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Abstract

AIzheimer'sdisease(AD)isbyfarthemostcommonformofdementia,anditsprevalence

isincreasingallovertheworld.ThepathologyofADischaracterizedbysenileplaqueand

neuro魚brillartangle,whichConsistofI?-amylo豆d(Al?)andhyperphosphorylatedtan,respec-

t豆vely.AlthoughamyioidhypothesisinADpathogenes豆siswidelyaccepted,themechanismshow

Aj9depositionleadstoabnormaまaccumulationofhyperphosphorylatedtauremainunclear.

RecentepidemiologicalstudieshavesuggestedthatthereisacloseassociationbetweenADand

type2diabetesmel触 S(T2DM).Inthissttldy,王investigatedthemolecularregulatorymecha-

nismsofinsulinsignaltransductionwithspecialreferencetoADpathology.Whenneuroblas-

toma-derivedNeuro2acellsweretreatedwithvariousconcentrationsofinsulin,insulinreceptor

HR)wasproもeolytiea糎 processedandextracellularA/ヲwasaccumulatedinadose-dependent

manner.Treatingwithhighconcentrationofinsulinresultedinimpairedresponsesofphospho-

rylationofAktandglycogensynthasekinase3iヲ(GSK3j'i)uponinsulinstimulation,which

isreminiscentofinsulinresistanceinT2DM.Interestingly,Neuro2acellsproducingalarge

amountofintracellularAiヲshowedthesimilar呈nsulinresistance.Furthermore,whencellsstably

expressinghumantauwerecoincubatedwithcellsprodtiCingalargeamountofAiヲ,thelevelsof
phosphorylatedtaudetectedwiththeAT8antibodywereincreased.'mleSeresultssuggestthat

Aiヲaccumulationmightcauseabnormaltauphosphorylationthroughimpairedinsulinsignal
transductionandthatimprovementofinsulinsignaltransductioncouldbeanewtherapeutic

targetofADtreatment.
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は じ め に

ア)L､ソ/､イマ-柄 (A17JheimerlsdistlaSe:AD)

は神経細胞脱落に加えて老人斑 (Sen圭Iep如ue;

SP)および神経原線維変化 佃euro負brillarも弧gle;

NFr)に特徴づけられる神経変性疾患である1).

ADは認知症の原因疾患として最も頻度が高 く,

現在世界中で患者数が増加の--一途をたどっている

が2)3),いまだその根本的治療法は確立していな

い.

ADの危険因子は遺伝的因子と非遺伝的因子に

大別される.これまで家族性早発型ADの原因遺

伝子としてアミロイド前駆体蛋白 (Amyloidpre-

cursorprotein;APP),プレセニリン1(Presenilin

1;Pst),およびプレセニリン2をコ-ドする遺伝

子がそれぞれ同定されている隼 Appがプレセニ

リン依存性にプロセッシングを受けることで19ア

ミロイド 行トAmyloid;Aiヲ)が産生される5).こ

のAβがSPの主要構成成分であり6),AD病態の

本質的な機序をAf?蓄積に求めるアミロイドカス
ケード仮説が広 く受け入れられている7ト 9).し

かし,AD愚者脳におけるAj,3蓄積の程度と分布

は病勢を反嘆せず,むしろNFr蓄積の程度およ

び分布が病期に相関するとの報害がある10).Aβ

はNFTの蓄積を強めることで病態に関与すると

考えられているが1)9),その機序は明らかでない.

一方.非遺伝的因子として,生活習慣病である

2型糖尿病 (Type2diabeもesmellitus;T2DM)お

よびその前段階に位置づけちれる高インスリン血

症がADの危険因子であるとの報告が近年蓄積し

つつある 11ト 13).またAD患者がT2DM を合併

するとSPや NFTなどの病理変化がより高度に

なることが報告 されている 11).T2DMに伴 う糖

利用障害,インスリン抵抗性,および慢性炎症な

どさまざまな病態がAD病態に関与することが示

唆 されているが 14)15),詳細な分子病態機序は不

明である,

インスリン受容体 Hnsulinreceptor;IR)はⅠ

型膜貫通蛋由である前駆体蛋白として産生 され,

hrinによりaと13のsubun豆tに切断を受ける.さ

らに2つのα-subunit(IR-α)と2つの針 subunit

619

(IR1g)によるヘテロ4量体を形成することで機

能型 ⅠfHニなる.インスリンが細胞表面のIR-αに

結合すると,IR19の細胞質内 ドメインのチロシ

ンキナ-ゼが活性化LIR専権 自己リン酸化する16)

