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要旨 

アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease: AD) の主要な病理変化の一つは神経細胞外に沈着する β-アミロイド 

(β-amyloid: Aβ)から構成される老人斑である．Aβ はアミロイド前駆体タンパク（amyloid precursor protein: APP）

から β-secretase および γ-secretase により産生される．近年，脳機能画像研究から AD 早期における神経活動の

亢進と病態進展の関係性が示唆されている．本研究では興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸による持続的

な神経細胞興奮が Aβ 産生を含む APP processing に及ぼす影響について検証した．神経細胞興奮の程度と興奮

の持続時間に依存した APP processing の変化を捉えるため，ラット大脳皮質由来初代神経培養細胞 (胎生 17

日)を用いた刺激実験系で検討した．グルタミン酸の添加濃度及び時間を段階的に設定し薬剤添加後に細胞溶

解液及び培養上清を回収し，発現タンパクについてウエスタンブロット法あるいは sandwich ELISA 法による

解析を行った．神経細胞興奮は early growth response factor-1（EGR-1）の発現により評価した。グルタミン酸

（0.1-100 μM）添加により EGR-1 の一過性の発現増加をみとめ,  高濃度であるほど EGR-1 の発現はより増加

し持続時間も延⾧した．グルタミン酸 100 μM では添加 2 時間で全⾧型 APP の発現が一過性に低下し，これに

伴い APP C 末端断片 β（APP-CTFβ）も発現が抑制された．一方，グルタミン酸 0.1 μM では添加 2 時間で APP-

CTFβ の発現亢進，添加 24 時間で可溶性 APPβ（soluble APPβ，sAPPβ）の発現亢進および Aβ 増加がみられた．

これらの結果から，高濃度のグルタミン酸による神経細胞興奮は Aβ 産生に抑制的に，一方，低濃度のグルタ

ミン酸による持続的な神経細胞興奮は Aβ 産生に促進的に働くと考えられた．本研究は，持続的な神経細胞の

興奮が Aβ 産生亢進を介し AD 病態に関与することを示唆し，持続する神経興奮の抑制が AD の新たな治療タ

ーゲットとなる可能性を支持する．
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はじめに 

アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease: AD) は認知症の最大の原因疾患である．主要な病理変化は神経細胞

外に老人斑として沈着する β-アミロイド (β-amyloid: Aβ)と神経細胞内に神経原線維変化として蓄積する過剰

にリン酸化されたタウである．脳脊髄液や脳機能画像検査によるバイオマーカー研究により Aβ 沈着，タウの

神経細胞内への蓄積，神経細胞死，認知症の発症へと至る病態進展過程が明らかとなっている 1)．  

近年の脳機能画像研究により，最も早期に Aβ が沈着する脳領域は default mode network と呼ばれる安静時脳

活動の高い領域と一致することが分かっている 2,3）．また，Aβ は neural network の興奮性を亢進させ，てんか

ん活動を引き起こすことが知られており 4)，AD 未発症時点で潜在的なてんかん活動が存在すると認知機能低

下が著しいことが報告されている 5）．さらに，AD モデルマウスや軽度認知機能障害患者に対して抗てんかん

薬であるレベチラセタムを用いることで神経細胞の異常興奮性が抑制され，認知機能が改善したことが報告さ

れている 6-8)．このように，AD における神経活動亢進と病態進展との関連性が指摘されている 9)．  

Aβ は神経細胞膜に存在するアミロイド前駆体タンパク (amyloid precursor protein: APP, 全⾧型 APP: full-

length APP, APP-FL) から β-secretase および γ-secretase により産生される（amyloidogenic pathway, 図 1）．すな

わち，APP は β-secretase により APP C 末端断片 β（APP -C terminal fragment β, APP-CTFβ）と可溶性 APPβ (soluble 

APPβ, sAPPβ)に切断される (β 切断)．さらに APP-CTFβ は γ-secretase により細胞外に放出される Aβ と APP 細

胞内ドメイン（APP intracellular domain , AICD）に切断される(γ 切断)．一方，APP が α-secretase により切断さ

れると APP C 末端断片 α（APP -C terminal fragment α, APP-CTFα）と可溶性 APPα (soluble APPα, sAPPα)に切断

