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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、

遂には寝たきり状態を経て死に至る。さらに周辺症状として、抑うつ、幻覚、妄想、人格

変化、行動異常などが現れることから、介護者の負担も極めて大きい。世界規模での高齢

化に伴い、患者数は今後 20 年間で倍増すると試算されており  (Alzheimer’s Disease 

International, World Alzheimer Report 2010)、効果的な治療法を確立することは社会的な急務

である。現在、AD の治療には塩酸ドネペジルなどのアセチルコリンエステラーゼ阻害薬

や NMDA 型グルタミン酸受容体拮抗薬のメマンチンが使用されているが、いずれも一時

的に症状を緩和する対症療法薬であり、本質的な根本治療薬の開発が強く求められている。 

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たことから (De Strooper et al., 1998, 

Wolfe et al., 1999)、脳内での Aβ 蓄積が AD の発症原因であるとするアミロイド仮説が提唱

された (Hardy and Selkoe, 2002)。Aβ の生成は、その前駆体である APP が、まず β-セクレ

ターゼ（beta-site APP cleaving enzyme 1: BACE1）によって細胞外領域を切断され (Sinha et 

al., 1999, Vassar et al., 1999, Yan et al., 1999)、その後、膜に残された C 末断片の β-CTF

（β-carboxyl terminal fragment, C99 ともいう）が、γ-セクレターゼによって膜内切断される



2 
 

ことによって達成される（Fig. 1A）。γ-セクレターゼによる切断位置は厳密でなく、結果と

して 36～43 残基の C 末端長の異なる複数種の Aβ が生成されるが、疾患との関連性が最も

高いと考えられているのは 42 残基からなる Aβ42 である。Aβ42 は凝集性が高く、生成量

としては最も多い Aβ40 の 10 分の 1 程度にも関わらず、アミロイド斑の構成量としては

Aβ40 より多い。また、FAD の原因遺伝子変異の多くが、Aβ42 の生成量、もしくは Aβ42

／Aβ40 の生成比を上昇させるということも、Aβ42 を AD 発症の原因分子とする考えを支

持するものといえる (Younkin, 1998, Murayama et al., 1999)。 

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 (Klein et al., 2001, 

Selkoe, 2002, Tomiyama et al., 2008, McDonald et al., 2010)。Aβ オリゴマーによるシナプス機

能障害の機序に関する報告は多岐にわたり、いまだ解明には至っていない。これまでに、

Aβ オリゴマーが興奮性神経細胞シナプス上の複数の蛋白（α7 型ニコチン受容体、ephrin B2

受容体、プリオン受容体など）に結合すること、細胞内カルシウム濃度上昇と NMDA 受

容体の細胞内在化を引き起こすこと、結果として神経突起スパインの消失とシナプス可塑

性の低下が生じるなどが報告されている (Demuro et al., 2005, Lacor et al., 2007a, Shankar et 

al., 2007, Larson and Lesne, 2012)。これらの作用は可逆的であり、例えば Aβ の産生を抑制

することで、オリゴマー形成が抑制されれば、シナプス機能の回復に繋がることが期待さ

れる。 

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
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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 inhibitor: GSI）が創出され 

(Kreft et al., 2009)、AD 根本治療薬としての可能性が検討されてきた。しかし、γ-セクレター

ゼの基質特異性は低く、APP の他にも数十種類の I 型膜貫通蛋白が基質として同定されて

おり (Kopan and Ilagan, 2004, McCarthy et al., 2009)、中には Notch 蛋白のように極めて重要

な生理機能を担っている基質もある (De Strooper et al., 1999, Struhl and Greenwald, 1999)。

Notch は γ-セクレターゼで切断されることで NICD（notch intracellular domain）とよばれる

C 末断片を細胞内に放出し、これが核内に移行して、細胞分化に関わる種々の遺伝子の転

写活性を調節する（Notch シグナリング）(Kopan and Ilagan, 2009)。GSI はこの Notch シグ

ナリングを阻害することで、消化管粘膜細胞の異常分化や、免疫系細胞の分化障害といっ

た重篤な副作用を引き起こすことが知られており (Milano et al., 2004, Wong et al., 2004)、こ

れをいかに回避するかが研究の焦点とされてきた。 

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 et al., 

2011)。GSM は γ-セクレターゼによる切断位置をシフトさせることで、Aβ42 産生を抑制す

る代わりに Aβ38 産生を促進し、結果的にトータルの Aβ 産生量は変化させない（Fig. 1B）。

また、Notch を含む他の γ-セクレターゼ基質の切断を阻害しないことから、GSI に代わる

AD 治療薬候補として研究が進められてきた。 

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
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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ることから、AD の病態をある程度反映

していると考えられており、GSI や GSM の研究でも広く活用されてきた。しかし、それ

らの研究はもっぱら Aβ 産生やアミロイド斑形成に対する効果に着目したものであり、結

果として本来求められるべき認知機能改善作効果についてはほとんど検討されてこな

かった。しかも AD 患者の脳内ではすでに無数のアミロイド斑が沈着しているにも関わら

ず、動物試験ではアミロイド斑形成前の若齢期から投与を開始する予防試験の報告がほと

んどであった。 

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。 
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Fig. 1 Aβの生成および GSI、GSM の作用の模式図 

（Ａ）APP が β-セクレターゼで切断されて β-CTF を生成し、これを γ-セクレターゼが切断すること

で Aβ が生成される。（Ｂ）GSI は全 Aβ の生成を抑制するため、β-CTF が蓄積する。GSM は Aβ42

生成を抑制する代わりに Aβ38 生成を促進するため、Aβ の総生成量には影響せず、β-CTF は蓄積し

ない。 
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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 

 

1-1. 緒言 

 

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)、可溶性 Aβ と認知機能障害との関連が示唆される。変異型 APP

トランスジェニックマウス（APP マウス）において、学習機能の障害がアミロイド斑の形

成より先に現れてくることも、可溶性 Aβ と認知機能障害の因果関係を支持するものと言

える (Holcomb et al., 1999, Van Dam et al., 2003)。従って、薬剤により可溶性 Aβ を低下させ

ることは、認知機能障害の改善に繋がると期待される。 

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)、消化器症状や毛髪

の脱色など、Notch 阻害作用に基づくと考えられる副作用が認められた (Fleisher et al., 

2008)。その後、Notch 阻害作用を乖離させる研究が進み、GSI-953（Begacestat）(Martone et 

al., 2009) や BMS-708163（avagacestat）(Albright et al., 2012) などが臨床入りした。しかし、

これまでの GSI 研究では Aβ 低下作用と Notch 阻害作用に焦点が置かれ、本来結果として

期待されるべき認知機能改善作用については、ほとんど検討されてこなかった。GSI によ
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る Aβ 生成阻害は、その基質である β-CTF の蓄積を必ず伴うことが分かっているが 