リン酸化したIRlMま細胞質内のinsulinreceptor
substrate(IRS)をリン酸化し,さらにphospho-

inositide3-kinase(PI3K),phosphoinositide-

dependentproteinkinase(PDKl),Akt,glyco一

gensynthasekinase3β (GSK3/9)と一連の リ
ン酸化カスケ-ドを介し細胞内にシグナルを伝達

することで糖代謝を調節する17).インスリンシ

グナルの下流に位置するGSK3βは,NFTの構成

成分であるタウ 18)のリン酸化を調節することが

知られている19)

今回筆者は.T2DM および高インスリン血症が

ADと疫学的に関連することに着冒し,高インス

リン状態負荷によるAi?およびインスリンシグナ

ルへの影響に関し検討を行った.さらにA19がイ
ンスリンシグナル伝達障害を介 してNFT蓄積を

起こす機序を想定し,Alg蓄積下におけるインス

リンシグナル伝達およびその下流に位置するタウ

のリン酸化を評価した.

材料と方法

細胞培養と遺伝子導入

C6ラット神経腰腺細胞およびマウス線維芽細胞

はDulbecco'smodi丘edEagle'smedium (DMEM)

(Invitrogen)に適宜ウシ胎仔血清 (Fetalbovine

serum;FBS)を10%添加 した培養液で培養 した.

Neuro2aマウス神経芽腫細胞 (N2a細胞)は

DMEM50%,OptトMEMiHnvitrogen)50%

に適宜FBSを5%添加 した培養液で培養を行っ

た･ γ-secretase阻 害 剤 (i-685,4582/iM,

Calbiochem)による細胞処理は4時間行った 共

培養はCellCultureInserts(BDFalLIOn)を川い

て行った.スウェーデン型APP変異を安定発現

するN2a細胞 (N2aswe10)20),4RIN型ヒトタウ

遺伝子を安定発現するN2a細胞,APPE693△変

異を安定発現するN2a細胞 21),およびPSl欠損

マウス由来線維芽細胞 22)を解析に用いた.遺伝
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子導 入は Lipofeぬmine2000(Invitrogen)を用

いて行った.

ウェスタンブロット

細胞を0.5mMNa3VO4および 1mMNaFを添

加 した可溶化バ ッファ- (150mMNaCl,50mM

Tris-HCHpH7適),0.5%NP-40.0.5%Sodium

deoxycholate,5mMEDTA)に潜解した.可溶性

蛋白をSDSポ リアクリルア ミドゲルによる電気

泳動を行い分離 し,さらにpolyvinylidenedi幻uo-

ride膜 (Millipore)に電気的に転写 した.内在性

IR,Akt,リン酸化 Akt.GSK31ヲおよび リン酸化

GSK3Jヲの検出にはそれぞれ抗 IR抗体 (cT-3)

(NeoMarkers),ウサギポリタロ-ナル抗 Akt抗体

(Cel呈Signaling),マウスモ}クローナル抗 リン酸

化Akt(Ser473)抗体 (CellSignaling),マウスモ

ノクロ-ナル抗 GSK3iH一元体 (BDTransduction

Laborato再es)およびウサギポリタロ-ナル抗 u

ン酸化GSK3i招先棒 膵el旦Sign挽1ing)を用いた.

Ai?,ダウおよびリン酸化ダウはそれぞれマウスモ

ノクローナル拭AI?抗体 (82El)HBL),マウスモ
ノクローナル銃 ダウ抗体 (tan-1)(Roche),およ

びマウスモノクロ-ナル抗リン酸化タウ抗体 (AT8)

(pierce)を用いた.抗体をenhancedchemi1um巨

nescencedetectionsystem (Millipore)により可

視化 し,densitome坤 による半定量化を行った.

