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略語 

 

Aβ   amyloid-β peptide 

AD   Alzheimer’s disease 

APP   amyloid precursor protein 

BACE   β-site APP cleaving enzyme 

CAA cerebral amyloid angiopathy 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio] 

propanesulfonate 

CSF   cerebrospinal fluid 

DIV   day in vitro 

DMSO   Dimethyl sulfoxide 

DW   distilled water 

ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 

FAD   familial Alzheimer’s disease 

MCI   mild cognitive impairment 

NMDA   N-Methyl-D-aspartate 

PBS   phosphate-buffered saline 

SAD   sporadic Alzheimer’s disease 

sAPP   soluble amyloid precursor protein 

SDS   Sodium dodecyl sulfate 

TBS   tris-buffered saline 

TEM   transmission electron microscopy 

ThT   Thioflavin T 
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序論 

 

アルツハイマー病（以下 AD）は、認知症における割合が最も高く、記憶障害

およびその他の知的活動能力の消失が認められる進行性の神経変性疾患である。

現在まで根本的治療・予防法の開発に至っておらず、この状況が続けば AD患者

数の爆発的な増加が予想されており、大きな社会問題となっている。全世界で、

AD患者が 3秒に 1 人の割合で増え続けており、2050年には 1億 5200万人に増

加すると予想されている（World Alzheimer Report 2018）。AD治療に関する医療

費は、現在 1兆ドルで、2030年までに 2倍に達すると想定されている。1998年

以降、100以上の新薬候補が臨床試験で評価されたが、わずか 4剤しか承認され

ていない。認知症の適用で上市されている薬剤はアセチルコリンエステラーゼ

阻害薬と N-Methyl-D-aspartate（以下 NMDA）受容体阻害薬であるが、これらは

認知機能を一時的に改善する症状改善薬とされ、いずれも根本治療薬ではない

（図表 1）。 

 

ADでは、病理学的な所見として、大脳新皮質や海馬を中心に、神経細胞の脱

落による脳萎縮、アミロイド β タンパク質（以下 Aβ）を主構成成分とする老人

斑の蓄積、リン酸化 tauタンパク質からなる神経原線維変化が認められるのが特

徴である（Hardy and Selkoe, 2002; Haass, 2004）。 

 

AD の患者のほとんどが孤発性（sporadic AD; 以下 SAD）であるが、amyloid 

precursor protein（以下 APP）や γ-secretase のサブユニットであるプレセニリン

（以下 PS）に変異のある家族性 AD（familial AD; 以下 FAD）も存在する。一方

で Aβ を産生しにくい APP 変異（Icelandic変異、A673T）を有する家系では認知

症が発症しにくいことが報告されている（Jonsson et al., 2012）。さらに、第 21

番染色体のトリソミーであるダウン症患者の脳において、早期より老人斑の蓄

積が見られることから、APP 遺伝子と AD との関連性が示唆される（Hartley et 
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al., 2015）。これらの知見から、脳における Aβ の産生、凝集および蓄積の異常

が AD の発症に深く関与しているとする「アミロイド仮説」が支持されている

（図表 2）。 

 

Aβ は神経細胞障害性をもったペプチドである（Chen et al., 2000; Deshpande et 

al., 2006）。さらに、Aβ が凝集した可溶性 Aβ オリゴマーや不溶化した Aβ 線維

も神経細胞障害性を持ち、神経細胞死を引き起こして認知機能障害につながる

と考えられている。そのメカニズムについてはさまざまな報告があるが、その一

つとして、可溶性の Aβ オリゴマーが NMDA 受容体の活性を調節することで急

性のシナプス障害を引き起こし、その結果神経回路を障害することが示唆され

ている（Lacor et al., 2007; Li et al., 2009; Palop and Mucke, 2010）。 

 

Aβ は APP が切断されて産生される（図表 3）。APP には 2つの異なる切断経

路が存在する（Zhang et al., 2013）。APP が α-secretaseに切断され、sAPPαを生

成し、その後 γ-secretase に切断されて p3 を生成する「非アミロイド形成経路」

と、APP が β-secretase に切断されて sAPPβ を生成し、その後 γ-secretase に切断

されて Aβ を生成する「アミロイド形成経路」である（Chow et al., 2010; Tomita, 

2014）。細胞生物学的解析から、APP の小胞輸送が Aβ 産生の調節に関与するこ

とが明らかになっている（Jiang et al., 2014）。特に、細胞表面からの APP のエ

ンドサイトーシスは、Aβ 生成において重要なプロセスである（Koo and Squazzo, 

1994; Perez et al., 1999; Sannerud et al., 2011）。 

 

Aβ は、カルボキシル末端（以下 C 末端）の切断部位の違いにより Aβ33 から

49 まで異なった分子種が存在していることが知られているが、主な分子種は

Aβ40と Aβ42の 2つである。Aβ40は優位に産生され、総 Aβ 量の 9割近くを占

めると考えられている（Suzuki et al., 1994; Asami-Odaka et al., 1995）。一方、Aβ42

は、総 Aβ 量の約 1割であるにも関わらず、Aβ40に比べて非常に凝集性が高く、
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神経細胞傷害性も強いとされ、AD患者の脳において発症初期から Aβ42が優位

に蓄積することが知られている（Iwatsubo et al., 1994; Tomita et al., 1997; Selkoe 

and Hardy, 2016）。Aβ43 は、Aβ42よりも強力な神経毒性や凝集性を発揮するこ

と、Aβ40よりも高頻度で脳内に存在していることが報告されており（Saito et al., 

2011）、SADおよび FAD患者の脳において Aβ40よりも多く蓄積することが報

告されている（Iizuka et al., 1995; Parvathy et al., 2001; Welander et al., 2009）。 

 

このように、分泌直後の Aβ は C 末端側で多様性を示すのに対して，アミノ末

端（N末端）側の構造は保存されている。しかし、AD脳でアミロイド斑を構成

する Aβ は N 末端側のアミノ酸残基が欠損、修飾もしくはその両方を受け、一

次構造が異なる。そのうち，第 1、第 2アミノ酸残基の切断と第 3 残基のグルタ

ミン酸が環状構造にピログルタミル化を受けた 3pE型Aβ（以下 [Pyr3]-Aβ(3-42)）

が量的に最も多いことが報告されている（Saido et al., 1995）。 

 

また、FADあるいは脳アミロイドアンギオパチー（cerebral amyloid angiopathy; 

以下 CAA）において多くの APP 遺伝子変異が発見されている。APP 切断を変化

させ、分泌 Aβ が増加する Flemish 変異（A21G; Hendriks et al., 1992; Brooks et al., 

2004; Tian et al., 2010）、Aβ 凝集しやすく細胞毒性の強い English 変異（H6R; 

Janssen et al., 2003; Hori et al., 2007）、Arctic 変異（E22G; Murakami et al., 2003; 

Nilsberth et al., 2001）、Dutch変異（E22Q; Levy et al., 1990; Wattendorff et al., 1982; 

Wisniewski et al., 1991）および Iowa変異（D23N; Grabowski et al., 2001; Van Nostrand 

et al., 2002）、CAAと関連のある Italian 変異（E22K; Tagliavini et al., 1999）など

がそれに含まれる。 

 

非競合的 NMDA 受容体阻害剤であるメマンチンは、2002 年に欧州医薬品庁

（EMA）、2003年に米国食品医薬品局（FDA）、2011年に独立行政法人 医薬

品医療機器総合機構（PMDA）より ADを適応症として承認され、販売が開始し
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た。現在世界 70カ国以上で主に中等度から高度 ADの治療薬として上市されて

いる。AD患者の病態形成においてはグルタミン酸神経系の機能異常が関与して

おり、グルタミン酸受容体のサブタイプである NMDA受容体の過剰な活性化が

原因の 1つと考えられている。メマンチンは、選択的な NMDA受容体拮抗作用

を有し、受容体に対して低親和性で、結合および乖離速度が速く、膜電位依存的

に作用する（Parsons et al., 1999）。また、興奮毒性による細胞内 Ca2+の過剰な流

入を抑制することで神経細胞を保護する一方、生理的なグルタミン酸神経活動

には影響せずに、過剰なグルタミン酸による神経細胞毒性および記憶・学習に深

く関与する長期増強（long-term potentiation; LTP）形成障害に対して抑制作用を

有することが示されている。さらに、メマンチンは Aβ による有害な作用、例え

ば神経細胞の突起伸長の阻害（Hu et al., 2007）やスパイン形成に関わる drebrin 

の消失（Lambert et al., 2007）などを減弱させることが報告されている。ラット海

馬に Aβ 凝集体あるいはイボテン酸を投与することで生じる神経の傷害や学習

障害をメマンチンが阻害する（Nakamura et al., 2006）こと、さらに、Aβ オリゴ

マーをラットに脳室内投与することによって生じる学習障害を改善し、ミクロ

グリアの活性化を抑制し、コリン作動性神経線維を保護することも報告されて

いる（Nyakas et al., 2011）。 

 

近年、メマンチンがAPP/PS1 Tgマウス（Scholtzova et al., 2008; Alley et al., 2010）、

Tg2576マウス（Dong et al., 2008）、APPSWE、PS1M146Vおよび TauP301Lの 3つの

認知症関連の遺伝子を発現させた 3xTgマウス（Martinez-Coria et al., 2010）など

の ADモデル動物の脳内 Aβ 量および蓄積を減少させることが報告され、メマン

チンが脳内 Aβ 量を減らすことによって、Aβ による神経細胞障害を軽減する可

能性が示唆されている。臨床においては、メマンチンの治療介入は主に中等度以

上の AD患者を対象として行われ、その時点で患者の脳には Aβ 沈着がすでに進

行した状態にある。したがって、臨床に即してメマンチンの Aβ 蓄積に対する治

療効果を評価するためには、すでに沈着の始まった AD モデル動物に対するメ
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マンチンの作用を検討することが望ましいが、これまでに報告されているのは、

