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FORIE I XRR RN RE OFETE 2 E5fk & 972 @il &2 Tl & L72IMRE T, £ ORREERIT 60
WL BT 5-7% & i S 41TV D (Alzheimer’s Disease International, World Alzheimer Report
2009), ED¥HLL EAE 5D DDN, TV A ~—95 (Alzheimer’ sdisease: AD) 5>
XTIV A = —BIEREE & PN D AT O IRE MR B TH 0 | KINEE OB 70 Z4i
AR E T D, AD ZFH LT BE ORBIERITHEFEICh o TRA IR F LTV &,
BITITE- X VREEL R CHICED, SHICEWERE LT, #1955, IR, S8, A%
b, ATBVRFE R ERBND Z &0 D, MR OAHE LD TRE WV, IR T o i
iz, BEBITAS % 20 FRTHET 5 E-E SN TE Y (Alzheimer’s Disease
International, World Alzheimer Report 2010), ZWREIZRIERIEZ fENLT 2 Z LITHESHIR 2
Thb, BE. AD OIFFEIITER KX XL o7 Fral v A7 7 —PlEK
R NMDA W7 V52 I VSRR D A~ o F o MER ST D28, Wy —K
HOIZHEIR 2 R RN~ 2 SHERIEIE CTH 0 | AERZRRATRRIEOHRE R R RO BTV D,

AD BEDORMTIT, A X ORREHHEZ (L & PRI 5 BE RIS S R
FIZREET R E L CROBND, BABHIT 284 FBXTF K (AB) MRS CHESESL
LI OTTY I A REEE HIETIL, AD ORMMICE Z 2JWBEE (L TH D | ik
JFRRHEZA LA LIRS B, & DICRMIRIER S M AD (FAD) OJRIN#E/5 1
THDHT 2 uA FRiEFEA (amyloid precursor protein: APP) B3 L V7' L=V > 1 or2 (PS1,
PS2) 728, WTih AR DAERICERERAD L 0 Th o722 L5 (De Strooper et al., 1998,
Wolfe et al., 1999), XN TD AB ZFFfE2 AD OFIEIRK THDH LT 57 2 A RIS
EH7c (Hardy and Selkoe, 2002), AP DAL, ZORIBMATH S APP 23, £ p-E7 L
4% —+ (beta-site APP cleaving enzyme 1: BACE1) |Z X - CHllfus Mgk 2 Ul X1 (Sinha et
al., 1999, Vassar et al., 1999, Yan et al., 1999), D&, KIZFk S 47= C Kt @ B-CTF

(B-carboxyl terminal fragment, C99 & H 1V 9) 25, y-& 7 L X —BIZ X > TIENUIEr S5



ZLIZkoTERESND (Fig 1A), y-E 7 L& —PIC X DU E I TR, ks
LT 36~43 FRIED C KR DO F72 ZHHFED AR DNERR I DD ER & OBEMED K& b
BNWEEBEZ LN TWDLDIX R FBIENSD AP TH D, AP ITEEMENE L, ElE
ELTITRBE AB40 D 10 29D 1 BREICHEDL ST, 7 I oA FEEORERE L LTI
AB40 LV £\, 7o, FAD OJFIKERFEREDOZL A, Ap42 DAERE, b LI Ap42
S ABAO DR E FHSED VWD T &, AB42 & AD BIEDJRKN ST L T8 2 &K
BTsboL 2% (Younkin, 1998, Murayama et al., 1999),

T X m A FEMEE SR 72 1990 FRIE, AVETED AR PG L TERS LD AR
FEMED AR BRHED ARSI EEMEZ 72T H D E B X LI TWZ, AB FRKETRERL S L
HENBEDOEITNLT L AD OFRAKEIERE L8RS L 72\ (Arriagada et al., 1992) 72 & £ D
KERBIR & BERIH T 575 b 2 b o7z, BUETIL, RIETED AP #RHEL D Te L A FIIEMED AB
PN LOMIasCA Y I~ —% B L, ZOF ) Iv—n3 v 7 ARREEEL 5 &
BT 2L CRIMBEEREENELD, EWIBXFNENE 72> T 5b (Klein et al., 2001,
Selkoe, 2002, Tomiyama et al., 2008, McDonald et al., 2010), Ap AU I~ —|Z X % > F 7 2
REFEE ORFTICET 2 MEIIZIEIT O | WEEMIITITE > TRy, T ETIZ,
AP AV T~ — NN S T 7 A OB DOER (a7 Bl= 2 F %K, ephrin B2
SRR, VA URFERRE) ISHEETHZ L. MlAN LY T AR EA X NMDA %
HEOMRANIE LA ERH T2 & fERE L THRER AL L OHKE 7 AR
PEDIK T NA T 570 EMdfis & TV 5 (Demuro et al., 2005, Lacor et al., 2007a, Shankar et
al., 2007, Larson and Lesne, 2012), Z4U 5 OAERIZ AR TH O | Bl 21X A DPEAE % #i
THZ LT, AV IR SR, VT T AR RIEICEN D Z L SRS
N5,

y-k 27 LZ—¥ix, PS1/2, =H A VU, Pen-2 (presenilin enhancer-2) 3 J T8 Aph-1
(anterior pharynx defective-1) O 4 D DJEEE FVHE & e/ MERA Y & T 2 B A EES KR T

HY ., ZOEEFLNETLE=V 08 6 BLUE 7HEBEFERICH DT AT X BT



& 7% (De Strooper, 2003), y-£ 27 L X —EBZ[HET D Z & TAP DAEKITEEFICMZ HND
ZENB, ZTRNETHEEZL DOyt L X —PIHEIRK (y-secretase inhibitor: GSI) 23AIH &h
(Kreft et al., 2009), AD {RAVERIK L L COREEMEDPREI SN TE 7, L L y-EZ LZ—
B ORE R RTINS, APP O b EA-FEFO 1 HFEEBE AN EE L LTREINT
$ Y (Kopan and Ilagan, 2004, McCarthy et al., 2009), HZ1% Notch & D X 5 |2 CEE
PR AEERERE A > TV A EE H H 5 (De Strooper et al., 1999, Struhl and Greenwald, 1999),
Notch (L y-£ 27 L #—E THIKr &5 Z & TNICD (notch intracellular domain) & X iZh 5
CRWrR Z M L. ZAENICBAT LT, MilasbiZBo 21 4 OB Dl
BIEMEZ 5 (Notch 27V > 2) (Kopan and Ilagan, 2009), GSI (% Z @ Notch ¥ 2
TV T EET S Z LT BRI O B e, S RO EREE & o
FEESRBERZSISEITIENMOLNTEY (Milano et al., 2004, Wong et al., 2004), =
A& W EDEET D e DR & S TE T,

— .y VA —BEETHOTIEARL . TOMELEMTHZ T, FHRST
EIND A4 OFEAZBIRINICIHIT L, y-E7 LX—EE V2 L—F — (y-secretase
modulator: GSM) & W S BEEOILEY & A2 STz, 2001 4F, Weggen & 7 sulindac sulfide
X ibuprofen 72 ED—FDIEFAT o A FEFIRIEHRKIZ GSM EHERH L Z L2 R L7
(Weggen et al., 2001) O &R, $Z% < O GSM 23[FEE, Al &4 TE 72 (Oehlrich et al.,
2011), GSM Zy-£ 7 L X —BIZ L 2UIiEZ > 7 FSH5H 2 & T, AB42 FEAE &I
L0 012 AP38 FEAE AR L FERAIC N — 2 LD AP PEAE BRI L S 72\ (Fig. 1B),
F72. Notch ZZTefld -7 L 24 —BREEOUIWZHE LW Lb, GSLIZD D
AD IR & L TRt b TE T,

AD DOJFHE « IR TRICH VT, EF/VEM) & LT, FAD £#A o APP X° PSI %
BALEBLEFRE~Y Y ABNEHERE IS, IAKERENTE 7, T ThH, Ap EARR
ZIEHRAIIZE D 5 Swedish 4 APP (K670N/M671L) (34 FAMEDNE <. 1996 412 Hsiao B 12

Lo TR SNz Tg2576 ~ U AT BINWH SN TE 1 RZMTH S (Hsiao et al., 1996), =



NHBR WA~ T AT, WREZMOZEHEE TIIMR TE 20 H OO, IIEMETFE 22K
N7 2 aA REEOILHE & FEITHEERRD HNDLZ L0, AD OJFREE & 5 FLE
LTW5EEZHNTEY, GSI X GSM OIFETHIAKTEH SN TE 7, L, £
OOWFEIL S 21X S AR FEART I v A FEEERICHT2RICEB LD THY |
RELTERERRD LN D NERIBEBBLCEFEDIRICOVWTRIFZEALHFINATIR
Mol Lt AD BEDMNTIT T TICER DT I v/ FEERILE L TWDIZHEDL L
T BT X v A FEERET OB I O 52 BRMET 5 TR O ®E N T &
hNETHoT,

= ZCTARFFETIX, Tg2576 ~ 7 A% VT GSI 3 X O GSM DR EREREI kI3 5 1EH
AHULE LICME 2170 ZOMERR Z Ll L7z, B3 Cld, sRaiaeIsxr3 % GSI
& GSM DEHDEWZFIO TH LM L, EOTFICET 22179 & & biT, FR
BRI & DM OWTER L, =T, MNT 2 oA FEREEROET LE)
WNZxET D GSM OEREEN R 2 91D TH O MMIZ L, E ORI T 2 et 2179 & &bz,

AD {RHE L L TOREEMEIC DWW TER LT,
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Fig. 1 AB DAERE LT GSI, GSM DOIER DX
(A) APP 3 B-& 27 L X —V THUIM &SN T B-CTF 24K L, Zhizy-k 7 LA —ERUl+5 2 &
TABBERMIND, (B) GSLIZA AR DA ZMGIT 572, B-CTF MHEFET 2. GSM (3 Ap42

R EIEIT 5 0 IZ AB38 ARk A RHET 572, AP DRAEREICITES T, B-CTF (XER L
720N,






F—E AD ETNAUABIVER~TRXDORIBEEIZXTT 5 GSI. GSM DK
BRI A RRET

1-1. ¥

il

AEENED AB BHED D72 DINT I v A RBEX AD ORFEAHREWR CTH L0, TDO&E
& RER EIEE & OMBIHEWZ L3 5N TWD (Arriagada et al., 1992), —J7. &9 —
DRI ERG T & 2 AR IFRRME A LI T RRR B 2 & AR5 5 4%, MacLean HICK D &
Z OMRFRRMEEAL O BIXREMED AR =& ITHBE T, AAED AR EEMBLE
(McLean et al., 1999), iIXPN D IV AR BEIL T T 7 AEEOIKT & LT Z LG S
ALTEY (Lueetal., 1999), FIEME AR & RRFIEREREE & ORHERIE SN D, Z2HA APP
NIV AV 2=y~ A (APP ¥ A) ([ZBWT, FEBEORENT I uA FEOFE
FRE D RICHNTL 52 &b, YA AR L RABEREOR MR E T 20 F
2% (Holcomb et al., 1999, Van Dam et al., 2003), > T, #ANZ L 0 AIEEME AR 2K T =+
B2 L, PBAMEEEREE OWEICEN D LIS B,

y-E 7 LE—BIX AR AR DB 2 O BER TH U | GSTIZE OIEME A FHE S
LT ETHRAND Ap BZIRTSE 5, 22 THH AD IpREZ B E L T, ZavE THE<
O GSI A v, EEOLEW DR E THA TS (Kreft et al., 2009), FHINZEFRA
W L7= GSI IE LY450139 (semagacestat) C. bt b TSR X OWMEHIKRT O Ap Z{&T
TEXDHZEA2MDTHRLIED (Siemers et al., 2006, Bateman et al., 2009), JH{LEEIROEEZ
DORita7e & Notch FAEEMHICE S EFZ X ONDEIMEMANRD L7z (Fleisher et al.,
2008), % D%, Notch FHFENEH 2 Tefff < 29803 A, GSI-953 (Begacestat) (Martone et
al., 2009) <> BMS-708163 (avagacestat) (Albright et al., 2012) 72 EMREEEAD L=, LovL,
ZHETO GSIAFZE Tk AR IR TAEH & Notch FLAEVEMICE SN E L, AR L LT
I S D N EFRAERESCEEHIC DWW TR, 1ZEAERFI SN TI o7, GSIITX



% AP AR EX. TORETHD B-CTF OEREEZ LT Z B0 o TWVHN
(Anderson et al., 2005, Abramowski et al., 2008) (Fig. 1B), 21X Z @ B-CTF (AR E <0
T AREEM AT D AREMEARIB 3TN D (Oster-Granite et al., 1996, Nalbantoglu et
al., 1997, Suh et al., 2000, Bittner et al., 2009), 75T, GSIIZ L > TABBMEFLTH, 4T

bR HBEREUEICER O RV AR LB X 6N D,

—77. GSM I% AB42 DR ZMIHIT 57217 TR AR EIXME T S E20WO T, B-CTF @
LRI Z & 720 (Weggen et al., 2003, Kounnas et al., 2010), 2001 45, Weggen 512k > T
— 8D NSAIDs 7 GSM/EH 2 H 95 Z & 338 LS iz (Weggen et al., 2001) = & % 32812
AL AW < AR STz (Oehlrich et al., 2011), Tarenflurbil (R-flurbiprofen) # % ?
—OT, GSM & LTHID THEREAY L, Phase Il & THEA A, BH OIEREITIZINH &
N7/ o712 (Green et al., 2009), Z 5D GSM (T — A L MR, EiEMEIE 10°~10"
F—F—L55< | E - MANBITIE B S — & o R R & 1K) o 7= (Briksen et al., 2003) = &
Mo, BERDFIE O D 22 oo EBEZ BTV D, TD%, FHFEN 107~10° 4 —
F—Li<, MABITHED RIFRE MR GSM & LT, ZJ==A A IF =L ZAT
(Kounnas et al., 2010) °HLRF L AFLERY P2 % A7 D GSM  (Hawkins et al., 2011)
DRI, 0K E TEATHD, LML, 2D GSM #FZEL £7-. Ap42 K F1E

ICOBFEH L, AEFERE LTI SN D R ERIBRELCEER I VW T A E R
FESNT I ehotle, o, AP 1TZ DS EEEN: (Jarrett et al., 1993, McGowan et al., 2005)
HR L7 A FEME (Mucke et al., 2000, Lacor et al., 2007b, Kuperstein et al., 2010). 3 & UV
BN - SRR R (Twatsubo et al., 1994, Younkin, 1998) 7> 5 AD J BETE K D JFIK 43
EZONTEEN ERICRAPEZER T ESEEZ LR APREZTEZETEEDZ & T,
REMEREDUGEN ER TE D Z & &2 LG IR0,

ARFTTIE, GSI B L GSM OFRBHREREIZ KT H21ERHZH 50T 5728, Tg2576
v AR I OHAR -~ T 2% T, Y-maze FEITERBREIT 72, 7 A MEAWIZ

GSI & LT LY450139 3 XU BMS-708163, GSM & L THARF U AFALERY D4 A



7D GSM-2 (Fig.2) Z M, FALEHOITEI AR L O AL ERITE 2 Ef L. GSI

& GSM DV, 3 L O RRERGE R & OB EMEIZ S W TEZR LT,

LY450139
(GSI, semagacestat)

Fig. 2 LY450139, BMS-708163, GSM-2 DL ER

BMS-70863
(GSI, avagacestat)

GSM-2



1-2. i

1-2.1. L&Y

LY450139, BMS-708163, 35 X U GSM-2 (%, 3CHk (Pu et al., 2008, Gillman et al., 2010) &
T IX AR (Garcia et al., 2007) O FIEITHENERR LTz, 2 bW, MfasEiRices
WTIEP AFILZLARF TR (DMSO) ([ZIEiEL., BiTARN L THH L7z (% DMSO
TEFE 0.5%), BMFEBRIZBVTIE 0.5% A F L/l o — R EKICEE L, 10 mL/kg D&ET

HEY L<IE8 HMXE (1 H 1[B) &OfE Lz,

1-2.2. B

b b APP695 @ Swedish ZZFfk (K67TON/M671L) &inT-2NEHA S 7z Tg2576 ~ 7 A
(Hsiao et al., 1996) Z#ZJE L, RMEOBHAR -~y AL L BT, 3 W AMEZIL55 W HERT
SEBRIZAE ] L 7=, %H 1L, Mayo Foundation for Medical Education and Research (Rochester, MN,
USA) X 0D Tg2576 ~ 7 A% AF L., B6SILFI/I v 7 A2 (AARTF v —/L 2 Y 3—) Oiff
ERMSHED Z L TIToTe, ARMOMEITHEN.Rm <, HEAT CTHEELHA 5720, 17
BRI NE E B 2. ARBRCIIMEO 2 L, #iid. BEREEES K OVKE B h
FHSHE, Eil 2343°CH L UL 55+15%., 12:12 R OGS 7 v (B4 : 7 : 30-19 :
30) OXRMFTHEE Lc, ETOEMERIT, 7 A7 7 2RSS @) F25rZ B = 07k
8% 15 C, American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) 87

Jiti R C S L7,

1-2.3. #JAR APP kv /ER

b AR B IAR (H4) 2 W, B MEPAT APP695S %2 & R BiAMaLk (APP-H4)

10



AR U7, AIRRIE. 10%FE@ ks 7 SR EMmyE. 100 units/mL <=V > B LT 100
ug/mL A kL7 k<~ A > % & T Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) % T,
10 cm 5528 > v — U CHERFREE L (37°C, 5% CO,) . FEBRATH T 96-well, F7-1F 6-well
TL— MK 1.5 x 10° cells/em® OMIIREEE CHERE L2, B A, FEx OREO(LEWEE
TokEHICAZ A L, Z D 24 FEREIZICEG 2[RI U 7=, [BIL L7285 o AB1-42, AB1-40,
BLOABL-38 JREZ 2 il ELISA & > b (AB1-42, FEHIZE; AP1-40 38 L O AB1-38, %
AR & O CTHRIE U7z, 5 HIEIN OHMIFIE, Complete Protease Inhibitor Cocktail
(Roche Diagnostics) % & fif S 7= RIPA #% &% (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS; pH 7.6) % FHVNTEME L, B-CTF & DHMIE (ELISA ¥~ b, %
AR . MIRAGFFEORE (CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit,
Promega), 83X WV =A% > 7 my kb (1-2.8 IH) (ZH L7=, ICsfEIX Prism 5 software
(GraphPad) % FHWNCTIRBEIFATIC LV FEE L, 3 EIOFEBROFE) LAFHERETER L

7"4
—o

1-2.4. HIMAR Notch > 27" F VU o /" EBk

TEHTEM Notch (NotchAE) FEEIAR 7 % —DE#IZ, Kopan & D51k (Kopan et al.,
1996) # 4 &1T, BAlEZ~ T 2R b e MUNCER L TYTo72, 3725, & k Notchl %
= — F9° % mRNA I (NM_017617) @9 b, 1-60 FHiHL, 6 KU 5193-6657 FH S5y
% pDNA3.1 N7 &Z —(ZH A U7z, EBRATHIC H4 Ml A 96-well 7L — MIHEFEL , 2H |
NotchAE 3B~ 7 #—_ B LOHD RBP-Jk &L 7 =7 —BIB~7 % — (Cignal
RBP-Jk Reporter Assay Kit, SA Bioscience) % . Lipofectamine 2000 (Invitrogen) % > THH
Rl —@MEICE A L. (37C, 4 K5fH), N7 ¥ =85 A%, HEHazfEx OREOILEw %5
TelgHC A L, 20 16 Kk, Moy 7 = 7 —PiEtE2 dilkO % >~ b (Dual-Glo

Luciferase Assay System, Promega) % VN THIE L7z, RBP-Jk [Z. Nocth "6 y-£ 7 L& —

11



Pl ko> CTHIaNICOI 0 (&b 7 7 A2 (Notch intracellular domain, NICD) (2 X -
TIEMHALT DGR FTH Y . RKERR TIXZDIREEME, T Rhbbry 7 =T —B5H
B (=FRIEN) Z2JET 2 2 & T Notch + 77 Y » ZIHMEDHIE & LT, ICs fEIE Prism
5 software (GraphPad) % M CIERIEEIRSHTIC L D BH L, 3 [EIOFEBR O] L FEHEGR