(Anderson et al., 2005, Abramowski et al., 2008)（Fig. 1B）、実はこの β-CTF は神経細胞毒性や

シナプス障害性を有する可能性が示唆されている (Oster-Granite et al., 1996, Nalbantoglu et 

al., 1997, Suh et al., 2000, Bittner et al., 2009)。従って、GSI によって Aβ が低下しても、必ず

しも認知機能改善に繋がらない可能性も考えられる。 

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 として初めて臨床入りし、Phase III まで進んだが、患者の症状進行は抑制さ

れなかった (Green et al., 2009)。これらの GSM は第一世代と呼ばれ、主活性は 10-5～10-4

オーダーと弱く、また脳内移行性も数パーセント未満と低かった (Eriksen et al., 2003) こと

から、臨床効果に結び付かなかったと考えられている。その後、主活性が 10-7～10-8 オー

ダーと強く、脳内移行性も良好な第二世代 GSM として、フェニルイミダゾールタイプ 

(Kounnas et al., 2010) やカルボキシメチルピペリジンタイプの GSM (Hawkins et al., 2011) 

が見出され、一部が臨床まで進んでいる。しかし、これら GSM 研究もまた、Aβ42 低下作

用にのみ着目し、本来結果として期待されるべき認知機能改善作用についてはほとんど検

討されてこなかった。また、Aβ42 はその易凝集性 (Jarrett et al., 1993, McGowan et al., 2005) 

や強いシナプス毒性 (Mucke et al., 2000, Lacor et al., 2007b, Kuperstein et al., 2010)、および病

理学的・遺伝学的知見 (Iwatsubo et al., 1994, Younkin, 1998) から AD 病態形成の病因分子と

考えられてきたが、実際に総Aβ量を低下させることなく、Aβ42だけを低下させることで、

認知機能の改善が達成できることを示した報告はない。 

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
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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。 

 

 

             

 

  

Fig. 2 LY450139、BMS-708163、GSM-2 の化学構造式 

LY450139       BMS-70863          GSM-2 
(GSI, semagacestat)   (GSI, avagacestat) 
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1-2. 方法 

 

1-2.1. 化合物 

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。本系統の雄は攻撃性が高く、群飼育で傷害を与えるため、行

動試験には不適と考え、本試験では雌のみを使用した。動物は、固形飼料および水を自由

摂取させ、室温 23±3℃および湿度 55±15％、12:12 時間の明暗サイクル（明期：7：30-19：

30）の条件で飼育した。全ての動物実験は、アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承

認を得て、American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) 認定

施設にて実施した。 

 

 

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）
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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、種々の濃度の化合物を含

む培地に交換し、その 24 時間後に培地を回収した。回収した培地中の Aβ1-42、Aβ1-40、

および Aβ1-38 濃度を市販の ELISA キット（Aβ1-42, 和光純薬; Aβ1-40 および Aβ1-38, 免

疫生物研究所）を用いて測定した。培地回収後の細胞は、Complete Protease Inhibitor Cocktail

（Roche Diagnostics）を溶解させた RIPA 緩衝液（25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% 

sodium deoxycholate, 0.1% SDS; pH 7.6）を用いて溶解し、β-CTF 量の測定（ELISA キット, 免

疫生物研究所）、細胞生存率の測定（CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit, 

Promega）、およびウェスタンブロット（1-2.8 項）に使用した。IC50 値は Prism 5 software

（GraphPad）を用いて非線形回帰分析により算出し、3 回の実験の平均±標準誤差で表し

た。 

 

 

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-Jk Reporter Assay Kit, SA Bioscience）を、Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いて細

胞に一過性に導入した（37℃, 4 時間）。ベクター導入後、培地を種々の濃度の化合物を含

む培地に交換し、その 16 時間後、細胞中のルシフェラーゼ活性を市販のキット（Dual-Glo 

Luciferase Assay System, Promega）を用いて測定した。RBP-Jk は、Nocth から γ-セクレター
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ゼによって細胞内に切り出されるフラグメント（Notch intracellular domain, NICD）によっ

て活性化する転写因子であり、本実験系ではその応答活性、すなわちルシフェラーゼ発現

量（＝酵素活性）を測定することで、Notch シグナリング活性の指標とした。IC50値は Prism 

5 software（GraphPad）を用いて非線形回帰分析により算出し、3 回の実験の平均±標準誤

差で表した。 

 

 

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（以下の計算式）

をもって空間作業記憶能力の指標とした。 

 

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、

Alternation Rate (%)
= Alternations / (Total Entries – 2) x 100ErrorAlternation
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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 x-40

濃度を ELISA キット（和光純薬）を用いて測定した。また、遠心前のホモジネートの一部

を 2% SDS で溶解させ、β-CTF 量を ELISA キット（免疫生物研究所）を用いて測定した。

その際、キット付属の希釈液で、Tg2576 マウスのサンプルは 730 倍に、野生型マウスのサ

ンプルは 6 倍に希釈した。野生型マウスでは、検量線用標準試料としてマウス型リコンビ

ナント β-CTF（免疫生物研究所より譲受）を用い、最終 SDS 濃度が脳サンプルと同じ 0.33%

となるよう調製した。この濃度の SDS は測定反応効率を約 30%低下させたが、定量性に問

題はなかった（両軸対数プロットによる直線性 r > 0.99）。以上の方法により測定した Aβ 

x-42、Aβ x-40、および β-CTF の溶媒投与群における絶対量は、Tg2576 マウスでそれぞれ、

1.9 ± 0.1、11.6 ± 0.6、および 21.2 ± 2.5 pmol/g tissue（9 試験の測定平均±標準誤差）、野生

型マウスでそれぞれ、0.12 ± 0.00、0.72 ± 0.02、および 0.48 ± 0.03 pmol/g tissue（6 試験の測

定平均±標準誤差）であった。 

 

 

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-actin の cDNA 量を測定し、β-actin

の cDNA 量で標準化した。用いたプライマーの配列を以下に示す。 

 