Aβ 沈着が始まる前からのメマンチン投与の有効性のみである。 

 

また、これらの動物モデルを Aβ 産生量が過剰である、いわば FADのモデル

と位置づけると、SAD を模倣した正常動物の加齢に伴う脳内 Aβ 量の増加に対

するメマンチンの作用については検討されていない。さらに、このようなメマン

チンの脳内 Aβ 量低下作用に関するメカニズムについて、統一した見解はない。 

 

本研究では、まず、すでに脳内に Aβ 蓄積の始まった ADモデル動物および正

常加齢動物におけるメマンチンの脳内 Aβ 量および蓄積に対する作用を検証し

た。さらに、そのメカニズムを明らかにすることを目的として、メマンチンの作

用点として想定した「Aβ 産生阻害作用」、「Aβ 凝集抑制作用」、「Aβ 凝集解

離作用」および「Aβ 分解促進作用」のうち、「Aβ 産生阻害作用」、「Aβ 凝集

抑制作用」および「Aβ 凝集解離作用」についてそれぞれ検討した（図表 4）。 
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方法 

 

被験物質およびその調製 

 

本試験に用いた被験物質およびその供給元は以下の通りである。 

・ Memantine hydrochloride（第一三共プロファーマ株式会社） 

・ (+)-MK-801 hydrogen maleate（Sigma-Aldrich） 

・ D-AP5（Tocris Bioscience） 

・ Amantadine hydrochloride（和光純薬工業株式会社） 

・ Methylene blue（和光純薬工業株式会社） 

 

被験物質は大塚蒸留水（以下 DW、株式会社大塚製薬工場）あるいは Dimethyl 

sulfoxide（以下 DMSO、和光純薬工業株式会社）にて溶解させて評価に用いた。 

 

 

試薬の調製 

 

・ DMEM培地 

DMEM（high glucose, 和光純薬工業株式会社）に、ペニシリン 50 unit/mL、

ストレプトマイシン 50 mg/mL（各 Invitrogen）および非働化ウシ胎児血清（以

下 FBS, Thermo Fisher Scientific）を 10%添加して用いた。 

 

・ Neurobasal 培地 

Neurobasal medium（Thermo Fisher Scientific）に、B-27 supplement（Thermo 

Fisher Scientific）、Penicillin-streptomycin（培地に対して 1/100 量, Thermo Fisher 

Scientific）および L-glutamine（最終濃度: 2 mM, Thermo Fisher Scientific）を添

加して用いた。 
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・ homogenization buffer 

HEPES（最終濃度: 10 mM, DOJINDO）、NaCl（最終濃度: 150 mM, ナカラ

イテスク株式会社）、Glycerol（最終濃度: 10%, 和光純薬工業株式会社）、

protease inhibitor（Sigma-Aldrich）を DW に溶解した。 

 

・ 25 mM CH3COONa 

酢酸ナトリウム（関東化学株式会社）を DW に溶解し、酢酸（和光純薬工

業株式会社）で pHを 4.5に調整した。 

 

・ TBS-T溶液 

TBS（タカラバイオ）を DW で溶解し、Tween 20（最終濃度: 0.1%, Bio-Rad）

を添加した。 

 

・ 1% CHAPSO/HEPES buffer 

HEPES（最終濃度: 10 mM, pH 7.4, DOJINDO）、NaCl（最終濃度: 150 mM, 

和光純薬工業株式会社）、protease inhibitor、CHAPSO（最終濃度: 1%, DOJINDO）

を DW に溶解した。 

 

・ 1× γ-buffer 

CHAPSO（最終濃度: 0.25%）、EDTA（最終濃度: 5 mM, DOJINDO）、1,10-

phenanthroline（最終濃度: 4 mM, 和光純薬工業株式会社）、phosphoramidon（最

終濃度: 10 mg/mL, ナカライテスク株式会社）、phosphatidylcholine（最終濃度: 

0.1%, Avanti Polar Lipids, Inc.）、protease inhibitor を HEPES buffer に溶解した。 

 

 

動物の入手および飼育条件 
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Tg2576マウス（Hsiao et al., 1996）（Taconic Biosciences, Inc.）、F344/N Slcラ

ット（日本エスエルシー株式会社）および Slc:Wistarラット（日本エスエルシー

株式会社）を用いた。動物は一定の温度、湿度、明暗サイクルにて飼育し、飼料

および水道水を自由摂取させた。本試験は、第一三共株式会社「動物実験に関す

る細則」および東京大学「動物実験実施マニュアル」に準拠して実施した。 

 

 

Tg2576 マウスを用いたメマンチンの作用評価 

 

9 ヶ月齢の雌性 Tg2576 マウスを、Pre 群（N=5）、Vehicle 投与群（N=24）、

メマンチン 10 mg/kg/day投与群（N=24）および 20 mg/kg/day投与群（N=23）の

4 群に分けた。Pre 群は投与開始前の脳内 Aβ 量をはじめとする各種パラメータ

ー測定のために設定した。投与液は、あらかじめ測定した平均飲水量より計算し、

メマンチン投与量が 10および 20 mg/kg/dayとなるように設定して、DW に溶解

して調製した。メマンチン投与群には調製した溶液を、vehicle 群には DW を給

水瓶に充填して自由摂取させた。給水瓶は週に 1 度交換し、重量を測定するこ

とで飲水量を計測し、投与量を算出した。Pre群のマウスは投与開始前に、それ

以外のマウスは投与開始から 1 ヶ月後に採材した。イソフルラン（ファイザー

株式会社）麻酔下で脳を摘出し、半球に分けてすぐに凍結させ、評価まで-80°C

にて保存した。脳サンプルは、Protease inhibitor（Sigma-Aldrich）を含む 1% CHAPS

（Sigma-Aldrich）水溶液を 5倍量（v/w）加えてホモジナイザー（NS-310E, Microtec 

Co., Ltd.）およびソニケーター（UR-20P, TOMY SEIKO CO., LTD.）で破砕し、遠

心（100,000 g, 1 時間, 4°C）して上清を CHAPS 可溶性画分とした。沈渣に 9倍

量の 90% ギ酸（キシダ化学株式会社）水溶液を加えて再度破砕し、遠心（100,000 

g, 1 時間, 4°C）して上清を得た。その上清に対し、39 倍量の 1M Tris（Sigma-

Aldrich）水溶液を添加して中和させ、遠心（100,000 g, 1 時間, 4°C）し、その上
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清を CHAPS 不溶性画分とした。脳の CHAPS 可溶性画分、不溶性画分を各種パ

ラメーターの測定に用いた。脳の可溶性画分および不溶性画分における Aβ40お

よび Aβ42、可溶性画分における Aβ オリゴマー、sAPPαおよび sAPPβ は、市販

ELISAキットを用いて添付説明書に従って定量した。 

 

 

加齢 F344ラットを用いたメマンチンの作用評価 

 

22ヶ月齢の雄性 F344 ラットを、Vehicle投与群（N=4）およびメマンチン 10 

mg/kg/day 投与群（N=7）の 2 群に分けた。投与液は、あらかじめ測定した平均

飲水量より計算し、メマンチン投与量が 10 mg/kg/day となるように設定して、

DW に溶解して調製した。メマンチン投与群には調製した溶液を、vehicle 群に

は DW を給水瓶に充填して自由摂取させた。給水瓶は週に 1 度交換し、重量を

測定することで飲水量を計測し、投与量を算出した。ラットは投与開始から 1ヶ

月後に、イソフルラン麻酔下でマイジェクター（29G, テルモ株式会社）を大槽

に穿刺して脳脊髄液（以下 CSF）を採取し、その後、腹大静脈より採血した。採

取した CSFおよび血液は遠心（9,000 g, 5分間, 4°C）した後、上清を回収し、CSF

および血漿サンプルとして評価まで-80°C にて保存した。採血後に放血により安

楽死させた後、脳を摘出し、半球に分けてすぐに凍結させ、評価まで-80°C にて

保存した。脳サンプルは、Protease inhibitor を含む 1% CHAPS 水溶液を 5倍量加

えてホモジナイザーで破砕し、遠心（100,000 g, 1時間, 4°C）して上清を除いた。

沈渣に 1% CHAPS 水溶液と同量の 70%ギ酸水溶液を加えて再度破砕し、遠心

（100,000 g, 1 時間, 4°C）して上清を得た。その上清に対し、19倍量の 1M Tris

水溶液を添加して中和させ、遠心（100,000 g, 1時間, 4°C）し、その上清を CHAPS

不溶性画分とし、各種パラメーターの測定に用いた。脳の不溶性画分、CSFおよ

び血漿サンプル中における Aβ40および Aβ42 は、市販 ELISAキットを用いて添

付説明書に従って定量した。 
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H4細胞を用いたメマンチンの作用評価 

 

ヒト神経膠腫細胞株であるH4細胞（DSファーマバイオメディカル株式会社）

は、DMEM 培地を用いて播種および継代した。Aβ 評価のため、96 well プレー

ト（nunc F96 MicroWell™ Plates, Thermo Fisher Scientific）に細胞を 2 × 104 cells/well

になるように播種し、CO2インキュベーター内で 5% CO2、37°C の条件で培養し

た。播種の翌日、メマンチン（最終濃度: 3, 10 および 30 μM）あるいは薬剤の溶

媒である DW を添加した 0.1% FBS 添加 DMEM 培地に置換し、その 3日後に培

養上清を回収した。市販の ELISA キットを用いて、培養上清中の Aβ40 および

Aβ42を添付説明書に従って測定した。また、各酵素アッセイのために別途細胞

を 150 mm dish（ASAHI GLASS CO.,LTD）に播種して回収し、既報（Hashimoto 

et al., 2002; Takasugi et al., 2003）にて実施している方法に準じて膜画分を調製し、

使用するまで-80°C で保存した。 

 

 

ラット初代培養大脳皮質神経細胞を用いたメマンチンおよび NMDA 受容体阻

害薬の作用評価 

 