ZETEL,

1-2.5. FETBHER

—HET8BID~ T A& AWT, ZOZEMERLIER N Z Y-maze AR X 0 3 L 7=,
3ARDT — LEFEMETHR LA Vb= A8 (KE) oY FRREZERL (77—
LDOFZ 40 cm, &S 13 cm, JEME 3 cm, HABE 10 em), FEERICHEM L7, 1 HABITS
A B OLEWEE 3 KRS~ U 22T — LAD5EmICANT, 8 HHEHICER S,
ALTT — ADNEER L OEHZTEk Lz, 2 TO7 —AICHkE L TEAT L Z L2 A%
KEATE) & IEON, 2 ORBHEAEEL (10 [BEIRT OBA LRI (Cxhd 2 %G (LT oiHE )
b o TREMFEREROETE S L,

HIEZEATEORIG (%) =HELZETERE - FEARE—2) X100

Alt i £ Alternation Rate (%)
ernation rror = Alternations / (Total Entries — 2) x 100

1-2.6. BRI Ap 38 X O B-CTF BEOHIE

1 HHEE72138 H H D Y-maze iR TERIC~ 7 A2 WEd L oK E TS Z2 /i L7,

R, HWONICERER P TREmE S, —80CTHRE Lz, iy 7 VR L,

12



Z® 10 5@ TBS $&fE % (25 mM Tris, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCI; pH 7.4; Complete
Inhibitor Cocktail & 1) &EBFH ATV T A F—E2HNT, KETEREVFA XL, &
EY A — F% 100,000 g, 4°CT 1 FEfEELL, BN EEFTO AR x-42 35 X OV AB x-40
IR % ELISA ¥ > b (Feslidk) # W CHIE L7z, £/, MORTORET R — hDO—H
% 2% SDS Tiafif S+, B-CTF &% ELISA % v b ($oAMAr%ErT) 2 v CllE Lz,
ZDRE, ¥y MEBORIRIE T, Tg2576 ~ 7 A0 7 L1% 730 {512, BAEM <7 20
YL 6 FFICAIR LTz, BRI~ U 2Tk, MESAEERRE LTy AR a vy
F 2 B-CTF (Sy& AEMFIERT L 0 3852) 2 v, ok SDS IR 7L R T 0.33%
E D KO LTz, ZOIRED SDS IRHIEIGSNZ A 30%IK T S 72238, & &MEIC R
I 7o (M7 vy M X 2EBMEr > 0.99), YL EOFEIZI VO HIE L AB
x-42. AP x-40, 35 X OV B-CTF OB GREZ IS 1T Diext &L, Tg2576 ~ 7 A TEILEI,

1.9+0.1, 11.6+ 0.6, BLTU21.2+2.5 pmol/g tissue (9 FRER D HIE 1) HHEHERA ) | B4
W~ 7 A TENZEIL, 0.12+0.00, 0.72+0.02, 3L TN0.48 +0.03 pmol/g tissue (6 FHR D

B RRAERRSE) Th o,

1-2.7. Invivo \Z¥IiT 5 Notch > 7 F 1 o FRHEMEH O AR

—Rff 6-7 HlDO~ 7 R &M L Notch > 7 U > FfEH#Es T & LT Hesl 38 XU Heyl
® mRNA FEBL&E %, qPCRIEIZ L VHIE L7z, (bEaz Bl h 3 RIS L0
BREfRH L. —80°C CTHIRTE L7z, RNeasy kit (QIAGEN) % i\ T h—# /L RNA % Hil
1 L. SuperScript III (Invitrogen) Z V> T cDNA % 8! L 7=, Power SYBER Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) % f\ T Hesl, Heyl, 35 & U B-actin @ cDNA &% JlIE L ., B-actin

? cDNA & TR Lo, W77 A ~—DES 2 LL T ITRT,

Hesl, forward: CCAGCCAGTGTCAACACGA; reverse: AATGCCGGGAGCTATCTTTCT

13



Heyl, forward: GCGCGGACGAGAATGGAAA; reverse: TCAGGTGATCCACAGTCATCTG

B-actin, forward: CGTGAAAAGATGACCCAGATC; reverse: GCCTGGATGGCTACGTACATG

1-28. VxRZ.T7mryb

A Z A — b L OWNAE Y — 225, Blue Loading Buffer Pack (Cell Signaling)
rHNTr—T 4 VTR IV EGRIL . 5 A A v LT2t%, SDS-PAGE (15% gel)
Zk 0 E Ry R LT, #2737 % PVDF € (045 ym fL) ICHEEB L, 7y ¥ 7

ER L 722, LU TSR — IR ER KO RGUE & RIS STz,

—IRPUAE © PLAB-N Rinhr )~ 7 ZE€ / 7 v —F LHUR (clone 82E1, FiZ AWt 5T,
100 {5478 , Bt AB1-16 fElk~ 7 A& / 7 1 —F L HL{K (clone 6E10, Covance; 1000 {547 HR),
BT APP-C KFEIK 7 VXK U 7 v —F 5K (#A8717, Sigma-Aldrich; 1000 & 7= 1% 5000 {57
), L N-cadherin v A&/ 7 u—F/LHifK (#610920, BD Biosciences; 200 {47 #R), $T
EphAd4 ~ 7 AE / 7 o —F LHUK (clone 6H7, Merck Chemicals; 200 {#47FR), #1T p-tubulin

~ U AE ) 7 a—FAHK (clone AA2, Millipore; 1000 % 721% 5000 fi5 7 #R)

TRPUK . HRP fEAPI~ U A 1gG & Y UK (#NA931, GE Healthcare), HRP fEAHL Y

¥ IgG 2 \PUA (#NA934, GE Healthcare)

3 K% ECL plus (GE Healthcare) % W THREESH, F6E%FE % Quantity One 4.6.5

software (Bio-Rad) ZHWTE&E L7,
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1-2.9. BRI

—HE T8 BlD~ T ATH LILEW A 8 HER G L. &i&dk b 3 BFfEikic, Y 77
CWNFRIE T . 2SS 10 mM PBS (pH 7.4) ZHER L. WA L7z, KIM¥ERZ 4%
IRIRNVLT AT R CERREERICET 4C T2 A OGRIEEE L7k, 16% A 7 o —
2,0 CERTRERIC AR L, 4°CT 2 BRILAET CEBR L GRYF 2 [EARASH), CO,
A ZANTIMAE2RGHR L%, 7 VA AF v s 2T 20 um JEOFRRYE A 2 /R L
Teo ¥ U AT K7 A (Paxinos and Watson) 22 L 7273 5 | bregma £ ¥ -1.70 7> 5-1.94 mm
FHEOUIR Z BB S 1T OB L, 10% Y FifiLiE (Vector Laboratories) T7 1 » ¥
BB (SRR 2 RERE]) L7et2, BUFIORT —REUA T 16 Fefil, e € kBUAT 2 I

], =R Tl Os ST,

—IRPUAR © B AB-N Kl BAY~ 7 A€/ 7 a—F VHUR (clone 82E1, i M JERT;
200 f5758%), L APP-C REK VXK U 7 v —F 5K (#A8717, Sigma-Aldrich; 2000 1%
F), $1 Synaptophysin 7 ¥E / 7 1 —F /LHi{A (clone YE269, Millipore; 500 {5758 ,

P
Pt drebrin A 7Y XR Y 7 v —F UHifR (#28023, e AEMNTSERT; 200 {4 AR)

TRBUA © Alexa-Fluor 488 fEAHi~ 7 A IgG ¥ FHUA (#A11011, Invitrogen), Alexa-Fluor

546 FEAHLY HF 1gG ¥ FHUE (#A11035, Invitrogen)

U EATA RATZ ATk LItk, ORCA-ER TV XN AT (BIAAR h=7
) Z4# L7= ECLIPSE 80i #{-Bf#s (=22 ), F7-1L LSMS5Pascal 4 A L —H —BA
W (Carl Zeiss) &AW THREMLEIRE Lz, BEOKE (CAlb Mk H#EARAIILE i
SHIRIE MRS T8 CAlLe SO EFJEEAL, CA3a 205 3b fEIk DS (AHNE BV E .
TR, oFE. BROWIREIR) (2B 242 dekEIMITSR, oMo

JE& 1% 750 X 16 um D#iPH % Image J 1.44p software (NIH) % VRN L, BdlEfb Lz, 7 —

15



1% CA3 SfEHIE 22 EL & L, € OB TH U R IR L Lo, B LRI O 2

EAE DY BB EE IZRE O IL R b e o 7,

1-2.10. #EEHERAT

F— 2 TR AR S5 T L SAS software (SAS Institute) % VN THESHIEMT L7-,
2 BER O IC 1T Student t #E, 3 BERILL_EOMEHTIZ 1T Dunnett B E 2 V. A EAKMEIL p

<0.05 & L7z,
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1-3. R

1-3.1. BEEERMBEICEBIT S APP a3 v Zicktd 3 GSI. GSM D%hHE

IZEOIT, fLEHD APP Tt o JITRT D1 %4, & MEFAER APP A2 EHEH
72 H4 @& AV CTRRFt L7z, LY450139 (HMIfRIC LD Ap42, AB40, 351 OF AB3S &
AR NTIHIZIER CEHRECTHEL, 20 ICs X 10.9-12.0 nM Th o7z, FEEIC
BMS-708163 % 3 FlD AP FEAEZBLE L. £ D ICs 1% 0.66-0.79 nM TH o7z, —J5, HMifd
D B-CTF BEIXF{LAWIZ L > T ER L. ZTOIERAIT ABEAD ICs L TRk &7z
2. EDICEPEE T L7z, GSM-2 13 AB42 FEA 2 BINAUICPHE L. AB40 FEAILSE
R TORIAE LTz, AB3S FEAITWIZH R S, £ D ECs (81.3nM) (X AB42 FEAED ICs

(65.2 nM) ITITVME A 7R L7, B-CTF &IV TNOREIZE N THEh ST h -T2, (Fig.
3, Table 1)

LY450139 (2 & % B-CTF EAERSEBRE CHES L= Sl oW Cid. v = A X T a
R CHhHER L7z, 6-well 7 L— K CHi# L7-Mlila+ o B-CTF %, AB O N KAEIE A ik 3
% 2 M OPUE (82E1 BL TV 6E10) ZZNEHHWTHE, E&ELIZEZA, WTho
PRz 256 S ELISA LIZIEFRERORE R3S b2, APP 1L B-& 7 L 2 —EB LA
a-B 7 LA —BIZK > THUIWr S, B-CTF KV 16 7RIV a-CTF DA I NDH A, =
® o-CTF b y-B27 LX—BDEE L5, £ T, APP © C Kk Z 7T bz H
WTC o-CTF 2, EELIZE 2 A, aCTF 1TV 74 FRIOEKHIREZ R L, BEET

DOERBEESIXERD bz o7, (Fig. 4)
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LY450139

250+ - 350
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150 F250 ™
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g 100 200 =
50 -150
0 -100
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0.01 1 100 10000
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BMS-708163
2504 - 350
2004 300
150- 250 =
< - n <=l
< 100 200 = <
50- -150
04 - 100
0.0001 0.01 1 100
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* Ap42

< Ap40

-+ AB38

o B-CTF

GSM-2

2501
2004
150+
1004

50

0- D—-‘D”‘D\D-ﬂ—ﬂ\n

r 350

300

250

200

150

100

1 100
Conc. (nM)

Fig.3 I5EMIIZIIT S APP Fut i v Zizxtd 5% GSI. GSM D%ER
APP FRIFEHL HA il 2 45 FEAN T 24 IR ER S H 725 | BRI T W S 47z AB42, AB40, AB38
(FEdh) . B X ORI o B-CTF (i) % ELISA IZ THIE L1z, T — &% 3 Bl EBRO Y1+ h

YRR, (ICso. ECsg. ECpa I3 Table 1 (Z70HL)
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LY450139 -+ o-CTF (APP-C)

S——— | - B-CTF (82E1)
00— IR R vr-rarr0) v P-CTF (6E10)

o B-CTF (ELISA)
15—

- S M e W B-CTF (82E1)

N
?

N
&

-y
15— P 5 121
; — - . B-CTF(6E10) g 10-
: T
S 8
15— @
- 2 9
= S C-CTF (APP-C) 3
g 4

N
h

long exposure (APP-C)

o

SO S -tubulin

Conc. (nM)

Fig. 4 IEHMIIZBIT 5 B-B L T o-CTF EIZxT 5 GSI DR

APP 58| 8L H4 flla % LY450139 (3.2, 16, 80, 2000, 33 LT 10,000 nM) |Z 24 R RfE X w7
%, MIEFOB-BEL P o-CTF 27 = AX 7 ry MKV ERE L, 82E1 38X 6EL0 (X B-CTF
O N RERHPUA, APP-C 1% -5 L O 0-CTF O C RGP, APP-FL (I4F APP,
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1-3.2. BEEMIIZIIT D Notch 7 F Y » Jizxt4 5 GSI. GSM DOh3E

LB D Notch 7 F U 71T+ 2/EM A, B & NotchAE %z —i@aPEIZFEH S 7
H4 flifa, BELNICD LAR—%—7 vt A7 L5 HOTHRE LTz, ARIZEBWNT,
LY40139 3 X O BMS-708163 (X Notch &7 U > ZFHEEMZ R L, 1ICs IXZNZH 14.1
BILO20.6n0M THHo7-, —FH, GSM=2 %3 uM £ THREFT L7228, ILEX2E<BD %
Mo 7= (Fig. 5), LY450139 Tix AB42 BEE ICs & OTEBEAZ 1T L A ERE o723,

BMS-708163 Tl 26 f#. GSM-2 Tl 46 fZLL Lo Tz~ L7-, (Table1)

150-
® [Y450139

¢ BMS-708163

100- + GSM-2

Notch Reporter Activity (%)
g

o
1

Conc. (nM)

Fig. 5 BERMHIIZEIT B Notech 7 F U > Z712xtd 5 GSI, GSM DOFE

NotchAE 36 XY RBP-Jk L& /LT 7 = 7 — B2 Bl S W72 HA Mz 53840 16 ReffiRiE S 7
%, T ONY T =T —BEEEZRIE L, Notch > 7V ZIEMEOREL Lz, T—41% 3
[ D F2BR D2 L HEUERRE,  (ICs | Table 1 |2 FCHR)
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Table 1.

BEREMRIZBIT B APP 71t 0 7B X Notch ¥ 7 F U U 7z xtbd 5 & 3KH| o /& FHREE

LY450139 BMS-708163 GSM-2
nM nM nM
Ap42 1Cs 109+ 0.6 0.79 £0.15 65.2+23
AB40 1Cs 12.1+£0.5 0.78 +0.09 >2000
1Cs 12.0+0.3 0.66+0.02 -
APB38
ECs - - 81.3+£6.0
B-CTF EC, 16.0£0.0 0.80+0.00 No change
1Cs 14.1+2.5 206+1.3 >3000
Notch
Notch/AB42 1.3 26 >46

BAEIVE 3 Bl DB D W35 HAFUERRFE, ECyay 13 B-CTF 23 K - U 72 IR D FEFIR L,
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1-3.3. 5.5 7 A#s Tg2576 ~ 7 A OFRXMERERRE ., 8 LT AB. B-CTF IZx§ 5 GSI,
GSM D3

LW DFRHREREI TR T HIEH 2B ST 5720, 5.5 B AlED Te2576 ~ 7 2 %
WT Y-maze REBRZAT 72, A~ U RTEBEGHCBN T, AR R EHRTHE
72 BIEATRATEN RIS DIR T 78 b bR B OEE 2R L, %51 A B T,
WTFholbaEwb Iy =4 7ORFEEMZR L, TOEMIT LY450139 B LT
BMS-708163 TiZ 1 mg/kg, GSM-2 TIiL 0.1 BLV 0.3 mgkg ICBWTHETH-7=, L»
UKIEHES- 8 H B Tk, LY450139 35 L OV BMS-708163 #:5-12 L DB EAIZIH A L7z, —
J. GSM-2 X, 1 HEH CHENRDONZHEICMZ, 1 BXO3 mgkg THAERGE
TER %R L7= (Fig. 6), WIHNORBRIZBNTH, (LAWEGIC L DA REA~DFE
IR B/ ny - 7= (data not shown)

8 HH® Y-maze BRIEZ OWERITI T 2 AIEEM: AR 36 X OV B-CTF &2 HIE L7245 .
LY450139 1% 10 mg/kg THE R AP42 B LN AB40 1K F1EH A, 1 mg/kg 7> 5 BRI
SFE R B-CTF ¥IEH 27~ L7=, BMS-708163 1% 3 mg/kg 7> 5 HEEIEHINOHE R
B-CTF HEANVEA 27~ L7225, AR K FYEH X 10 mg/kg & TR H 72> 72, GSM-2 1% 0.3
mg/kg NHEE AP K FIEAZ R L. AB40 B LU B-CTF BIIZb & ¥ 2o 7-, 1 H
H& 8 HH CILEMORIKEIGEERICEVRRD N2 s, BEHNO~ T R
IbEWZE#E L, 1 HHDOWEBBIZKBIT S AB B I OB-CTF &2 HE L7z, Ll fERIES

HE EIZEREZETH -7, (Fig. 7)
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LY450139

Day-8

Day-1

\\\\1

K&
\\\\ 3
_ m

K-

[]

>

_|_ -
=

(%) @yey uon Y

0.3

WT veh 0.1

(%) @3ey uopeuId)Y

Dose (mg/kg)

Dose (mg/kg)

BMS-708163

Day-8

Day-1

~ ©o 0
(%) @3ey uopeuIB} Y

\\

(%) ayey uoneuId)Y

1.
&0

WT veh

Dose (mg/kg)

Dose (mg/kg)

GSM-2

Day-8

Day-1

: \\\\\\\\\\\\\\1

\\\\\\\\\\\\_\\o
eI

§\\\\\\\\\\\\\o

(%) eyey uonewIA)Y

Dose (mg/kg)

Dose (mg/kg)

Fig. 6 5.5 77 A Tg2576 ~ U A DBAMEREEEFEIZXT 5 GSI, GSM DR

() BEIO8HHE (FK) 05 3 KfH#%IZ Y-maze

KHHF w8 HEREEG L, 1 HE

o ##p<0.01: Student’s t 15 &,

%)
PR ERERERE (n=T7-8).

fOF ¥ A L~YUL (

AT

SR

AERZIT -T2,

p<0.01: Dunnett fi & (RHABAR 5-8)

* p<0.05, **
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LY450139

Day-1 Day-8
120+ - 300 1204 - 300
dk
— 100 *+ L 250 ~ 100 .
3 3 100 250
(=] Kk o *k
T 80 ” 200 o T 804 e 200 o
< 7 < =
3 %k n e *k
S 6o . 150 3 5 6o - L 150 3
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Fig.7 5.5 7 A# Tg2576 = 7 A DK AB. B-CTF iZx3 % GSI, GSM DO%hR

FHHN & B EE S 3 R (2K, F£721% 8 H H D Y-maze iBRIE % (FX) 2R EHMH L.
AB B L OVB-CTF % ELISA (2 X W Il L7z, * p<0.05, ** p<0.01: Dunnett f2 7E RS 5-8F)
) EFEAERR S (n=T7-8),

24



1-3.4. 5.5 71 An Tg2576 ~ U 2 ORBAKEEREE ., 38 L UMA AB, B-CTF I3 2 mAE
GSI. GSM DZhE

ATTE T, GSI DERE1T Tg2576 ~ 7 A DFRAMSREE E 2 I Lo 122, & 57
HIFEDT- O, LV IROIMN AR K T2 /RTHEE TR, BEEREZIT-7-, 8 HED
Y-maze sRERE 14 OUE TS 1F 5 AIVATE AB42 38 L TN AB40 I IR 51 & e, 1Y450139
? 30 mg/kg TEAZHL 36 1 LT 41%, BMS-708163 @ 60 mg/kg TZ AL 43 1 LT 56%
DELWVEKTZR L, L LARBRICBWLTY, £ Co MR TR E I EIX
RO LN Tn, DL EWEED B-CTF 1L, LY450139 T K 2.9 {5, BMS-708163 Thx
K25 GDOFELWHENEZ R LT (Fig. 8), mHEREHRGICL 2 - BRREOELIZBlIE S
T, RE AR JOEEIC S BT b -7z (data not shown) .