される(α 切断)．APP-CTFα は γ 切断により p3 と AICD に切断され，Aβ は産生されない(non-amyloidogenic 

pathway, 図 1)． 

これまで，AD モデルマウスを用いた検証において，脳の電気的刺激により脳間質液中の Aβ 量が神経活動

依存的に変化すること 10,11)，NMDA（N-methyl-d-aspartate）濃度に依存した脳間質液中の Aβ 産生の変化が報告
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されている 12）．しかしながら，神経細胞興奮の程度と持続時間に依存した APP processing の分子病態の検証は

in vivo では困難である．また，in vitro の検証では NMDA 型受容体 13,14,15)，AMPA（α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-

4-isoxazole-propionate）型受容体 16)，代謝型グルタミン酸受容体 17)といったグルタミン酸受容体の活性化が APP 

processing へ及ぼす影響について報告されているが，いずれも選択的アゴニストによる検証である． 

本研究では，中枢神経系で主要な興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸を用いて，神経細胞興奮が β 切断

を介した Aβ 産生亢進をもたらすのか，また、興奮の程度や持続時間が APP processing に及ぼす影響について

in vitro により検証した．  

 

材料と方法 

細胞培養 

ラット大脳皮質初代培養神経細胞（胎生 17 日, Wako）を用いた．1% Penicillin-Streptomycin (Gibco)を加えた

神経細胞用培地 (Wako)で培養し 3 日おきに培地交換を実施，14 日目に最終培地交換を行い，その 12 時間後

から薬剤添加実験を行った． 

 

添加薬剤 

神経細胞興奮は興奮性神経伝達物質である L-グルタミン酸 (Sigma-Aldrich)を用いた．APP processing の評価

及び Aβ 産生抑制の効果の検証のため，γ-secretase 阻害剤 (L-685,458: 2 μM, Wako) および β-secretase 阻害剤 

(β-secretase inhibitor Ⅳ: 5 μM, Merck Millipore)を使用した．また，グルタミン酸による神経細胞興奮に対する

NMDA 型受容体の活性化抑制の影響を検証するため，NMDA 型受容体の非競合型アンタゴニストである MK-

801 (5 μM, Wako)を使用した． 
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細胞回収 

細胞培養液を回収し 0.5 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF, Sigma-Aldrich)を加え，遠心処理を行った

上で上清をタンパク解析に用いた．続いて培養細胞を Phosphate buffered saline (PBS, Sigma-Aldrich)で 2 回洗浄

し，0.5% Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich)及び 1% Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 および 3 (Sigma-Aldrich)

を加えた細胞溶解バッファー (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.5% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 5 

mM EDTA)により溶解し，遠心後に上清を細胞溶解液として解析に用いた． 

 

ウエスタンブロッティング 

細胞溶解液及び培養上清にサンプルバッファー (0.15 M Tris-HCl pH 6.8, 6% SDS: sodium dodecyl sulfate, 30% 

glycerol, 0.1% BPB : bromophenol blue), 15% 2-mercaptoehanol を加え，96℃で 3 分間熱変性処理を行った．SDS

ポリアクリルアミド電気泳動によりサンプル内のタンパクを分離したのち，PVDF (polyvinylidene difluoride)膜 

(Millipore)に転写し，免疫ブロッティングを行った． 

 

免疫ブロッティング 

一次抗体: ラット神経細胞の内在性 APP-FL および APP-CTFs の検出には anti-rabbit polyclonal anti-APP C-

terminal 抗体 (1:10000，Sigma Aldrich), sAPPα および CTFβ の検出には anti-mouse monoclonal anti-mouse/rat β-

Amyloid, 1-16 抗体 (clone: M3.2) (1:1000，Biolegend)，sAPPβ の検出には anti-rabbit polyclonal anti-human sAPPβ 

wild-type 抗体 (1:1000，IBL)をそれぞれ用いた (図 1)． 神経細胞興奮の指標である EGR-1 は anti-rabbit 

monoclonal anti-EGR-1 抗体 (1:1000，Cell Signaling Technology)により検出した．細胞溶解液の免疫ブロッティ

ングにおける loading control は anti-mouse monoclonal anti-β-actin 抗体 (1:10000，Cell Signaling Technology)を用