細胞表面蛋白アッセイ

細胞表面蛋白を4℃,30分間,ビオチン化 した

後 (NHS-SS-Biotin,Pierce),可溶化 バ ッフ ァー
に溶解 し,strep短vidin結合 アガロース ビ-ズ

(pierce)によりビオチン化蛋白を回収 した ビオ

チン化蛋白は bemmiiSDSサンプルバ ッファ-

を用いて stTeptaVidinから潜離 し,ウェスタンプ

ロ､ソトを行った.

Enz)rmc-LinkedlmmunoSoI･bcnl:lssil.1-:llILlSl:～

N2a細胞から回収 した培養液に0.5mMpheny1-

methanesulfony豆鮎oride(Sigma)を添加 し,ヒ

トi?アミロイド (1一顧 ELISAキットおよびヒト

βアミロイド(1-42)キット(Wako)により培養

液中AIp3の走巌を行った.結果は3回の独立した
検討か ら得た.

インスリン刺激および免疫沈降

種 々の培養細胞 をヒ トインスリン (Sigma-

Aldrich)により37℃で処理 した.リン酸化 IRは

抗 リン酸 化 チ ロシ ン抗 体 (PY20日Zymed

Laboratories)とProteinG結合アガロ-スビ-

ズ (Pierce)用いて免疫沈降 し,bemmiiSDSサ

ンプルバ ッファーを用いて溶離 した稜,ウェスタ

ンブロットを行った.

結 果

インスリンによるIRプロセッシングへの影響

これまで筆者らはIR-1摘 ミPSl/y-secretase依存
性のプロセッシングを受けることを報告した (図

IA)23).Notehをはじめとするいくつかの受容体

膜蛋自質はリガンドによる刺激でプロセッシング

が促進 されることが知 られている24)25).そこで

C6ラット神経昭腺細胞を,種々の濃度のインス

リンを添加 した培養液で 16時間培養し,王Rの

PSl/γ-secretase依存性 プロセッシングに対する
影響を検討した -190kDaの全長型IRのインス

リン添加による変似 ま明らかでなかったが,-95

kDaのIR-1封まインスリン濃度依存性に減少した

(固相).次に培養液へのインスリン1,'1g/mL添

加後の経時的変化を検討 した.IR-βはメタロプ

ロテア-ゼに よ る切 断 を受 け IRC-terminal

&agmentHR-CTF)となり,さらにIR-CTFが

PSl/γ-secretaseにより切断 されるが (図 1A).

IR一声 まインスリン添加 30分後より減少 し4時

間後にほぼ消実 し,ⅠR一声の分解とともに- 50

kI)aの 王R-CTFの出現 を認め,2時間以降 IR-

CI､Fは減少した (図1C).

次 にインスリン添加による細胞素面の IR局在

への影響について細胞表面ビオチン化ラベルによ

り検討 した.N2摘 網畠を0.1および lJ'iMO)イン

スリンを添加 した培養液で 16時間培養したとこ

ら,総 IR-βの減少に加え,細胞表面に存在する

王R-i?カリ ンスリン濃度依存性 に減少 した (図
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インスリンが細胞外APに及ぼす影響

インスリン添加による郎 義への影響を検討す

る目的で,0-1000nMの濃度の インスリンを

N2aswelO細胞の培養液に添加し,16時間後に培

養液中のAノラをウェスタンプロ､ソトにより検討し

た 培養液中のAJタはインスリン濃度依存性に増

加した (図2A,B).さらにELISAにより培養減

車のA1940およびA/942を分子種特異的に定義

したところ,インスリン添加によりAi銅0および

42ともに有意な増加を認めたが 個 2C,D).Aiヲ
42/40比はインスuン添加により有意な変化は示

さなかった (図2E).