Hes1, forward: CCAGCCAGTGTCAACACGA; reverse: AATGCCGGGAGCTATCTTTCT 



14 
 

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（clone 6H7, Merck Chemicals; 200 倍希釈），抗 β-tubulin

マウスモノクローナル抗体（clone AA2, Millipore; 1000 または 5000 倍希釈） 

 

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。 
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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、bregma より-1.70 から-1.94 mm

付近の切片を各個体から 1 枚ずつ選択し、10%ヤギ血清（Vector Laboratories）でブロッキ

ング処理（室温 2 時間）した後、以下に示す一次抗体で 16 時間、続いて二次抗体で 2 時

間、室温で浮遊反応させた。 

 

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; 

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 software（NIH）を用いて選択し、数値化した。デー
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タは CA3 錐体細胞層を参照部位とし、その数値で各切片毎に標準化した。標準化前の参照

部位の染色強度に群間の差は見られなかった。 

 

 

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。  
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1-3. 結果 

 

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 Aβ42 産生を選択的に阻害し、Aβ40 産生は高

濃度でのみ阻害した。Aβ38 産生は逆に増大させ、その EC50（81.3 nM）は Aβ42 産生の IC50

（65.2 nM）に近い値を示した。β-CTF 量はいずれの濃度においても変化させなかった。（Fig. 

3, Table 1） 

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 C 末領域を認識する抗体を用

いて α-CTF を検出、定量したところ、α-CTF はシグモイド型の増大曲線を示し、高濃度で

の作用減弱は認められなかった。（Fig. 4） 
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Fig. 3 培養細胞における APP プロセシングに対する GSI、GSM の効果 

APP 強制発現 H4 細胞を各薬剤に 24 時間曝露させた後、培養液中に分泌された Aβ42、Aβ40、Aβ38

（左軸）、および細胞中の β-CTF（右軸）を ELISA にて測定した。データは 3 回の実験の平均±標

準誤差。（IC50、EC50、ECmax は Table 1 に記載） 
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Fig. 4 培養細胞における β-および α-CTF 量に対する GSI の効果 

APP 強制発現 H4 細胞を LY450139（3.2、16、80、2000、および 10,000 nM）に 24 時間暴露させた

後、細胞中の β-および α-CTF をウェスタンブロットにより定量した。82E1 および 6E10 は β-CTF

の N 末領域認識抗体。APP-C は β-および α-CTF の C 末領域認識抗体。APP-FL は全長 APP。 
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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-2 では 46 倍以上の乖離を示した。（Table 1） 

 

 

 

  

Fig. 5 培養細胞における Notch シグナリングに対する GSI、GSM の効果 

NotchΔE および RBP-Jk 応答ルシフェラーゼを発現させた H4 細胞を各薬剤に 16 時間曝露させた

後、細胞中のルシフェラーゼ活性を測定し、Notch シグナリング活性の指標とした。データは 3

回の実験の平均±標準誤差。（IC50は Table 1 に記載）  
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Table 1. 

培養細胞における APP プロセシングおよび Notch シグナリングに対する各薬剤の作用強度 

 

 LY450139 BMS-708163 GSM-2 

  nM nM nM 

Aβ42 IC50 10.9 ± 0.6 0.79 ± 0.15 65.2 ± 2.3 

Aβ40 IC50 12.1 ± 0.5 0.78 ± 0.09 >2000 

Aβ38 
IC50 

EC50 

12.0 ± 0.3 

- 

0.66 ± 0.02 

- 

- 

81.3 ± 6.0 

β-CTF ECmax
 16.0 ± 0.0 0.80 ± 0.00 No change 

Notch 
IC50 

Notch/Aβ42 

14.1 ± 2.5 

1.3 

20.6 ± 1.3 

26 

>3000 

>46 

 

各値は 3 回の実験の平均±標準誤差。ECmax は β-CTF が最大上昇した時の薬剤濃度。 
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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 投与による改善作用は消失した。一

方、GSM-2 は、1 日目で改善が認められた用量に加え、1 および 3 mg/kg でも有意な改善

作用を示した（Fig. 6）。いずれの試験においても、化合物投与による総進入回数への影響

は認められなかった（data not shown）。 

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 日目で化合物の認知機能改善作用に違いが認められたことから、再度別のマウスに

化合物を投与し、1 日目の海馬における Aβ および β-CTF 量を測定した。しかし、結果は 8

日目とほぼ同様であった。（Fig. 7）  
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Fig. 6 5.5 カ月齢 Tg2576 マウスの認知機能障害に対する GSI、GSM の効果 

各薬剤を 8 日間反復経口投与し、1 日目（左図）および 8 日目（右図）の投与 3 時間後に Y-maze

試験を行った。点線は交替行動のチャンスレベル（＝最大障害）。## p<0.01: Student’s t 検定。 

* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 

Day-1 Day-8 

BMS-708163 

Day-1 Day-8 
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Day-1 Day-8 

GSM-2 
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Fig. 7 5.5 カ月齢 Tg2576 マウスの脳内 Aβ、β-CTF に対する GSI、GSM の効果 

各薬剤を単回投与 3 時間後（左図）、または 8 日目の Y-maze 試験直後（右図）に海馬を摘出し、

Aβ および β-CTF を ELISA により測定した。* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。 

平均±標準誤差（n=7-8）。 
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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、LY450139 で最大 2.9 倍、BMS-708163 で最

大 2.5 倍の著しい増加を示した（Fig. 8）。高用量反復投与による一般状態の悪化は観察さ

れず、総進入回数および体重にも影響は認められなかった（data not shown）。 

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） 
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Fig. 8 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  

各薬剤を 8 日間反復投与し、8 日目の投与 3 時間後に Y-maze 試験を行った（左図）。Y-maze 試験

直後に海馬を摘出し、Aβ および β-CTF を ELISA にて測定した（右図）。## p<0.01: Student’s t 検定。 

* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 
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Day-8 
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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 の反復投与はむしろ認知機能を障害し、そのため、5.5 カ月齢

マウスの障害を改善できなかった、と考えられた。 

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） 
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Fig. 9  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  

各薬剤を 8 日間経口投与し、1 日目（上段）および 8 日目（中段）の投与 3 時間後に Y-maze 試験

を行った。8 日目の Y-maze 試験直後に海馬を摘出し、Aβ、β-CTF を ELISA にて測定した（下段）。 

## p<0.01: Student’s t 検定。* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差

（n=7-8）。 
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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、海馬ともに mRNA 発現量の変動は見られない、