GSM-2 122\ T4 30 mgkg £ CHEL B, BEEREIT->7-, 8 HH® Y-maze ik
BRIEZ OG22 /[TANE Ap42 13, K 51%DF LVWME T 2R L7223, AB40 B
B-CTF EIZZALITFRD B o T, iBHEEREREE 1T 0.3-30 mg/kg THERUGEZ R LT,

(Fig. 8)
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s S a0 L 100 =
g g
- 8
< 504----1- 20+ L 50
0 T T T T 0
veh 3 10 30
Dose (mg/kg)
120+ - 300
Day-8
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Fig. 8 5.5 0 A#s Tg2576 ~ U A DFBABERERES ., I X O AR, B-CTF IZxt3 2 HAE GSI,
GSM DOFhHE

KHHF = 8 HIMEHRG L, 8 HHOH&G 3 FFllfIC Y-maze R % 1T > 7= (£[X), Y-maze bk
EL S 2 L, AP 3 KOV B-CTF % ELISA [Z CHIE L7z (F1X), ## p<0.01: Student’s t i 1E,
* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett & CRHALEER 5-8) . P 2 HEHERZE (n=7-8),
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1-3.5. 3 7 A Tg2576 ~ U ADIEHFRAMSEE, & KON AB. B-CTF IZX9° % GSI O
RIES
GSI OREHG TRIBREREN L E SN o T RRZ2 B8R T 570, EHERIE
THAEID 3 T AlndD Tg2576 ~ U AZHWT, ZDIER L)L FEERIC k- 2 /EH &
L7z, ZORER, #5451 B H® Y-maze 3B TlE, LY450139 35 LU BM-708163 & & (i
SDERZRS 2 oT2h, 58 HH TlX, WIno(baw b H &K AR EEERE & &
EHL, ZOEMIFLY450139 @ 3 mg/kg, 3L UBMS-708163 ® 10 mgkg THE CTH-7-
(Fig. 9), ZD X 912, GSI DEHGITTe L ARFEREZ[EE L, ZD7=, 5.5 7 ik
VU ADREEEYETE Dol EB LN,
8 H H ® Y-maze SERELH OUWEEIZI51T 5 AIEEME AB 1%, LY450139 @ 3 mg/kg TIFE T
ZFRHF ., BMS-708163 @ 10 mgkg TIEAERIK T 2RO, —JF . B-CTF ZW{LEMIC
BOWTHEERFNDOAE RN ERD, ZOERIT 5.5 B Hii~ 7 A+ 516/ & [F

HTholo, (Fig.9)
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Fig. 9 3 7 A% Tg2576 ~ 7 A DEFHRAHERE, 1B L OMAN AR, B-CTF |

KK HIROZSES L, 1 HAE

Y-maze iR

-
—

(BB BELO8HE (1B b 3 RHE&l

Z1To72, 8 HH® Y-maze iRBRIELZ ICHES 24§ L. AB. B-CTF % ELISA ([Z THIE L7z (TEX),
## p<0.01: Student’s t fR/E, * p<0.05, ** p<0.01: Dunnett R E CHAEBRR GHE),

) AR ERRGE

7'8)0

(n=
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1-3.6. Tg2576 =7 A DI X UMIMRIZI1T D Notch 71U » 7iZxtd 5 GSI DR

GSI 12 X 2 A REREE OMFF 2 B 433 5729, £31E Notch ¥ 7+ U v 7 THEHRE
B3 leetE 2 et Uiz, 4 7 Al D Tg2576 ~ 7 A % >, Notch fZ1JiE 5 1 Td 5 Hesl
L U Heyl @ mRNA FHL %, 5 L O Notch BEEIEH O Mg <& 2 MRz >
WTRRE LTz, £ OREE, LY450139 @ 30 mg/kg HA# 512 X 0 | BIfRIZI51F 5 Hesl 35 &
O'Heyl @ mRNA BB EIIAEIE T L2 EICBOWTHMIT L EZBITIR 6o Tz,
F 72 BMS-708163 @ 30 mg/kg Tl Mg, i85 & 12 mRNA FBELEOLEE) IR Hi7e 0,

724> 5 Notch [HEIEMITFE O b o7, (Fig. 10)

LY450139 3 veh

_ 1.5 30 mg/kg
$
(V]
|
<Zr. 1.0 %
(14
€ %%
2 o5
5
[]
14

0.0

Hes1 Hey1 Hes1 Hey1
Hippocampus Thymus
BMS-708163 3 veh

_ 1.5 30 mg/kg
g
(]
|
< 1.0
z
14
£
2 o5
5
(]
(2

0.0

Hes1 Hey1 Hes1 Hey1
Hippocampus Thymus

Fig. 10 Tg2576 ~ U A DK L UWIBRIZI T B Notech 71U » 7iZxt3 % GSI DR

HHEAI (30 mg/kg) ZAROHG 3 RIS B L OMR AR H L. Hesl 3 KT Heyl ® mRNA
L ~UL % E R RT-PCR IZ THIE L7z, * p<0.05, ** p<0.01: Student’s t I & CRHABLHEE 5-8E) . FH)
HHEHERE  (0=6-7),
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1-3.7. Tg2576 ~ 7 ZADKIZEBIT 5D y-& 7 L Z—BEEEWIZK3 2 GSI DZhFR

I, APP X0 Notch LIS D y-t 7 L Z —BHEDO 7 ut oo VHENES T 5 T her:
Z Rt L7=, N-cadherin 33 & U EphA4 X3 7 ABEHE & OBEPZNRIB SN TWAHEE TH
0 . sheddase |Z &V lifas KA A R HENTH%ZD CRKMZ Z 7 A N (CTF) % y-
Y7 LA =Rt H, 2D CTF D7 at v 778 LY450139 5 CHES NS00 E 9
i, 1-3.4 BRI LIS (5.5 7 Al Tg2576 ~ 7 A0#45 8 BH) 2HNTY <A
HZr7uay MCEOFHl L7z, BB E L CRFEZ 1 v b L7z APP-H4 T A &— b
TlX. 2 uM LY450139 4L (2 X % N-cadherin-CTF 35 X OY EphA4-CTF OFHZE 72 EH-H3580
b, Tt JIHEEMADHR S, Loy LR TIiX, LY450139 @ 30 mg/kg ¢ 5-
(2 &Y APP-a-3 L U B-CTF [1XBAFZ - L7223, N-cadherin-CTF 35 & (Y EphA4-CTF ({i]

LEBEZRST, Takr U JIETRD b oTz, (Fig 11)
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Fig. 11 Tg2576 ¥V A D¥IZI51T D N-cadherin 33 X O EphAd D7 & ¥ 7iZxt9 5 GSI D%
P

LY450139 (30 mg/kg) % 8 H Ik 1 5:-4 OWEE ¥ 7 v (Fig. 8 LlAl—% 7)) ZH\WT, U=
AZ Ty MLV KRy 7 LA —VIED C KWl (CTF) ZE&E L1-, Bl eE LT,
LY450139 (2 uM) % 4LiE L 7= APP-H4 #ifia¥-> 7/ (Fig. 4 L[F—H > 7)) ZRABICT o v T 4
> 7 Ui, FLIZREEN, **p<0.01: Student’s t fRE (AP GEE), YRR (n=7-8),
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1-3.8. AR~ 7 X DIEERBHBEICH T 5 GSI, GSM OZhFR

ZZETOMFHIAT Tg2576 ¥~ 7 A, 725 Swedish Z2 £ APP A S RIFEHL L |
B-CTF B LN AR ZBEIFEA L TWAEMLE T CORRETH-7-, T HiRFl/e APP BHHE
H23, GSIIZ & 2Rl S OEFIZRE G- L TV D AletE 2~ 5720, BAERI~ D 2
DIEHFRHBEREIZ X% LY450139 DIEM Z fiat LTz, £ OfER, LY450139 |3 /AR <
AWK LT, &5 1 HHEO Y-maze ilBR TIIM S/EM 2R S 722, &5 8 HEH T
BRI DDA BT OFRAMSREZ B Uiz, Lo L, BEEA ORI 30 mgke %
VEEE L, Tg2576 ~ 7 ADKE (3 mgkg THEE) L, ZORT o —IL 10 E5H N H O
Thole, 2O &%, LY450139 |2 X D EFEEHOFEFIZ APP BiE A F D gain of function
MG T D REMEZ RIS 56D TH S, 8 HHD Y-maze sRBRE % OWRSIZI1T vl
AB42 35 KOV AB40 1, LY450139 @ 30 mg/kg (23T 34-35% DA H 2K F &7~ L, B-CTF
T EERAFRNIT R KR 2.8 fFOFE LWHINAZ R L7c, —F, GSM-2 38R~ & 2125 L,
WEES D AB42 & e K 56%IK F S5 & (K 30 mgkg) IZHBW\W T, B-CTF mITIEB S H
T, RAMEEEIC LB A 5 2 o7 (Fig 12), 2O Z &0n, EEEHICEET 5 APP

BEHE [ Ol & LT B-CTF " & 2 b,
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B L O AB. B-CTF 1295 GSI. GSM DZhF

1HHE (EB) BXU8HHA (1B kb 3 KFHE&IC

~ U ZADIEFFBHERE,

HHFE 8 HERE OG- L,
ZATo72, 8 HH® Y-maze iBRIEZ (TS 24§ L. AB. B-CTF % ELISA (T CHIE L7z (FE),

## p<0.01: Student’s t &, * p<0.05, ** p<0.01: Dunnett f & CelABEFE 5-8E) , W) + AR AR

Fig. 12 BFAE7Y



1-3.9. Tg2576~ 7 AR X VOEAER <~ 7 XPUIZIIT 5 B-CTF DR/TEL GSIIZ L D EFEME

RABERRIC 6T D B-CTF EEOR B L BLET 5 LT, EET MM EHH~L 2 LIdE
EToHDH, £Z T, B-CTF O N K & FF IR T 5 F / 7 v —F L Pk 82E1 & H
T, 3 W AR Tg2576 ~ 7 Afi (158 HH) DN GEREETIT Tz, TOME, B
BRI BWTHER O BREIF 3 L OE B ICAF R gy 7 T ARRO v, 2037
F L LY450139 F 5-8E (3 mg/kg) THIK L7, & 512 LY450139 % 5#ECld, CAlc fHEiK
O EFE (FRHOERD) 2BV T HRESY 7 Lo RBERD 57~ (Fig 13A), B-CTF &
T D EBAL I B 2 i BAIC IG5 723D, CA3 MEMAHINASE 2 S MRGEK & L CA-ERALOFE %
WO 2 B U, SRR 5RE & LY450139 % 58E L O & fRbT L7-fEE, mid
D 3 EALTBNT DA, HE B-CTF OLEFEZL158 O bl (Fig. 13B),

B B-CTF OFERN VT T AL TRE TWENE I NERRDD, 7R
V== Ry L OeE T EBRERE TV, WERL— P —BMEEE A TBIE L, £
DFER. BmWE R L OHREIFIZE VT, B-CTF & synatophysin (7L 7 A~—7—)
D i e g NI STz, —J5, drebrin A ((RA Ry T Rr~w—h—) Lom
P& o 72 (Fig. 14), 2D Z &5, LY40139 (2K % B-CTF ERIT EI., FERH A
PRENR R (BRI RIROBE R LY F 7 ANTAEL S EEZ BN, M, EAETIE
WO~ —h—& b /23835 H /e > 72 (data not shown)

Z F T B-CTF OY(alZ 82E1 FLfAZ HWTE 7243, APP @ C KumfEk 2 385k 3 2 bt
REANTHFEORVERPF LD 0 E ) it Lo, APURIC X 23Tl 2R
APP DB % et % L b B o 7 Las, SERHIIRE 2D Sz,
WEIF B TOEE ORE S 7T IVTHTRE TH > 72h, 2D 7 F/1id LY450139 &5
HCTHRBICH AL, £ ERE @D 1BV TH, LY450139 IC LD A ERmEy 7
FHOEERKNERD LT (Fig. 15), 25 OFERIT, 82E1 HiikiCBIT AR E T 5
HDThH-oT,

ZZE T Tg2576 ¥~ U ZADMIZ OV TG L TE 72y, AR~ T 2O OV TH
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FREDRERNE DN DM E D T LTz, APP-C RPUAIC X > TH LN HfE e ta 4 —
i, Tg2576 ~ 7 A4 L1ZIEXFR U TH 72, LY450139 £ 5-8E (30 mg/kg) TIXEEE
PeHRE L e HRRIEIFY, B, BLOESE ED) ICBWTHERES 7T L0
HERNFRD B8, GSM-2 & 58E (30 mg/kg) Tl T s hn-7-, (Fig.

16)
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o S|
sp3

sp1, sp3: stratum pyramidale (CA1, CA3)
sg: stratum granulare

so: stratum oriens

sr: stratum radiatum

sIm: stratum lacunosum-moleculare

sm: stratum moleculare

dh: dentate hilus

sl : stratum lucidum

sl

B
3 veh *
3 S
LY450139 ok
L
o 2 * %
£
Q
- |_§ "§ |‘§ "§ ’;§
c 1]
sp3 sp1 sg SO sr slm sm dh sl

(distal)

Fig. 13 Tg2576 ~ 7 AR} B & b B-CTF O FTE L GSI &£ EIZ L 2EFEHR

LY450139 (3 mg/kg) F7-ITIAEEZ 3 5 A Tg2576 ~ 7 A2 8 HIERR 0514, MU 2 1ER L,

82E1 Hifk & AW CHERa 21T o7, (A) LY B hH5~U AT ERE (so) =AHE. BHE ().

BLOEIREIM (dh) OYEFEEOH KRGS Ltz (KFY), Scale bars: 200 um (_EEZ) . 30 um
(FEY) . (B) &8 ORI E 4 CA3 $EAMLIE (sp3) 2 AU H M L7z, * p<0.05, ** p<0.01:

Student’s t #iE (RHABSG-HE) . P2 HIEUERRZE (n=7-8),
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B-CTF Drebrin Merge

B-CTF Syn Merge

Fig. 14 GSI &£ 51T X 21K B IRBHEMRAE R ~D B-CTF LR

LY450139 # 5~ 7 2Dt /- (Fig. 13 & [Fl—H#f) % 82E1 Hit{k, ¥ L UL synaptophysin Hi{K (Syn,
TV T T A —T—) FIIH drebrin A Hilk (KA R F 7T 2~—h—) ZHNTHE H
Yeta AT\, SRR L — YV — BEMEE2 TR L7z, B-CTFIEME (A) B X OIREIM (B)
|23V T synaptophysin & HJ57E L 72, Scalebars: A, B & % 30 um
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W

2] 1 veh

LY450139

*
*

1.0

*
*
*
*

0.8+

0.6

Relative IF

0.4+

0.2

0.0

sp3 SO dh sl
(distal)

Fig. 15 Tg2576 ~ 7 A2} 5 APP-CTF DJHFE L GSI H# 5z L 2 EFEHR

LY450139 % 7= XAl 5~ v A0 i (Fig. 13 L [R—#E) %, APP @ C RiEWGRIHIIAR % H
WTHIERE LT, (A) LY 85~ 7 2T LA (so) EALES, EHE (D). 3 L OEREM (dh)
D YLATRIE DR NGB BTz (KED), Scale bars: 200 um (=B, 30um (FEB), (B) &ED
FRKF Y iR & CA3 $ERMLRE (sp3) ZBEMEICHH L7z, ** p<0.01: Student’s t IRE (RHABEE:
H#f), VB HEHERGE (n=7-8),
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vy

1.54 . [ veh
o LY450139
w10l * ' Bl GSM-2
N
0.0 §§
mgm

Fig. 16 B4R~ 7 2BIZI1F 5 APP-CTF DO RTE & GSI 512 X 2 EHEH R

LY450139, GSM-2 (& 12 30 mg/kg) . F70I3RE% 8 AR O®& 5%, MU A Z/E L. APP
D C REEERR PR Z VT ta Lz, (A) LY 5~ 7 XA TEAE (so) EMES. BEHE
(sD). BILOHEIREIF (dh) OYLEIREDOHE KRS Sz (KHI), Scale bars: 200 um (_EE%) .
30 um (FEY), (B) &EOMGYL @I % CA3 #EAHIIE (sp3) ZEHEICH H L7z, * p<0.05, **
p<0.01: Student’s t #R /& CefiaIEE G-8F) , ¥ LAEHERRE (n=7-8),
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1-4. B

ARRRET T, GSIE & NGSM DRBEIREREIZ %9 5 1 % Y-maze 505k % F VS CREAM L .
Tg2576 ~ 7 A~D 8 A EHEGIZEBWT, GSM X% OFEMISREREE 2 T 523, GSI
TEGE LW Z EZWLNI L, FZ20FKE LT, GSIIZ~ U ADIEFFBAERE
EETAEREET 22 2L LT,

BEHT WAL A DSBS H R OV TR, 13 U EE sl & V7= 250 &
D FEER L7=, LY450139 35 10UV BMS-708163 (2O Tk, AP #EAEH 3 L OVB-CTF L5 &
VW9 GST & RS DAER R Sz — 5 @RI T B-CTF LAAEANEE T2 &\
I INFETICHMEO LR WERENEIZ SN (Fig. 3, 4), JFRIZHA LN TRV, @ik
Tl B-CTF OAHAITH D N KM APP 77 7 A kb (SAPP B) DA L, a7 L& —
PUIMIZ LD N KM APP 77 7 A2k (sAPP o) @ LH- H#EIZ X7 (data not shown)
ZEDD BUIMI D a il ~D 7 ERE U ABEMERE 2 65, — 7, GSM-2 (X B-CTF
PR ESEDHZ L7 ABR EAERET D E VD GSM IR 72 ER 2R Lz, £z,
AB40 FEAT B L EVE IO T3 < . AP38 PEAEITKT L Cidfi et L7~ (Fig. 3),
GSM-2 D4y A T = R AIZOWTIERRF TH 2 23, LG D GSM-1 & AV 7o iths
73 Ohki 512 X - THiE STV % (Ohki et al,, 2011), ZAUZL %D &, GSM-1 1% PS1
o1 BRI A S D 2 & T, catalytic pore D ILAEHEE % open-form [Z 8L S ¥ T2, &
AL, PS1 O FAD &% (Ap42/40 tb% EH- S 5) 12K 521 (closed form) i TH 5,
F7o. AB3S X AB42 N E LR LYW AT TAERT S (Takami et al.,, 2009) Z &7 b,
open-form 2L\ & > T Ap42 73 catalytic pore 2> HlFEE LS5 < 220 | X 572 UM &2 1)
R K RDHER. AR DAEMMMEEIND E VI ETANEZ LD,

GSI DN AB K TIEHZ e LTS 1352 < H 508, ke LTl sh b &
FOHBERBCEE M £ TRRET L 7o i 13D T 72, Comery BIE, 5 7 H D Tg2576 ~

7 A DFRBFIBEREREE N GSI Th 5 DAPT OHEIE G L EIND Z & &, ZBYhsH->
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JCRT A &AW TR L7 (Comery et al., 2005), Martone & & [l UFiEE H W T,
GSI-953 O Hi[al$: 512 X 2 8 AREdGEEH 23 L TV 5 (Martone et al., 2009), ASHRET
2BV TH, LY450139, BMS-708163 & & (ZHEIF G- Tid, Y-maze iBRIZ I\ TREEEEHE
BEEMZ R LT (Fig. 6). 72720, ZOEMZRTHREICTBW TS O TBS fIEME AR
D LT L., ZoREEFRITHME TR (Fig 7)., UL, B-CTF o _EH TR T
ETCWDL I D, VT AMBR (Cirrito et al., 2005, Wei et al.,, 2010) °f§&E 7 7 b
(Kawarabayashi et al., 2004, Rushworth and Hooper, 2010) 72 £ o7 ZHEHE~D AN K X
WRATCIE AR IR RS & TV A ATREMEIT R E T 2L,

