により
評価した。特に、60秒間プローベ試験で
ゴール台場所の 1/4区画の遊泳割合およ
びゴール場所の交差回数を記憶機能の主
要な指標とした。 

 
(3) 6時間絶食後にインスリン(®Novolin R)
を 0.5 U/kg注射し、血糖の反応性を指標
として末梢インスリン抵抗性を評価した
(Insulin Tolerance Tests, ITTs)。 

 
(4) 脳組織蛋白を TBSで抽出し、毒性ターン

A42 (11A1・24B3)および総 A42 (12F4)
の各特異抗体でドットブロット解析ある
いはELISAの定量的解析を行った。また、
タウ蛋白オリゴマー抗体(T22)との二重
免疫染色も行った。 

 
(5) 統計学的有意差は t検定で、また相関関
係については Pearson解析を行った。
P<0.05を有意と解釈した。 
 
４．研究成果 
 
(1) STZ群では認知障害が悪化する(図 1) 
 MWM試験のゴール1/4区画の遊泳割合は、
natural群に比べてHFuD群で有意に高く、STZ
群で有意に低かった。ゴール場所交差回数で
は、HFuD群に比べて STZ群で有意に低かっ
た。STZ群では認知障害が明確に悪化した。 

 
図１(A) MWM のゴール 1/4 区画の遊泳割合 
    (B) MWM とゴール場所の交差回数 



 
(2) STZ群はインスリン分泌を低下させ、HFuD
群はインスリン抵抗性を上昇させる 
 空腹時血糖は STZ群、HFuD群とも有意に
上昇していた。血中インスリンレベルは STZ
群で低下しており、ITTsで HFuD群において
インスリン抵抗性上昇が見られた。病理学的
には、STZ群で膵臓細胞の減少・萎縮、HFuD
群で肝細胞内脂肪沈着が見られ、それぞれ 1
型DMおよび 2型DMに矛盾しない所見であ
った(データ非提示)。 
 
(3) 毒性ターン A42 形成はインスリン分泌
低下と逆相関する(図 2) 
 新規の毒性ターンA42抗体24B3のELISA
解析(Murakami et al, Sci Rep, 2016)と末梢イン
スリン分泌レベル(IRI/PG)の相関を解析し、
有意な逆相関を認めた。従って、インスリン
分泌レベルが低下すると脳組織内の毒性タ
ーン Aの形成・蓄積が促進されることが示
唆された。一方、HFuD 群では、末梢インス
リンレベルと脳組織内の毒性ターン A蓄積
量に有意な相関は見られなかった(データ非
提示)。 

 
図２ STZ群における毒性ターンA量と血中イ
ンスリンレベルの相関 
 
(4) STZ群ではタウオリゴマー蓄積も促進さ
れている(図 3) 
 ドットブロット解析では、毒性ターン Ab42
に対する両抗体(11A1・24B3)、総 A42 に対
する抗体(12F4)、さらにはタウ蛋白オリゴマ
ーに対する抗体(T22)とも、STZ 群で毒性
A42 およびタウ蛋白オリゴマーの形成・蓄
積の促進が示唆された。 

 
図３ 毒性ターン A42、総 A42、タウ蛋白
オリゴマーのドットブロット 

(5) 毒性ターン A42 はタウ蛋白オリゴマー
と神経細胞内で共凝集している(図 4) 
 STZ マウスの脳組織を毒性ターン A42 
(11A1)とタウ蛋白オリゴマー(T22)の抗体で
蛍光二重免疫染色したところ、両蛋白は神経
細胞内で共局在しており、それらの神経細胞
の核(DAPI)は萎縮・脱落傾向が見られた。従
って、これらの蛋白は互いに seedを形成する
ことで共凝集が促進され、それらが蓄積する
神経細胞ではアポトーシスが惹起されてい
る可能性が示唆された。 