すなわち Notch 阻害作用は認められなかった。（Fig. 10） 

 

  

Fig. 10 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 

各薬剤（30 mg/kg）を経口投与 3 時間後に海馬および胸腺を摘出し、Hes1 および Hey1 の mRNA

レベルを定量的 RT-PCR にて測定した。* p<0.05, ** p<0.01: Student’s t 検定（対溶媒投与群）。平均

±標準誤差（n=6-7)。 
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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トした APP-H4 細胞ライセート

では、2 μM LY450139 処置による N-cadherin-CTF および EphA4-CTF の顕著な上昇が認め

られ、プロセシング阻害作用が確認された。しかし海馬では、LY450139 の 30 mg/kg 投与

により APP-α-および β-CTF は顕著に上昇したが、N-cadherin-CTF および EphA4-CTF は何

ら変動を示さず、プロセシング阻害は認められなかった。（Fig. 11） 
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Fig. 11 Tg2576 マウスの脳における N-cadherin および EphA4 のプロセシングに対する GSI の効

果 

LY450139（30 mg/kg）を 8 日間経口投与後の海馬サンプル（Fig. 8 と同一サンプル）を用いて、ウェ

スタンブロットにより各種 γ-セクレターゼ基質の C 末断片（CTF）を定量した。陽性対照として、

LY450139 （2 μM）を処置した APP-H4 細胞サンプル（Fig. 4 と同一サンプル）を同時にブロッティ

ングした。FL は全長蛋白。** p<0.01: Student’s t 検定（溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 
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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、障害作用の発現には 30 mg/kg を

必要とし、Tg2576 マウスの時（3 mg/kg で障害）と比べ、そのポテンシーは 10 倍弱いもの

であった。このことは、LY450139 による障害作用の機序に APP 関連蛋白の gain of function

が関与する可能性を示唆するものである。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、LY450139 の 30 mg/kg において 34-35%の有意な低下を示し、β-CTF

は用量依存的に最大 2.8 倍の著しい増加を示した。一方、GSM-2 は野生型マウスに対し、

海馬の Aβ42 を最大 56%低下させる用量（最大 30 mg/kg）において、β-CTF 量は変動させ

ず、認知機能にも影響を与えなかった（Fig. 12）。このことから、障害作用に関与する APP

関連蛋白の候補として β-CTF が考えられた。 
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Fig. 12 野生型マウスの正常認知機能、および脳内 Aβ、β-CTF に対する GSI、GSM の効果 

各薬剤を 8 日間経口投与し、1 日目（上段）および 8 日目（中段）の投与 3 時間後に Y-maze 試験

を行った。8 日目の Y-maze 試験直後に海馬を摘出し、Aβ、β-CTF を ELISA にて測定した（下段）。 

## p<0.01: Student’s t 検定。* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 
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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（Fig. 13A）。β-CTF 蓄

積の部位特異性を定量的に評価するため、CA3 錐体細胞層を参照領域として各部位の相対

蛍光強度を算出し、部位毎に溶媒投与群と LY450139 投与群との差を解析した結果、前述

の 3 部位においてのみ、有意な β-CTF の蓄積変化が認められた（Fig. 13B）。 

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られた。尚、上昇層では

いずれのマーカーとも明確な共染色像は得られなかった（data not shown）。 

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一致する

ものであった。 

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
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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） 
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Fig. 13 Tg2576 マウス脳におけるヒト β-CTF の局在と GSI 投与による蓄積効果 

LY450139（3 mg/kg）または溶媒を 3 カ月齢 Tg2576 マウスに 8 日間経口投与後、脳切片を作成し、

82E1 抗体を用いて免疫染色を行った。（Ａ）LY 投与マウスで上昇層（so）遠位部、透明層（sl）、

および歯状回門（dh）の染色強度の増大が認められた（矢印）。Scale bars: 200 μm（上段）、30 μm

（下段）。（Ｂ）各層の相対染色強度を CA3 錐体細胞層（sp3）を基準に算出した。* p<0.05, ** p<0.01: 

Student’s t 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 
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Fig. 14 GSI 投与による海馬苔状線維神経終末への β-CTF 蓄積 

LY450139 投与マウスの脳切片（Fig. 13 と同一群）を 82E1 抗体、および抗 synaptophysin 抗体（Syn, 

プレシナプスマーカー）、または抗 drebrin A 抗体（ポストシナプスマーカー）を用いて免疫二重

染色を行い、共焦点レーザ－顕微鏡を用いて撮影した。β-CTF は透明層（Ａ）および歯状回門（Ｂ）

において synaptophysin と共局在した。Scale bars: Ａ、Ｂとも 30 μm 
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Fig. 15 Tg2576 マウス脳における APP-CTF の局在と GSI 投与による蓄積効果 

LY450139 または溶媒投与マウスの脳切片（Fig. 13 と同一群）を、APP の C 末領域認識抗体を用

いて免疫染色した。（Ａ）LY 投与マウスで上昇層（so）遠位部、透明層（sl）、および歯状回門（dh）

の染色強度の増大が認められた（矢印）。Scale bars: 200 μm（上段）、30 μm（下段）。（Ｂ）各層の

相対染色強度を CA3 錐体細胞層（sp3）を基準に算出した。** p<0.01: Student’s t 検定（対溶媒投

与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 
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Fig. 16 野生型マウス脳における APP-CTF の局在と GSI 投与による蓄積効果 

LY450139、GSM-2（ともに 30 mg/kg）、または溶媒を 8 日間経口投与後、脳切片を作成し、APP

の C 末領域認識抗体を用いて免疫染色した。（Ａ）LY 投与マウスで上昇層（so）遠位部、透明層

（sl）、および歯状回門（dh）の染色強度の増大が認められた（矢印）。Scale bars: 200 μm（上段）、

30 μm（下段）。（Ｂ）各層の相対染色強度を CA3 錐体細胞層（sp3）を基準に算出した。* p<0.05, ** 

p<0.01: Student’s t 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=7-8）。 
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1-4. 考察 

 