高インスリン状態およびpSl/Y -secretaseによ

るインスリンシグナル伝達への影響

PSlをヘテロで欠損するマウス線維芽細胞

(psl+/-)を10%FBSを添加 した培養液 (通常

インスリン濃度群)と,10%FBSに加えさらに

T2DM初期で認める濃度 (10nM)のインスリン

を添加した培養酒 (高インスリン濃度群)とでそ

れぞれ 16時間培養した後,インスリン1/JM添

加刺激によるインスリンシグナル伝達関連 分子の

挙動を検討した.その結果,通常インスリン濃度
群に比し高インスリン濃度群ではインスリン刺激

前の リン酸化蝕 tおよびリン酸化GSK3βが増加
していたが,インスリン刺激に対するリン酸化

Aktおよびリン酸化 GSK3i?の増加率は高インス

リン濃度群において有意に低下していた (図3A,

a,C).

次にインスリンシグナル伝達へのプレセニリン

の関与を検討する目的で,PSlをヘテロで欠損す

るマウス線維芽細胞 (PSl+声)とホモで欠損する

マウス線維芽細胞 (PSlj-)を10%FBSを添加

した培養液で 16時間培養 した後,インスリン1

luM添加刺激によるインスリンシグナル伝達を

検討した.搭1+声細胞に比してPSl-/藩的胞ではリ

ン酸化Aktおよびリン酸化GSK3lrjが増加する傾

向にあった (図3A,D,E).

621

APがインスリンシグナルに及ぼす影響

細胞内外のA/銅こよるインスリンシグナル伝達

障害を検討する目的で,変異Aβを過剰に産生す
るN2a細胞 (APPsweXFJ693∠ゝ)を作成 した.

この細胞では,細胞外のみならず細胞内にも過剰

のAl摘 ミ蓄積する 個 弧 ).野生型N2a細胞にイ

ンスリン1JflM刺激を加えたところ,刺激後 15-

30分でAktのリン酸化がピ-クを示 したのに対

し,N2a細胞 (APPsweXE693△)ではAktのリ

ン酸化のピ-クは刺激後 60分と遅延 していた

(図4A,B).またN2a細胞 (APPsweXE693∠ゝ)

では野生型 N2a細胞に比 し,GSK3βのリン酸化

レベルはインスリン刺激前で蓄積を認める一方,

インスリン刺激後ほとんど増加を認めなかった

個 4A,C).

次に外来倖Ai鋸こよるインスリンシグナル伝達

障害がタウに及ぼす影響を検討する目的で,タウ

安定発現 N2a細胞をrecipient,N2a細胞 (APT

swexE693△)をdonorとする共培養実験を行

った.この共培養システムではダウ安産発現 N2a

細胞にAPP遺伝子導入を行うことなく,培養液

を介したdonor細胞由来の外来性A/9の影響を観

察することが可能である,ダウ安定発現N2a細胞

の単独培養では細胞外にAβは検出されないが

(図4か,レ-ンl),N2a細胞 (APPsweXE693△)

をdonorとして 16時間共培養を行うと,recipi-

entであるダウ安定発現N2a細胞の培養液中に外

来性と思われるAi守の蓄積を認め,さらに外来性

A!r守を取り込んだと考えられる細胞内Aiタの蓄積

も認めた (図4D,レ-ン2).この其培養により

細胞内外のAiヲ蓄積に加え,IR…βのリン酸化レ

ベルの増加およびリン酸化ダウの蓄積を認めた

(図4D).

考 察

ADは認知症の最大の原図となる神経変性疾患

であるが,いまだ病態機序は不明であり,その梶

本的治療法は確立していない,現在病態仮説とし

てアミロイドカスケード仮説が広く受け入れられ

ているが7ト 9),AβがどのようにしてNFrの蓄
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図1 インスリンによるⅠRプロセッシングへの影響

(AHRの模式図.①全長型IRはfurinにより壬R-αとIR-1ヲに切断される,②機能型IRは2
つのiR-αと2つのIR-/才によるヘテロ四量体からなる.IRT押〕細胞外 ドメインがメタ
ロプロテアーゼ (metalloprotease;MP)による切断を受け,IRC末断片 (IRC-terminal

&agment;IR-CTF)を生じる.③ IRICTFは細捌 莫内で Y -secretaseによる切断を受け,

細胞内 ドメインを細胞内に放出する,

(B)C6ラット神経曙腫細胞に種々の濃度のヒトインスリン (Ⅰns)を16時間添加 し,ウェス

タンプロ､ソトによりIR-βの発現レベルを確認した

(C)C6ラット神経腰腺細胞に種々の時間ヒトインスリン10/leg/mLを添加し,ウェスタンブ

ロットにより‡R-βの発現レベルを確認した.