初代培養大脳皮質神経細胞の培養は、既報（Fukumoto et al., 1999; Suzuki et al., 

2012）にて実施している方法に準じて行った。妊娠ラット（Slc:Wistar, 妊娠 18

日目）から胎仔を取り出し、氷冷 HBSS(-)培地（和光純薬工業株式会社）に集め

た。クリーンベンチ内に設置した実体顕微鏡（Leica）下で大脳皮質を分離し、

HBSS(-)培地入りのチューブに集め、神経細胞分散液（住友ベークライト）を用

いて添付説明書に従って細胞を分散した。得られた細胞に DMEM 培地を添加し

て、Poly-L- Ornithine（Sigma-Aldrich）コートした 12 well プレートあるいは 100 
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mm ディッシュ（ASAHI GLASS CO.,LTD）に、1 × 106 cells/wellあるいは 6.5 × 

106 cells/dish になるように播種し、CO2インキュベーター内で 5% CO2、37°C の

条件で培養した。播種の翌日（day in vitro; DIV 1）、培地を神経細胞培養液（住

友ベークライト）に置換した。DIV 8 に培地をそれぞれメマンチン（最終濃度: 

10および 30 μM）、D-AP5（最終濃度:10-100 μM）、MK-801（最終濃度: 1-10 μM）

あるいは薬剤の溶媒である DW を添加した神経細胞培養液に置換し、DIV 14 に

培養上清および細胞を回収した。培養上清は遠心（9,000 g, 5 分間, 4°C）して、

その上清を回収し、市販の ELISAキットを用いて、Aβ40、Aβ42、sAPPαおよび

sAPPβ を添付説明書に従って測定した。細胞は、氷冷 Dulbecco’s phosphate-

buffered saline（以下 DPBS, Thermo Fisher Scientific）で洗浄し、スクレーパーを

用いてディッシュから剥がし、その懸濁液を Immunoblot 法に用いた。 

 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）法 

 

以下の市販キットを用いて、各種パラメーターを測定した。 

・ Human/Rat β Amyloid(40) ELISA Kit II（和光純薬工業株式会社） 

・ Human/Rat β Amyloid(42) ELISA Kit, High-Sensitive（和光純薬工業株式会社） 

・ Human sAPPα (highly sensitive) Assay Kit（IBL） 

・ Human sAPPβ-w (highly sensitive) Assay Kit（IBL） 

・ Human sAPPβ-sw (highly sensitive) Assay Kit（IBL） 

・ Mouse/Rat sAPPα (highly sensitive) Assay Kit（IBL） 

・ Mouse sAPPβ-w Assay Kit（IBL） 

・ Human Amyloid β Oligomers (82E1-specific) Assay Kit（IBL） 

 

吸光度の測定にはマイクロプレートリーダー（SpectraMax M2e, Molecular 

Devices）を用いた。 
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Immunoblot 法 

 

細胞の懸濁液を 2-mercaptoethanol（Sigma-Aldrich）を添加した Laemmli sample 

buffer（Bio-Rad）で溶解し、ソニケーターで破砕した後、10% ポリアクリルアミ

ド電気泳動（SDS-PAGE）にてタンパク質を分離した。サブマリン式転写装置を

用いてゲル中のタンパク質を PVDF膜（Millipore）に転写（250 mA, 2 時間, 4°C）

し、膜を 5% スキムミルク（Becton, Dickinson and Company）を含む TBS-T溶液

あるいは PVDF blocking reagent（TOYOBO）で blockingした後、TBS-T溶液ある

いは Can Get Signal Solution（TOYOBO）で希釈した一次抗体を処置し、4°C で一

晩反応させた。TBS-Tで洗浄後、2次抗体を添加し、遮光室温下で 1時間反応さ

せた後、ODYSSEY（LI-COR Biosciences）を用いてバンドの検出および解析を行

った。 

 

使用した抗体は以下に示した。 

 

一次抗体 

・ anti-βIII-tubulin TuJ-1 （1:5,000希釈; R&D systems, Cat No. MAB1195） 

・ anti-BACE1 BACE1c （最終濃度: 2 μg/mL, IBL, Cat No. 18711） 

・ anti-APP APPc （最終濃度: 1 μg/mL, IBL, Cat No. 18961） 

・ anti-nicastrin （1:1,000希釈; Sigma-Aldrich, Cat No. N1660） 

・ anti-ADAM10 （最終濃度: 1 μg/mL, Abcam, Cat No. ab1997） 

二次抗体 

・ Alexa Fluor 680 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)（1:10,000希釈, Invitrogen） 

・ Alexa Fluor 680 Goat Anti-Mouse IgG (H+L)（1:10,000希釈, Invitrogen） 

 



16 

 

同じ PVDF 膜を用いて別のタンパク質の検出を行う場合には、膜を室温で

Stripping Buffer（Thermo Fisher Scientific）に 15分間浸し、再度 blockingした（1

時間, 室温）。その後 1次抗体を反応させた。 

なお、分子量マーカーには precision plus dual color standards（Bio-RAD）を用いた。 

 

 

In vitro α-secretase assay 

 

既報（Takasugi et al., 2011）に準じて行った。市販キット（SensoLyte 520 TACE 

(α - Secretase) Activity Assay Kit, Anaspec, Inc., Cat No. 72085）を用い、添付説明書

に従って H4細胞から膜画分を調製した。黒色 96 well プレート（Corning Inc., Cat 

No. 3915）に、DMSO に溶解したメマンチン（最終濃度: 1-100 μM）あるいは TAPI-

0（キット付属の陽性対照物質, 最終濃度: 10 μM）を添加し、control well には

DMSO を同量添加した（N=2）。その際、最終 DMSO 濃度は 0.1%とした。続い

て調製した膜画分を添加し、10 分間室温にて反応させた。TACE 基質を加えて

よく混和して、30 分間室温でインキュベートした後、蛍光強度をマイクロプレ

ートリーダー（SpectraMax M2e, Molecular Devices）を用いて測定した（excitation; 

以下 ex. 490 nm, emission; 以下 em. 520 nm）。それぞれの蛍光値から blank well

（キット付属の buffer のみ添加した well）の蛍光値を差し引いて個々の蛍光強

度の値とし、control に対する割合（% of control）で示した。 

 

 

In vitro β-secretase assay 

 

既報（Takasugi et al., 2011）に準じて行った。H4細胞を homogenization buffer

を添加してホモジナイザーで破砕した後に遠心（100,000 g, 1 時間, 4°C）し、沈

殿した膜画分を得た。膜画分は、市販キット（BCA Protein Assay Kit, Pierce）を
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用いてタンパク定量した。膜画分に氷上でタンパク濃度が 0.5 mg/mL となるよ

うに 10 mM Tris/HCl (pH 7.0, Sigma-Aldrich)を加えて調製した。メマンチン（最

終濃度 : 1-100 μM）、BACE inhibitor IV（陽性対照物質 , 最終濃度 :10 μM, 

CALBIOCHEM）あるいは薬剤の溶媒である DMSO を 25 mM CH3COONaに添加

し（最終 DMSO 濃度: 0.1%）、黒色 96 well プレートに 100 μL ずつ添加した

（N=3）。その際、blank well には 25 mM CH3COONaを同量添加した。調製した

膜画分を 50 μLずつ添加し、30分間氷上で反応させた。基質として JMV2236（最

終濃度: 10 μM, BACHEM）を 50 μLずつ添加し、37°C でインキュベートを開始

し、3時間後に蛍光強度をマイクロプレートリーダー（SpectraMax M2e, Molecular 

Devices）で測定し（ex. 320 nm, em. 430 nm）、それぞれの蛍光強度から blank well

の蛍光値を差し引いて個々の蛍光強度の値とし、control に対する割合（% of 

control）で示した。 

 

 

In vitro γ-secretase assay 

 

既報（Takahashi et al., 2003）に準じて評価した。H4 細胞を homogenization buffer

を添加してホモジナイザーで破砕した後に遠心（100,000 g, 1 時間, 4°C）し、沈

殿した膜画分を得た。膜画分は、市販キットを用いてタンパク定量した。膜画分

に 1% CHAPSO/HEPES buffer を添加して可溶化し、再度遠心（100,000 g, 1時間, 

4°C）して上清を酵素画分として用いた。大腸菌由来精製リコンビナント C100-

FmH（最終濃度: 1 μM）、酵素画分（最終濃度: 250 μg/mL）および 1× γ-bufferを、

化合物もしくは薬剤の溶媒である DMSO（control）とともに 37°C で 24 時間イ

ンキュベートした（N=2）。化合物は、メマンチン（最終濃度: 1-100 μM）ある

いは陽性対照として L-685,458（最終濃度: 10 nM, Sigma-Aldrich）を用いた。非特

異的な Aβ 産生を差し引くため、control 群と同様の反応を 4°C で 24 時間インキ

ュベートした（t0, N=2）。5分間 100°C で boil して反応を止め、サンプルを遠心
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（20,000 g, 10 分間, 4°C）し、上清を得た。上清中の Aβ40 および Aβ42 を市販

ELISAキットにて定量した。個々の測定値から t0の平均値を差し引いて、control

に対する割合（% of control）で示した。 

 

 

細胞表面ビオチン化アッセイ 

 