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）の上昇も観察された（data not shown）

ことから、β切断からα切断へのシフトが生じた可能性が考えられる。一方、GSM-2はβ-CTF

を上昇させることなく Aβ42 産生を阻害するという GSM に特徴的な作用を示した。また、

Aβ40 産生に対する阻害作用は極めて弱く、Aβ38 産生に対しては逆に促進した（Fig. 3）。

GSM-2 の分子メカニズムについては未検討であるが、類似構造の GSM-1 を用いた検討結

果が Ohki らによって報告されている (Ohki et al., 2011)。それによると、GSM-1 は PS1 の

第 1 膜貫通領域に結合することで、catalytic pore の立体構造を open-form に変化させた。こ

れは、PS1 の FAD 変異（Aβ42/40 比を上昇させる）による変化（closed form）と逆である。

また、Aβ38 は Aβ42 がさらなる切断を受けて生成する (Takami et al., 2009) ことから、

open-form 変化によって Aβ42 が catalytic pore から遊離しづらくなり、さらなる切断を受け

やすくなる結果、Aβ38 の生成が促進されるというモデルが考えられる。 

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
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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、BMS-708163 ともに単回投与では、Y-maze 試験において認知機能

改善作用を示した（Fig. 6）。ただし、この作用を示す用量において海馬の TBS 可溶性 Aβ

は減少しておらず、その因果関係は明確でない（Fig. 7）。しかし、β-CTF の上昇は検出で

きていることから、シナプス間隙 (Cirrito et al., 2005, Wei et al., 2010) や脂質ラフト 

(Kawarabayashi et al., 2004, Rushworth and Hooper, 2010) など、シナプス機能への影響が大き

い局所では Aβ 低下が起きている可能性は否定できない。 

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 al., 2002)、本検討結果と矛盾しない。GSI の反復投与や PS1

発現抑制による持続的な γ-セクレターゼ機能抑制は、何らかの機序により認知機能障害を

引き起こし、結果として本来 Aβ 低下によって得られるはずの機能面での benefit が消失し

たという可能性が考えられる。GSI による認知機能障害の機序を考察するため、本検討で

は、Notch シグナリング阻害、その他の基質プロセシング阻害、および β-CTF 蓄積の 3 つ

の作用に着目し、実験を行った。 

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。Notch

関連副作用の標的臓器である胸腺では、LY450139 による有意な阻害が認められたことは、
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本実験系の妥当性を示すものといえる。臓器による反応性の違いについては、LY450139

は脳内移行性が低いため（脳／血漿比で 7%）、曝露量の違いに起因する可能性が考えられ

る。 

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

本検討では、Tg2576 マウスの海馬において LY450139 投与による N-cadherin および EphA4

のプロセシング阻害は認められなかった（Fig. 11）。よって、GSI による認知機能障害の機

序にこれら基質が関与する可能性は低いと考えられた。 

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 欠損および非欠損マウスを用いた検討により、

DAPT および LY450139 の反復投与が APP 発現依存的に神経スパインを減少させることを

報告し、APP-CTF 蓄積の関与を示唆した。本検討において、3 カ月齢 Tg2576 マウスで見

られた LY450139 の学習障害作用が野生型マウスで大きく減弱した（Fig. 12）ことは、そ

の作用が APP 発現量、あるいは APP の Swedish 変異（β 切断されやすい）に依存した APP

プロセシングパスウェイ上の gain of function であることを示唆する。さらに、GSM-2 には

障害作用がなかったことから、GSI にあって GSM にない APP プロセシングパスウェイ上

の gain of function として、β-CTF の蓄積が関与する可能性が示唆された。尚、Tg2576 マウ

スには、γ セクレターゼ活性や GSI の作用に影響するような APP 変異（V717F/I など）や

PS1 変異がないことも、上述の考察に至る上で重要である。ただし、学習障害作用と β-CTF

蓄積の因果関係を証明するには、APP 欠損マウスに対する作用実験や、β-セクレターゼ阻
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害薬（β-CTF を低下させる）によるレスキュー実験など、さらなる検討が必要である。ま

た、α-CTF の関与も否定はできないが、β-セクレターゼ阻害薬（β-CTF を減らして α-CTF

を増やす）に障害作用がなかったことから、その関与は小さいと考えられる（data not 

shown）。 

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

局在した（Fig. 14）ことから、シナプス機能への影響が予想される。また Tg2576 マウス

と野生型マウスで、β-CTF は全く同じ発現局在を示した（Fig. 15, 16）ことから、GSI によ

る学習障害の感受性の違いは、外来 APP の非生理的発現局在によるアーチファクトではな

い。例えば J20 マウスでは、PS1 の conditional KO による APP-CTF 蓄積が海馬の放射状層

で認められており (Saura et al., 2005)、その行動異常に外来 APP の非生理的発現局在が影

響している可能性を否定できない。 

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序を考察する上でヒントになると考えられる。 

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
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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 に達しており (Fleisher et al., 2008)、本検討で野生型マウスに 30 mg/kg 投

与した際の血漿中濃度、336 ng/ml を上回っていた。よって、マウスで認められた認知機能

障害作用がヒトでも再現されたという可能性は十分考えられる。さらにその後、

BMS-708163 についても、フェーズ II 試験でやはり用量依存的かつ有意な認知スコアの悪

化が認められ、開発中止が発表された (Coric et al., 2012)。 

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 et al., 2007)、またその誘導体である CHF-5074 も、9 ヶ月間の

予防投与で恐怖条件づけ文脈テストにおける学習障害を改善した (Imbimbo et al., 2010)。

しかしこれら化合物は in vitro 薬理活性が 10-5～10-4オーダーと弱く、in vivo での Aβ42 低

下作用については一貫したデータが得られていない (Lanz et al., 2005, Imbimbo et al., 2007)。

本検討では、in vitro 活性が 10-8オーダーと強く、かつ Aβ42 選択性が極めて高い第二世代

GSM を用いることで、Aβ40 を低下させることなく、その 10 分の 1 量しかない Aβ42 を低

下させるだけで、Tg2576 マウスの認知機能障害を改善できることを初めて明確にした。Aβ

は神経活動依存的にプレシナプスから放出され、抑制性に働くことで活動のバランスを

とっていると考えられているが (Kamenetz et al., 2003, Cirrito et al., 2005, Wei et al., 2010)、

Tg2576 マウスではその放出量が過剰になっている。GSM-2 はこのシナプス間隙に放出さ

れる Aβ42 を低下させることで、神経活動のバランスを回復させると考えられる。GSM-2

の作用としてはもう一つ、Aβ38 上昇作用があるが、これが認知機能に与える影響は不明

である。ただし、Aβ42 と同時に Aβ38 も低下させる β-セクレターゼ阻害薬も、Tg2576 マ

ウスの学習障害を改善できることから（unpublished data）、Aβ38 上昇が GSM-2 の認知機能
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改善作用に関与する可能性は低いと考えられる。さらに GSM-2 は、計 57 種類の受容体、