いた． 
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二次抗体: HRP (horseradish peroxidase)を標識した mouse あるいは rabbit immunoglobulin (DAKO)を使用し，

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)により可視化し，ImageQuant LAS4000mini (GE 

Healthcare)による半定量解析を行った． 

 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

培養上清中の Aβx-40 定量は sandwich ELISA (Human/Rat β-Amyloid 40 kit Ⅱ, Wako)を用いて測定した．解析に

は二重測定の平均値を用いた． 

 

統計解析 

複数回の検証による解析データは平均±標準誤差で示した．統計解析は 2 群間では Mann-Whitney U 検定を

行った．3 群間では Kruskal-Wallis 検定による一元配置分散分析を行い，有意差をみとめた場合，Dunn 法によ

る事後検定を行った． 

 

結果 

1) グルタミン酸添加後の全⾧型 APP 及び EGR-1 発現の変化 

グルタミン酸 (0.1-100 μM)を添加し 0.5-8 時間後に細胞を回収，APP-FL と EGR-1 の発現の変化をウエスタ

ンブロッティング法により解析した（図 2-A）．添加 0.5 時間では，グルタミン酸 0.1-10 μM で EGR-1 の発現増

加がみられた（図 2-B）．一方で，グルタミン酸 100 μM では EGR-1 の発現増加がみとめられなかった．APP-

FL の発現はグルタミン酸 100 μM でのみ低下をみとめた．添加 3 時間では，EGR-1 はグルタミン酸 0.1 μM お

よび 1 μM では発現がみられないが，10 μM および 100 μM では発現増加がみられ，特に 100 μM では強い発現

をみとめた．また，添加 0.5 時間と同様にグルタミン酸 100 μM により APP-FL の発現低下をみとめた．添加 8
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時間では，すべての条件で EGR-1 の増加はみとめられなかった．添加 0.5 および 3 時間でみられた APP-FL の

発現低下は回復していた．これらのグルタミン酸の濃度および添加時間に依存した EGR-1 と APP-FL の発現

の経時的な変化を評価するため，各添加時間における免疫ブロッティング（図 2-C）のシグナルの EGR-1/β-actin

の平均値を図 2-D に示した．EGR-1 の発現増加は一過性であり，高濃度のグルタミン酸により強く発現し，ピ

ークに達するまでの時間が遅延していた．また，APP-FL の発現の変化はグルタミン酸 0.1 μM では明らかでは

なかったが（図 2-E），100 μM では添加 2 時間に最も強い一過性の発現低下をみとめた（図 2-F）． 

 

2) グルタミン酸 100 μＭによる APP processing の変化 

グルタミン酸 100 μM 刺激では，APP-FLの発現低下が明らかであったことから， 同刺激による APP processing

（図 1）を評価した．EGR-1 が高発現し APP-FL の発現が最も低下した添加 2 時間および EGR-1 がピークアウ

トした添加 8 時間での APP processing を APP-FL，APP-CTFs の変化により解析した．APP-CTFα と APP-CTFβ

を区別するために，最終培地交換の時点で β-secretase 阻害剤（図 1）を添加する検討も同時に行った（図 3-A）． 

グルタミン酸添加 2 時間では EGR-1 は強く発現し APP-FL の発現は低下した（図 3-B）．8 時間では APP-FL

の発現低下は対照に近いレベルまで回復した（図 3-B）．グルタミン酸添加 2 時間および 8 時間における培養

上清中の Aβx-40 を ELISA により定量したところ，グルタミン酸添加による有意な増加はみられなかった（図 3-

C）．また，グルタミン酸添加 2 時間では APP-CTFβ は発現が低下し，8 時間で対照に近いレベルまで回復した

（図 3-D, E）．以上から，EGR-1 の発現増加を伴う APP-FL の発現低下は，β 切断の亢進ではなく α 切断の亢進

によると考えられた．  

 