既報（Kanatsu et al., 2014）に準じて評価した。アッセイの模式図を図表 14に

示した。初代培養大脳皮質神経細胞を播種し、DIV 1 に、神経細胞培養液で培地

を置換した。DIV 8 あるいは 14 にメマンチン（最終濃度: 10 あるいは 30 μM）

あるいは DW（control）を添加した神経細胞培養液に置換し、その 2時間後に氷

冷 PBS（Thermo Fisher Scientific）で 2回洗浄した後、細胞膜透過性のない Sulfo-

NHS-SS-Biotin（1 mg/mL in PBS, Thermo Fisher Scientific）を添加して 30分間氷

上でインキュベートした。氷冷 0.1 M glycine（0.1 M in PBS, Sigma-Aldrich）で 3

回、PBS で 2回洗浄して余分な biotin を除去した後、細胞をスクレーパーで剥が

し、細胞を回収した。遠心（9,000 g, 5 分間, 4°C）して上清を除き、ペレットに

1% SDS（Bio-Rad）/PBS を 1 mL添加してソニケーターで破砕した。市販キット

を用いてタンパク定量し、すべてのサンプルを同じ濃度に合わせた。サンプルの

一部を分取し、2-mercaptoethanol 添加した Laemmli buffer を加えて 1分間 100°C 

で boil し、input サンプルとして評価まで-20°C で保存した。残りのサンプルに、

予め 1% SDS/PBS で平衡化した Streptavidin beads（GEヘルスケアバイオサイエ

ンス）を添加し、12 時間以上転倒混和した。サンプルを遠心（9,000 g, 1分間, 室

温）し、ビーズを 1% SDS/PBS で 3回洗浄し、残ったビーズに 2-mercaptoethanol

添加 Laemmli buffer を加えて 3 分間 boil し、pull-down サンプルとした。調製し

た input および pull down サンプルを Immunoblot 法にて検出した。検出されたバ

ンドをそれぞれ定量し、pull-down/input 比（細胞表面上の APP あるいは BACE

の割合）を算出し、control に対する割合で示した。 
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Aβ ペプチド溶液の調製 

 

Aβ ペプチドの凝集性に関して、使用した Aβ ペプチドは図表 25 に一覧を示し

た。すべて Anaspec, Inc.より入手した。DW にて溶解させて 100 μM に調製し、

ストック溶液として使用するまで-20°C で保存した。 

 

 

Thioflavin (ThT) assay 

 

各種 Aβ ペプチドの凝集性に関して、ThT assayを用いて評価した。Aβ ストッ

ク溶液を DPBS で希釈し、速やかにソニケーターで破砕した。Aβ 溶液を黒色 96

ウェルプレート（Corning Inc., Cat No. 3915）に添加し、control well と blank well

には DW を同量添加した。凝集阻害作用の検討の際には、各化合物溶液もしく

は DW（control および blank well）に添加した。プレートを攪拌した後、プレー

トをシール（Applied Biosystems）し、37°C で 24, 72 あるいは 144 時間反応させ

た。凝集乖離作用の検討の場合は、Aβ 溶液を 37°C で 72時間反応させた後に各

化合物溶液あるいは DW を添加し、よく攪拌し、37°C で 24時間反応させた。 

反応後、自家蛍光をマイクロプレートリーダー（SpectraMax M2e, Molecular 

Devices）を用いて測定した（ex. 442 nm, em. 485 nm）。全 well に pH 8.5 に調整

した 100 mM glycine（Sigma-Aldrich）-NaOH（ナカライテスク株式会社）で希釈

した ThT溶液（最終濃度: 3 μM）を添加して攪拌し、室温で 30分間反応させた

後、蛍光強度を測定した（ex. 442 nm, em. 485 nm）。その蛍光強度から自家蛍光

の値を差し引いて、個々の蛍光強度の値とした。 
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Dot blot法 

 

メマンチンの Aβ42 オリゴマーの形成に対する作用を検討する目的で、ThT 

assayと同様に処置した Aβ 溶液を用いて dot blot 法により評価を行った。各溶液

を 5 μL分取し、ニトロセルロース膜（0.45 μm, Bio-Rad）に約 1 cm 間隔でスポ

ット状に添加した。膜を blockingした後、1 次抗体として Anti-Aβ antibody（6E10, 

1:2,000希釈, abcam）あるいは Anti-Aβ antibody（11A1, 1:400 希釈, IBL）を添加

し、室温で 2時間反応した。2次抗体として Alexa Fluor 680 Goat Anti-Mouse IgG 

(H+L)（1:10,000希釈）を添加し、室温で 1 時間反応した後、ODYSSEY で各 dot

の検出および蛍光強度の定量を行った。化合物未添加の Aβ42溶液群の蛍光強度

の平均値に対する各 dot の蛍光強度の割合（% of control）を算出し、評価した。 

 

 

透過電子顕微鏡 （Transmission electron microscopy; TEM）法 

 

メマンチンの Aβ 凝集に対する作用を視覚的に確認するため、透過電子顕微鏡

を用いて凝集の形態を観察した。凝集阻害作用検討の場合、ヒト Aβ(1-42)溶液

（最終濃度: 5 μM）をメマンチン溶液あるいは DW とともに 37°C で 72 時間反

応させた。凝集解離作用の評価では、ヒト Aβ(1-42)溶液（最終濃度: 1 μM）を 37°C

で 72時間反応させた後にメマンチン水溶液あるいは DWを添加し、さらに 37°C

で 24時間反応させた。観察にはネガティブ染色法を用いた。すなわち、支持膜

（日新 EM 株式会社）を張った VECO グリッド 400 メッシュ（以下グリッド, 

日新 EM 株式会社）を、イオンコーター（IB-3, 株式会社エイコー）で予め親水

化処理した。支持膜を張ったグリッドにメマンチンと反応させた Aβ サンプルを

載せて 10分間静置し、膜面に吸着させた。その後、2%リンタングステン酸水溶

液で染色し、自然乾燥させた後、透過電子顕微鏡（H-7500, 日立製作所）を用い

てサンプルを観察した。 
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Aβ 凝集体による細胞傷害性評価 

 

メマンチンが Aβ凝集形成を阻害することによって Aβ凝集体の神経細胞傷害

性に変化が生じるかを調べるため、メマンチン水溶液あるいは DW にヒト Aβ(1-

42)溶液を最終濃度が 5 μM となるように添加し、37°C で 72時間反応させた。メ

マンチン自身がもつ神経保護作用の影響を除くため、透析によって反応液から

メマンチンを除去した。化合物と反応させた Aβ 溶液の一部を透析前溶液として

4°C で保存した。残りの溶液を Tube-O-DIALYZER（G-Biosciences）を用いて、

添付説明書に従い、DW で 2 倍希釈した PBS で透析した。ThT assay を実施し、

透析の前後で蛍光強度が変わらないことを確認した。 

ラット初代培養神経細胞の培養は、以下のように行った。ラット大脳皮質神経

細胞 CX(R)（DS ファーマバイオメディカル株式会社）を神経細胞分散液の添付

プロトコールに従って分散し、DMEM 培地で調製して細胞数が 6×104 cells/well

になるように Poly-L-lysineコートプレート（ASAHI GLASS CO.,LTD）に播種し、

5% CO2インキュベーター内で培養した。DIV 1 および DIV 8に、Neurobasal 培

地に交換した。DIV 16 に透析した Aβ（最終濃度: 0.5 μM）を添加した Neurobasal

培地に置換した。24 時間後、Alamar Blue（Thermo Fisher Scientific）を用いて細

胞生存率（% of control）を調べた。 

 

 

統計解析 

 

本試験で算出されたデータは、平均値 ± 標準誤差（SEM）で示した。SAS 

System Release 8.2（SAS Institute, Inc.）を用いて、t 検定もしくは Dunnett 型多重

比較検定により、化合物各濃度群を対照群と比較した。
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結果 

 

1. メマンチンの脳内 Aβ 量に対する作用の検証 

 

Tg2576 マウスにおける脳内可溶性 Aβ および不溶性 Aβに対するメマンチンの

1ヶ月間飲水投与による作用 

 

Tg2576マウスは、APPSWEを過剰に発現するトランスジェニックマウスであり

（Hsiao et al., 1996）、Aβ 産生量が過剰である FADのモデルと位置づけられる。

FADモデルの脳内 Aβ 量におけるメマンチンの作用を確認するため、9ヶ月齢の

雌性 Tg2576 マウスを用い、メマンチンを 1 ヶ月間投与した際の Aβ 量に対する

影響を調べた。平均体重および飲水量は、1 ヶ月の投与期間を通して群間で差は

なかった（図表 5）。体重および飲水量から算出されたメマンチンの推定投与量

は、8.8および 16.1 mg/kg/dayであった。Vehicle群の脳における不溶性 Aβ40お

よび Aβ42量は、投与開始前（Pre群）と比較して 1ヶ月間で増加した。しかし、

メマンチンはいずれの用量においても、vehicle 群と比較して、脳における不溶

性 Aβ40 および不溶性 Aβ42 のいずれの増加も抑制した（図表 6A および 6B）。

メマンチンはまた、脳内の可溶性 Aβ40、Aβ42、Aβ オリゴマー、sAPPα および

sAPPβ の量を、いずれも有意かつ用量依存的に減少させた（図表 6C-G）。 

 

 

加齢 F344ラットにおける脳内、CSF中および血漿中 Aβ量に対するメマンチン

の 1ヶ月間飲水投与による作用 

 

次に加齢に伴い、脳内に内因性の Aβ 蓄積が観察される F344ラットを SADモ

デルと位置づけ、SAD モデルの脳内 Aβ 量の増加に対するメマンチンの作用を

検討した。22ヶ月齢の雄性 F344ラットを用い、メマンチンの Aβ 量に対する作
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用を検討した。メマンチンの 1 ヶ月投与による平均体重または飲水量への影響

は認められなかった（図表 7）。実際の飲水量より計算されたメマンチンの推定

投与量は 7.8 mg/kg/day であった。メマンチンは脳内の不溶性 Aβ42 量を有意に

減少させた（図表 8B）。 また、統計学的に有意ではなかったが、メマンチン投

与によって脳内、CSF中および血漿中 Aβ40 および CSF中 Aβ42の低下傾向が認

められた（図表 8A および C-F）。 

 

 

2. メカニズム解析 

 

2.1. Aβ 産生阻害作用 

 

ラット初代培養大脳皮質神経細胞の Aβ および sAPP に対するメマンチンの作

用 

 