イオンチャネル、および酵素（いずれも中枢関連）に対する結合阻害試験において何ら強

い作用を示さなかったことから（data not shown）、オフターゲット効果が関与する可能性

も低いと考えられる。 

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示さず、高用量においても有意

な改善作用を認めた。詳細は不明であるが、Aβ42 低下が継続することでシナプスが再構

築され、新たな神経活動バランスを獲得した可能性が考えられる。 

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。 
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1-5. 小括 

 

① GSI の LY450139 および BMS-708163 は、Tg2576 マウスへの 8 日間反復投与において

脳内 Aβ を顕著に低下させたにも関わらず、その認知機能障害を改善できず、むしろ

若齢 Tg2576 マウスの正常認知機能を障害した 

 

② GSI は Tg2576 マウス脳内において、APP プロセシング阻害に基づく β-CTF 上昇を引

き起こしたが、Notch や N-cadherin、EphA4 といった他の基質プロセシングには影響

しなかったことから、GSI の認知機能障害作用に APP 以外の基質プロセシング阻害が

関与する可能性は低いと考えられた 

 

③ LY450139 は野生型マウスに対しても認知機能障害を引き起こしたが、そのポテンシー

は Tg2576 マウスに対する作用より 10 倍弱かったことから、機序として β-CTF 蓄積な

ど、APP プロセシングパスウェイ上の gain of function が関与する可能性が示唆された 

 

④ LY450139 による β-CTF 蓄積は、海馬の歯状回門、透明層、および上昇層遠位部に見

られ、特に苔状線維プレシナプスへの局在が認められたことから、シナプス機能への

影響が推察される 

 

⑤ 脳内の Aβ42 を低下させ、Aβ40 および β-CTF 量は変化させない GSM-2 は、野生型マ

ウスの認知機能を障害せず、Tg2576 マウスの認知機能障害を改善した。GSI と異なり

AD 治療薬としての可能性が期待される 
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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 

 

2-1. 緒言 

 

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、

アミロイド斑形成に対する予防効果を検討したものもあるが、AD 患者の脳内ではすでに

アミロイド斑が沈着、拡大した状態であることから、臨床適用を想定した検討とは言いが

たい。唯一、Abramowski らは、すでにアミロイド斑が沈着している月齢のマウスに GSI

（LY-411575）を 2 カ月間投与し、その間にアミロイド斑が急増していくスピードを有意に

抑制したと報告したが、AD 発症後の患者脳内ではそのようなアミロイド斑の急増は見ら

れない。またこの時、可溶性 Aβ 量や認知機能に対する作用は検討していない (Abramowski 

et al., 2008)。 

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）による細胞間隙中 Aβ42 の低下作用が、アミ

ロイド斑沈着後のマウスで大幅に減弱することを示し、アミロイド斑が可溶性 Aβ42 の新
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たな供給源になっていると考察した (Hong et al., 2011)。もし、このようなアミロイド斑由

来の可溶性 Aβ42 が認知機能障害に寄与しているとすると、GSM のような Aβ42 産生抑制

という機序ではこれを減少できないため、認知機能も改善できない、ということが懸念さ

れる。 

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、および 18 カ月齢のマウスを用いて、アミロイド斑

沈着の程度が GSM-2 の認知機能改善効果に与える影響を、Y-maze 試験により評価した。

さらに、安定同位体標識法 (Bateman et al., 2006, Castellano et al., 2011) を用いることで、ア

ミロイド斑由来を含む既存の可溶性 Aβ42 と、新規合成された Aβ42 を区別して測定し、

それらの認知機能障害に対する寄与について考察した。 
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2-2. 方法 

 

2-2.1. 化合物 

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。本系統の雄は攻撃性が高く、群飼育で傷害を与えるため、

行動試験には不適と考え、本試験では雌のみを使用した。動物は、固形飼料および水を自

由摂取させ、室温 23±3℃および湿度 55±15％、12:12 時間の明暗サイクル（明期：7：30-19：

30）の条件で飼育した。全ての動物実験は、アステラス製薬株式会社動物実験委員会の承
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認を得て、American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) 認定

施設にて実施した。 

 

 

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

ELISA キット（免疫生物研究所）で、Aβ1-42 濃度を後述する ELISA 系を用いて測定した。

培地回収後の細胞から、CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit（Promega）を用い

て細胞生存率を測定した。IC50値は Prism 5 software（GraphPad）を用いて非線形回帰分析

により算出し、3 回の実験の平均±標準誤差で表した。 

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
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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（ともに免疫生物研究所; 1000 倍希釈）の 1:1 混

合液で 16 時間、続いてビオチン結合抗ウサギ IgG 抗体（Vector Laboratories）で 2 時間、

室温で浮遊反応させた。染色はVector Elite horseradish-peroxidase ABC kit（Vector Laboratories）

および DAB（3,3’-diaminobenzidine）を用いて行った。 

 

 

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）をもって空

間作業記憶能力の指標とした。 

 

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
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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 時間

置くことにより可溶化させた。残りのホモジネートを 100,000 g、4℃で 1 時間超遠心し、

得られた上清中（可溶性画分）、およびグアニジン可溶化液中（総画分）の Aβ x-42 および

Aβ x-40 濃度を ELISA キット（和光純薬）を用いて測定した。 

 

 

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、嗅球および小脳を取り除いた大脳半球を速やかに液体窒

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、Halt protease inhibitor 

cocktail（Thermo Scientific）および Triton X-100（1%）を含む TBS 緩衝液 1 mL とテフロン

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、得られた上清から 2 μL 分取し、Aβ x-42 濃度を ELISA キット（和光純薬）

を用いて測定した。残りの上清に抗 Aβ42 抗体（44A3）5 μg と Protein G-Sepharose 4 fast flow 

beads（GE Healthcare）100 μg を加え、4℃で 16 時間反応させた後、スピンカラムを用いて

ビーズを回収した。回収後の反応液から 2 μL 分取し、Aβ x-40 濃度を ELISA キット（和光

純薬）を用いて測定した。残りの反応液に抗 Aβ40 ポリクローナル抗体 5 μg と Protein 

G-Sepharose 4 fast flow beads 100 μg を加え、4℃で 16 時間反応させた後、ビーズを回収し

た。1 回目（Aβ42 結合）および 2 回目（Aβ40 結合）に回収した各ビーズを TBS 200 μL で

2 回、続いて 25 mM 炭酸水素アンモニウム 200 μL で 2 回洗浄した後、Aβ を

1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol 75 μL で 2 回溶出し、溶出液を遠心濃縮機を用いて乾固