3) グルタミン酸 0.1 μM 及び 100 μM による APP processing の変化 

APP-CTFs は産生されるとすみやかに γ-secretase により分解される．そこで，APP-CTFs の変化をより明確に
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するために，γ-secretase 阻害剤により γ 切断を抑制した上でグルタミン酸刺激を 2 時間行い APP-CTFs の変化

をみた（図 4-A）．添加するグルタミン酸は EGR-1 が最も高発現した 100 μM と低発現した 0.1 μM の 2 段階の

濃度で設定した．グルタミン酸 100 μM では EGR-1 の高発現とともに，APP-FL の発現低下が明らかであった

（図 4-B）．グルタミン酸 0.1 μM では APP-CTFβ の発現亢進がみられ，100 μM では発現低下がみられた（図 4-

C）．これらから，グルタミン酸 100 μM での刺激条件では β 切断の抑制がみられた一方で，グルタミン酸 0.1 

μM では β 切断が亢進することが示唆された． 

 

4) グルタミン酸 0.1 μM 添加 24 時間後の APP processing の変化  

次に，β 切断の亢進が示唆されたグルタミン酸 0.1 μM での刺激において，より⾧時間の条件で同様に

amyloidogenic APP processing をもたらすかについて検証した（図 5-A）．グルタミン酸 0.1 μM 添加により sAPPβ

は増加し（図 5-B），APP-FL で補正すると有意な増加を示した（図 5-C）．さらに，β-secretase 阻害剤により β

切断を抑制すると sAPPβ の消失とともに，APP-FL の発現増加傾向をみとめた（図 5-B）．また，ELISA 解析に

より培養上清中の Aβx-40 が有意に増加していた（図 5-D）．以上から，グルタミン酸 0.1 μM による持続的な神

経細胞興奮は β 切断の亢進を介して Aβ 産生を亢進させることが示唆された． 

 

5) 神経興奮依存性の Aβ 産生に対する NMDA 型受容体アンタゴニストの影響 

グルタミン酸 0.1 μM による⾧時間の刺激による Aβ 産生の増加が NMDA 型受容体の活性化を介するかを検

証するため．グルタミン酸添加時に NMDA 型受容体アンタゴニストである MK-801 を併用し，24 時間後に回

収しウエスタンブロッティング解析を行った（図 6-A）．グルタミン酸添加により sAPPβ は sAPPα に比して発

現が優位になり，MK-801 添加によりこれが有意に抑制された（図 6-C）．sAPPβ/APP-FL はグルタミン酸添加

で増加傾向があり MK-801 添加によりこれは有意に抑制された（図 6-D）．ELISA による Aβx-40 の解析では．グ
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ルタミン酸添加により増加傾向をみとめ，MK-801 添加で有意に低下がみられた（図 6-E）．以上から，グルタ

ミン酸 0.1 μM により促進された amyloidogenic pathway は NMDA 型受容体の活性化を介していることが示唆

された． 

 