メマンチンによる Aβ 量の低下のメカニズムを明らかにするために、メマンチ

ンがラット初代培養大脳皮質神経細胞で Aβ のレベルを低下させるかどうかを

検討した。神経細胞に、DIV 8 から 7日間、培地交換を行わずにメマンチン（10

および 30 μM）を曝露した。培養上清中の Aβ40、Aβ42、および sAPPβ 量は、メ

マンチンによって有意かつ用量依存的に減少した（図表 9）。また、メマンチン

30 μM 曝露により、sAPPα量の有意な減少が観察された。本実験において、メマ

ンチン曝露が細胞生存率には影響しないことを確認した（データ示さず）。しか

し、APP、α-secretase（ADAM10）、β-secretase（BACE1）、または γ-secretase（Nicastrin; 

Nct）のタンパクレベルでの発現量に変化は認められなかった（図表 10）。 
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メマンチンの α-secretase、β-secretase および γ-secretase の酵素活性に及ぼす影

響 

 

メマンチンの Aβ 産生に対する作用が、APP 切断酵素である α-secretase、β-

secretase および γ-secretase の酵素活性を調節することによるものかどうかを検

討した。H4細胞にメマンチン（3-30 μM）を曝露すると、培養上清中の Aβ 量は

減少することが確認された（図表 11）が、H4 細胞の膜画分に、1-100 μM のメマ

ンチンを作用させても、いずれの酵素活性も変化しなかった（図表 12A）。また、

メマンチンの長期曝露がこれら酵素活性に与える影響を調べるため、メマンチ

ン（20 mg/kg/day）を 1 ヶ月間投与した Tg2576 マウスの脳サンプルを用いて同

様の評価を行ったが、vehicle 投与マウスとメマンチン投与マウスとの間で、酵

素活性に差は認められなかった（図表 12B）。 

 

 

メマンチンによる Aβ産生抑制作用への NMDA受容体の関与 

 

本研究で観察された APP 代謝に対するメマンチンの作用が NMDA 受容体を

介しているか否かを明らかにするために、メマンチンと別の NMDA 受容体阻害

剤である D-AP5 および MK-801 のラット初代培養大脳皮質神経細胞に対する効

果を調べた。メマンチン（3-30 μM）は、Aβ40 および Aβ42のいずれも用量依存

的に減少させた。D-AP5（10-100 μM）および MK-801（1-10 μM）もまた Aβ 量

を減少させたが、十分に NMDA受容体を阻害する濃度においてもその効果はメ

マンチンより弱く、限定的であった（図表 13）。 

 

 

ラット初代培養大脳皮質神経細胞における APP および BACE の細胞内輸送に

対するメマンチンの作用 
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メマンチンが APP または BACE1 のエンドサイトーシスに影響するかどうか

を明らかにするため、既報に準じて細胞表面ビオチン化アッセイを行った

（Kanatsu et al., 2014）。DIV 8 および DIV 14 のいずれにおいても、メマンチン

曝露により、APP の総量（input）を変化させることなく、細胞表面でのビオチン

化 APP 量（pull-down）が有意に増加することを見出した。一方で、総 BACE1量

と細胞表面の BACE1 量は、対照細胞とほぼ同等であった（図表 15 および 16）。 

 

ここまでの研究成果は原著論文「Memantine reduces the production of amyloid-β 

peptides through modulation of amyloid precursor protein trafficking. Eur J Pharmacol. 

798,16–25, (2017)」として発表した。 

 

2.2. Aβ 凝集阻害作用 

 

ThT assayを用いた Aβ 凝集形成に対するメマンチンの作用評価 

 

Aβ凝集形成に対するメマンチンの作用を評価するための最適条件を見出す目

的で、ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 1、3および 5 μM）の ThT蛍光強度を反応後 144

時間までトラッキングした。ThT蛍光強度は、Aβ 濃度依存的に増加し、いずれ

の濃度においても反応 72時間後には平衡状態に達することが確認された（図表

19A）。そこで、Aβ 濃度 1 μM という条件を選択し、メマンチンの Aβ 凝集形成

に対する作用を評価した。メマンチンは 0.1 から 3 mM において濃度依存的に

Aβ 凝集の形成を抑制した（図表 19B）。その作用は、反応 24時間後から観察さ

れ、144 時間後まで持続した。Aβ 凝集抑制作用が報告されているメチレンブル

ー（Taniguchi et al., 2005）とメマンチンと同じアダマンタン骨格を有する NMDA

拮抗薬のアマンタジン（図表 20）について反応 72時間後における作用を評価し

たところ、メマンチン（0.1および 0.3 mM）とメチレンブルー（3 μM）は有意に
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Aβ 凝集形成を抑制したのに対し、アマンタジンはメマンチンが反応する濃度に

おいても Aβ 凝集形成抑制作用は認められなかった（図表 21）。 

 

 

TEM観察による Aβ凝集形成に対するメマンチンの作用評価 

 

メマンチンの Aβ 凝集に対する作用を視覚的に確認するため、ヒト Aβ(1-42)

（最終濃度: 5 μM）をメマンチン（0.3-3 mM）あるいは DW（コントロール）と

反応させ、その構造変化を TEM で観察した。コントロールサンプルでは多くの

長い線維状の Aβ 凝集体が観察された。それに対し、メマンチンでは長い線維状

Aβ が減少した（図表 22）。 

 

 

Aβ オリゴマー形成に対するメマンチンの作用 

 

メマンチンの Aβ42オリゴマー形成に対する作用を評価するため、メマンチン

と反応させた Aβ 溶液を、6E10（Aβ モノマー、オリゴマーともに認識）および

11A1（オリゴマーを特異的に認識）の 2種類の抗 Aβ 抗体を用いて、dot blot 法

により評価した。メマンチン、アマンタジンおよびメチレンブルーはいずれも

6E10 抗体で検出される Aβ に対して変化させることはなかった（図表 23A およ

び 23B）。メマンチンおよびメチレンブルーは 11A1 抗体で検出される Aβ オリ

ゴマー量を有意に減少させたが、アマンタジンは変化させなかった（図表 23A

および 23C）。 

 

 

ラット初代培養大脳皮質神経細胞を用いた Aβ 凝集体による細胞傷害性に対す

るメマンチンの作用 
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メマンチンが Aβ凝集形成を阻害することによって Aβ凝集体の神経細胞傷害

性に変化が生じるかを調べるため、ラット初代培養大脳皮質神経細胞を用いて

検討した。ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 5 μM）とメマンチン（最終濃度：1 mM）あ

るいは DW を 72時間反応させた後、メマンチン自体の持つ神経細胞保護作用の

影響を除くため、透析により反応液中のメマンチンを除いた。透析操作が Aβ 凝

集体に影響しないことを ThT assay によって確認した（図表 24A）。神経細胞

（DIV 16）に透析した Aβ を添加し、その 24 時間後に Alamar blue を用いて生存

率を評価した。DWと反応させたAβ凝集体では神経細胞の生存率は低下したが、

メマンチンと反応させた Aβ 凝集体ではそれに比べて生存率が有意に高く、細胞

傷害性が減弱していることが明らかとなった（図表 24B）。 

 

 

種々の Aβ 凝集形成に対するメマンチンの作用 

 

ヒト Aβ(1-42)以外の種々の Aβ の凝集形成においてもメマンチンが影響する

かどうかを調べるため、種の異なるマウス Aβ、AD 患者脳で認められる[Pyr3]-

Aβ(3-42)、早期発症 FAD と関連のある変異 Aβ、および N 末端あるいは C 末端

の長さの異なる Aβ を用いて、その凝集形成に対するメマンチンの作用を ThT 

assayで評価した。用いた各種 Aβ のコントロール群の ThT 蛍光強度の平均値を

図表 25 に示すが、いずれの Aβ ペプチドについても凝集体を形成することが確

認された。メマンチン（最終濃度: 0.1-1 mM）は、これらいずれの Aβ の凝集に

対しても有意かつ濃度依存的に阻害を示した（図表 26）。 

 

 

2.3. Aβ 凝集解離作用 
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ThT assayおよび TEM観察による Aβ凝集体に対するメマンチンの作用評価 

 

すでに形成された Aβ 凝集に対してもメマンチンが影響を与えるかどうかを

調べるため、ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 3 μM）を 37℃で 72時間反応させ、凝集

体を形成させた後に、メマンチン、アマンタジンあるいはメチレンブルーを添加

し、さらに 24時間反応させた。メマンチン（最終濃度: 1および 3 mM）および

メチレンブルー（最終濃度: 0.3-3 μM）はあらかじめ形成された Aβ 凝集の ThT

蛍光強度を有意かつ濃度依存的に減少させたが、アマンタジンは同じ濃度域に

おいて作用を示さなかった（図表 27）。また TEM 観察により、メマンチン添加

によって濃度依存的に Aβ 線維の数が減少していることを確認した（図表 28）。 

 

ここまでの研究成果は原著論文「Memantine inhibits β-amyloid aggregation and 

disassembles preformed β-amyloid aggregates. Biochem Biophys Res Commun. 