(D)Neuro2aマウス神経芽腫細胞に種々の濃度のインスリンを16時間添加 したのち,細胞表

面蛋白をビオチンで標識Lstreptavidinによりビオチン化蛋白を回収した.ウェスタンブ

ロットにより況-メ?の発現レベルを確認した.



春日 :インスリンシグナル伝達障害がアルツハイマー病に及ぼす影響

A
lns(nM)0 0.1 1 101001000

(LJ/
.･.I王
6
盛
欝

B 0

0

0

0

0

0

4

3

2

lns(nM)0 0.1 1 10 100 1000

C細胞外All･40'･p--lot/.L)D細胞外A岬 (Ll.,J.!い E 朋 外AいL14C･fr.
lns(-)[=コlns(+)-
100★★七
0 -----j-J
**
**. lns(-)⊂コIns(+)-

0

**
**--★_■喝..._rm

(時間)0 1 2 4 8 16 (時間)0 1 2 4 8 帽 (時間)1 2 4 8 16

図2 インスリンが細胞外A/号に及ぼす影響

(A)Neuro2aマウス神経芽腫細胞 (APPスウェ-デン型変異安定発現細胞;APPswelO)
に種々の濃度のインスリン (Ins)を16時間添加 し,ウェスタンブロットにより細

胞培養液中のA13を評価 した.

(B)(A)の細胞外Aβをdensitometryにより定量を行い,添加インスリン濃度onM を
基準に評価 した (n-3,平均±標準誤差).

(C)N2a細胞 (APPswelO)にインスリン1ijM を添加し培養 した培養液中のÅβ40を

EuSAにより定量をした (n-3,平均±標準誤差).サンプルはduplicateで測定 し

た.黒塗 りバーはインスリン非添加群.白抜 きバ-はインスリン添加群.各群をト

testにより比較した.*p<0.05.**P<0.01.
(D)(C)と同様にAf銅2のEuSA定量結果を示す.

(E)ELISAで得られた実測値からAβ42/40比を算出した.各節に有意差なし.

積に関与サ るかは依然として不明である.今回筆

者はT2DMおよび高インスリン血症がADと疫

学的に関連することilト 13)に着目し,A/9がイン

スリンシグナル伝達障害を介してNFT蓄積を起

こす機序を想定し,本研究を行った.

IRは脳内を含め26)広く全身臓器に発現するチ

ロシンキナーゼ型受容体であり,インスリンと結

合する2つのIR-αとキナーゼ活性部位をもつ2

つのIRlr守からなるへテロ4量体機能型IRとし

て細胞表面に局在する16).T2DMの病初期にお

いては,肝や骨格筋といった全身臓器でインスリ

ン抵抗性を来し,代償性に高インスリン血症を釆
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すことが知られ 13),その際,脳脊髄液中でのイン

スリン濃度は上昇 しているとの報告がある27)

またAD患者の脳脊髄液におけるインスリン濃度

は上昇しているとの報告がある28).今IHjの解析

において,Ⅰ払封まインスリン濃度および添加時間

依存性に細胞表面の局在が減少していたことから

(図ID),リガンド存在下,すなわち高インスリン

状態下では機能型IRが減少することが想定され

た.この機能型IRの減少は,リガンド依存性の

IRintemalizationに加え,IR-βのプロセッシング

の促進 (図1B,C,D)が寄与していると考えら

れた AD患者の脳内IRは減少しているとの報告
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図3 高インスリン状態およびpsl/γ-seeretaseによるインスリンシグナル伝達への影響
(A)PSl+/-およびPSl+マウス線維芽細胞を通常インスリン濃度 (10%FBSのみ)また

は高インスリン濃度 (10%FBSにインスリン10nMを追加)で16時間培善後,イン

スリン1liMを含む培養液を添加した.Akt,リン酸化Akt,GSK3右 およびリン酸化

GSK3βをウェスタンブロットにより検出した

があり29),今回示 したインスリン依存性のIRプ

ロセッシングが関与 している可能性が考えられる.