考察 

本研究では神経活動の持続的な亢進が AD 病態へ関与するとの仮説を立て，グルタミン酸による神経細胞

興奮が Aβ 産生を含む APP processing に及ぼす影響について培養細胞を用いて検証した．高濃度グルタミン酸

（100 μM）による刺激では APP-FL 及び APP-CTFβ の発現が低下し，α 切断が優位となった．一方，低濃度

グルタミン酸（0.1 μM）による刺激では APP-CTFβ あるいは sAPPβ の増加，Aβ 産生の増加をみとめ，β 切断

の亢進がみられた． 

神経細胞興奮の指標として EGR-1 を用いた．EGR-1 は c-fos, Arc などの最初期遺伝子(IEGs:  immediate-

early genes)の一つとされ,，神経細胞においてシナプス活動や活動電位に伴うカルシウムイオンの流入などに

より発現が誘導される 18,19）．EGR-1 の発現は AD 剖検脳や AD モデルマウスで増加しており 20,21），また，β-

secretase 発現の転写因子として働き amyloidogenic APP processing を増加させることが報告されている 22）．し

かし，本研究ではグルタミン酸 100 μM 刺激で EGR-1 の強い発現増加に伴い，一過性の APP-FL の発現低下

をみとめたが，APP-CTFβ の増加を伴わなかったことから，APP-FL の発現低下は amyloidogenic APP 

processing の亢進によるものではないと考えられた．さらに，グルタミン酸 100 μM による刺激では APP-FL

の低下に比し，APP-CTFs（主に CTFα）の発現は低下しておらず，α 切断が相対的に亢進していることが示

唆された．これらから，本研究における EGR-1 の一過性の発現増加は AD 剖検脳や AD モデルマウスでみと

める持続的な発現増加とは異なる現象であり，神経活動亢進の病的な持続が Aβ 産生に影響すると考えられ

た．グルタミン酸 0.1 μM による⾧時間での刺激条件において，β 切断を介した Aβ 産生亢進がみられている
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ことはこれを支持する．この amyloidogenic APP processing は MK-801 による NMDA 型受容体の阻害により抑

制されたことから，NMDA 型受容体の持続的活性化は Aβ 産生を促進すると考えられた．ただし，MK-801

による sAPPβ，Aβ 産生に対する抑制効果は強く，その発現は対照よりも低下していた．MK-801 添加は APP-

FL の発現も抑制しており，NMDA 型受容体は神経細胞における APP-FL の発現の維持にも機能している可能

性がある． 

本研究から，グルタミン酸による刺激は濃度と持続時間により APP processing が amyloidogenic と non-

amyloidogenic の間で変化することが分かった．神経活動が APP processing に変化をもたらす機序として，既

報では NMDA 型受容体の活性化を介した α-secretase 活性の変化が指摘されている 12,13)．特に，NMDA 型受

容体の強い活性化は α-secretase 活性を上昇させることで α 切断が優位となり，弱い活性化では α 切断が抑制

されることで β 切断が増加するとされる 12)．本研究では APP-CTFα に比して APP-CTFβ の変化が，また

sAPPα に比して sAPPβ の変化が大きくみられた．これは，β 切断の変化を示唆する結果であり，β-secretase の

発現や活性について今後の検証が必要である．  

また，in vitro における検証では 14,15）NMDA 型受容体はその局在によって APP processing へ及ぼす影響が異

なることが報告されている．シナプス外 NMDA 型受容体の活性化は Aβ 産生につながるとされる一方，シナ

プス領域 NMDA 型受容体の活性化は APP mRNA の発現抑制 14)と α 切断の増加により Aβ 産生に抑制的 15)と

される．本研究においても，APP-FL の発現が一過性に低下しており，α 切断の増加のみではなくシナプス領

域 NMDA 受容体の活性化を介した APP mRNA の発現抑制が関与している可能性がある． 

今回の研究における低濃度グルタミン酸による刺激ではシナプス外 NMDA 型受容体が主に活性化され，高

濃度グルタミン酸による刺激ではシナプス領域 NMDA 型受容体が主に活性化している可能性がある．特に，

低濃度グルタミン酸による APP processing の挙動がシナプス外 NMDA 型受容体の活性化によるものであるか

を明らかにするためには，非 NMDA 型受容体およびシナプス領域 NMDA 型受容体を阻害した状態における
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グルタミン酸添加，すなわち，シナプス外 NMDA 型受容体の選択的刺激により，同様の挙動がみられるかに

ついて検討が必要である．また，AMPA 型受容体の活性化が一過性の APP-FL の発現低下に伴って α 切断を

促進させる報告 16）もあり，高濃度グルタミン酸による興奮では AMPA 型受容体の活性化をみている可能性

もある． 

本研究における amyloidogenic APP processing は主に NMDA 型受容体活性化による変化を反映している可能

性を支持した．今後は，そのほかの選択的アンタゴニストや抗てんかん薬を用いた神経細胞興奮依存性の

APP processing の変化に対する効果を詳細に検証することにより，神経活動亢進に起因する早期 AD 病態に対

する新たな治療介入点を見出していくことが重要であると思われる．  

 

結論 

グルタミン酸による神経細胞興奮は β 切断亢進を介した amyloidogenic APP processing をもたらす．興奮が強

くなると逆にこれが抑制される．このように神経細胞興奮の程度によって APP processing は変化することが

示唆された． 
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図の説明 

図１ APP processing  

Aβ 産生経路（amyloidogenic pathway）と非産生経路（non-amyloidogenic pathway）がある．β-secretase により