ABFHIRBW TR D HERRRIL, Z O ksecc B EM 2 8 HHIRER 52XV H
KLizZ L (Fig. 6, 8). SHIZITZFDRIKEIEE LTIT>72 3 U Al Tg2576 ~ U AD
Y-maze ikBRICI VT, IEH 7238 MERES GSI & 52k vie LAE(L L= Z & (Fig. 9) T
&%, Dewachter 5 %, PS1 @ conditional KO (Z X % y-& 7 L & —VHEREIHIL. V7171
B APP T VAV 2= 7w ADINN AR Z{E T 7203, FEEETSEL 2o
7oL & LTH Y (Dewachter et al., 2002) AMRFTHE R & o7& L7V, GSI D g # 55X PS1
FEHIHNC L D Fpfe 72 y-1 7 L 2 —BREREMIHNIT. 1 52O & 0 58 %nHkRE
FIZEI L, FERELTAREABIKTICL > TH OIS IELT OBEEER T benefit 23THK L
T WD AN E 2 HiLd, GSIIZ KL DRBFEREREORT A+ Z LT 5720, ARET
IX. Notch > 7+ UV JHE, ZoMoEE a7 HE, 8L OB-CTF £fED 3
OIERICER L, EBREIT-T,

Notch ¥ 7'V v ZI3RAMOMBRIERICKIATH D Z ENMON TV LN, ik
AR FTEBMECRLIB I I B 53 % L i ST (Costa et al., 2003, Wang et al., 2004,
Alberi et al., 2011), L2 LAKE TlL, Tg2576 ~ 7 A DHIZEB VT LY450139 X°
BMS-708163 % 5-1C & % Notch £EHIE R T OB FITFH O bivie s -7 (Fig. 10), L-
T, GSILIZ X % iR AsRERS OB I Notch 23R 5-9° % ATREMEIZIR VY & 35 2 17z, Notch
BEEEIVE F OFE AR © & 5 MR Tl LY450139 12 X 5 A EARLENGED Sl 2 LI,
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AREBROZUEMZRT DL WVWR D, IBE T KD SUSEDE WOV T, LY450139
IRBATHEDMER N 2 6, MAELE T 7%) . BEEE R OEWITER T 2 wREMENE 2 b1
Do

y-& 2 L& —EL APP X° Notch LISMT b, BE< DX A T 1IHEREZ X7 2 5H &
T5HZENMBINTEY (Kopan and Ilagan, 2004, McCarthy et al., 2009), (21 N-cadherin
R EphAd 72 8 207 vt v FIHENGLEEEICEET SN RIS TS O
t % (Marambaud et al., 2003, Inoue et al., 2009, Allison et al., 2011, Bot et al., 2011), L2 L
ARETTIE, Tg2576 ~ 7 ADHEE I3\ T LY450139 $% 512 X % N-cadherin 35 & OY EphA4
DO7at v THETRD b oT- (Fig 11), & o T, GSIIC KL 2R AHERERE DR
JFFIZZ VB EEN B ET 5 ATtk & B 2 bz,

y-E 7 L X —BHREIK NICHE O B-CTF &ffiE. v 7 ARt ldtn I R E 4 5. 2
% AIREMEN TAR & L C & 72 (Dewachter et al., 2002, Saura et al., 2005, Bittner et al., 2009),
Saura b DOHWAEIZ L S &, Swedish/V71TF ZRAPP F T AV ==y 7<= X (J20) O
FHEEEIL, PS1 O conditional KO {2 K » CT—#MIZIZSET 28, £ D% APP-CTF D
FEL & HICHBR L7, £7= Bittner 513, APP KB L OFEXRBE~ T A2 HWZHRFHZ LY
DAPT 6 X N LY450139 DA G- APP FEBUKAFHNTAIEANA 2 b S L 2 & &
#Wi5 L. APP-CTF HHOMG 2RI L7z, AMEHIFBWT, 3 U Hilis Tg2576 ~ 7 A TH,
BTz LY450139 OFEEFEERNEAER~ 7 A CRELBEH L (Fig. 12) Z&iX, £
DIER A APP I &, & 5\ % APP @ Swedish 225 (B UK S <097 \) I2HAFE L 7= APP
Tat I RA T A EO gain of function TH D Z & EZRBT5H, S HIZ, GSM-2 (Zi%
BEEMER N 20272 LD, GSHIZH > TGSM IZ/RWAPP 'ty v /AT = A |
? gain of function & L C, B-CTF OFMEN G- 2 FIREMES R S Tz, M, Tg2576 ¥V
2NZiE, y B2 UE —BEMER GSIOENCEET 2 L 972 APP £ E (VIITFL 72 &) X
PSI BN N, FROBLRIZESL FCTHEHETH D, 7272 L, FEEEEH L B-CTF

LREOK SRR ATET 51213, APP K~ 7 ATk HEHERSL, -7 L &2 —FH
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EI B-CTF Z X TS HD) ICLDH VLV AF2—FERQ LY, SOROIBFPILETHL, F
72, a-CTF OB LB EIXTE WD, B-7 L X —BHEHK (B-CTF 25 LT o-CTF
EHET) KEEFEERN RN LD, TOBESII/NINEEZEZ BN S (data not
shown) ,

~ 7 AR D G YA FRER OFE R, B-CTF 13 OB W E B X O RIEIFT I R7E L7
(Fig. 13) . 24U OEALIL, B-CTF DAERKEERZE ThHh D B- 7 L ¥ —EB ORI Hm L —H L
TUW% (Laird et al., 2005), F7-, PS1 BB IO GSIFEEREWNI EbHEINTEY
(Lee et al., 1996, Yan et al., 2004), Z AU 5 FL CTHREFEAYIZ LY450139 (2 &L % B-CTF ZHE 37
DN L EFE LR, EBHICZ D B-CTF EFITERBHERROE R T LY F 7 R
JATELT- (Fig. 14) Z &nD, v T ARE~DORENTHEIND, F- Tg2576 ~ 7 A
WA~ 7 Z2C, B-CTF X &< A UREBRELZ R~ L7 (Fig. 15,16) Z &b, GSIIT X
% B EE DREZMEOEWT, SR APP OIFABRRBREIC L 2T —F 7 7 7 FTldie
W, Bl 21 120 ~ 7 A TiX, PS1 @ conditional KO (Z & 5 APP-CTF &3NS O ik )E
TRDHHILTEY (Saura et al., 2005), = DITENRF /K APP OIEABRIIRBLREN
BLTCWDATREMEZ HETE R0,

B-CTF &HE1C L 2 kB REFE S DOBEF 12 S\ TR A% ORSFRE CTh 5, Kim b,
ANTLAR LT B-CTF 23EE —HEEE L CIRIRNGA A F v VAT 52 L AR L,
RS EEMEDJRIN &5 2 7= (Kim et al., 1999), & 7= Jiang i3 b MERHESE AL &2 VN C
B-CTF LHAMN= Y Ry —AEERFE 25 SR -T2 L 2FEH L, ¥ 7 LEBE ORRMELEH
JaCRLND Y KV — AR OJRIK & L7z (Jiang et al, 2010), Z U5 OHEIRIX,
B-CTF &HIC X Dbl pEbs DTy 2 B4 5 LT v Mok EBE 2 HNLD,

GSI H G L5 TIXBRAR THME SN TV D, KSR BRIA L 72K,
LY450139 137 =—X I s A i h Th o723, £ DOBIEEL S NI PRIENT Tl AD
BEORMA a7 IdEEIN T, © LAHEBEKRFVICAEEIZE/ L7 (Siemers et al., 2011,

Doody et al., 2013), & HIZEIEH & LT, Notch > 7V » JTHEIZHS bV D
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JEERAEROFE L AN B, RIS, BKE TO LY450139 O i
JE13 1,000 ng/ml 12 L TE Y (Fleisher et al., 2008), AT CEAAI< 7 212 30 mg/kg %
HLUBEomEFEE, 336 ng/ml % EE]> T\, Lo T, 7 AT STl mikie
fEHEEMZE PThbHIHI N LW WREIT+FEALND, S HITEDE,
BMS-708163 IZ2W\ T, 7 = — R IR TRII Y HEEKFENNOFERBIA 2T O
E3FR Biv, BRFEPIE3 SR 7z (Coric et al., 2012),

GSI & IIXRTBATIZ, GSM-2 1 Tg2576 ~ 7 ADUEEIZF T, AP40 X° B-CTF ZZ5H) &
BHZERL, ABR DA ZIER T EET- (Fig. 7,8), 512, #4551 AR TRD b -5Y
FEEWEEMAIL, 8§ HH CTHLIHAT D Z 137 -7= (Fig. 6,8), GSM (22T & 3820tk
REWCKXT T D EM ZfEt Lol 13 7220, iEIic L5 & AR NSAIDs ! GSM T
& % R-flurbiprofen (%, Tg2576 ~ 7 A~D 4 » A O THEE CTE Y A AGRERBRIC BT
iR EE 2 i U (Kukar et al., 2007), £7-FOFE(KTH D CHF-5074 &, 9 » HHD
TR CTRUGE SRS SUIRT A MBI 558k E 42 % L7= (Imbimbo et al., 2010),
L L 2 SAEEIE in vitro SERIEMEA 10°~10"* 4 — & — £ 55< | in vivo TD Ap42 1K
TERICOWTIE B LT — 22355 TV (Lanz et al., 2005, Imbimbo et al., 2007),
ARRFTCIE, in vitro TEMES 10° A — & — L3R 23D AB42 BRIRPEDSHBD T Es iR
GSMZHWDH Z & T, AP0 IR FIHD Z 72K, ZD 105D 1 8 L7V AP42 Z1{K
TEEDH7ET T, Tg2576 ¥~ 7 A DBHBEREREZ W ETE H Z L 241D THEIC LT, AB
IR KRS T L o T T A b i S, MHIEICE < 2 & THRBIOANT 2 %
EoTWhHEEZLNTWAA (Kamenetz et al., 2003, Cirrito et al., 2005, Wei et al., 2010),
Tg2576 ~ 7 A TIEZ DOHENBENZ /2> TWD, GSM-=2 X Z DO vF 7 AR &
o AP IR T EELHZ & T, MRIERIONT U AZ2MBEIELEEZHN5H, GSM-2
OERE LTIEH 5 —D, ARS8 EAMEANH D4, ZHAiatgielc 5 2 5 281X AW
Thb, 727120, AB42 LIAIKFIC AB38 HIK N SH 25 -7 L ¥ —EHEI S, Tg2576 ~

U ADFEEEELRKFETE HZ M5 (unpublished data) . AP38 _EF-73 GSM-2 DR AIFERE
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BEECEAE T 2 /Rt EVWE B X b D, S HIT GSM-2 1E, &t 57 FRE DA,
A A F e, BROEEHR (WT b HixBE) (234 286 PERBRIC ISV T 558
WEHI 2R &2 o722 L 206 (data not shown), A7 % —4 > NhHEAE 54 % Alferk
HIERWEEZ BILD,

ARFHE L7 3{EAiTV b, 85 1 HEHOBREKEERII VY = A 7 &R L
2o ATENFHEBRIC BN T, PIRERUGEE D BHN RNV = f T 2R T 2 LT
BT, EERERITMIEBIONT 22 L, HROEDNZHLNRWI LR3HD
(Tokita et al., 2005, Rutten et al., 2006, Mihara et al., 2007, Castro et al., 2008, Boccia et al., 2011),
BRI L2, GSM22 0% 5 8 HEH TlI IV Y = A TR ST, BHARICBVWTLAER
RUEBERAZRO T, FFHIIAHTH 508, AR KTk 5 Z & TU T 7 A0
FIH, BRI E N T AL S LT AR EZ X DD,

AFHZ LY GSI & GSM 3FBAHERE IS L TR R D EHZ R T 2 L B30I T
HEMNERoTe, GSLIZ~ U ZADORFIEREZ FEET 5 Z LB L, R CRIMA =T %
B SH7-Z & L ORISR I Tz, —F7, GSM ICEEEMIZZR L, T LA Tg2576
¥V ADBHBREREE LB E LI &N ZOMRKIERD GSI LITRL->TIHIEMN

WrFED,

45



1-5. /IR

O GSI ® LY450139 35 L U BMS-708163 1%, Tg2576 ¥ 7 A~0D 8 HREIXE G IZHBWT
M A ZBEE IR T SEICb b 6T, ZofamRREEr+dETET, LA

Fl Tg2576 ~ 7 A D IE i s I RE & & L 7=

@ GSIIZ Tg2576 ~ v ARNIZIBWNT, APP 7'rt v v FIHEICHES< B-CTF EH-%5]
& Z L7228, Notch X° N-cadherin, EphA4 &L \Wo 7D IE 7t o o 73w
Lo 2 & h, GSI OFRBFIRERERE FAE I APP LISAORE 7 ot o v JTHED

B5-9 % rREthidRV L B b

@ LY450139 (FBFAER~ 7 ATk L CHRIMRRERE 25| B LN ZORT v —
1% Tg2576 ~ 7 ATt T HEH LV 10 (555902 o 72 Z &b, #)7 & LT B-CTF 872

E. APP v VXA T = A EOD gain of function 238 5-3 5 RIREME S RIS S U7z

@ LY450139 (2K % B-CTF &1, WS O kEI, EE. B X0 EAEEAERIC R
S, FRIEIRBHET LY T T ANORERRD LN Linh, 7 AEE~D

WP S D

® BN AB42 IR T &8, AP40 3 L O B-CTF BT A L S22 GSM-2 13, B4R~

7 A DRIIHERE & TR, Tg2576 ~ 7 A ORMBSHEREE & & L7z, GSI & 2720

AD JBEH L L CORBEMENEIF SN D
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B N7 IoA FREEEHZDAD BTN~ X TR 5 GSM OIKEF BRIz
BE4 % #aat

2-1. %

il

B TlL, GSM-2 52XV Tg2576 ~ 7 ZADMMN AITANE Ap42 2ME T L., iR%nkE

REFEENUGET H 2 L 2R LIZD, ZAUTIMANT 2 oA REERZK S LHRITD 5.5 7 A kb
v U A ERWIERERTH o7z, FEIZ, 2N ETEL O GSL GSM, BLUB-tE7 L& —

PIHEENAIE S 4L, ZOMN AB IR TEABRE SN TELEN, Z20IFLALIET IR
A FEEZTZRL L7 WIEEEMW), & L IIBRKATOHE APP 7 0 AV ==y /<0 X% H]
WIeHE Th o7, ZoHITiE, 7 InA FENBND HimE CREIFESG 52 LT,
T IuA FEERARICH T 5 TR EBF LIz b Db H DA, AD BE DKM TIZT TIZ
T IvnA REEDNEE, IERLTERETH D Z &6, BIKEHZEE Lo & 1TE0n
72N, ME—. Abramowski B, T TIZT I v A FEERLE L TWDHHEO~ 7 A2 GSI
(LY-411575) % 2 W AL L, ZOMICT7 I 84 AR L T A — FEFEIC
Ml L7z & Loy, AD BIEROBEMANTIIZOL 577 I a4 REORIEITRLS
72\, F72 2 ORE, AIEME AR ECBARERE I3 T A /EH TG L Tuv/euy (Abramowski
et al., 2008),

WD AD BEIZR T 2RAEREIR T I1X. fatE A I2 XD v 7 AR E O T 5
MRENWEEZBZ LD, AR AB OINNENREIL, 7 InA FROAFRICEEIND 2
ENHE XN TCWD, Cirrito HIZ AP ~A 70X A4 TV AEEZHWT, 7 a4 REIL
FHEDO~ T AN THIRFERT AB 27 V7 7 o AREMET LTS Z E&RL, Al
PE AR & ANEME AR 7 — b & ORITHT T2 72 B EIR A U T b & BE2 LT (Cirrito et al.,
2003), X7z Hong 5%, GSI (Compound E) (T K2R AB42 DR TIEH A, 7 2

24 FEHLERO~ U ATRIBIZHEGT5Z & a2am L, 7 I uA REENAIEM AB42 DX
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T2 EETRIC 72 > TV D L EE L7- (Hongetal,,2011), H L. 2D X577 I oA NEEH
D FIVENE APA2 DFBAMKREIEZE ICH S LT D &35 L, GSM D X 9 72 AB42 FEAH
EVIOFTIRIZNERAD TERWED, RBIERELIGETE R, LWV ) ZENEERS
no,

ARF TN S OFEEZ I SN T 5720, 7 2 A FELERD Tg2576 ~ 7 A
VT, N AN AB42 Bd K UGRAEREREE 12505 GSM-2 OIEM & #Et L7z,
Kawarabayashi & OfEHTICZ LD & Tg2576 ~ U7 ADN THRANZT I B A REEDERE S 4
HOIX 8 WAMT, ZOBBIOKREIIT 12 VAfMEZBES THLEITH KL, 15~23
A H ORI AD BE A TR OGN WG L FREDOREIZZ2R 5 L9 (Kawarabayashi et
al., 2001), & Z CTARFITIZ, 10, 14, BLX QI8 W AlO~T A &EZHNT, 7 I A FH
LA DFEEED GSM-2 DFRFIREREC N R G- 2 558 % . Y-maze BRI X 0 #EAfh L 7=,
&5\, ZERNAREERRE (Bateman et al., 2006, Castellano et al., 2011) ZfHW\W5Z & T, 7
I A FEEHEEZ SRR O IR AB42 & A Sz Ap42 % XBI L CTHIE L,
Z O ORBFIEREIE F (T 2 FHIZOWTELE LI,
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2-2. HiE

2-2.1. &Y

GSM-2 B LW ZE DT F U FH~—TABFFFTF (Garcia et al., 2007) D FIEIZHEVERK
L7 bEWIT. MIAEBRICEBWTIZIY AFILALEFS R (DMSO) ICIER L., BT
AR THEH L7 (R DMSO #REE 0.5%), EERRICE VT 0.5% A Frierm—2R
RIRIZ % L, 10mL/kg & T8 HEXE (1 B 1[E) &O#EG L, SILEMOILFtE

SEEVE Y S N T R

X

F F
F . LF
T

GSM-2 Enantiomer

2-2.2. B

b b APP695 @ Swedish ZZF{k (K67TON/M671L) i&inT-2NEA S 7z Tg2576 ~ 7 A
(Hsiao etal., 1996) #ZFH L, FEOE AR~ X & &b, 6, 10, 14, 7L 18 7 Hilp
THEBRIZH M L7z, %%, Mayo Foundation for Medical Education and Research (Rochester,
MN, USA) X VD Tg2576 ~ 7 A% AF L., B6SILFI/I v A (HAF ¥ —/L A Y /3—)
DU & AP S5 Z & TIT o 7o, RREOBEITBEER R AT CHEELZ 525729,
ITERRBRICIIRNE & B2, AR CIIMEO AL A L7, #id, BER&ES K OVKkE B
MBI S, EiR 23+3°CH L ONRE 55+15%., 12:12 FEOBKE 4 7 v (B3] : 7:30-19 :

30) ORMETEE Lc, ETOEWERIT, 7 A7 7 2GS B 25 Z B = 07k
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% 13T, American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) #2

=11l
[
it

LA AW

2-2.3. MBRNEME Ap EAER

b MREERIAR O SK-N-BEQ2) &, 10%IE@{kiE 7 2l B iiE. 100 units/mL ~=3~
Uy, BEO100 pg/mL A F L7 b~A 22 ZETe RPMII640 Z VT 10 cm F53 2 ¥ —
L CHERFES R L (37°C, 5% CO,) | EBR AT H IZ poly-D-lysine T2 —7 ¢ > 7 L7z 96-well
7'L— MK 3 x 10° cells/em® OHIREE THEFE L 72, B0, fFx ORECILEWEET
Bz AR L, D 6 KFRZICEF A BN Lz, [BIY L7z E5HiFR > AB1-40 = Z iR @
ELISA & b (S EWFEaT) ©. AP1-42 J2JE % %k 5 ELISA 2% W CHIE L7z,
5 Hu[E N 1% O fAE A~ 5 . CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega) % >
THIMEAEFER 2 WE L7z, ICs fEIX Prism 5 software (GraphPad) % i\ CIERIEEIF AT
TRV HEH L, 3EOERO VL FERERE TR LT,