（60℃、30 分）した。乾固したサンプルに 25 mM 炭酸水素アンモニウム／アセトニトリ
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ル（4:1）25 μL と Sequencing Grade Modified Trypsin（Promega）1 μg を添加し、37℃で 18

時間かけてトリプシン消化させた。 

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 
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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。 

  

Administration of 13C6-leucine (300 mg/kg ip) and GSM-2 (10 mg/kg po)

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

Aβ x-42 ELISA (= Total Soluble Aβ42)

Immunoprecip. with Aβ42 antibody (clone 44A3, IBL)

Trypsin digestion

Immunoprecip. with Aβ40 antibody (polyclonal, IBL)

Aβ x-40 ELISA (= Total Soluble Aβ40)

LC-MS/MS

bound unbound

bound

supernatant

2 h

Trypsin digestion

LC-MS/MS

Aβ1-42 DAEFRHDSGYEVHHQ KLVFFAEDVGSN KGAIIGLMVGGVVIA

trypsin trypsin

1 16 17 28 29 42

de novo Soluble Aβ amount  =  Total Soluble Aβ amount ×
13C6-labeled

13C6-labeled + Unlabeled

[M+2H]2+ (precursor / product)  
13C6-labeled : m/z = 666.5 / 219.4

Unlabeled : m/z = 663.5 / 213.3
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2-3. 結果 

 

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同等であった。エナンチ

オマーも Aβ42 産生を抑制したが、その IC50は 1.24 μM と、GSM-2 より 28 倍弱かったこ

とから、本作用の光学立体構造特異性が確認された。内因性 Aβ40 産生に対する作用は、

両化合物とも非常に弱く、IC50は 10 μM 以上であった。（Fig. 17） 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 17 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（Enan）の

効果  

SK-N-BE(2)細胞を各薬剤に 6 時間曝露させた後、培養液中に分泌された Aβ1-42（左図）および 

Aβ1-40（右図）を ELISA にて測定した。データは 3 回の実験の平均±標準誤差。 
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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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 18 Tg2576 マウスにおける加齢依存的な脳内アミロイド沈着 
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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、エナンチオマーは 10 およ

び 14 カ月齢のみを検討したが、いずれも改善効果は認められなかったことから、GSM-2

による学習改善効果は Aβ42 産生抑制に基づくものと推察される（Fig. 19）。いずれの試験

においても、化合物投与による総進入回数への影響は認められなかった（data not shown）。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 19 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

（Enan）の効果 

各薬剤（10 mg/kg）を 8 日間経口投与し、最終投与 3 時間後に Y-maze 試験を行った。18 カ月齢に

ついては GSM-2 のみ評価した。点線は交替行動のチャンスレベル（＝最大障害）。# p<0.05, ## p<0.01: 

Student’s t 検定。* p<0.05, ** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=6-7）。 
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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た。溶媒投与

群における可溶性画分中の Aβ42 量を月齢間で比較したところ、10 カ月齢に比べ 14 カ月

齢で 5 倍、18 カ月齢で 12 倍と大きく上昇していた。一方、エナンチオマー投与群では予

想どおり、10 および 14 カ月齢ともに溶媒投与群との間に差は見られなかった（Fig. 21A）。

同じ可溶性画分中の Aβ40 についても測定したが、予想どおり、いずれの月齢においても、

溶媒投与群と各化合物投与群との間に差は認められなかった（Fig. 21B）。 

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）。 
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  Fig. 20 Y-maze 試験成績と脳内可溶性画分中 Aβ42量との相関 

Fig. 19のY-maze試験直後に海馬を摘出し、TBS可溶性画分中Aβ1-42をELISAにて測定した。Aβ1-42

量に対して自発交替行動の割合をプロットし、相関性を解析した。 

Fig. 21 アミロイド斑沈着後の Tg2576 マウス脳内可溶性画分中 Aβ量に対する GSM-2、エナンチ

オマー（Enan）の効果 

Fig. 19 の Y-maze 試験直後に海馬を摘出し、TBS 可溶性画分中 Aβ1-42（Ａ）および Aβ1-40（Ｂ）を

ELISA にて測定した。** p<0.01: Dunnett 検定（対溶媒投与群）。 
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Fig. 22 アミロイド斑沈着後の Tg2576 マウス脳内総 Aβ42 および総 Aβ40 量に対する GSM-2、エ

ナンチオマー（Enan）の効果 

Fig. 21 で調製した海馬ホモジネート（遠心前）の一部を塩酸グアニジン溶液で可溶化させた後、

Aβ1-42（Ａ）および Aβ1-40（Ｂ）を ELISA にて測定した。 
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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 Aβ40 における 13C6ロイシン標識率を、そのトリ

プシン消化断片の LC-MS/MS 測定により算出した。その結果、10 カ月齢での溶媒投与群

の Aβ42 および Aβ40 の 13C6標識率はそれぞれ、6.7 ± 0.6%および 6.9 ± 1.0%（mean ± SEM; 

n=6）であった。一方、18 カ月齢での標識率は、ベースの可溶性画分中 Aβ（＝標識されな

い Aβ）が多いことを反映して、それぞれ 0.82 ± 0.13%および 2.1 ± 0.3%と低い値を示した。

ELISA により測定される総可溶性 Aβ42 は、GSM-2 投与により 10 カ月齢でのみ有意に低

下し（Δ42%）、前項の実験結果が再現された（Fig. 23A）。しかし、この総可溶性 Aβ42 量

に 13C6ロイシン標識率を乗じることで算出される新規合成 Aβ42 量は、GSM-2 投与により

10カ月齢でΔ58%、18カ月齢でΔ53%と、両月齢で同等の有意な低下が認められた（Fig. 23B）。

Aβ40 については予想どおり、総可溶性および新規合成ともに GSM-2 投与による変動は見

られなかった。 
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Fig. 23 Tg2576 マウスの脳内新規合成 Aβ量に対する GSM-2 の効果 
13C6-ロイシンおよび GSM-2 を投与 2 時間後に脳を摘出し、1% Triton X-100 含有 TBS を用いて Aβ