今回,高インスリン状態において機能型 王Rの

減少に加え,細胞外A/?が増加することを見出し

た (図2A,B).AD患者脳において,Aβは40

ア ミノ酸残基からなるAβ40および42アミノ酸

残基からなるAf942が検拍され,後者は凝集 性 が

高 く病的な役割 を果たす と考 えられている 3())

今正司の解析では,インスリン添加により細胞外の

A1740,Air?42ともに有意な増加を認めたが,イ

ンスリンはA/銅2/40比には影響を及ぼさなかっ

た 個 2C,D,E).細胞外でAi守はインスリン分

解酵素 (Insu豆indegradingenzyme;rDE)による

分解を受け,インスリンはこれを競合阻害するこ

とが報告 されている 31).今回確認 したインスリ

ン添加による細胞外Alrタの増加は,IDEによる細

胞外Aig分解がインスリンにより競合阻害 された

可能性 は否定できない.しかし,IDEは主にA/?
朝 を分解することが知 られており32),今岡の解

析では細胞外Aj'342の増加も認めた点からは,細

胞外 Aβの増加はインスリンによる王DEの競合

阻害以外の機序 も関与 していると考 えられた,

Gasparinいちもインスリンを細胞培養液に添加す

ることで細胞外Ajr?が増加することを報告 してい

る33).被女らは,インスリンがmitogen-activated

proteinkinasekinase経路 を介 したシグナル伝達

により細胞内Aβを細胞外に移行させる機序を想

定 している.今剛 荏認 した細胞外 A/r?の増加が,

この機序による可能性 も考えられたが,筆者の解

析ではインスリン刺激による細胞内Aβの明らか

な減少は見出せなかった (デ-夕非提示).

IRはインスリンが結合することで細胞質内の

IR-/?を自己 リン酸化 し16).リン酸化 したIR19

は細胞質内のIRSをリン酸化することで,さらに

PI3K,PDKl,Aktと次々に下流にシグナルを伝達

する17).AktはさらにGSK3βをリン酸化 し,香

活化することでグリコ-ゲン合成 を行 う3隼 今

回筆者はAktおよび GSK3βのリン酸化レベルに
よりインスリンシグナルを評価 し,高インスリン

状態が持続すると,インスリン刺激に対する反応
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図3 高インスリン状態およびpSl/㍗-secretaseによるインスリンシグナル伝達への影響

(a)PSl+/-マウス線維芽細胞を通常インスリン濃度で培養後インスリン刺激したものを実

線 (normal),PSl十/-マウス線維芽細胞を高インスリン濃度で培養後インスリン刺激し

たものを破線 (high)で示す. (A)で得られた結果をdensitometryで半定義 し,リ

ン酸化Akt/Akt比 (pAkt/Ak付ヒ)を算出し,インスリン刺激前 (0分)を基準に表示
した (n-3了酎与±標準誤差).各群を巨testにより比較した.療P<0.05.**p<
0.01.

(C)(B)と同様にしてリン酸化 GSK3iヲ/GSK3J拍ヒ(pGSK3!?/GSK3β比)を算出し,イン

スリン刺激前 細分)を基準に表示 した (n-3,平均±標準誤差).各那をt-testに

より比較 した,*p<0.05.
(D)マウス線維芽細胞をそれぞれ通常インスリン濃度で培養後 インスリン刺激 した.

PSl+/一細胞を実線.PSl-/十細胞を破線で示す, (A)で得られた結果をdensitometlVで

半定義 し,リン酸化Akt/Ak律ヒ(pAkt/Akt比)を算出し,インスリン刺激前 (0分)

を基準に表示 (n-3,平均±標準誤差).各群をt-testにより比較 した.各群に有意

差なし

(E)(D)と同様にしてリン酸化GSK3㌔?/GSK31ヲ比 (pGSK3iヲ/GSK3/錐ヒ)を算出し,イン

スリン刺激前 (0分)を基準に表示 した (孤-3,平均±標準誤差).各群をt-testに

より比較 した.各節に有意差なし.