AB1-42 @ ELISA &%, AB42 O C Ruhri)~ 7 ZE /7 7 v —F /LUK (clone 44A3,
I AEMMGET) &% v 7 F v —PuA, N RInfrRi~ U A€/ 7 u—F L —4F Uk
B HUA (clone 82E1, A MMIZERT) Z i Ptk & LT 384-well 7L — |k (#781061, greiner)
Bl L2, BHIE HRP A8 XA ML 7 F 7 BV (Invitrogen) X T8 TMB

(3,3,5,5’-tetramethylbenzidine) % /=3 @IZ L ViT-72,

2-24. 7 InA FEEDOREMRILE

Tg2576 ~ U7 AZWBA L, AR L7z, KIM¥ERE 4%/ ST Rm VAT VT e RV &
FRRRENRICIR L 4°C T2 B IRIEEE L7k, 16% A 7 m— R/ U EREHRIZASH L |

ACT2 HMLAEDT TEBL LT GRF 2 [BIAEASHE) ., COy H A % W TN A2 Ul L
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Ttk 7 VA RS y M HWT20 umEOBIREI A Z/ERL U 72, Y1 F % 10%Y = 1i.3% (Vector
Laboratories) T7 H v ¥ o ZALBE (SEIR 2 KfH]) L7-t&. T A2 U FRY 7 m—F L
FUR L L ABL0 T XARY 7 m—F AFik (& HITRELEMBITERT; 1000 (555D O 1:1 18
AT 16 B, iV CE AT UREEHLY Y 1gG HiiR (Vector Laboratories) “C 2 FEf],
SRR CERIE S S 72, Yeffl X Vector Elite horseradish-peroxidase ABC kit (Vector Laboratories)

B L O'DAB (3,3’-diaminobenzidine) % F\CT{T- 7=,

2-2.5. FEITENVEBR

—HE 6T BlD~ T A& AWT, TOZEMIERLIER T Z Y-maze AR X 0 7 L 7=,
3RDT — L EEMETHSE LR Y e = A (KE) O Y FRREAERL (77—
LADR X 40 cm, & E 13 cm, JEE 3 cm, HiE 10 cm), FERIZHEHA L7, 8 HHDLEY
5 3 RFHH%ICY U R &2 T — LD ANT, 8 SEHICEER SE, AL —2A
DIAF L NEHEFTLEk LTz, £ TO7T —A0E L CHEAT D Z L& AR TE & I
O, ZOMBEANEE (10 FRE OGS TR (ST 581G (LFOFER) 26 - T2%
MIEERLIBRE ) DFRIE & LT,

HIELZBITEOEG (%) =HIELETERE - AR —2) X 100

2-2.6. UANTIEEMEE S Ap BB XU Ap EOHIE

Y-maze iRERE TIEZICY T AZ WAL, K ETHMEEZRN Lz, fiHk, #HonITiR
REFRFP LB ST, —80°CTRE L1z, Gy 7 /L aF&E L., Complete Inhibitor
Cocktail (Roche Diagnosis) % ¥afi# X H7= 10 5/ TBS $&f % (25 mM Tris, 137 mM NaCl,

268 mM KCl; pH 7.4) EHEWHARETT AP —2HNT, KETKEY T A AL, FFE
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— hO—EHZSWL, W7 T =V U EKRESMIZR 5 X0 N, iR T 1 K
< D LIck A b ST, Y OFRE VR — R 100,000 g, 4°CT 1 REREEL L
BFoni BiET (EmEsy) . BIOT 7T =2 v alidbimt (REY) O Apx-42 B LD

AP x-40 2% ELISA % v b (Fe#idk) Z MW TllE L7,

2-2.7. REFRNFEZRERR

Tg2576 ~ 7 AN O FHLA AL A EHIE (X, Bateman & D )54 (Bateman et al., 2006,
Castellano et al., 2011) Z—H&ZE L TiTo 72, —RE5-6 flO~ 7 212, 20 mg/mL DYREL T
ABRAHRAKICYEMR LT PCo #3k 22 (Cambridge Isotope Laboratories) % 300 mg/15
mL/kg DB THEIENZEEG L, EHIZ GSM-2 % 10 mgkg TRAOKE Lz, &5 2 K%
IZ~ U AZWEA L, AR, BRERTS KL UVIMIKZ BUD BN Te KRINHER 2 3l 00 IR IR 2
KPP CREHBR ST, —80CTHRE L7z, Ml 7 /L& & L, Halt protease inhibitor
cocktail (Thermo Scientific) 3 & U Triton X-100 (1%) Z & ¢e TBS FE@EHE 1mL &7 7 1 >
REVFAF—FHNT, KETHREIF A A LT, FEVHR— F% 100,000 g, 4CT 1
RefldE O L, 3607 RIEN S 2 uL /7L, AR x-42 JRFE% ELISA % > & (FDGHiZE)
Ze IO THIE L7z, 780 @ BTEIZHT AB42 4K (44A3) 5 ug & Protein G-Sepharose 4 fast flow
beads (GE Healthcare) 100 ug Z /1%, 4°CT 16 BFEISUG S B7-%, AU BT L& HWT
B X% A U, B ORIG5> 2 pL /0B L, AP x-40 2 % ELISA %~ b (Fnt
FISE) ZHWTHIE L7z, 750 ORJSIKRIZHL AB40 AR U 7 a—F LFik 5 ug & Protein
G-Sepharose 4 fast flow beads 100 ug 21z, 4°CT 16 REfSUE SE721%, ©—XZ B L
2o 1EIH (AP F5A) BLO2[EHE (AB40 F5A) (CEIN L7-4% £ — X% TBS 200 uL T
2 [, FEWVVT 25 mM REEKFET =72 200 uL T 2 FIVEF L%, AP %
1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol 75 uL T 2 [EIEH L, ¥ HIHR % 5 Oy 2 F v CzfE

(60°C. 307%4y) L7z, Ml L7=H > 7225 mM [REEKFET v F=U L,/ TE =KV
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)b (4:1) 25 uL & Sequencing Grade Modified Trypsin (Promega) 1 pg Z¥AIL. 37°CC 18
e T T R Y 7o ik w7,

FUFY kD AR TR D S B AB1T-28 Wik %, Wik n~ 757 4 — /E
MRV 53 HT it (Agilent 1100 HPLC,API 2000 ESI-MS) % FIVNTordir L7z, B &t
ISR, AB17-28 B %~7F F (LVFFAEDVGSNK, <75 NHF9ERT) % v H 8k

L

7o 1020 uL O > 7 L% HPLC IZ{EA L, LA FOS&MHCTHBELT-,

T I : CAPCELL PAK C18 (2.0 X35 mm, HifE 3 um, &4 %)
BENFE KT R= MU EEE=95/5/0.1 (A) BLU5/95/0.1 (B)
i : 0.5 mL/min
75 x>k Time %B
0.0’ 10
1.0° 10
1.1° 30
3.0° 30
3.1 90
5.5 90

B HIE MRM & — KTV, AfiA 4> D m/z 663.5—213.3 % IEFE# AB17-28. m/z 666.5
—219.4 % PCe 1 A ¥ U AP17-28 & L CENEHIIMIE LTz, AP17-28 Bk~ 7F K DM
EE—7 @ ST, & v 7 & B 3—7 5 2-10,000 fmol D#iFH T B AT /¢ FLBIE (12=0.999)
ZRLIZZ LMD, UTOHAERICLY, BCynAa v ERkRB L OHH AR AP 2425
H L7z,

13
7 Co 15k AB17-28 B¥— 7 ) &
BCem A ¥ SR = o T AB 2=

(BC ik AB17-28 B — 7 E &) + (FEHERR AB17-28 B — 7 | &)

AR AP & = ELISA JIE AP & X BCe A oo 4EakR
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Ih b —HOBEL TRIZE & DT,

Administration of 13C¢-leucine (300 mg/kg ip) and GSM-2 (10 mg/kg po)
l 2h

Brain collection, Homogenization with TBS/1% Triton X-100, Ultracentrifugation

superpatant
AP x-42 ELISA (= Total Soluble AB42)

Immunoprecip. with AB42 antibody (clone 44A3, IBL)

bouptd unkound
AB x-40 ELISA (= Total Soluble AB40)

Immunoprecip. with AB40 antibody (polyclonal, IBL)

Trypsin digestion bowgd
/ Trypsin di\glestion [M+2H]?* (precursor / product)
LC-MS/MS 3C,-labeled : m/z = 666.5 / 219.4
LC-MS/MS Unlabeled : m/z = 663.5 / 213.3
16 17 28 29 42

AB1-42 (DAEFRHDSGYEVHHQI(LVFFAEDVGSNXKGAIIGLMVGGVVIA)

o o

trypsin trypsin

13C.-labeled
13C¢-labeled + Unlabeled

de novo Soluble AB amount = Total Soluble AB amount X

2-2.8. RFFEMT

T — Z T HERERR T F L. SAS software (SAS Institute) 2 IV CHEFHEMT L 7=,
2 BFER OFEHTIZIL Student t #RE, 3 BERILL_EOFRHTIZIL Dunnett #2E & VN, A EKEET p

<0.05 & L7z,
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2-3. MR

2-3.1. b MARRSFMRAERICIS T 2R Ap BEEAICKHT D GSM-2, =) U F A= —D3%)
e

GSM-2 D AP PEAEMTERICOWT, B —FETIEt b APP Z i fIFE B & & 7 pPie Rl
Rakk 2 VTR L7228, RETIL L O ABBREE IOV E LT, b MREE ko
SK-N-BE(2)& Vv, ZDOWNEMED AB FEAERENCK T HERZMET Lz, & 512, RIEH
DI ARREEIRF B0 & 90 D E el T 572, GSM-2 O#gE (=) v FF~—) I
DN T G FRIFFIZEEAM L 72, GSM-2 (% SK-N-BEQ)HIIIZF1F 5 PNIKITE AB42 FEAS % 58 7712 P
FL. TDICs 1% 0.045 uM &, APP BFIFRBMALICK T DE L RE TCHoTe, =F v F
F=—b APA2 PEEZHNEI L7225, £ D ICs 13 1.24 uM &, GSM-2 LV 28 557~ 72 =
EM D ARIEH OISR R R S iz, WIRIME AB40 FEAEITKRT T B AEAIE.

mbEY & bIFRIZHI<, ICs1& 10 pM LA ETH 72, (Fig. 17)

AB1-42 AB1-40

125+ 125+

® GSM-2
A Enan

100- A 100
754 754
50 50

254 254

% of control
% of control

- Ot—rrrrmr—rr T T
0.001 0.01 0.1 1 10 0.001 0.01 0.1 1 10

Conc. (uM) Conc. (uM)

Fig. 17 b MEEIFMIERRICI T 2 NEHE Ap EEICH T 5 GSM-2, =F v F 2 ~— (Enan) D
B

SK-N-BE(Q2)#li il 2 - FEH4IT 6 WFfAREE S W7o, BRI PIC oS e Apl-42 (£K) BXD
AB1-40 (F51X) % ELISA ([ CHIE L7z, 7 — 1% 3 Rl FER O 1)+ fEHER 72,
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2-3.2. Tg2576 =~ U AR DMEMETE RN T I v A RikE

6. 10, 14, BL W18 I AMRD Tg2576 ~ U AZDOWT, ZDOMMANT I A NiLE%,
U AB42 3B L UL AB40 DIREHUAZ AW R alc LV ER LT, AB 77 —2 1, 6
AR TIZESRBO b7, 10 B AR THOT NI S, 14, 18 U H &Nk
WZHENE DO E KRE TR L (Fig. 18), Z4UiX Kawarabayashi © 12 K 2 LART O E

(Kawarabayashi et al., 2001) & —T DFER TH -7z,

6 mo 10 mo 14 mo 18 mo

Fig. 18 Tg2576 ¥ U RIZRBIT ZIMEMKFER 2NN T I oA RILE
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2-33. 7 InvA FERLERD Tg2576 ~ U X DRIEREEEICHT D GSM-2, = F FF
~—DFR

LEATERBRICIX, 10, 14, B OVI8 H HMERD Tg2576 ~ 7 A& M\ =, #Mitd 5 H
BiX, B CTOREND 40%FEE DN AR K TR THRENS 10 mgkg & Lz, & H
DO~ AL EWE 8 ARG L, &&EE 3 K212 Y-maze R4 Efi L7z, W7
oA, Tg2576 ~ U7 A DV 58 CILRIE DB AR < o7 2 ~NE B B RS IE
RO T 2R L, ZEREELBOREENEO bz, T HEFICK L, GSM-2 # 54
TIEHWTRDOHEIZEW T O ABERUENR AL R LT, — ), =7 FA~—13 10 B&
O 14 B AEOHZ G LIS, W bSEDRITFEO b7 2 Lhrb GSM-2
(2 & D EUGERN R ABA2 FEAMIHNC IS b0 L HEE SN D (Fig. 19), W T iLoRER

WZBWTH ALEMHEGIT L DREARIZA~DZEITFE D 720 - 7= (data not shown) ,

10 mo 14 mo 18 mo
801 801 801 H
# #
[y o= * %k <
&:‘ 70- 3:5; ] T % 70- T
g g g
$ § $
® 60 % 604 £ 60
£ £ £
3 3 ]
< < <
501 -- - -4 \- -} N-+ 504-f----1-- 50+ t----1 -- --A -
wT Veh GSM-2  Enan wT Veh GSM-2  Enan wT Veh  GSM-2

Fig. 19 7 v 4 FBILEED Tg2576 ~ 7 A DRBIBEEREEICNT S GSM-2, =F v FF~—
(Enan) OZHE

FHEAI (10 mgkg) % 8 AR NG L, Hfki b 3 FE#4IZ Y-maze B Z1T > 72, 18 771 A#plC
DUV TIE GSM-2 D il L 7=, MARIAITEI O F v o A L~UL (= KIEE) , # p<0.05, ## p<0.01:
Student’s t f7E, * p<0.05, ** p<0.01: Dunnett /& G 588 . F¥) CIEERE (n=6-7),
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2-3.4. XNTRITAMEE S AP BB LU AP BICX T 5 GSM-2, =+ FF4~—0DhE

GSM-2 IZ X DM Ap42 IR TEH & 2B IEEFUCEEN & OBRE BRI 5720,
Y-maze BRI A4 (ZH H U 72 1EE 2 AV C, TBS AlVATEREI o0 AB42 B2 IE L, HER
HIEfRR L OBMRZ SERmEIC T 1y b Lo, ZOREE. 10 4 H s TlEmiE o fich B
AOMBENED SN, 14 BL I8 7 HE TGRS vz d»7- (Fig. 20), &
FIEEEIC IV TH, 10 7 Al Tl GSM-2 ¢ 5-1F TH IR G-I HE -~ 34% D B 722 W
AB42 DIR T RO BN, 14 BLU18 I Al TIHR N ITFR O bz o 1o, il
FICB T D AMEMEE S O AB42 &2 Al CHE L2 2 A, 10 7 AliZ~ 14 7 A
BTSSP, I8 WHAMT 125 K& ERLTWe, —J, =) v FA~—EL5HTITT
BEBY 10 B LV 14 I Hln & bICEER G L& ORICEIT R b e - 72 (Fig. 21A) .,
[ U AR 23 oD AB40 IOV T HIIE L7722, FREBD . WTFhoABIzcB Ty,
WRIBERE 5/ & AL AP 58 & ORI O b - 7= (Fig. 21B),

BEWT, WREOFREY X — & SM O/ 7=V TRl kT 5 Z &2k v, TBS
WSRO Sy b E D T4 AB42 B LY AB40 EAMIE L7z, 10 7 AEICBW TR Ap42
BT ATE AR D 2 7L EVMEEZ R L, SHICEORIT 14 BLWNI8 W A TENE
AL10 T HERD 20 B L NS3 fi5 e, RES ER L7z, 2bH Ap42 &Ik, WTho Hlsic
BWTH GSM2 BL U= F v FA~—RGIZK > TRELZ T o7 (Fig. 22A), &

AB40 EIZHOW T HFERIZFEECTH -7 (Fig. 22B),
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10 mo
90 r=0.566
: ® Veh
_ p =0.007
£ 80 o B GSM-2
% - A Enan
e 704 A
s " A
= -
e L R
3 L
I 507 e a4
A
40 L) T T T 1
00 01 02 03 04 05

Fig. 20 Y-maze SRR & IUPN FIISHEE 20+ Ap42 B & DAEE

Fig. 19 @ Y-maze iRBREL1%2 [ ZIBSS 2 fi HH L . TBS rI¥EPEE 53 1 AB1-42 4 ELISA (2 CHIE L7z, AB1-42

Log (soluble AB42)

14 mo
907 r=0.058
- p=0.806
K 807 =
3
704
n‘:: [ | | |
A
S 60 A
e L T e
E 50 “ f 4
E Loae
ao-
r
T T 1
05 1.0 15

Log (soluble AB42)

2.0

BT L THEEZBTHORGEZ 7 7 v b L, HEMEZ T L7,

>

APB1-42 (pmol/g)

AP1-40 (pmol/g)

10 mo
1007
104
*¥
A
Seue® . At
bl Lind
1 T =T T
Veh GSM-2 Enan
10 mo
1003
Pongee® I.ik.l Adagaah
104
1 T T T
Veh GSM-2 Enan

AB1-42 (pmol/g)

AB1-40 (pmol/g)

14 mo
1007
]
I. ™ A
10{ —**— y 4
| | I S—
L) at tas
1 T T T
Veh GSM-2 Enan
14 mo
100+
. L]
: .: _’-_I_ A
L]
104
1 T T T
Veh GSM-2 Enan

Alternation Rate (%)

18 mo

90 r=0.127
a0 - p =0.666
5 | |
70 - n
m_
/f/g
50 [ ]
of
ao-
T T 1
0.5 1.0 15 2.0

AP1-42 (pmol/g)

AB1-40 (pmol/g)

Log (soluble AB42)

18 mo
1005
.... -q n
.I
%
107 .
1 T T
Veh GSM-2
18 mo
1003 .
[ ]
—— gt
° n
104
1 T T
Veh GSM-2

Fig. 21 7 I v A FBEILEH D Tg2576 ~ 7 AN AIERMEEI 0+ AP B2 45 GSM-2, =} F
#A<— (Enan) DR

Fig. 19 @ Y-maze

ELISA (2 CHIliE L7z, ** p<0.01: Dunnett #i & CeHATER 5-8F) ,
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10 mo
10000+
g
g
E 10004
g . st
i ®ee ] ¥ st
& 1007 " ee* T m
< . ALa
10 T T T
Veh GSM-2 Enan
10 mo
1000004
g
g
£ 100004
o
hi
2 1000 . . i
< n —_—
L) L LI 4
. " Aua
100 T T T
Veh GSM-2 Enan

AP1-42 (pmol/g)

AB1-40 (pmol/g)

14 mo
100007 -
PP ——ow Aa
) .. F'YYL)
10004
1004
10 T T T
Veh GSM-2 Enan
14 mo
1000004
n
10000] o8, < EET e
Y - AAA
10004
100 T T T
Veh GSM-2 Enan

AB1-42 (pmol/g)

AB1-42 (pmol/g)

18 mo

100007 ®4,,0 m H,m
: [ ]
1000
100
10 T T
Veh GSM-2
18 mo
100000+ -
o L] |
—.W.— n
10000+ * .
1000+
100 r r
Veh GSM-2

Fig. 22 7 I v A NEEEHD Tg2576 < 7 AN AB42 33 X UVR AB40 EiZxtd 5 GSM-2,

F v FA~<— (Enan) O%FE
Fig. 21 TR L72HAE Y3 —~ (O O—fziEies 7 =Y VR T b S E%,

AB1-42 (A) BLUABI-40 (B) % ELISA |2 CHIE L7,
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2-3.5. XNFTHE K Ap BICKT 5 GSM-2 DZHR