全⾧型アミロイド前駆体タンパク（full-length amyloid precursor protein : APP-FL）から APP C 末端断片 β（APP 

-C terminal fragment β, APP-CTFβ）および細胞外成分となる可溶性 APPβ（soluble APPβ, sAPPβ）に切断され

る．APP-CTFβ は γ-secretase により細胞外に放出される Aβ と APP 細胞内ドメイン（APP intracellular domain , 

AICD）に切断される．一方，APP-FL が α-secretase により切断されると APP C 末端断片 α（APP -C terminal 

fragment α, APP-CTFα）及び細胞外成分となる可溶性 APPα（soluble APPα, sAPPα）に切断される．APP-CTFα

は γ-secretase により p3 と AICD に切断される．この場合，Aβ は産生されない．β-secretase 阻害剤により

APP-CTFβ，sAPPβ，Aβ の産生が減少する．γ-secretase 阻害剤により Aβ，p3 の産生が抑制され，γ 切断を受

けないことで APP-CTFs が増加する．また， APP processing の評価に用いた免疫ブロッティングにおける一

次抗体の認識部位をそれぞれ示した． 

 

図２ グルタミン酸添加後の全⾧型 APP 及び EGR-1 発現の変化 

A: 培養 14 日目に培地を交換し，12 時間後にグルタミン酸 0.1-100 μM を添加，0.5-8 時間後に細胞を回収し

ウエスタンブロッティング解析を行った．グルタミン酸を添加しないものには対照として超純水を同量添加

した．B: グルタミン酸投与後 0.5，3，8 時間後のそれぞれの APP-FL，EGR-1，β-actin の免疫ブロッティング

を示した．C および D: グルタミン酸 0.1-100 μM 投与後 0.5-8 時間の EGR-1 の免疫ブロッティングを示し

た．また，それぞれのバンドのシグナル強度を半定量解析し，EGR-1/β-actin の N=2 の平均値を算出，各時間

における対照に対する比を示した．グルタミン酸 0.1μM では添加後 0.5 時間でピークアウトし，100 μM では

3 時間でピークアウトした．グルタミン酸が高濃度であるほど，ピークは強く，発現の持続時間も⾧いが，
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発現までの潜時は延⾧した．E および F: グルタミン酸 0.1 μM，100 μM において添加後 0.5-8 時間の APP-FL

および EGR-1 の免疫ブロッティングのシグナル強度を半定量解析し，APP-FL/β-actin，EGR-1/β-actin の N=2

の平均値を算出，各添加時間での対照に対する比をグラフ化した．グルタミン酸 0.1 μM では添加 0.5 時間で

EGR-1 はピークとなった．APP-FL の変化は明らかではなかった．グルタミン酸 100 μM では添加 2-3 時間で

ピークとなり，APP-FL は添加 2 時間で強い発現低下がみられた．検証した条件（グルタミン酸 0.1-100 μM，

添加時間 0.5-8 時間）では EGR-1 の発現増加及び APP-FL の発現低下はいずれも一過性であり，グルタミン

酸が高濃度であるほど，その程度は強く持続時間は延⾧した． 

 

図３  グルタミン酸 100 μM による APP processing の変化 

A: 培養 14 日目に培地を新鮮なものに交換し，12 時間後にグルタミン酸 100 μM を添加，2 時間後，8 時間後

にそれぞれ細胞および培養上清を回収しウエスタンブロッティング解析あるいは ELISA 解析を行った．APP-

CTFβ の特定のため，最終培地交換時に β-secretase 阻害剤（β-secretase inhibitor Ⅳ, 5μM）を同時に添加した．

添加しないものには対照としてジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide，DMSO）を同量添加した．B: グ