493(1),158–163, (2017)」として発表した。 
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考察 

 

本研究では、すでに脳内に Aβ 蓄積が認められる APP トランスジェニックマ

ウスを FADモデル、正常加齢 F344ラットを SADモデルと位置づけ、これらの

ADモデルにおける脳内 Aβ 量および蓄積に対するメマンチンの作用を確認する

とともに、そのメカニズムを明らかにすることを目的とした。メマンチンの作用

点として想定される作用のうち、「Aβ 産生阻害作用」、「Aβ 凝集抑制作用」お

よび「Aβ 凝集解離作用」についてそれぞれ検討した。 

 

まず、FAD モデルの脳内 Aβ 蓄積に対するメマンチンの作用を評価すべく、

Tg2576マウスを用いた。Tg2576 マウスは、Swedish 変異（KM670/671NL）を有

する APP の突然変異型（isoform 695）を過剰発現させた AD の動物モデルの 1

つであり（Hsiao et al., 1996）、6ヶ月齢から Aβ 産生が増加し、9-12ヶ月齢には

脳内アミロイド斑の蓄積が認められる（Kawarabayashi et al., 2001）。臨床におい

ては、メマンチンの治療介入は中等度以上の AD患者で行われており、その時点

で患者の脳には Aβ 沈着がすでに認められている。したがって、メマンチンの Aβ

蓄積に対する治療効果を実臨床に即して評価するためには、すでに沈着の始ま

った月齢の Tg2576 マウスを用いる必要があると考える。一方、これまでに報告

されている ADモデルを用いた評価は、Aβ 沈着が始まる前からメマンチンを投

与している。Tg2576 マウスにおいて、雄性マウスと比較して雌性マウスのほう

が脳において早く Aβ 沈着が起こることが報告されている（Callahan et al., 2001）

ことから、我々は脳内 Aβ 蓄積に対するメマンチンの治療効果を、すでに沈着が

始まった月齢で、かつ短期間で評価するため、9 ヶ月の雌性 Tg2576 マウスに対

してメマンチンを 1 ヶ月間投与してその有効性を検討することとした。 

 

メマンチン（10 および 20 mg/kg/day）の 1 ヶ月間の投与によって、すでにア

ミロイド斑が形成されたマウスの脳における不溶性 Aβ 量の増加を抑制するこ
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とが示された。この結果は、アミロイド斑が観察されない 3ヵ月齢の Tg2576マ

ウスへのメマンチン投与が予防効果を有することを示すこれまでの報告（Dong 

et al., 2008）と類似している。以上の結果から、メマンチンは Aβ 沈着が始まる

前からの予防的投与のみならず、すでに沈着し始めてからの治療的投与によっ

ても、脳内 Aβ 蓄積の進行を止める可能性が示唆される。 

 

また、メマンチンはTg2576マウスの脳内Aβオリゴマー量の増加も抑制した。

Aβ オリゴマーは、モノマーに比べて細胞障害性が強く、AD 発症に関与するこ

とが報告されている（Shankar et al., 2008）。メマンチンが FADモデルにおける

脳内の不溶性 Aβ および Aβ オリゴマー量を低下させることが示されたことか

ら、FAD 患者において、それらの毒性を減弱させる病態改善作用を示すことが

示唆される。 

 

さらに、我々は加齢に伴って脳内での内因性 Aβ の蓄積が認められる F344 ラ

ットにおけるメマンチンの作用を検討した。これまでに FADモデル動物におけ

るメマンチン投与の有効性は報告されているが、正常動物の加齢に伴う脳内 Aβ

量蓄積に対する作用は検討されていない。F344 ラットは、加齢に伴って記憶障

害が起こること（Kikusui et al., 1999）、22ヶ月齢以上になると脳内に不溶性 Aβ42

が有意に増加することから、遺伝的要因に起因しない SAD患者に類似した特徴

を有していると考えられている（Takahashi et al., 2010）。そこで、我々は正常動

物の加齢に伴う Aβ 量増加に対するメマンチンの作用を検討するため、22 ヶ月

齢の F344ラットを用いることとした。 

 

メマンチン（10 mg/kg/day）の 1 ヶ月投与によって、加齢 F344 ラットの脳に

おける不溶性 Aβ42 量は有意に減少した。本結果は、メマンチンが FAD 患者と

みならず、SAD 患者においても脳内の Aβ の蓄積を減少させる可能性を示唆し

ている。SAD患者数は圧倒的に多く、AD全体の約 9割を占める。また、高齢化
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が進むほど SAD 患者数が増加し、AD 患者における割合が大きくなると予測さ

れる（Bekris et al., 2010）。つまり、メマンチンは脳内 Aβ の蓄積を減少させ、そ

の病態を改善することで、発症の早い FAD 患者および今後も増加するであろう

SAD患者のいずれに対しても、良好な治療オプションとなることが期待される。 

 

次に、メマンチンの脳内 Aβ 沈着量の減少の作用メカニズムの解明に取り組ん

だ。作用点として想定した「Aβ 産生阻害作用」、「Aβ 凝集抑制作用」、「Aβ 凝

集解離作用」および「Aβ 分解促進作用」のうち、「Aβ 産生阻害作用」、「Aβ 凝

集抑制作用」および「Aβ 凝集解離作用」についてそれぞれ検討した。 

 

先述のTg2576マウスにおいて、脳内の可溶性Aβ量も減少していたことから、

Aβ の産生機構に何らかの影響を及ぼしている可能性があると考え、まず、Aβ 産

生を阻害する可能性に焦点を当てた。ラット初代培養大脳皮質神経細胞にメマ

ンチンを 10および 30 μM で曝露させると、神経細胞の培養上清中の Aβ レベル

を用量依存的に有意に減少させた。しかし、メマンチンは、その細胞における、

APP やその切断酵素である α-secretase、β-secretase および γ-secretase の発現量に

は影響しなかった。さらに、H4細胞を用いた in vitro 評価において、メマンチン

は培養上清中の Aβ 量は低下させるものの、その細胞におけるいずれの APP 切

断酵素の活性にも影響を与えなかった。メマンチンを 1 ヶ月間投与し、実際に

Aβ 量の減少が認められた Tg2576 マウスにおいても、その脳の細胞膜画分の各

酵素の切断活性に影響がなかった。これらの結果から、メマンチンが各酵素に対

する直接的あるいは間接的な活性化作用や阻害作用を有していないことが示さ

れた。 

 

次に我々は、メマンチンの APP 細胞内輸送に対する作用についても検討する

こととした。ここまでの研究で得られた結果から、メマンチンが APP および APP

切断酵素の発現量や APP 切断酵素の活性を変化させることなく、Aβ 量を低下さ
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せることが示されたため、メマンチンの Aβ 低下作用は、APP あるいは BACEの

細胞内輸送の変化を介したものであるという仮説を立てた。 

 

ラット初代培養大脳皮質神経細胞を用いて、DIV 8あるいは DIV 14にメマン

チン（10 あるいは 30 μM）を 2 時間曝露させたところ、APP の総量を変化させ

ることなく、細胞表面の APP 量が有意に増加した。一方で、BACE1 の総量と細

胞表面量は変化がなかった。 

 

APP および BACE の細胞内輸送の模式図を図表 17 に示す。細胞表面 APP の

大部分は、非アミロイド形成経路を介してクリアランスされるが、Aβ の生成お

よび分泌には細胞表面APPの内部移行およびリサイクリングが必要である（Koo 

et al., 1994）。APP と BACE1はともに Rab GTPase 5 陽性の初期エンドソームに

運ばれる（Rajendran et al., 2006）。しかし、両タンパクの輸送経路は別々に制御

されている。すなわち、APP のエンドサイトーシスは、クラスリン依存性であ

り、そのアダプタータンパク質複合体 AP-2 および Dab2 がリクルートされるこ

とによって起こる。一方、BACE は、ADP-リボシル化因子-6（ARF6）によって

制御される経路を介して内部移行し、初期エンドソームに運ばれる（Nordstedt et 

al., 1993; Lee et al., 2008; Sannerud et al., 2011）。我々は、メマンチンが BACE1 に

影響を及ぼすことなく、細胞表面で APP の量を有意に増加させることを示した。

これは、メマンチンが APP エンドサイトーシスに特異的に抑制し、エンドソー

ムでの β-secreraseによる切断を減少させる可能性を示唆している（図表 18）。 

 

これまでに APPおよび BACEは神経活動誘導の際に共局在することが報告さ

れている（Kamenetz et al., 2003; Das et al., 2013）。グリシンによるニューロンの

刺激は、APP/BACE の共局在の有意な増加をもたらすが、ニューロンとメマンチ

ンあるいは D-AP5 とをあらかじめ反応させることにより、曝露後 30 分以内に

NMDA受容体経路を介してこの共局在化が阻害される（Das et al., 2013）。ここ
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で報告されているメマンチンの APP/BACE の共局在化の阻害は、本研究におい

て我々が見出した、メマンチンによる APP エンドサイトーシスの阻害を介した

β-secretase切断抑制メカニズムを支持するものである。 

 

一方、本研究でのラット初代培養大脳皮質神経細胞に対する 7 日間の曝露実

験においては、D-AP5 やMK-801は Aβ レベルを低下させたものの、その作用は

限定的であった。すなわち、メマンチンの長期投与による Aβ 産生抑制作用は主

に NMDA受容体非依存的な作用である可能性が高いことを示唆している。これ

は、NMDA受容体活性が検出されない SK-N-SH細胞においても、メマンチンが

Aβ 量を低下させるという報告とも一致する（Pizzi et al., 2002; Alley et al., 2010）。

メマンチンの長期投与は、NMDA 受容体経路とは独立して、クラスリン依存性

エンドサイトーシスおよび APP の細胞内局在化に影響を及ぼす可能性がある。 

 

特筆すべき点として、in vitro および in vivoでのメマンチン処置後の sAPPαお

よび sAPPβ 産生の減少が観察された。BACE 遺伝子欠失または低分子化合物に

よる BACE 活性阻害により、ニューロンにおける sAPPβ が減少し、sAPPα が増

加することが知られている（Colombo et al., 2013）ことから、メマンチンが単に

APP 代謝や APP 切断酵素阻害を介して作用するのではなく、細胞内輸送といっ

た細胞の機能に影響を与えることが示唆される。 

 

以上より、我々のデータおよび先行研究から、メマンチンが NMDA 受容体依

存性および非依存性の両経路を介して APP および BACE の共局在に影響を与

え、その結果として Aβ 産生を制御しうることが示唆された。メマンチンの APP

細胞内輸送の制御に関して、より詳細な分子メカニズムの解明にはさらなる研

究が必要である。 
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本研究では Aβ 産生阻害作用のほかに、Aβ 凝集に対する作用についても検討

した。ThT assay および TEM 観察により、メマンチンがヒト Aβ(1-42)の凝集形

成を阻害するだけでなく、すでに形成された Aβ 線維を解離することを示した。

さらに、dot blot 法を用いた解析から、Aβ オリゴマーの形成も阻害していること

を示した。以上の結果から、メマンチンは Aβ 線維およびオリゴマーの形成を直

接阻害する可能性があり、我々は、これらの作用もまた、メマンチンの脳内 Aβ

蓄積減少の作用メカニズムであると考えている。 

 