14 BLO18 I Hilis TlE, N— A DM AT M7 1 AB42 725 10 71 A #slZ b~ K& <
EHLTWEZ E2h, % O ELISA £ Tlt GSM-2 512 L 2 8 b2+ 5 2 & i
LWEBZ BT, % 2 CTRERNRERE L AW T, I TH7ICEA S L. Ap42 O
HERET D L T.GSM2 DIERZ I TE 22E L7210 38 L OV 18 77 H i Tg2576
<~ 7 A2 PCe A T2 (300 mg/kg, ip) 3 L T GSM-2 (10 mg/kg, po £ 72 ITIAH) 25 L.
2 WEf 1% OIMIN ATV 2y o AB42 B X N AB40 IZ8B1F D PCer A v ik % =D Y
7Y AW RO LC-MS/MS HIFEIC K B L7, Z ORGSR, 10 77 H i T O 51
D AB42 B LN AB40 D PCAEFERIZZ N T, 6.7+0.6%33 L1 6.9+1.0% (mean + SEM;
n=6) CTH o7z, —J7. 18 1 A TOEFRRIL, N—2AD AR AP (=i S /s
WABR) BNENWZ L AL T, ZEH 0.82+0.13%F LN 2.1 £0.3% & EVVEE R LT,
ELISA (2 & 0 JIE S AR AIEEM: AP42 1X. GSM-2 #512X 0 10 W A TOAREEIK
TL (A42%). RIEOEBRERENSFHR SN (Fig. 23A), LL, ZORAIAN: Ap42 &
W2 BCor A VNEEEFE LD Z L TRIHESNDHH A AP42 BT, GSM2 &5k Y
10 77 A #5C 858%. 18 7 A #ii T 853% & | i A s CRIZ OF B 2K T 235389 5 7= (Fig. 23B),
AB40 [IZOWTIT PR LB Y . MAIAMEB L OHFHH AR E HIC GSM-2 #5112 X 2 Z8 T A

SN o T,
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Fig. 23 Tg2576 ¥~ U A DRNFTH AR Ap BIZxH3 5 GSM-2 DFhFR

PCe-1 A 2B LN GSM-2 4% 5 2 RE# I & i L. 1% Triton X-100 %47 TBS % T Ap

I L7z, (A) RIVAMEE 71D AB42 38 KXY AB40 % ELISA IZ CTHIE L7z, (B) wAIIEMEME )

D AB42 1 LT AB40 & ZNENSEILKIC L WL, Y 7 Uik o AB T Ic oV T

Bt A AR (=HH Ak Ap &) % LC-MS/MS IZ THIZE L7z, ** p<0.01: Student’s t Fi &
CHs s G-1) . ) AR HERR S (n=5-6),
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2-4, B

ARRETTIET 2 oA RBEELER OE Al Tg2576 ~ 7 2 & FWT, TOMMAN AR BB X
URBEEEREIC KT 5 GSM=2 B G- DRz kit L. GSM-2 @ 8 R G-IZ & » TP # A
TAVE ABA2 1K F LRV, HiH AB42 AREITED 5 2 & % L CiRaniaeEmE )
BWETHZEEH LN LT,

b SRR A V2 AR EEAEBRICBW T, GSM2 [ZF D= F U F A~ —{RIC
28 fEFR Y AR4A2 FEAEIIHIVER A7~ L7z (Fig. 17), ZAUE GSM D4y FH 23, filafEo
MENWEZALD X 5 72 3B BAOTEIC & 5 5 @ (Gamerdinger et al., 2007) TixR< ., EHE
E DN RAMEAEERICL DD TH DL Z L 2RET 5, A TITHE —FITBWT,
GSM-2 |Z L ZRRFMEREEZN RITA 7 ¥ —F v ML Db D TiE7e <. AB42 pEANH &
W) ETEHRICESS D TH D EEBELR LD, ARG TIEENZ S HICHBT 5720, Z
DxTFrFAv—KEREEa ba— L LT in vivo BREITo72, 10, 14, BLO18
71 Al D Tg2576 ~ 7 A % 72 Y-maze iR DFE R GSM-2 1L~ U7 AWUND T I 1 A REE
WAEOREIZEDL LT, £ORMEERET 2 A 212868 Lz (Fig. 19), 20O X512, GSM
mED AR FEAMGIEEZT I oA FEHEE® N OHRGMBL TH, FHEEITH L TR
MENFONDZ LR LEREIIINE TR, BEIEHOFEMEE VI BlLEND L E
TR L W2 D, £, 2 U F A~ —XRE RN B e o 7= Z L (Fig. 19) .
AP EH D 10 B A v~ 7 A DI AN AB42 BNV FE G & A BEICWEBE L. (Fig.
20) Z &1E. GSM-2 (2 X DIRFENED APA2 FEAEMGNCESS bOTHDH VI EZ 2K
F45, L2L 14 BLOI18 I HETIEZ, WEDHRIIGONATLICHED LT, AB42 &ED
KR SN2 -7 (Fig. 21A), GSM-=2 (X2 DS . FHICAR SN D Ap42 &
BWHTZEIETETH, BRICHFEELTWD AP 2L T2 EETER, 14 BLOY 18
71 A I, BRI EPE Ap42 &3 10 7 AIZHERTRES EHLTEBY, 20729

GSM-2 (2 X D EEAMBINR P EEEDOERT &L LTUIMHTE e oTe, EEZBND,

63



14 BEX 18 T A~ 7 AIZBW T, GSM-2 IZ X DN AB42 (X TR TE 2o
TR E LT, Niwis & 2 Mia Rty (IR BRI b L~ v 7e &) OB iz k- T,
GSM-2 D AB42 PEAEINHIWER 28 8H9 L= & W 9 AEEME L RE TE 2V, T ERGET 572
DIZIT RN T B R SN AR EBEICAAET 5 ABZ XA L CTERET 5 Z & Tlinvivo
TO AB42 PEAIZT T HIER 23l A 4 E 235 5, Bateman 5% 13C6 1A ¥ NI K D%
E RN RIE A VT, b N OMEBRPICBN A AB #E& L, & MNKENT
DABAERB LY VT Z 2 ZAWEZHEE L7~ (Bateman et al., 2006), F7-. Castellano &
13 = D F1E % FIV T ApoE knock-in ¥ 7 Z iGN O FTELA L AR &4 HIE LTV 5 (Castellano
etal, 2011), ARjEZHWZ3ARHME & LTI, GSI (LY450139 £ 721X MK-0752) 23t b &%
T L ORERER P OFHIAR AR BEAIR T Lz & W) #5235 5 (Bateman et al., 2009,
Cook etal., 2010), L/ L I DHOHEIZIET, ABx (=2 ABFE) & LCOHMRAREL
HELZHDOTHY ., GSM-2 D X 51T AP42 BEAD I 24+ AL & O P 134 2 72
W, Z 2 CARBRE T, BERTHWT WD AR ORIy & 585k 2 Pk Db v 12, AB42
BRU AR TNZND C Rz FrRAYISEER T 2 ik 2 VT, B O%EILRE 21T
HFZLIWEY ., BV T nD ARA2 BN AB40 TN ENDOHRAKRELZNTET D)
AR LT, RiEZHWT GSM-2 DfER 2Rt Lok, GSM-2 1310 7 Hlin& 18
H i CRZEDRN Ap42 FEAEIHIER Z27R L, INESC K> TIERIZIEGES L7\ 2 & 3R
Shiz (Fig. 23B), 2D Z & &, 18 I Al CTHRARSRESCEERNRO bNT-Z L b,
Tg2576 ~ U A DFRFMERERE E XTI AR SN ABR D RERTHEEZRIZLTWDHA]
REMEDS R S 472,

TInA REHLE#O~ U AWM TIE, MAAEBRS O RENE Ap42 137 I v A RBEIC
FlEFE LN TE - BELT D720, ZOREITLERL VL LAKN EHES T
% (Hongetal., 2011), & L 2D A2 DNIRFMEREIEF ICH G L TCWAD &L, 7InAg
RBETEAE 14 Cldde L AREENGH < 72 51337228, EBIEZ 5 72> T (Fig. 19), — 77,

AR LT T 200 2 7 AR S 72 1E02 0 O AB42 133 <ITiE T
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HA REEZEIET. RR P F 7 AMOBFEZ ARG T D 2 & THRERE 2 fEF
LHEEZBND (Fig. 24), GSM2 (X2 DY F 7 AMBRICHERE S D Ap42 2D SH5 2
ET, 7 IvA FEEOWEEICERR S, U 7 AMERFEZ80GE LIRS 2 6
o M. AREITIET I v A RO E R L CREMEEICEIR SN D AB42 &2
RESHEM U, UL, AR COMBENBIEORET, 7 InA REELICKIT S
BEEAL — AL O M N B NC > 7 b L2 Eic kD EZ B D (Shankar et al.,
2008),

AR TIIH T, H_HmEB LT, vV AORMBEREFML & LT Y-maze B %

Mnie, Zo X5 2o A BITEEMEAZFA LRI E T, o8 ~D A LR

it

BMBIEE AL ERNE W) TTER TN D, AR THIE S 5 HEE I ERERLIRRE )

f

T, ZOEEILAD OFIEMHNOFRO BV D, BER TRRDPHEGR STV D HEER R x~
UNBLIRAZ TR, WITNAARBRICATHY ., —EDORKRTHERHDHH D &
& %2 T\ % (unpublished data), —J5, &V A/KKEERER 72 & Tkl S 2 EWIRLEIC T
% GSM-2 DERIZOWTIERRFI TH Y, S%OFEEEZ D, 2L, -7 L ¥—F
PRI DUV T, Y-maze iR & & U ZKEKEEGABRICIBS W TRIFEO AN Z MR L TR Y
(unpublished data) . AB42 FEAINHI & V5 BT H& 2 5 & GSM-2 (ZRMFLEIC KT
LTbSEEDIRETT HOLEHESND,

ARRETOFER, Tg2576 ~ 7 AR LTT I v A REFEE®RD GSM O# 52 Btk L
TH, TORAEELZUGETE LI DD TH LN ERST, LoT, T7TICT7 IS
REEATERAE LT D AD B IZB W T H ., GSM #5112 L - T ORIEREN S E S D 7]
REMEILH D L EZ BILD,
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Fig. 24 Tg2576 ~ 7 RITRIT BHHAREB L OBEFE Ap42 DM Z A F I 7 R DA EERK
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2-5. /MR

O GSM-2 ®» 8 Hf#&E1Z, 7 I A FEILEREORE RS 10, 14, BL O 18 7 Ao

FTHLD Tg2576 ~ 7 A LT, Z ORI R 2 AR ICUE Lz

@ GSM-21%, 7o REEEEN T DT 10 7 AEicx LTk, oM aarE
ABR BEEAHEIK T EE7Z, LL, (REENZ W 14 BN 18 I Al TlE, GSM-2

XD ABR K FIIRHETE 2o iz

@ GSM-2 1. WA OFHIAR AP42 BIZHOWTIE, 10 H Al L 18 7 A CIRIT R

R &H72, Tg2576 ~ 7 A OFRAFERERE 1T, FIHICA R Sz Ap42 WEE /&%

HEH-TWDH EEZ BN
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BFh

AD OFIEMTF & LT I uA MGRARIBIND K 512725 THE 2003 08 L7z
AH 7B, WEETOMHNCA B 72 ANIFAE L Ty, 2 E TIZ AP OREHESCEEAL
ZILET AN EH, R THRENTED, WTIRHRBICKD S TV Z Ehb,
AB T r—F I b AD BIEBRDP LB L THOIENRRNEEZEZLND LI
o T&EZ, LML, WTFNOHAIL Ap 77 a0 —F 2 HFET 5 Y —/L & LIt ¢
Mo T AHEMEDR B 2 Hivs, fil 41X GSM @ tarenflurbil [FIEME I EIZARNEI T H 1K
<VERR T AR DR T3 HHERR TE TV RV, —J7,GSI D LY450139 1 L ("BMS-708163
. BERR Tl L OWRFEREIR T O AR IR T2 fERd L TV D28, FRAEREA a7 13 LA
B L7z, AIFRICENT, b 2 (AR~ U A THRAEREL B(L S22 LI,
bt hE~ T ATHED A T =X LAHPMEN TN D AJREME &2 7 RIE 5, ARBFSE Tl B-CTF Sid
HEDAT=ALE LTRE LD, ZOGERICIZE LR IMFADBHETH D, LvL,
LY EERZ LiE, B B-CTF ERE A 2 720 GSM-2 [Ta8aEERE 2 b S 837,
T L AME~ U ADOMRERE 2 UES T2 Th D, Tabb, Ap EAMH WS T
7'a—F ORGEEC GSHTEY) T2 < AR GSM & L I B-t 27 L7 —EBRHEKIC K -
THID THRIESND B D EBZEZ BND,

H ) —OEXDLNE ML, TTICKEDT I A NENLETHIZE AR NEEL T
WD AD BBFICK L BT R ABPFEAEZ A D Z EDR R L TENIZE EDEREFFOD ),
EWVHRTH D, AHFFETIZ, 7 I v A FEHLEROSHIGET L~ 7 ATk 5 GSM-2
OIERZRREET 5D 2 & T, #ilo7e AP PFEAZMZ D 2 & MRS RE L EIC R TH D
ZlAaRRLTC, ET AU ATIIAD TR OND ML L TIIEMTE TE 5T, &%
FTLHERE TOMREZMEFET 2 DO TRV, T 7 ARELFE L W HBLETIT—ED
NEPGFONDAREMEIEH D LEZ BILD,

Lh b ABFFECIE GSI # LU GSM DR ABERE I x93~ 2 VB & S RET 21TV, %
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DOIERDENERETHE L HIC. GSM O AD I1BEIK L L TORFEMHIZHOWTELE LT,
HAE, A GSM DOEFRRBRAEITR TH Y . 5B FORREMENBIES NS Z & 23
fFans,
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AL DOFERB LIOIERICBE L E LT, AR IHMEROWNCTHEZIHY £ LR
FRFPRFPHFARMZER PP, & MR ISR W2 LET,

AT L, EEO ZRE2 5 NN THifEZG Y £ L7 27 7 AR+
R fEd L (L) SERHEE LIRS BB L ETEY, 7o, AREICERRD
THHETEE L LT A7 7 AGEKASHE SOKIEHE L, FREFERE L N i
+ bR R RSO XV EH W LET, KRS, APFEICSHITHE £
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	序論
	認知症は認知機能の障害を主訴とする高齢者を中心とした脳疾患で、その罹患率は60歳以上で5-7%と報告されている (Alzheimer’s Disease International, World Alzheimer Report 2009)。その半数以上を占めるのが、アルツハイマー病（Alzheimer’s disease: AD）あるいはアルツハイマー型認知症と呼ばれる進行性の脳変性疾患であり、大脳皮質の顕著な萎縮を特徴とする。ADを発病した患者の認知機能は十数年にわたって徐々に低下していき、遂...
	AD患者の脳では、老人斑および神経原線維変化と呼ばれる異常病理構造物が、特徴的な病理所見として認められる。老人斑はアミロイドβペプチド（Aβ）が細胞外で凝集塊を形成したものでアミロイド斑とも呼ばれ、ADの最初期に起こる病理変化であり、神経原線維変化に比べ疾患特異性が高い。さらに早期発症型家族性AD（FAD）の原因遺伝子であるアミロイド前駆蛋白（amyloid precursor protein: APP）およびプレセニリン1 or 2（PS1, PS2）が、いずれもAβの生成に直接関わる分子であっ...
	アミロイド仮説が提唱され始めた1990年代は、可溶性のAβが会合して形成される不溶性のAβ線維が、神経細胞毒性をもたらすものと考えられていたが、Aβ線維で構成される老人斑の量は必ずしもADの臨床重症度と相関しない (Arriagada et al., 1992) など、その因果関係を疑問視する声も多かった。現在では、不溶性のAβ線維よりむしろ可溶性のAβが細胞内および細胞外でオリゴマーを形成し、このオリゴマーがシナプス機能障害を引き起こすことで認知機能障害が生じる、という考え方が主流となっている ...
	γ-セクレターゼは、PS1/2、ニカストリン、Pen-2（presenilin enhancer-2）およびAph-1（anterior pharynx defective-1）の4つの膜蛋白質を最小構成成分とする蛋白質複合体酵素であり、その活性中心はプレセニリンの第6および第7膜貫通領域にあるアスパラギン酸である (De Strooper, 2003)。γ-セクレターゼを阻害することでAβの生成は顕著に抑えられることから、これまで数多くのγ-セクレターゼ阻害薬（γ-secretase inhib...
	一方、γ-セクレターゼを阻害するのではなく、その機能を修飾することで、病因分子とされるAβ42の産生を選択的に抑制する、γ-セクレターゼモジュレーター（γ-secretase modulator: GSM）という概念の化合物も生み出された。2001年、Weggenらがsulindac sulfideやibuprofenなどの一部の非ステロイド性抗炎症薬にGSM活性があることを見出した (Weggen et al., 2001) のを契機に、数多くのGSMが同定、創出されてきた (Oehlrich ...
	ADの病態・治療薬研究においては、モデル動物として、FAD変異型のAPPやPS1を導入した遺伝子改変マウスが複数開発され、広く活用されてきた。中でも、Aβ産生効率を飛躍的に高めるSwedish型APP（K670N/M671L）は有用性が高く、1996年にHsiaoらによって開発されたTg2576マウスは最も汎用されてきた系統である (Hsiao et al., 1996)。これら遺伝子改変マウスでは、明確な脳の委縮までは確認できないものの、加齢依存的な脳内アミロイド斑の沈着と学習行動障害が認められ...
	そこで本研究では、Tg2576マウスを用いてGSIおよびGSMの認知機能に対する作用を中心とした検討を行い、その研究成果を記述した。第一章では、認知機能に対するGSIとGSMの作用の違いを初めて明らかにし、その機序に関する検討を行うとともに、臨床試験結果との関連性について考察した。第二章では、脳内アミロイド斑沈着後のモデル動物に対するGSMの薬理効果を初めて明らかにし、その機序に関する検討を行うとともに、AD治療薬としての可能性について考察した。