 
図４ STZ マウス脳組織の蛍光二重免疫染色。
11A1(緑)と T22(赤)が共局在しており(黄)、
それらの細胞の核(DAPI、青)が脱落傾向。 
 
(6) APO治療は AD脳神経細胞のインスリン
抵抗性を改善する(図 5) 
 私たちは、APO 皮下注射で 3xTg-AD マウ
スの記憶機能が改善することを報告し
(Himeno et al, 2011)、その作用機序の一部は抗
酸化ストレス機構の増強であることも報告
した(Ma et al, 2011)。さらに、インスリンシグ
ナリングも増強することから、神経細胞のイ
ンスリン抵抗性改善作用の可能性を考えた。 

 
図５ 13ヶ月齢APO治療マウス海馬の免疫染色 
  (A) インスリン分解酵素(IDE)と A 
    (B) pS616およびpS636+639IRS-1 
  *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Bar=100 m 



 図 5Aに示すように、海馬 CA1の神経細胞
では 5 mg/kg APO治療により IDE増加と A
減少がみられた。A分解酵素としてよく知ら
れている IDEの増加から、APO治療によるイ
ンスリンシグナリング促進が考えられた。ま
た、図 5B に示す pS616 や pS636+639 Insulin 
Receptor Substrate-1 (IRS-1)は細胞のインスリ
ン抵抗性の指標である。どちらの IRS-1 も
APO 治療の 3xTg-AD マウスで染色性が低下
しており、インスリン抵抗性の低下が示唆さ
れた。以上の結果について、論文業績 1)にま
とめて報告した(Nakamura et al, 2017)。 

 
【考察と今後の展望】 

 
 本研究の主目的は、①ADにおける 1型DM
および 2型 DMの影響を比較する、②それに
対する APO の治療効果を比較することであ
った。①については、STZ 注射および HFuD
飼育により、ADモデルの 3xTg-ADマウスに
1型 DMおよび 2型 DMを誘導できた。 
 これまで、高脂肪食(HFD)飼育による末梢
インスリン抵抗性上昇が ADモデルマウスの
認知機能障害や AD病理を促進することがい
くつか報告されているが、今回の研究におけ
る HFuD飼育による末梢インスリン抵抗性上
昇では MWM における記憶障害の悪化は認
めなかった。HFD飼育とは異なり、フルクト
ースが供給されることで、インスリン抵抗性
上昇の影響よりもむしろ脳神経細胞におけ
るエネルギー産生が改善された可能性も考
えられるが、今回の観察期間である 3ヶ月間
よりももっと長期の影響を調べる必要もあ
るかもしれない。 
 一方、今回の研究では、STZ注射による膵
臓インスリン分泌抑制が、明確な認知機能の
悪化と AD脳の病態で重要な分子と考えられ
る毒性ターン構造 A42 の形成・蓄積を促進
したことは興味深い。さらに、3xTg-ADマウ
スの脳組織では、神経細胞内で毒性ターン
A42 とタウオリゴマーの共凝集が示唆され
たことから、末梢インスリン分泌低下による
神経細胞のインスリンシグナリング低下が
脱リン酸化 GSK-3 を誘導しタウ蛋白の過剰
リン酸化およびオリゴマー形成を促進、それ
が seedとなって毒性ターン A42形成を促進
した可能性が考えられた。日本人高齢者では、
インスリン抵抗性上昇よりもむしろインス
リン分泌低下が目立ってくるため、AD 病理
や認知症発症を促進するメカニズムの一つ
と考えられ、今後重要な治療標的となる可能
性がある。 
 さらに、3xTg-AD マウスにおける APO の
治療効果は脳神経細胞のインスリン抵抗性
を改善し、A分解酵素である IDEの発現を促
進することで認知機能を改善することが示
唆された。以上の結果から、STZ注射による

1型DM合併の 3xTg-ADマウスに対するAPO
治療の効果を検証する必要がある。これが本
研究の目的②であるが、現段階では開始でき
ていない。今後も引き続き、上記研究計画を
推進していく。さらに、APOと糖尿病薬など
を組み合わせることで、さらに効果の高い治
療法開発につながることが期待できる。 
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合診療内科学 
http://www.m.ehime-u.ac.jp/school/geriatric/ 
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