これまでの様々な研究から、Aβ 凝集過程は N末端の長さ、C 末端の長さ、転

写後修飾あるいはアミノ酸配列により影響を受けることが知られている。その

ため、様々な分子種の Aβ ペプチドを用いてメマンチンの凝集抑制作用を調べる

ことで、その作用点を限定できると考え、種の異なるマウス Aβ、AD 患者脳で

認められる[Pyr3]-Aβ(3-42)、FADと関連のある変異 Aβ、および N 末端あるいは

C 末端の長さの異なる Aβ といった種々の Aβ ペプチドを用いて、様々な Aβ 凝

集形成に対するメマンチンの作用を評価した。その結果、メマンチンはヒト

Aβ(1-42)だけでなく、マウス Aβ、[Pyr3]-Aβ(3-42)を含め、評価したいずれの Aβ

ペプチドの凝集体の形成も阻害した。これらの結果は、メマンチンが Aβ 変異の

アミノ酸配列の違いによらず、その凝集を阻害することを示唆する。注目すべき

点として、メマンチンは、[Pyr3]-Aβ(3-42)と D23N Aβ の凝集形成に対して作用

は弱かった。このことから N末端と配列の 23番目のアスパラギン酸残基が、Aβ

オリゴマー形成に対するメマンチンの相互作用、効果、またはその両方に関与し

ている可能性がある。メマンチンの Aβ 凝集に対する作用様式を明らかにするた

めには、Aβ凝集体の構造生物学的な解析を含めてさらなる研究が必要であるが、

本結果は、メマンチンが SAD および FAD を含む広範囲の患者に対して有用で

ある可能性を示している。 
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Aβ 凝集体は神経細胞に対して障害性を示すことが報告されており、メマンチ

ンは in vivo において、Aβ40 あるいは 42 の凝集体や Aβ オリゴマーによって引

き起こされる神経細胞死を抑制することが報告されている（Nakamura et al., 

2006; Nyakas et al., 2011）。本研究では、メマンチンと作用させた後、透析によ

ってメマンチンを除去した Aβ ペプチドは、その細胞傷害性が減弱していること

を示した。以上から、メマンチンは、それ自身のもつ NMDA受容体を介した Aβ

凝集体による神経細胞障害に対する保護作用に加えて、Aβ 線維やオリゴマー形

成を抑制することによってそれらの神経細胞障害性を低減する作用を有するこ

とが示された。 

 

アマンタジンは、図表 20で示す通り、メマンチンと同じアダマンタン骨格を

有する類似構造を持ち、メマンチンと同様 NMDA拮抗作用を持つ。しかしなが

ら、メマンチンが in vitro 実験において濃度依存的にヒト Aβ(1-42)の凝集形成を

阻害し、凝集を乖離させたのに対し、アマンタジンは同じ濃度範囲でそれらの作

用を示さなかった。このことから、メマンチンは NMDA拮抗作用に依らない凝

集形成阻害作用および凝集解離作用を有することが示唆された。 

 

動物実験での投与量に関して、Tg2576 マウスのメマンチン血漿中濃度をサテ

ライト実験にて測定したところ、メマンチンを 20 mg/kg/day で 1 ヶ月間投与し

た際の最終時点での血漿中濃度は 0.80 ± 0.16 μM（N=7）であった。先行研究に

おいて、ラット脳組織中のメマンチンの濃度は、血清および CSFよりも 20-30倍

高いことが報告されている（Hesselink et al., 1999）。この報告に基づくと、本研

究での動物実験における脳内メマンチンの推定濃度は 16-24 μM となる。すなわ

ち、動物試験における脳内メマンチン濃度（16-24 μM）は、Aβ 産生阻害作用を

評価する際に細胞に曝露し、作用が認められたメマンチン濃度（3-30 μM）と同

程度と考えられる。 
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臨床において、メマンチンを服用した患者における CSF 中のメマンチン濃度

は 0.05-0.3 μM であることが報告されている（Kornhuber et al., 1995）。DIANコ

ホート研究における 128 名の参加者の CSF 中の Aβ42 濃度は、APP、PSEN1 あ

るいはPSEN2の 3つの遺伝子のうち 1つ以上の変異をもった被験者で 218 pg/mL

であり、変異を持たない被験者では 398 pg/mLであった（Bateman et al., 2012）。

ADNIコホート研究において、平均 CSF中 Aβ(1-42)濃度は、健常者、軽度認知障

害（以下 MCI）患者あるいは AD 患者において、それぞれ 229.0、141.0 あるい

は 134.0 pg/mLであった（Toledo et al., 2013）。 

本研究で、非細胞系でのメマンチンによる Aβ 凝集阻害作用あるいは凝集解離

作用は、0.1-3 mM で濃度依存的に観察された。これらの実験では短時間で Aβ を

凝集させるために、1-5 μM という生理的な濃度より高い Aβ ペプチドを用いて

いるが、実際に生体内で生じる緩徐な Aβ の凝集を阻害するのに必要なメマンチ

ン濃度は、0.1-3 mM の濃度域よりは低いと考えられる。人で有効性を示す脳組

織中のメマンチン濃度（上述の報告からの推測）と CSF中 Aβ 濃度との比率は、

非細胞系の実験で用いた両者の比率に近いことから、メマンチンによる Aβ 凝集

作用は、両者の比率によって発現する可能性が考えられた。この点に関しては更

なる検証が必要である。 

 

本研究において、メマンチンの長期投与は、遺伝子改変 ADマウスモデルにお

いて脳内 Aβ 量を低下させるだけでなく、正常動物における月齢依存的な Aβ 蓄

積をも阻害することを示した。その作用メカニズムとして、APP の細胞内輸送

を制御することによる「Aβ 産生阻害作用」、またヒト Aβ(1-42)のみならず、種々

の凝集性のある Aβ ペプチドに対して示した「Aβ 凝集抑制作用」、さらに「Aβ

凝集解離作用」が関与している可能性を示した（図表 29）。しかしながら、メ

マンチンの APP の細胞内輸送の制御に関して、また。Aβ 凝集抑制作用および

Aβ 凝集乖離作用に関する作用機序についてはさらなる検討の余地がある。これ

らのメカニズムが解明されれば、AD に対する新たな治療標的が見出され、AD
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治療薬の創出に役立つ可能性がある。また、Aβ 以外の凝集性の高いタンパク（tau

やシヌクレイン等）に対する検討の余地も残されており、これら凝集タンパクに

対しても、メマンチンが凝集阻害作用および凝集乖離作用を示せば、AD以外の

疾患（パーキンソン病やレビー小体型認知症、ハンチントン病等）の治療につな

がる可能性がある。 

 

さらに、メマンチンが Aβ 分解酵素である Kallikrein-related peptidase 7（KLK7）

の mRNA 発現量を増加させ、Aβ の分解にも寄与する可能性があることが報告

されており（Kidana et al., 2018）、メマンチンは「Aβ 分解促進作用」も有する可

能性が示唆されている。以上の結果から、メマンチンは NMDA受容体阻害に基

づく神経保護作用のみならず、さまざまなアプローチで Aβ を減少させる作用を

併せ持ち、病態コントロールだけでなく、AD患者の症候の改善しうる魅力的な

“疾患修飾薬”である可能性を秘めている（図表 29）。 
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図表 1 日本で上市されている認知症適応の薬剤（2018年現在） 

 

アセチルコリンエステラーゼ阻害薬 3 剤と、NMDA 受容体阻害薬が 1 剤上市

されている。（国立長寿医療研究センター 認知症・せん妄サポートチームマニ

ュアルより改変） 

* AChE: アセチルコリンエステラーゼ、** BuChE: ブチルコリンエステラーゼ 
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図表 2 アミロイド仮説 

 

Aβ が凝集した可溶性 Aβ オリゴマーや不溶化した Aβ 線維が神経細胞障害性

を持ち、神経細胞死を引き起こして認知機能障害につながる。脳における Aβ の

産生、凝集および蓄積の異常が ADの発症に深く関与しているという仮説。この

図は、既報（Tomita, 2014）の図を改変した。 
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図表 3 APPの切断経路 

 

Aβ 前駆物質である APP の切断には 2 つの異なる経路が存在する。APP が α-

secretaseに切断されて sAPPαを生成し、その後 γ-secretaseに切断されて p3を生

成する「非アミロイド形成経路」と、β-secretaseに切断されて sAPPβ を生成し、

その後 γ-secretase に切断されて Aβ を生成する「アミロイド形成経路」である。

この図は、既報（Kikuchi et al., 2017）の図を改変した。 
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図表 4 想定されるメマンチンの作用点 

 

メマンチンの脳内 Aβ 量および蓄積を減少させる作用の作用点として、「Aβ

産生阻害作用」、「Aβ 凝集抑制作用」、「Aβ 凝集解離作用」および「Aβ 分解

促進作用」が想定された。この図は、既報（Tomita, 2014）の図を改変した。 
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図表 5 メマンチン 1ヶ月飲水投与時の Tg2576マウスの平均体重および飲水量 

 

(A) 群ごとの平均体重（N=23-24, Mean ± S.E.M.） 

(B) 1匹あたりの飲水量（g/day） 
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図表 6  Tg2576マウスを用いたメマンチン 1ヶ月間投与の作用評価 

 

脳における CHAPS 不溶性 Aβ 量（Aおよび B）、CHAPS 可溶性 Aβ 量（C お

よび D）、Aβ オリゴマー量 （E）、sAPPα量 （F）および sAPPβ 量（G）に対

するメマンチン 1 ヶ月間投与の作用を確認した（pre: N=5, DW and memantine 

group: N=23-24, Mean ± S.E.M., * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, vs DW group, by 

Dunnett test）。 
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図表 7 メマンチン 1ヶ月飲水投与時の加齢 F344ラットの平均体重および飲水