	第一章 ADモデルマウスおよび正常マウスの認知機能に対するGSI、GSMの薬理効果に関する検討
	不溶性のAβ線維からなる脳内アミロイド斑はADの特徴的病理像であるが、その量と臨床重症度との相関は低いことが知られている (Arriagada et al., 1992)。一方、もう一つの特徴的病理像である神経原線維変化は臨床重症度と相関するが、MacLeanらによると、この神経原線維変化の量は不溶性のAβ量とは相関せず、可溶性のAβ量と相関した (McLean et al., 1999)。脳内の可溶性Aβ量はシナプス密度の低下とも相関することが報告されており (Lue et al., 1999)...
	γ-セクレターゼはAβ生成経路の最終段階を担う酵素であり、GSIはその活性を阻害することで脳内のAβ量を低下させる。そこで新規AD治療薬を目指して、これまで数多くのGSIが創出され、複数の化合物が臨床試験まで進んだ (Kreft et al., 2009)。最初に臨床入りしたGSIはLY450139（semagacestat）で、ヒトでも血漿および脳脊髄液中のAβを低下できることを初めて示したが (Siemers et al., 2006, Bateman et al., 2009)、消化器症状や...
	一方、GSMはAβ42の生成を抑制するだけで総Aβ量は低下させないので、β-CTFの蓄積は起こさない (Weggen et al., 2003, Kounnas et al., 2010)。2001年、Weggenらによって一部のNSAIDsがGSM作用を有することが発見された (Weggen et al., 2001) ことを契機に、類縁化合物が数多く合成された (Oehlrich et al., 2011)。Tarenflurbil（R-flurbiprofen）もその一つで、GSMとして初め...
	本検討では、GSIおよびGSMの認知機能に対する作用を明らかにするため、Tg2576マウスおよび野生型マウスを用いて、Y-maze学習行動試験を行った。テスト化合物にはGSIとしてLY450139およびBMS-708163、GSMとしてカルボキシメチルピペリジンタイプのGSM-2（Fig. 2）を用い、各化合物の行動学的および神経生化学的作用を検討し、GSIとGSMの違い、および臨床試験結果との関連性について考察した。
	LY450139、BMS-708163、およびGSM-2は、文献 (Pu et al., 2008, Gillman et al., 2010) または公開特許 (Garcia et al., 2007) の方法に従い合成した。これら化合物は、細胞実験においてはジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、培地で希釈して使用した（最終DMSO濃度0.5%）。動物実験においては0.5％メチルセルロース溶液に懸濁し、10 mL/kgの量で単回もしくは8日間反復（1日1回）経口投与した。
	1-2.2. 動物
	ヒトAPP695のSwedish変異体（K670N/M671L）遺伝子が導入されたTg2576マウス(Hsiao et al., 1996) を繁殖し、同腹の野生型マウスとともに、3カ月齢または5.5カ月齢で実験に使用した。繁殖は、Mayo Foundation for Medical Education and Research（Rochester, MN, USA）より雄のTg2576マウスを入手し、B6SJLF1/Jマウス（日本チャールスリバー）の雌と交配させることで行った。本系統の雄は攻撃...
	1-2.3. 細胞系APPプロセシング実験
	ヒト神経膠腫細胞株（H4）を用いて、ヒト野生型APP695の安定発現細胞株（APP-H4）を作製した。細胞は、10％非働化済ウシ胎児血清、100 units/mL ペニシリン、および100 μg/mL ストレプトマイシンを含むDulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) を用いて、10 cm培養シャーレ中で維持培養し（37℃, 5% CO2）、実験前日に96-well、または6-wellプレートに約1.5 × 10５ cells/cm2の細胞密度で播種した。翌日、...
	1-2.4. 細胞系Notchシグナリング実験
	恒常活性型Notch（NotchΔE）発現ベクターの作製は、Kopanらの方法 (Kopan et al., 1996) をもとに、配列をマウス型からヒト型に変更して行った。すなわち、ヒトNotch1をコードするmRNA領域（NM_017617）のうち、1-60番塩基、および5193-6657番塩基部分をpDNA3.1ベクターに導入した。実験前日にH4細胞を96-wellプレートに播種し、翌日、NotchΔE発現ベクター、および市販のRBP-Jk応答ルシフェラーゼ発現ベクター（Cignal RBP...
	1-2.5. 学習行動実験
	一群7-8例のマウスを用いて、その空間作業記憶能力をY-maze試験により評価した。3本のアームを等角度で接続したポリ塩化ビニル製（灰色）のY字型迷路を作製し（アームの長さ40 cm，高さ13 cm，底幅3 cm，口幅10 cm）、実験に使用した。1日目および8日目の化合物投与3時間後にマウスをアームの先端に入れて、8分間自由に探索させ、進入したアームの順番および回数を記録した。全てのアームに連続して進入することを自発交替行動と呼び、その総進入回数（10回未満の場合は除外）に対する割合（以下の計算...
	自発交替行動の割合（%）＝自発交替行動回数÷（総進入回数－2）×100
	1-2.6. 脳内可溶性Aβおよびβ-CTF量の測定
	1日目または8日目のY-maze試験終了直後にマウスを断頭し、氷上で海馬を摘出した。摘出後、速やかに液体窒素中で急速冷凍させ、－80℃で保管した。冷凍サンプルを秤量し、その10倍量のTBS緩衝液（25 mM Tris, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl; pH 7.4; Complete Inhibitor Cocktailを含む）と超音波ホモジナイザーを用いて、氷上でホモジナイズした。ホモジネートを100,000 g、4℃で1時間超遠心し、得られた上清中のAβ x-42およびAβ...
	1-2.7. In vivoにおけるNotchシグナリング阻害作用の評価
	一群6-7例のマウスを使用し、Notchシグナリング標的遺伝子としてHes1およびHey1のmRNA発現量を、qPCR法により測定した。化合物を単回投与3時間後に海馬および胸腺を摘出し、－80℃で冷凍保存した。RNeasy kit（QIAGEN）を用いてトータルRNAを抽出し、SuperScript III（Invitrogen）を用いてcDNAを調製した。Power SYBER Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）を用いてHes1、Hey1、およびβ-...
	Hes1, forward: CCAGCCAGTGTCAACACGA; reverse: AATGCCGGGAGCTATCTTTCT
	Hey1, forward: GCGCGGACGAGAATGGAAA; reverse: TCAGGTGATCCACAGTCATCTG
	β-actin, forward: CGTGAAAAGATGACCCAGATC; reverse: GCCTGGATGGCTACGTACATG
	1-2.8. ウェスタンブロット
	細胞ライセートおよび脳ホモジネートから、Blue Loading Buffer Pack（Cell Signaling）を用いてローディング用サンプルを調製し、5分間ボイルした後、SDS-PAGE（15% gel）によりタンパクを展開した。タンパクをPVDF膜（0.45 μm孔）に転写し、ブロッキング処理した後、以下に示す一次抗体および二次抗体と反応させた。
	一次抗体： 抗Aβ-N末端特異的マウスモノクローナル抗体（clone 82E1, 免疫生物研究所; 100倍希釈），抗Aβ1-16領域マウスモノクローナル抗体（clone 6E10, Covance; 1000倍希釈），抗APP-C末領域ウサギポリクローナル抗体（#A8717, Sigma-Aldrich; 1000または5000倍希釈），抗N-cadherinマウスモノクローナル抗体（#610920, BD Biosciences; 200倍希釈），抗EphA4マウスモノクローナル抗体（clo...
	二次抗体： HRP結合抗マウスIgGヒツジ抗体（#NA931, GE Healthcare），HRP結合抗ウサギIgGロバ抗体（#NA934, GE Healthcare）
	バンドをECL plus（GE Healthcare）を用いて発光させ、発光密度をQuantity One 4.6.5 software（Bio-Rad）を用いて定量した。
	1-2.9. 蛍光免疫組織化学
	一群7-8例のマウスに対し化合物を8日間投与し、最終投与3時間後に、イソフルラン吸入麻酔下、左心室から10 mM PBS（pH 7.4）を灌流し、脳を摘出した。大脳半球を4%パラホルムアルデヒド／リン酸緩衝液に漬け、4℃で2日間、浸漬固定した後、16%スクロース／リン酸緩衝液に交換し、4℃で2日間以上かけて置換した（途中2回溶液交換）。CO2ガスを用いて脳を急速冷凍した後、クリオスタットを用いて20 μm厚の冠状切片を作製した。マウス脳アトラス（Paxinos and Watson）を参照しながら...
	一次抗体： 抗Aβ-N末端特異的マウスモノクローナル抗体（clone 82E1, 免疫生物研究所; 200倍希釈），抗APP-C末領域ウサギポリクローナル抗体（#A8717, Sigma-Aldrich; 2000倍希釈），抗Synaptophysinウサギモノクローナル抗体（clone YE269, Millipore; 500倍希釈），抗drebrin Aウサギポリクローナル抗体（#28023, 免疫生物研究所; 200倍希釈）
	二次抗体： Alexa-Fluor 488結合抗マウスIgGヤギ抗体（#A11011, Invitrogen），Alexa-Fluor 546結合抗ウサギIgGヤギ抗体（#A11035, Invitrogen）
	切片をスライドガラスにマウントした後、ORCA-ERデジタルカメラ（浜松ホトニクス）を搭載したECLIPSE 80i蛍光顕微鏡（ニコン）、またはLSM5Pascal共焦点レーザー顕微鏡（Carl Zeiss）を用いて染色像を撮影した。海馬の各層（CA1b領域の錐体細胞層／放射状層／網状分子層、CA1c領域の上昇層遠位、CA3aから3b領域の錐体細胞層／透明層、顆粒細胞層、分子層、および歯状回門）における染色強度を、歯状回門は全域、その他の層は750×16 μmの範囲をImage J 1.44p s...
	1-2.10. 統計解析
	データは平均±標準誤差で表し、SAS software（SAS Institute）を用いて統計解析した。2群間の解析にはStudent t検定、3群間以上の解析にはDunnett検定を用い、有意水準はp < 0.05とした。
	1-3.1. 培養細胞におけるAPPプロセシングに対するGSI、GSMの効果
	はじめに、化合物のAPPプロセシングに対する作用を、ヒト野生型APPを安定発現させたH4細胞を用いて検討した。LY450139は細胞によるAβ42、Aβ40、およびAβ38産生をいずれもほぼ同じ作用濃度で阻害し、そのIC50は10.9-12.0 nMであった。同様に、BMS-708163も3種のAβ産生を阻害し、そのIC50は0.66-0.79 nMであった。一方、細胞中のβ-CTF量は両化合物によって上昇し、その作用はAβ産生のIC50付近で最大となったが、さらに高濃度では減弱した。GSM-2は...
	LY450139によるβ-CTF上昇作用が高濃度で減弱した点については、ウェスタンブロットでも確認した。6-wellプレートで培養した細胞中のβ-CTFを、AβのN末領域を認識する2種類の抗体（82E1および6E10）をそれぞれ用いて検出、定量したところ、いずれの抗体を用いた場合もELISAとほぼ同様の結果が得られた。APPはβ-セクレターゼ以外に、α-セクレターゼによっても切断され、β-CTFより16残基短いα-CTFが生成されるが、このα-CTFもγ-セクレターゼの基質となる。そこで、APPの...
	1-3.2. 培養細胞におけるNotchシグナリングに対するGSI、GSMの効果
	化合物のNotchシグナリングに対する作用を、ヒトNotchΔEを一過性に発現させたH4細胞、およびNICDレポーターアッセイシステムを用いて検討した。本系において、LY40139およびBMS-708163はNotchシグナリング阻害作用を示し、IC50はそれぞれ14.1および20.6 nMであった。一方、GSM-2は3 μMまで検討したが、阻害は全く認められなかった（Fig. 5）。LY450139ではAβ42産生IC50との乖離をほとんど示さなかったが、BMS-708163では26倍、GSM-...
	1-3.3. 5.5カ月齢Tg2576マウスの認知機能障害、および脳内Aβ、β-CTFに対するGSI、GSMの効果
	化合物の認知機能に対する作用を明らかにするため、5.5カ月齢のTg2576マウスを用いてY-maze試験を行った。本マウスは溶媒投与群において、野生型マウスと比べて有意な自発交替行動割合の低下、すなわち空間作業記憶機能の障害を示した。投与1日目では、いずれの化合物もベルシェイプの改善作用を示し、その作用はLY450139およびBMS-708163では1 mg/kg、GSM-2では0.1および0.3 mg/kgにおいて有意であった。しかし反復投与8日目では、LY450139およびBMS-708163...
	8日目のY-maze試験直後の海馬における可溶性Aβおよびβ-CTF量を測定した結果、LY450139は10 mg/kgで有意なAβ42およびAβ40低下作用を、1 mg/kgから用量依存的かつ有意なβ-CTF増加作用を示した。BMS-708163は3 mg/kgから用量依存的かつ有意なβ-CTF増加作用を示したが、Aβ低下作用は10 mg/kgまで認められなかった。GSM-2は0.3 mg/kgから有意なAβ42低下作用を示し、Aβ40およびβ-CTF量は変化させなかった。1日目と8日目で化合物...
	1-3.4. 5.5カ月齢Tg2576マウスの認知機能障害、および脳内Aβ、β-CTFに対する高用量GSI、GSMの効果
	前項で、GSIの反復投与はTg2576マウスの認知機能障害を改善しなかったが、さらなる検証のため、より強い脳内Aβ低下を示す用量まで上げ、再度実験を行った。8日目のY-maze試験直後の海馬における可溶性Aβ42およびAβ40は溶媒投与群と比べ、LY450139の30 mg/kgでそれぞれ36および41%、BMS-708163の60 mg/kgでそれぞれ43および56%の著しい低下を示した。しかし本試験においても、全ての用量群で認知機能障害に改善は認められなかった。このとき海馬のβ-CTFは、LY...
	GSM-2についても30 mg/kgまで用量を上げ、再度実験を行った。8日目のY-maze試験直後の海馬における可溶性Aβ42は、最大51%の著しい低下を示したが、Aβ40およびβ-CTF量に変化は認められなかった。認知機能障害は0.3-30 mg/kgで有意な改善を示した。（Fig. 8）
	1-3.5. 3カ月齢Tg2576マウスの正常認知機能、および脳内Aβ、β-CTFに対するGSIの効果
	GSIの反復投与で認知機能障害が改善されなかった原因を考察するため、障害を発症する前の3カ月齢のTg2576マウスを用いて、その正常レベル認知機能に対する作用を検討した。その結果、投与1日目のY-maze試験では、LY450139およびBM-708163ともに何ら作用を示さなかったが、投与8日目では、いずれの化合物も用量依存的に認知機能を障害し、その作用はLY450139の3 mg/kg、およびBMS-708163の10 mg/kgで有意であった（Fig. 9）。このように、GSIの反復投与はむし...
	8日目のY-maze試験直後の海馬における可溶性Aβは、LY450139の3 mg/kgでは低下を認めず、BMS-708163の10 mg/kgでは有意な低下を認めた。一方、β-CTFは両化合物において用量依存的かつ有意な増加を認め、その作用は5.5カ月齢マウスに対する作用と同等であった。（Fig. 9）
	1-3.6. Tg2576マウスの脳および胸腺におけるNotchシグナリングに対するGSIの効果
	GSIによる認知機能障害の機序を考察するため、まずはNotchシグナリング阻害が関与する可能性を検討した。4カ月齢のTg2576マウスを用い、Notch標的遺伝子であるHes1およびHey1のmRNA発現量を、海馬およびNotch関連副作用の標的臓器である胸腺について検討した。その結果、LY450139の30 mg/kg単回投与により、胸腺におけるHes1およびHey1のmRNA発現量は有意に低下したが、海馬においては何ら変動は見られなかった。またBMS-708163の30 mg/kgでは、胸腺、...
	1-3.7. Tg2576マウスの脳における他のγ-セクレターゼ基質切断に対するGSIの効果
	次に、APPやNotch以外のγ-セクレターゼ基質のプロセシング阻害が関与する可能性を検討した。N-cadherinおよびEphA4はシナプス機能との関連が示唆されている基質であり、sheddaseにより細胞外ドメインが切り出された後のC末側フラグメント（CTF）をγ-セクレターゼが切断する。このCTFのプロセシングがLY450139投与で阻害されるかどうかを、1-3.4項で採取した海馬（5.5カ月齢Tg2576マウスの投与8日目）を用いてウェスタンブロットにより評価した。陽性対照として同時ブロッ...
	1-3.8. 野生型マウスの正常認知機能に対するGSI、GSMの効果
	ここまでの検討は全てTg2576マウス、すなわちSwedish変異型APPを過剰発現し、β-CTFおよびAβを過剰産生している条件下での結果であった。これら過剰なAPP関連蛋白が、GSIによる認知機能障害の機序に関与している可能性を調べるため、野生型マウスの正常認知機能に対するLY450139の作用を検討した。その結果、LY450139は野生型マウスに対して、投与1日目のY-maze試験では何ら作用を示さなかったが、投与8日目では用量依存的かつ有意にその認知機能を障害した。しかし、障害作用の発現に...
	1-3.9. Tg2576マウスおよび野生型マウス脳におけるβ-CTFの局在とGSIによる蓄積効果
	認知機能に対するβ-CTF蓄積の影響を考察する上で、蓄積する部位を調べることは重要である。そこで、β-CTFのN末端を特異的に認識するモノクローナル抗体82E1を用いて、3カ月齢Tg2576マウス脳（投与8日目）の蛍光免疫染色を行った。その結果、溶媒投与群において海馬の歯状回門および透明層に特異的な免疫シグナルが認められ、このシグナルはLY450139投与群（3 mg/kg）で増大した。さらにLY450139投与群では、CA1c領域の上昇層（特に遠位）においても免疫シグナルの増大が認められた（Fi...
	これらβ-CTFの蓄積がシナプス部位で起きているかどうかを調べるため、シナプスマーカータンパクとの免疫二重染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。その結果、透明層および歯状回門において、β-CTFとsynatophysin（プレシナプスマーカー）の高度な共染色像が観察された。一方、drebrin A（ポストシナプスマーカー）との共染色性は低かった（Fig. 14）。このことから、LY40139によるβ-CTF蓄積は主に、顆粒細胞神経軸索束（苔状線維）末端の巨大プレシナプス内に生じると考え...
	ここまでβ-CTFの染色に82E1抗体を用いてきたが、APPのC末端領域を認識する抗体を用いても矛盾のない結果が得られるかどうか検討した。本抗体による染色では、全長APPの発現を反映すると思われる強い免疫シグナルが、錐体細胞層全域に認められた。歯状回門および透明層の免疫シグナルは中程度であったが、このシグナルはLY450139投与群で有意に増大した。また上昇層（遠位）においても、LY450139による有意な免疫シグナルの増大が認められた（Fig. 15）。これらの結果は、82E1抗体における結果と...
	ここまでTg2576マウスの脳について検討してきたが、野生型マウスの脳についても同様の結果が得られるかどうか検討した。APP-C末抗体によって得られる免疫染色パターンは、Tg2576マウスの場合とほぼ同じであった。LY450139投与群（30 mg/kg）では溶媒投与群と比べ、歯状回門、透明層、および上昇層（遠位）において有意な免疫シグナルの増大が認められたが、GSM-2投与群（30 mg/kg）では全く変化は認められなかった。（Fig. 16）
	本検討では、GSIおよびGSMの認知機能に対する作用をY-maze試験を用いて評価し、Tg2576マウスへの8日間反復投与において、GSMはその認知機能障害を改善するが、GSIは改善しないことを明らかにした。またその原因として、GSIはマウスの正常認知機能を障害する作用を有することを明らかにした。
	検討に用いた化合物の薬理学的特徴については、はじめに培養細胞を用いた実験により確認した。LY450139およびBMS-708163については、Aβ産生阻害およびβ-CTF上昇というGSIを特徴づける作用が確認された一方、高濃度域でβ-CTF上昇作用が減弱するというこれまでに報告のない現象が観察された（Fig. 3, 4）。原因は明らかでないが、高濃度域ではβ-CTFの反対側であるN末側APPフラグメント（sAPP β）の減少と、α-セクレターゼ切断によるN末側APPフラグメント（sAPP α）の上...
	GSIの脳内Aβ低下作用を検討した報告は数多くあるが、結果として期待されるべき認知機能改善作用まで検討した報告は極めて少ない。Comeryらは、5カ月齢のTg2576マウスの認知機能障害がGSIであるDAPTの単回投与により改善されることを、恐怖条件づけ文脈テストを用いて示した (Comery et al., 2005)。Martoneらも同じ手法を用いて、GSI-953の単回投与による認知機能改善作用を報告している (Martone et al., 2009)。本検討においても、LY450139...
	本検討においてより重要な発見は、この認知機能改善作用が8日間反復投与により消失したこと（Fig. 6, 8）、さらにはその原因追究として行った3カ月齢Tg2576マウスのY-maze試験において、正常な認知機能がGSI投与によりむしろ悪化したこと（Fig. 9）である。Dewachterらも、PS1のconditional KOによるγ-セクレターゼ機能抑制は、V717I変異型APPトランスジェニックマウスの脳内Aβを低下させたが、学習障害は改善しなかったと報告しており (Dewachter et...
	Notchシグナリングは発生期の神経形成に必須であることが知られているが、成熟後は神経可塑性や記憶形成に関与すると報告されている (Costa et al., 2003, Wang et al., 2004, Alberi et al., 2011)。しかし本検討では、Tg2576マウスの海馬においてLY450139やBMS-708163投与によるNotch標的遺伝子の発現阻害は認められなかった（Fig. 10）。よって、GSIによる認知機能障害の機序にNotchが関与する可能性は低いと考えられた...
	γ-セクレターゼはAPPやNotch以外にも、数多くのタイプI膜貫通タンパクを基質とすることが知られており (Kopan and Ilagan, 2004, McCarthy et al., 2009)、中にはN-cadherinやEphA4など、そのプロセシング阻害が記憶機能に影響する可能性が予想されているものもある (Marambaud et al., 2003, Inoue et al., 2009, Allison et al., 2011, Bot et al., 2011)。しかし本検...
	γ-セクレターゼ機能低下に伴うβ-CTF蓄積は、シナプス機能や記憶機能に障害を与える可能性が予想されてきた (Dewachter et al., 2002, Saura et al., 2005, Bittner et al., 2009)。Sauraらの報告によると、Swedish/V717F変異型APPトランスジェニックマウス（J20）の学習障害は、PS1のconditional KOによって一過性には改善するが、その後APP-CTFの蓄積とともに再燃した。またBittnerらは、APP欠損お...
	マウス脳の免疫染色試験の結果、β-CTFは海馬の透明層および歯状回門に局在した（Fig. 13）。これらの部位は、β-CTFの生成酵素であるβ-セクレターゼの発現分布と一致している (Laird et al., 2005)。また、PS1発現およびGSI結合が高いことも報告されており (Lee et al., 1996, Yan et al., 2004)、これら部位で特異的にLY450139によるβ-CTF蓄積が認められたことと矛盾しない。さらにこのβ-CTF蓄積は苔状線維終末の巨大プレシナプスに...
	β-CTF蓄積による神経機能障害の機序については、今後の検討課題である。Kimらは、人工合成したβ-CTFが脂質二重膜上で非選択的陽イオンチャネルを形成することを示し、神経細胞毒性の原因と考えた (Kim et al., 1999)。また、Jiangらはヒト線維芽細胞を用いて、β-CTF上昇がエンドソーム機能異常を引き起こすことを証明し、ダウン症患者の線維芽細胞で見られるエンドソーム機能異常の原因とした (Jiang et al., 2010)。これらの知見は、β-CTF蓄積による神経機能障害の機...
	GSI投与による認知機能低下は臨床でも報告されている。本研究を開始した時、LY450139はフェーズIII試験を実施中であったが、その後発表された中間解析では、AD患者の認知スコアは改善されず、むしろ用量依存的に有意に悪化した (Siemers et al., 2011, Doody et al., 2013)。さらに副作用として、Notchシグナリング阻害に基づくと思われる皮膚癌発生率の有意な上昇が認められ、試験は中止された。臨床でのLY450139の血漿中濃度は1,000 ng/mlに達してお...
	GSIとは対照的に、GSM-2はTg2576マウスの海馬において、Aβ40やβ-CTFを変動させることなく、Aβ42のみを低下させた（Fig. 7, 8）。さらに、投与1日目で認められた学習障害改善作用は、8日目でも消失することはなかった（Fig. 6, 8）。GSMについても認知機能に対する作用を検討した報告は少ない。報告によると、第一世代のNSAIDs型GSMであるR-flurbiprofenは、Tg2576マウスへの4ヶ月間の予防投与でモリス水迷路試験における学習障害を改善し (Kukar ...
	今回評価した3化合物はいずれも、投与1日目の学習改善作用はベルシェイプを示した。行動薬理試験において、中枢症状改善薬の急性効果がベルシェイプを示すことは一般的で、過度な作用は神経活動のバランスを崩し、目的の薬効を得られないことがある (Tokita et al., 2005, Rutten et al., 2006, Mihara et al., 2007, Castro et al., 2008, Boccia et al., 2011)。興味深いことに、GSM-2の投与8日目ではベルシェイプを...
	本検討により、GSIとGSMが認知機能に対して全く異なる作用を示すことが初めて明らかとなった。GSIはマウスの認知機能を障害することが判明し、臨床で認知スコアを悪化させたこととの関連性が示唆された。一方、GSMに障害作用はなく、むしろTg2576マウスの認知機能障害を改善したことから、その臨床効果もGSIとは異なってくることが期待される。