性が低下することを見出した (図3A,B,C).

この現象の機序としては,高インスリン状態によ

り前述のIRプロセッシングが促進され,機能型

王Rの数および細胞表面の局在が減少したことに

よる可能性が考えられる.またA13はリガンドで

あるインスリンとIRの結合を競合阻害すること
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が知られており35㌦ 高インスリン状態により増

加した細胞外Ai守がインスリンを競合阻害した可

能性も否定できない.APPはβ-secretaseに次い

で γ-secretaseによる切断を受けることで A19

を生じ5),このγ-secretaseの活性中心がPSlで

ある36).pslをノックアウトするとAj9産生は著
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図4 Aijヲがインスリンシグナルに及ぼす影響
(A)N2a細胞 (Won-transfected;NT)およびAPPsweXE693△変異安定発現N2a細胞

それぞれにインスリン Hns)1〃M を添加刺激し,種々の時間で細胞溶解液を剛 史し

ウェスタンブロットを行った

(B)NTを実線,APPsweXE693△を破線で示す. (A)をdensitometryにより半定量を

行い,リン酸化Akt/Ak頼ヒ(pAkt/Akt比)を算出した.インスリン刺激前 (0分)杏

基準に表示した.

(C)(B)と同様にリン酸化GSK3/?/GSK3!?班 (pGSK313/GSK3iu七)を算出し,インスリ
ン刺激絹 (0分)を基準に表示した.

(D)ヒトダウ安定発現N2a細胞を16時間単独培養したもの (レーン1)とAPPsweX

E693△変異安定発現N2a細胞と16時間共培養したもの (レ-ン2)から得た細胞培

酎夜および細胞溶解滴を用いてウェスタンブロットを行った中

明に減少することから,今回 PSl-/一細胞において

インスリンシグナルが改善 したのは,細胞外 AP

の減少を介 しインスリンへの競合阻害が減弱 した

ことによる可能性が示唆 される.さらに,PSlは

Notchをはじめとするいくつかの膜蛋白の膜内切

断を介して細胞内のシグナル伝達に関与すること

が知 られている24)25).以前筆者 らはⅠ町ヲがPSl/

γ-secretase依存 性にプロセッシングを受け.細
胞内 ドメインを一部桜内に移行させることを報告

した 23).高インスリン状態によりIR19細胞内 ド

メインの校内への移行が増加 し,校内シグナルを

介してインスリンシグナル伝達を障害 した可能性

も考えられる.今回,PSl欠損細胞においてイン

スリン刺激によるリン酸化 Aktおよび リン酸化

GSK3βの上昇 を認め (図 3A,D,E),さらに,

γ-secretse阻害剤 (L-685,458)を細胞に添加

した実験でも,同様にインスリン刺激後の リン酸

化Aktおよび リン酸化 GSK3βの増加を確認 して

おり (デ-夕非提示),PSl/Y-secretase活性は
インスリンシグナル伝達を抑制的に制御 している
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図5 高インスリン状態によるタウリン酸化への影響

①高インスリン状態はIRプロセッシングを促進し王R数を

減少させインスリンシグナルを障害する.②高インスリン状

態は細胞外のAI9蓄積を促進する.③①②およびその他の影響

により高インスリン状態はインスリンシグナルを障害する.

④インスリンシグナル障害はダウの過剰リン酸化を引き起こ

す.⑤細胞外Aβの蓄積はインスリンを競合阻害しインスリン
シグナルを障害する.⑥細胞内Ai']はは脱リン酸化を障害し,

リン酸化Akt蓄積によるネガティブフィードバックを介して

インスリンシグナルを障害する.

ものと思われる.この視点に立てば,psl変異を

有するAD患者においてインスリンシグナル伝達

障害が生 じているか否かについては,今後検討に

値する.