を抽出した。（Ａ）可溶性画分中の Aβ42 および Aβ40 を ELISA にて測定した。（Ｂ）可溶性画分

中の Aβ42 および Aβ40 をそれぞれ免疫沈降により精製し、トリプシン消化後の Aβ 断片について

13C6-ロイシン標識量（＝新規合成 Aβ 量）を LC-MS/MS にて測定した。** p<0.01: Student’s t 検定

（対溶媒投与群）。平均±標準誤差（n=5-6）。 
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2-4. 考察 

 

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、本検討ではそれをさらに補強するため、こ

のエナンチオマー体を陰性コントロールとして in vivo 試験を行った。10、14、および 18

カ月齢の Tg2576 マウスを用いた Y-maze 試験の結果、GSM-2 はマウス脳内のアミロイド斑

沈着の程度に関わらず、その認知機能障害を有意に改善した（Fig. 19）。このように、GSM

などの Aβ 産生抑制薬をアミロイド斑沈着後から投与開始しても、学習障害に対して治療

効果が得られることを示した報告はこれまでなく、臨床応用の可能性という観点からも重

要な知見といえる。また、エナンチオマーには治療効果が認められなかったこと（Fig. 19）、

薬剤投与後の 10 カ月齢マウスの脳内可溶性 Aβ42 量が学習成績と有意に逆相関した（Fig. 

20）ことは、GSM-2 による治療効果が Aβ42 産生抑制に基づくものであるという考えを支

持する。しかし 14 および 18 カ月齢では、治療効果は得られたにも関わらず、Aβ42 量の

低下は検出されなかった（Fig. 21A）。GSM-2 はその機序から、新規に合成される Aβ42 を

減らすことはできても、既に存在している Aβ42 を減らすことはできない。14 および 18

カ月齢では、投与前の可溶性 Aβ42 量が 10 カ月齢に比べて大きく上昇しており、そのため

GSM-2 による産生抑制効果が全体量の低下としては検出できなかった、と考えられる。 
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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、ヒト脳内で

の Aβ 生成およびクリアランス速度を推定した (Bateman et al., 2006)。また、Castellano ら

はこの方法を用いてApoE knock-inマウス脳内の新規合成Aβ量を測定している (Castellano 

et al., 2011)。本法を用いた薬剤評価としては、GSI（LY450139 または MK-0752）がヒトま

たはサルの脳脊髄液中の新規合成Aβ量を低下したという報告がある (Bateman et al., 2009, 

Cook et al., 2010)。しかしこれらの報告は全て、Aβ x（＝全 Aβ 種）としての新規合成量を

測定したものであり、GSM-2 のように Aβ42 産生のみを抑制する化合物の評価には使えな

い。そこで本検討では、既報で用いている Aβ の中央部分を認識する抗体の代わりに、Aβ42

および Aβ40 それぞれの C 末端を特異的に認識する抗体を用いて、二段階の免疫沈降を行

うことにより、同一サンプルから Aβ42 および Aβ40 それぞれの新規合成量を測定する方

法を構築した。本法を用いて GSM-2 の作用を検討した結果、GSM-2 は 10 カ月齢と 18 カ

月齢で同等の脳内 Aβ42 産生抑制作用を示し、加齢によって作用は減弱しないことが確認

された（Fig. 23B）。このことと、18 カ月齢でも認知機能改善作用が認められたことから、

Tg2576 マウスの認知機能障害には新規に合成された Aβ42 が大きな寄与を果たしている可

能性が示唆された。 

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
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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神経機能を障害す

ると考えられる（Fig. 24）。GSM-2 はこのシナプス間隙に遊離される Aβ42 を減少させるこ

とで、アミロイド斑の沈着量に関係なく、シナプス機能障害を改善した可能性が考えられ

る。尚、本検討ではアミロイド斑の沈着量に依存して可溶性画分に回収される Aβ42 量が

大きく増加した。これは、抽出過程での物理的操作の影響で、アミロイド斑周辺における

凝集化－可溶化の平衡が可溶化側にシフトしたことによると考えられる (Shankar et al., 

2008)。 

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 GSM-2 の作用については未検討であり、今後の課題と言える。ただし、β-セクレターゼ

阻害薬については、Y-maze 試験とモリス水迷路試験において同等の有効性を確認しており

（unpublished data）、Aβ42 産生抑制という共通機序から考えると、GSM-2 は長期記憶に対

しても改善効果を示すものと期待される。 

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。 
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Fig. 24 Tg2576 マウスにおける新規合成および既存 Aβ42の脳内ダイナミクスの想定模式図 

ISF Aβ42 Amyloid
plaqueSynaptic Aβ42
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2-5. 小括 

 

① GSM-2 の 8 日間投与は、アミロイド斑沈着量の異なる 10、14、および 18 カ月齢のい

ずれの Tg2576 マウスに対しても、その認知機能障害を有意に改善した 

 

② GSM-2 は、アミロイド斑沈着がごくわずかの 10 カ月齢に対しては、その脳内可溶性

Aβ42 量を有意に低下させた。しかし、沈着量が多い 14 および 18 カ月齢では、GSM-2

による Aβ42 低下は検出できなかった 

 

③ GSM-2 は、脳内の新規合成 Aβ42 量については、10 カ月齢と 18 カ月齢でほぼ同程度

低下させた。Tg2576 マウスの認知機能障害には、新規に合成された Aβ42 が重要な役

割を担っていると考えられた 
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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、臨床で血中Aβの低下すら確認できていない。一方、GSIのLY450139およびBMS-708163

は、臨床で血中および脳脊髄液中の Aβ 低下を確認しているが、認知機能スコアはむしろ

悪化した。本研究において、これら 2 化合物がマウスでも認知機能を悪化させたことは、

ヒトとマウスで共通のメカニズムが働いている可能性を示唆する。本研究では β-CTF 蓄積

をそのメカニズムとして提唱したが、その証明にはさらなる検討が必要である。しかし、

より重要なことは、機序的に β-CTF 蓄積を起こさない GSM-2 は認知機能を悪化させず、

むしろ病態マウスの機能障害を改善させたことである。すなわち、Aβ 産生抑制というア

プローチの検証にGSIは適切でなく、第二世代GSMもしくは β-セクレターゼ阻害薬によっ

て初めて検証されるものと考えられる。 

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性はあると考えられる。 

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
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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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	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
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