	第二章 脳内アミロイド斑沈着後のADモデルマウスに対するGSMの薬理効果に関する検討
	2-
	第一章では、GSM-2投与によりTg2576マウスの脳内可溶性Aβ42が低下し、認知機能障害が改善することを示したが、これは脳内アミロイド斑が形成される前の5.5カ月齢のマウスを用いた結果であった。同様に、これまで多くのGSI、GSM、およびβ-セクレターゼ阻害薬が創出され、その脳内Aβ低下作用が検討されてきたが、そのほとんどはアミロイド斑を形成しない正常動物、もしくは形成前の若齢APPトランスジェニックマウスを用いた報告であった。この中には、アミロイド斑が現れる月齢まで長期間投与することで、アミ...
	初期のAD患者における認知機能低下は、可溶性Aβによるシナプス機能障害の寄与が大きいと考えられるが、可溶性Aβの脳内動態は、アミロイド斑の有無に影響されることが報告されている。CirritoらはAβマイクロダイアリシス法を用いて、アミロイド斑沈着後のマウス脳内で細胞間隙中Aβのクリアランス速度が低下していることを示し、可溶性Aβと不溶性Aβプールとの間に新たな平衡関係が生じていると考察した (Cirrito et al., 2003)。またHongらは、GSI（Compound E）による細胞間隙...
	本検討ではこれらの課題を明らかにするため、アミロイド斑沈着後のTg2576マウスを用いて、脳内可溶性Aβ42量および認知機能障害に対するGSM-2の作用を検討した。Kawarabayashiらの解析によると、Tg2576マウスの脳内で最初にアミロイド斑が確認されるのは8カ月齢で、その数および大きさは12カ月齢を過ぎてから急速に増大し、15～23カ月齢の間にAD患者脳内で見られる病理像と同程度の量になるという (Kawarabayashi et al., 2001)。そこで本検討では、10、14、お...
	GSM-2およびそのエナンチオマーは公開特許 (Garcia et al., 2007) の方法に従い合成した。化合物は、細胞実験においてはジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、培地で希釈して使用した（最終DMSO濃度0.5%）。動物実験においては0.5％メチルセルロース溶液に懸濁し、10 mL/kgの量で8日間反復（1日1回）経口投与した。各化合物の化学構造式を以下に示す。
	2-2.2. 動物
	ヒトAPP695のSwedish変異体（K670N/M671L）遺伝子が導入されたTg2576マウス(Hsiao et al., 1996) を繁殖し、同腹の野生型マウスとともに、6、10、14、または18カ月齢で実験に使用した。繁殖は、Mayo Foundation for Medical Education and Research（Rochester, MN, USA）より雄のTg2576マウスを入手し、B6SJLF1/Jマウス（日本チャールスリバー）の雌と交配させることで行った。本系統の雄...
	2-2.3. 細胞系内因性Aβ産生実験
	ヒト神経芽細胞株のSK-N-BE(2)を、10％非働化済ウシ胎児血清、100 units/mL ペニシリン、および100 μg/mL ストレプトマイシンを含むRPMI1640を用いて10 cm培養シャーレ中で維持培養し（37℃, 5% CO2）、実験前日にpoly-D-lysineでコーティングされた96-wellプレートに約3 × 10５ cells/cm2の細胞密度で播種した。翌日、種々の濃度の化合物を含む培地に交換し、その6時間後に培地を回収した。回収した培地中のAβ1-40濃度を市販のEL...
	Aβ1-42のELISA系は、Aβ42のC末端特異的マウスモノクローナル抗体（clone 44A3, 免疫生物研究所）をキャプチャー抗体、N末端特異的マウスモノクローナル－ビオチン結合抗体（clone 82E1, 免疫生物研究所）を検出抗体として、384-wellプレート（#781061, greiner）上に構築した。 検出はHRP結合ストレプトアビジン（Invitrogen）およびTMB（3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine）を用いた発色により行った。
	2-2.4. アミロイド斑の免疫組織化学
	Tg2576マウスを断頭し、脳を摘出した。大脳半球を4%パラホルムアルデヒド／リン酸緩衝液に浸し、4℃で2日間、浸漬固定した後、16%スクロース／リン酸緩衝液に交換し、4℃で2日間以上かけて置換した（途中2回溶液交換）。CO2ガスを用いて脳を急速冷凍した後、クリオスタットを用いて20 μm厚の冠状切片を作製した。切片を10%ヤギ血清（Vector Laboratories）でブロッキング処理（室温2時間）した後、抗Aβ42ウサギポリクローナル抗体と抗Aβ40ウサギポリクローナル抗体（ともに免疫生物...
	2-2.5. 学習行動実験
	一群6-7例のマウスを用いて、その空間作業記憶能力をY-maze試験により評価した。3本のアームを等角度で接続したポリ塩化ビニル製（灰色）のY字型迷路を作製し（アームの長さ40 cm，高さ13 cm，底幅3 cm，口幅10 cm）、実験に使用した。8日目の化合物投与3時間後にマウスをアームの先端に入れて、8分間自由に探索させ、進入したアームの順番および回数を記録した。全てのアームに連続して進入することを自発交替行動と呼び、その総進入回数（10回未満の場合は除外）に対する割合（以下の計算式）をもって...
	自発交替行動の割合（%）＝自発交替行動回数÷（総進入回数－2）× 100
	2-2.6. 脳内可溶性画分Aβ量および総Aβ量の測定
	Y-maze試験終了直後にマウスを断頭し、氷上で海馬を摘出した。摘出後、速やかに液体窒素中で急速冷凍させ、－80℃で保管した。冷凍サンプルを秤量し、Complete Inhibitor Cocktail（Roche Diagnosis）を溶解させた10倍量のTBS緩衝液（25 mM Tris, 137 mM NaCl, 2.68 mM KCl; pH 7.4）と超音波ホモジナイザーを用いて、氷上でホモジナイズした。ホモジネートの一部を分取し、塩酸グアニジンを終濃度5 Mになるよう添加後、室温で1時...
	2-2.7. 安定同位体標識実験
	Tg2576マウス脳内の新規合成Aβ量測定は、Batemanらの方法 (Bateman et al., 2006, Castellano et al., 2011) を一部改変して行った。一群5-6例のマウスに、20 mg/mLの濃度で生理食塩水に溶解した13C6標識ロイシン（Cambridge Isotope Laboratories）を300 mg/15 mL/kgの用量で腹腔内投与し、直後にGSM-2を10 mg/kgで経口投与した。投与2時間後にマウスを断頭し、脳を摘出後、嗅球および小脳を...
	トリプシン消化後のAβ断片のうちAβ17-28断片を、液体クロマトグラフィー／四重極型質量分析計（Agilent 1100 HPLC／API 2000 ESI-MS）を用いて分析した。質量分析計の分析条件は、Aβ17-28合成ペプチド（LVFFAEDVGSNK, ペプチド研究所）を用いて自動最適化した。10-20 μLのサンプルをHPLCに注入し、以下の条件で分離した。
	カラム ：CAPCELL PAK C18（2.0×35 mm, 粒径3 μm, 資生堂）
	移動相 ：水／アセトニトリル／ギ酸＝95/ 5/ 0.1（A）および5/ 95/ 0.1（B）
	流速 ：0.5 mL/min
	グラジェント ：Time %B
	0.0’ 10
	1.0’  10
	1.1’ 30
	3.0’ 30
	3.1’ 90
	5.5’ 90
	検出はMRMモードで行い、二価イオンのm/z 663.5→213.3を非標識Aβ17-28、m/z 666.5→219.4を13C6ロイシン標識Aβ17-28としてそれぞれ測定した。Aβ17-28合成ぺプチドの測定ピーク高さは、全サンプルをカバーする2-10,000 fmolの範囲で良好な比例性（r2=0.999）を示したことから、以下の計算式により、13C6ロイシン標識率および新規合成Aβ量を算出した。
	13C6ロイシン標識率 ＝ ,13C6標識Aβ17-28ピーク高さ-（13C6標識Aβ17-28ピーク高さ）＋（ 非標識Aβ17-28ピーク高さ）.
	新規合成Aβ量 ＝ ELISA測定Aβ量 × 13C6ロイシン標識率
	これら一連の操作を下図にまとめた。
	2-2.8. 統計解析
	データは平均±標準誤差で表し、SAS software（SAS Institute）を用いて統計解析した。2群間の解析にはStudent t検定、3群間以上の解析にはDunnett検定を用い、有意水準はp < 0.05とした。
	2-3.1. ヒト神経芽細胞株における内因性Aβ産生に対するGSM-2、エナンチオマーの効果
	GSM-2のAβ産生抑制作用について、第一章ではヒトAPPを過剰発現させた神経膠細胞株を用いて評価したが、本章ではより生理環境に近い条件として、ヒト神経芽細胞株のSK-N-BE(2)を用い、その内因性のAβ産生能力に対する作用を検討した。さらに、本作用が光学立体構造に特異的かどうかを確認するため、GSM-2の鏡像体（エナンチオマー）についても同時に評価した。GSM-2はSK-N-BE(2)細胞における内因性Aβ42産生を強力に阻害し、そのIC50は0.045 μMと、APP過剰発現細胞における値と...
	2-3.2. Tg2576マウスにおける加齢依存的な脳内アミロイド沈着
	6、10、14、および18カ月齢のTg2576マウスについて、その脳内アミロイド沈着を、抗Aβ42および抗Aβ40の混合抗体を用いた免疫染色により確認した。Aβプラークは、6カ月齢では全く認められなかったが、10カ月齢でわずかに検出され、14、18カ月と加齢に伴いその数と大きさは増大した（Fig. 18）。これはKawarabayashiらによる以前の報告 (Kawarabayashi et al., 2001) と一致する結果であった。
	2-3.3. アミロイド斑沈着後のTg2576マウスの認知機能障害に対するGSM-2、エナンチオマーの効果
	学習行動試験には、10、14、および18カ月齢のTg2576マウスを用いた。検討する用量は、第一章での結果から40%程度の脳内Aβ42低下が予想される10 mg/kgとした。各月齢のマウスに化合物を8日間投与し、最終投与3時間後にY-maze試験を実施した。いずれの月齢も、Tg2576マウスの溶媒投与群では同腹の野生型マウスに比べ有意な自発交替正解率の低下を示し、空間作業記憶の障害が認められた。これら障害に対し、GSM-2投与群ではいずれの月齢においても有意な改善効果を示した。一方、エナンチオマー...
	2-3.4. 脳内可溶性画分中Aβ量および総Aβ量に対するGSM-2、エナンチオマーの効果
	GSM-2による脳内Aβ42低下作用と学習障害改善作用との関係を考察するため、Y-maze試験直後に摘出した海馬を用いて、TBS可溶性画分中のAβ42量を測定し、自発交替正解率との関係を各個体毎にプロットした。その結果、10カ月齢では両者の間に有意な負の相関が認められたが、14および18カ月齢では相関は認められなかった（Fig. 20）。群間比較においても、10カ月齢ではGSM-2投与群で溶媒投与群に比べ34%の有意な可溶性Aβ42の低下が認められたが、14および18カ月齢では低下は認められなかっ...
	続いて、海馬のホモジネートを5Mの塩酸グアニジンで可溶化することにより、TBSに不溶性の画分も含めた総Aβ42およびAβ40量を測定した。10カ月齢において総Aβ42量は可溶性Aβ42量の62倍と高い値を示し、さらにその量は14および18カ月齢でそれぞれ10カ月齢の20および53倍と、大きく上昇した。これら総Aβ42量は、いずれの月齢においてもGSM-2およびエナンチオマー投与によって影響を受けなかった（Fig. 22A）。総Aβ40量についても結果は同様であった（Fig. 22B）。
	2-3.5. 脳内新規合成Aβ量に対するGSM-2の効果
	14および18カ月齢では、ベースの脳内可溶性画分中Aβ42が10カ月齢に比べ大きく上昇していたことから、通常のELISA法ではGSM-2投与による変化を検出することは難しいと考えられた。そこで安定同位体標識法を用いて、脳内で新たに産生されたAβ42のみを測定することで、GSM-2の作用を検出できるか検討した。10および18カ月齢のTg2576マウスに13C6ロイシン（300 mg/kg, ip）およびGSM-2（10 mg/kg, poまたは溶媒）を投与し、2時間後の脳内可溶性画分中Aβ42および...
	本検討ではアミロイド斑沈着後の高月齢Tg2576マウスを用いて、その脳内Aβ量および認知機能に対するGSM-2投与の効果を検討し、GSM-2の8日間投与によって脳内総可溶性Aβ42は低下しないが、新規のAβ42生成量は減少すること、そして認知機能障害が改善することを明らかにした。
	ヒト神経芽細胞を用いたAβ産生実験において、GSM-2はそのエナンチオマー体に比べ28倍強いAβ42産生抑制作用を示した（Fig. 17）。これはGSMの分子機序が、細胞膜の流動性変化のような非特異的作用によるもの (Gamerdinger et al., 2007) ではなく、蛋白質との立体特異的相互作用によるものであることを示唆する。本研究では第一章において、GSM-2による認知機能改善効果はオフターゲットによるものではなく、Aβ42産生抑制という主活性に基づくものであると考察したが、本検討で...
	14および18カ月齢マウスにおいて、GSM-2による脳内Aβ42低下が検出できなかった原因としては、加齢による細胞膜環境（脂質組成や酸化レベルなど）の変化によって、GSM-2のAβ42産生抑制作用が減弱したという可能性も否定できない。これを検証するためには、脳内で新たに合成されたAβと既に存在するAβを区別して定量することで、in vivoでのAβ42産生に対する作用を評価する必要がある。Batemanらは13C6ロイシンによる安定同位体標識法を用いて、ヒトの脳脊髄液中に現れた新規合成Aβを定量し...
	アミロイド斑沈着後のマウス脳内では、細胞間隙中の可溶性Aβ42はアミロイド斑に引き寄せられて合流・凝集化するため、その濃度は沈着前よりむしろ低いと報告されている (Hong et al., 2011)。もしこのAβ42が認知機能障害に寄与しているとすれば、アミロイド斑沈着後ではむしろ障害が弱くなるはずだが、実際はそうなっていない（Fig. 19）。一方、新規合成後にプレシナプスからシナプス間隙に遊離されたばかりのAβ42はすぐにはアミロイド斑に合流せず、ポストシナプス側の各種受容体に結合することで...
	本研究では第一章、第二章とおして、マウスの認知機能評価法としてY-maze試験を用いた。このような動物の自発行動習性を利用した試験は簡便で、かつ動物へのストレス負荷がほとんどないという点で優れている。本試験で測定される機能は短期作業記憶能力で、その障害はADの発症初期から認められる。臨床で効果が確認されている塩酸ドネペジルおよびメマンチンは、いずれも本試験に有効であり、一定の臨床予測性があるものと考えている（unpublished data）。一方、モリス水迷路試験などで評価される長期記憶に対する...
	本検討の結果、Tg2576マウスに対してアミロイド斑沈着後からGSMの投与を開始しても、その認知機能を改善できることが初めて明らかとなった。よって、すでにアミロイド斑が沈着しているAD患者においても、GSM投与によってその認知機能が改善される可能性はあると考えられる。


	総括
	ADの発症機序としてアミロイド仮説が提唱されるようになってから20年が経過した今もなお、病態進行の抑制に有効な薬剤は誕生していない。これまでにAβの凝集や産生を阻害する薬剤が複数、臨床で試されてきたが、いずれも失敗に終わっていることから、Aβアプローチは少なくともAD発症後から開始しても効果がないと考えられるようになってきた。しかし、いずれの薬剤もAβアプローチを検証するツールとしては適切でなかった可能性が考えられる。例えばGSMのtarenflurbilは活性が弱い上に脳内移行性も低く、臨床で血...
	もう一つ考えるべき点は、すでに大量のアミロイド斑が沈着するほどAβが蓄積しているAD患者に対し、新たなAβ産生を抑えることが果たしてどれほどの意味を持つのか、という点である。本研究では、アミロイド斑沈着後の高月齢モデルマウスに対するGSM-2の作用を検証することで、新たなAβ42産生を抑えることが認知機能改善に効果的であることを示した。モデルマウスではADで見られる神経細胞死までは模倣できておらず、必ずしも患者での効果を保証するものではないが、シナプス機能改善という観点では一定の効果が得られる可能...
	以上、本研究ではGSIおよびGSMの認知機能に対する作用を中心に検討を行い、その作用の違いを報告するとともに、GSMのAD治療薬としての可能性について考察した。現在、第二世代GSMの臨床試験が進行中であり、今後その可能性が検証されることが期待される。
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