ルタミン酸 100 μM 添加後 2 時間，8 時間のそれぞれの APP-FL，EGR-1，β-actin の免疫ブロッティングを示

した．APP-FL は添加 2 時間では発現が低下し，8 時間では対照に近いレベルまで発現が回復した．EGR-1 は

添加後 2 時間で強く発現し．8 時間ではピークアウトした．C: グルタミン酸 100 μM 添加後 2 時間，8 時間で

回収した培養上清について Aβx-40 定量を行った（N=2）．グルタミン酸刺激による Aβx-40 の増加はみられな

かった．D: グルタミン酸 100 μM 添加後 2 時間，8 時間の APP-CTFs，β-actin を示した．グルタミン酸 100 

μM 添加により 2 時間では対照に比して CTFβ（矢印，矢頭）の発現の低下をみとめた．8 時間では対照に近

いレベルまで CTFβ の発現は改善した．E: APP-CTFs は 12kDa 付近で複数のバンドが検出され，β-secretase 阻

害剤添加により発現が低下するバンド（矢印，矢頭）を CTFβ として同定した． 
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図４ グルタミン酸 0.1 μM 及び 100 μM による APP processing の変化 

A: 培養 14 日目に培地を交換し，12 時間後に γ-secretase 阻害剤（L-685,458, 2 μM）を加えた．その 4 時間後

にグルタミン酸 0.1 μM，100 μM を添加，2 時間後に細胞を回収しウエスタンブロッティング解析を行った．

B: グルタミン酸 0.1 μM，100 μM 添加 2 時間後の APP-FL，EGR-1，β-actin の免疫ブロッティングを示した．

C: グルタミン酸 0.1 μM，100 μM 添加 2 時間後の APP-CTFs（CTFβ: 矢印，矢頭），APP-CTFβ，β-actin を示

した．CTFβ はグルタミン酸 0.1 μM では発現が増加し，100 μM では発現が低下した． 

 

図５ グルタミン酸 0.1 μM 添加 24 時間後の APP processing の変化 

A: 培養 14 日目に培地を新鮮なものに交換し，12 時間後にグルタミン酸 0.1 μM を添加，24 時間後に細胞お

よび培養上清を回収しウエスタンブロッティング解析あるいは ELISA 解析を行った．sAPPβ 発現の確認のた

め，最終培地交換時に β-secretase 阻害剤（β-secretase inhibitor Ⅳ, 5 μM）を同時に添加する条件も検証した．

添加しないものには DMSO を同量添加した．B: グルタミン酸 0.1 μM 添加後 24 時間の APP-FL，sAPPα，

sAPPβ，β-actin の免疫ブロッティングを示した．C: sAPPβ/APP-FL の免疫ブロッティングの半定量解析結果を

示した．グルタミン酸添加により有意に増加をみとめた．D: Aβx-40 値の解析結果を示した．グルタミン酸添

加により有意に増加をみとめた．C および D においては対照，グルタミン酸添加群それぞれ N=6 の複数回の

検証を行った．統計的解析は Mann-Whitney U 検定を用い，平均値±標準誤差を示した．有意差判定 p<0.01 を

**とした． 

 

図 6  神経興奮依存性の Aβ 産生に対する NMDA 型受容体アンタゴニストの影響 

A: 培養 14 日目に培地を新鮮なものに交換し，12 時間後にグルタミン酸 0.1 μM および NMDA 型受容体アン
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タゴニストである MK-801 5 μM を添加，24 時間後に細胞および培養上清を回収しウエスタンブロッティング

解析あるいは ELISA 解析を行った．MK-801 を添加しないものには DMSO を同量添加した．B: APP-FL，

sAPPα，sAPPβ，β-actin の免疫ブロッティングを示した．C: sAPPβ の sAPPα に対する比の半定量解析の結果

を示した．グルタミン酸添加により sAPPβ がより優位になる傾向がみとめられ，MK-801 添加によりこれが

有意に抑制された．D: sAPPβ/APP-FL の免疫ブロッティングの半定量解析結果を示した．sAPPβ はグルタミ

ン酸添加で増加傾向があり MK-801 添加により有意に抑制された．E: Aβx-40 値の解析結果を示した．複数回

の検証でグルタミン酸添加により増加傾向をみとめ，MK-801 添加で有意に低下をみとめた．C, D, E におけ

る統計的解析は各群 N=4 の複数回の検証について Kruskal-Wallis 検定で一元配置分散分析を行い，有意差を

みとめた場合，Dunn 法による事後検定を行った．平均値±標準誤差を示した．有意差判定 p<0.01 を**とし

た． 