次にAPPの人工的変異体 (APPsweXE693△)

を用いて細胞内外にAPの蓄積を生じさせたとこ

ら,インス リン刺激前にもかかわらず リン酸化

IR-βの著明な蓄積を認め (図4D),さらにイン

スリン刺激に対する反応性の低下 を認めた (図

4A,B,C).インスリン刺激前に培養液を交換 し,

細胞外Åβを除去 した状態においても,インスリ

ン刺激後の リン酸化 Aktおよび リン酸化 GSK3β

の増加率が減少 した点からは,単に細胞外AjMこ

よる沢の競合阻害 という機序のみではなく,捕

胞内の過剰なÅβカリ ンスリンシグナル伝達障害
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を引き起こす機序 も想定された.IRはインスリン

刺激により細胞内 ドメインを自己 リン酸化 した

後,interrmlizationL,脱 リン酸化を受け,細胞表

面に リサ イタル されることが知 られている 16)

またAktは過剰にリン酸化を受けると,ネガティ

ブフィー ドバ ック機構 によりインスリンによる

IR-βの自己 リン酸化を限害 し,インスリンシグ

ナル伝達を障害する37)38).今回の結果から,AJ号

の蓄積はIR19の脱 リン酸化,および リサイクル

を阻害することで過剰なリン酸化Aktの蓄積を引

き起こし,インスリンシグナル伝達障害を引き起

こす可能性が考えられた.IRは主にproteintyro-

sinephosphataselB(FTPIB)により脱 リン酸化

を受ける.PTPIBのノックアウ トマウスはインス

リン感受性が増強 し39),FrPIBの過剰発現マウ
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スはインスリン抵抗性を示すことが報告されてい

る40).またインスリン抵抗性マウスではPTPIB

の発現が増加するとの報告もある39).今回A19の

蓄積に伴い リン酸化 IRの蓄積を認めたことから,

All?は FrPIBの発現 レベルあるいは機能に影響

を与える可能性 も考えられる.GSK3i?は恒常状

態では活性型として存在 し,インスリンシグナル

下流で リン酸化を受 けることで不活化する 34)

また活性型 GSK3βはタウを過剰 に リン酸化す

る19).今回の実験においてA13の蓄積はインスリ

ン刺激前の リン酸化 GSK3βを増や したものの,

インスリン刺激に対する反応は欠如しており (図

4B,D),その結果 リン酸化 タウの蓄積を来 した

と考えられた.この結果は,AD患者脳において

リン酸化Aktおよび リン酸化GSK3βが蓄積 して

いること41),および細胞内Å13の蓄積とNFT程
度が相関する知見42)とも矛盾 しない.これらを

総合すると,Ai?蓄積からタウ異常 リン酸化によ

るNFT形成に至る機序n-一つとして,インスリ
ンシグナル伝達障害が関与 している可能性が示唆

された これまで小規模ながらインスリン祇抗性

改善薬であるチアゾリヂンによりAD患者の認知

機能が改善したとの報告があるが43)44),ADに対

する詳細な作用機序は明らかでない.今後AD病

態におけるインスリンシグナル伝達障害をさらに

検討することが,ADの新たな治療法につながる

と考えられた.

結 論

インスリン添加によりIRプロッセシンダが増

加すること,および細胞外AI銅 増 加することを

確認 した.さらに高インスリン状態および細胞内

外のAβの蓄積はインスリンシグナル伝達を障害

し,タウの過剰なリン酸化を来すことを確認 した.

すなわちA//?は悦 の脱 リン酸化を抑制 し,その

リサイクルを阻害することで PI3K経路を介 した

インスリンシグナル伝達を障害 し,結果として リ

ン酸化ダウの過剰な蓄積を来すと考えられた (図

5).この結果はT2mM初期の高インスリン状態

がAD病態へ及ぼす分子生物学的機序を示すとと

もに,アミロイ ドカスケ- ド仮説における課題で

あったAi守の蓄積とタウの過剰 リン酸化を結ぶ病

態機序を説明していると考えられ 今後インスリ

ンシグナル伝達障害の改善がAD治療の新たな標

的となる可能性が示唆 された.
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