量 

 

(A) 群ごとの平均体重（Control: N=4, Memantine: N=7, Mean ± S.E.M.） 

(B)  1 匹あたりの飲水量（g/day） 
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図表 8 加齢 F344ラットを用いたメマンチン 1ヶ月投与の作用評価 

 

脳内 CHAPS 不溶性 Aβ 量（Aおよび B）、CSF中 Aβ 量 （C および D）、血

漿中 Aβ 量 （E および F）に対するメマンチン 1 ヶ月間投与の作用を確認した

（Control: N=4, Memantine (MEM) : N=7, Mean ± S.E.M., * P<0.05 vs DW group, by 

Dunnett test）。 
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図表 9 ラット初代神経細胞における Aβおよび sAPPに対するメマンチンの作

用 

 

DIV 8 の細胞にメマンチンあるいは DW を添加し、7 日後の培養上清中の Aβ

および sAPP 量を ELISA にて測定した（4 samples, Mean ± S.E.M., * P<0.05, ** P 

<0.01, *** P <0.001 vs DW group, by Dunnett test）。 
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図表 10  APP, ADAM10, BACE1 および Nicastrin 量に対するメマンチンの作

用 

 

ラット初代神経細胞に DIV 8 から 7 日間、メマンチンあるいは DW を添加し、

細胞中の APP、ADAM10、BACE1および Nicastrin（Nct）の発現量を Immunoblot

法にて検出した。各バンドを定量し、βIII-tubulin（βIII-tub.）量で補正し比較した

（4 samples, Mean ± S.E.M.）。 
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図表 11  H4細胞におけるメマンチン曝露による培地上清中 Aβ量への影響 

 

ヒト神経膠腫細胞株である H4 細胞において、3 日間メマンチンあるいは DW

を曝露し、培養上清中の Aβ40 および Aβ42 量を測定した（5 samples, Mean ± 

S.E.M., ** P <0.01, *** P <0.001, compared to the control group by Dunnett test.）。 
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図表 12  APP 切断酵素である α-secretase、β-secretase および γ-secretase の酵

素活性に対するメマンチンの作用 

 

(A) H4細胞の膜画分を酵素画分として、α-secretase、β-secretaseおよび γ-secretase

それぞれの基質と、メマンチン（1-100 μM）あるいは各陽性対照、TAPI-0、BACE 

inhibitor IV（Bi4）および L-685, 458（GSI）を反応させた（3 samples, Mean ± S.E.M.）。 

(B) メマンチン（MEM, 20 mg/kg/day）あるいは DW を 1ヶ月間投与した Tg2576

マウスの脳の膜画分を用いて、各酵素の活性の変化の有無を調べた（3 samples, 

Mean ± S.E.M.）。 
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図表 13 ラット初代神経細胞における Aβ に対する NMDA 受容体阻害薬の作

用 

 

DIV 8 の細胞にメマンチン（3-30 μM）、D-AP5（10-100 μM）、MK-801（1-10 μM）

あるいは DW を添加し、7 日後の培養上清中の Aβ40 (A) および Aβ42 (B) 量を

ELISAにて測定した（4 samples, Mean ± S.E.M., * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 

vs DW group, by Dunnett test）。 
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図表 14 細胞表面ビオチン化アッセイの模式図 

 

細胞膜透過性のない Sulfo-NHS-SS-Biotin を用いて、細胞表面にあるタンパク

のみを標識し、メマンチン（MEM）によって細胞表面上の特定のタンパク量が

変化するかどうかを調べた。 
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図表 15  APPおよび BACE の細胞内輸送に対するメマンチンの作用（DIV 8） 

 

DIV 8 のラット初代神経細胞を用いて、メマンチン添加後の細胞全体（input）

と細胞表面上（pull-down）の APP および BACE 量を Immunoblot 法にて検出し

た。グラフは細胞全体に対する細胞表面の APP あるいは BACE量の比を示した

（4 samples, Mean ± S.E.M., * P <0.05 vs the control group, by Dunnett test）。  
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図表 16  APPおよびBACEの細胞内輸送に対するメマンチンの作用（DIV 14） 

 

DIV 14 のラット初代神経細胞を用いて、メマンチン添加後の細胞全体（input）

と細胞表面上（pull-down）の APP および BACE 量を Immunoblot 法にて検出し

た。グラフは細胞全体に対する細胞表面の APP あるいは BACE量の比を示した

（4 samples, Mean ± S.E.M., * P <0.05, *** P <0.001 vs the control group, by Dunnett 

test）。 
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図表 17 APP および BACE の細胞内輸送 

 

Aβ 産生経路において、APP が細胞表面膜よりエンドサイトーシスを受けるこ

とが必要であることが示されている。APP と BACE（β-secretase）はそれぞれ別

のメカニズムで細胞表面から細胞内へ取り込まれてエンドソームに運ばれ、そ

こで APP が切断され Aβ が産生されることが知られている。この図は、既報

（Sannerud et al., 2011）の図を改変した。 
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図表 18  APPおよび BACE の細胞内輸送に対するメマンチンの作用 

 

メマンチンは、APP の細胞内輸送を制御することで Aβ 産生を阻害している可

能性が示唆された。この図は、既報（Sannerud et al., 2011）の図を改変した。  
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図表 19 メマンチンの Aβ 凝集阻害作用 

 

(A) ヒト Aβ(1-42)を 37°Cで 24, 72および 144時間反応させた際の ThT蛍光強度

（3 samples, Mean ± S.E.M.）。 

(B) ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 1 μM）をメマンチン（MEM, 0.1-3 mM）とともに

37°C で 72時間反応させた際の ThT蛍光強度（3 samples, Mean ± S.E.M.）。 
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図表 20 メマンチン (MEM) およびアマンタジン (AMA) の構造 
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図表 21 メマンチン、アマンタジンおよびメチレンブルーの Aβ凝集阻害作用 

 

ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 1 μM）をメマンチン（MEM, 0.03-0.3 mM）、アマン

タジン（AMA, 0.03-0.3 mM）、メチレンブルー （MB, 0.3-3 μM）あるいは DW

（control）とともに 37°C で 72時間反応させた際の ThT蛍光強度（% of control, 

3 samples, Mean ± S.E.M., * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs the control group, by 

Dunnett test）。 
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図表 22 透過電子顕微鏡（TEM）を用いたメマンチンの Aβ凝集阻害作用評価 

 

ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 1 μM）をメマンチン（0.3-3 mM）あるいは DW （control）

とともに 37°C で 72 時間反応させた後、ネガティブ染色を行った（Scale bar: 100 

nm）。 
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図表 23  Dot blot 法を用いた Aβオリゴマー形成に対する各薬剤の作用 

 

ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 1 μM）をメマンチン（MEM, 0.3-3 mM）、アマンタ

ジン（AMA, 0.3-3 mM）、メチレンブルー（MB, 0.3-3 μM）あるいは DW（control）

とともに 37°C で 72 時間反応させた。 

(A) 反応させたサンプルを Dot blot 法にて検出した。 

(Bおよび C) 抗 Aβ 抗体（B: 6E10）および抗 Aβ オリゴマー抗体（C: 11A1）に

よるドットの定量値（% of control, 3 samples, Mean ± S.E.M., * P <0.05, ** P <0.01 

vs the control group by Dunnett test）。 
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図表 24 ラット初代神経細胞を用いた Aβ毒性に対するメマンチンの作用 

 

ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 5 μM）をメマンチン（1 mM）あるいは DW （control）

とともに 37°C で 72 時間反応させた後、透析によりメマンチンを除去した。 

(A) 透析する前後のサンプルを用いた ThT assayを行い、透析の前後で蛍光強度

が変わらないことを確認した。 

(B) 透析した Aβ サンプルを DIV 16 のラット初代神経細胞に添加し、その 24時

間後の細胞生存率を Alamar Blueを用いて評価した (% of control, 6 wells, Mean ± 

S.E.M., ** P <0.01 vs the control group, # P <0.05 vs the DW group by t-test)。 
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図表 25 試験に用いた各種 Aβ ペプチドおよび各種 Aβぺプチドの control 群の ThT 蛍光強度 
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図表 26 各種 Aβ の凝集形成に対するメマンチンの作用 

 

各種 Aβ（最終濃度: 1 μM）をメマンチン（MEM, 0.1-1 mM）あるいは DW （control）とともに 37°C で 72 時間反応させ、

ThT assayにて評価した（% of control, 3 samples, Mean ± S.E.M., * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs the control group by Dunnett 

test）。  
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図表 27 メマンチン、アマンタジンおよびメチレンブルーの Aβ凝集乖離作用 

 

ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 3 μM）を 37°C で 72時間反応させた後、メマンチン

（MEM, 0.3-3 mM）、アマンタジン（AMA, 0.3-3 mM）、メチレンブルー（MB, 

0.3-3 μM）あるいは DW（control）を添加し、さらに 37°C で 24時間反応させた

際の ThT 蛍光強度（% of control, 3 samples, Mean ± S.E.M., *** P <0.001 vs the 

control group, by Dunnett test）。 
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図表 28 TEMを用いたメマンチンの Aβ凝集乖離作用評価 

 

ヒト Aβ(1-42)（最終濃度: 3 μM）を 37°C で 72時間反応させた後、メマンチン

（0.3および 3 mM）あるいは DW（control）を添加し、さらに 37°C で 24時間反

応させ、ネガティブ染色を行った（Scale bar: 100 nm）。 

  



67 

 

 

 

図表 29 本検討で示唆されたメマンチンの作用点 

 

メマンチンの脳内Aβ量および蓄積を減少させる作用の作用点として、APP の

細胞内輸送の制御を介した「Aβ 産生阻害作用」、ヒト野生型 Aβ(1-42)のみなら

ず、種々の Aβ ペプチドに対する「Aβ 凝集抑制作用」ならびに「Aβ 凝集解離作

用」を有している可能性が示唆された。この図は、既報（Tomita, 2014）の図を

改変した。 
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