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要旨 

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．AD

の主要な病理変化の 1 つはアミロイド β（Amyloid-β：Aβ）の蓄積である．後天的環境

因子が AD 発症のリスクになることが数多くの疫学研究により報告されている．住民コ

ホート研究である久山町研究によると，糖尿病によるAD発症のリスクは約 2倍である．

本研究は，糖尿病が AD 発症のリスクになる分子機序を明らかにすることを目的に，高

グルコース状態がAβ およびアミロイド前駆体タンパク（Amyloid precursor protein：APP）

に及ぼす影響について，神経系培養細胞を用いて検討した．マウス神経芽腫細胞である

N2a 細胞と，Sweden 型変異を導入した APP を安定発現する N2a 細胞（N2a APP-swe 細

胞）を用い，グルコース濃度 50～400 mg/dL を含む培養液で 24 時間培養し，細胞ライ

セイトと培養上清を回収した．それぞれをポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離後，

ウェスタンブロット解析により APP-FL（full length：全長型），APP-CTF（C-terminal 

fragment：C 末端断片），および分泌 Aβ を検出した．N2a APP-swe 細胞では，グルコー

ス 50 mg/dL条件下と比較して，APP-FL/actinは 200, 400 mg/dL条件下で有意に増加した．

一方，APP-CTF/FL は 200, 400 mg/dL 条件下で有意に減少した．Aβ/APP-FL は 100, 200, 

400 mg/dL 条件下で有意に増加した．内在性 APP を発現する N2a 細胞においてもほぼ

同様の結果が得られた．これらの結果より，高グルコース状態において神経細胞では Aβ

の産生亢進が生じることが示された．高グルコース状態で Aβ が増加する機序として，
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APP 切断酵素活性がグルコースにより調整され，Aβ 産生を誘導しているのかもしれな

い．それ以外にも，APP-FL の産生増加や Aβ 分解遅延が Aβ 増加の一因になっている可

能性もある．高グルコース状態が Aβ 蓄積を促進させるのであれば，高グルコース状態

を抑制することで AD 病態を改善させる可能性がある．したがって，高血糖を抑制する

糖尿病治療薬は，AD 治療薬として応用できる可能性がある．PPAR-γ 作動薬やインクレ

チン関連薬は AD モデルマウスにおいて Aβ 蓄積を軽減する効果が報告されており，本

研究で示されたグルコースを介した Aβ の産生抑制がその分子基盤となっている可能性

がある． 

キーワード：アルツハイマー病，糖尿病，β アミロイド，グルコース，アミロイド前駆

体蛋白 
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はじめに 

 日本では高齢化が進み，認知症の患者数は増加の一途をたどっている．厚生労働省研

究班（代表者・朝田隆筑波大教授）の調査によると，日本全国における 65 歳以上の高

齢者のうち，認知症患者は推計 15％で，2012 年時点で約 462 万人に上ると推計される

1)．認知症の最大の原因疾患はアルツハイマー病（Alzheimer disease：AD）である．AD

の主要な病理変化の 1 つはアミロイド β（Amyloid-β：Aβ）の蓄積である．アミロイド

前駆体蛋白（Amyloid precursor protein：APP）は，β-secretase 活性により sAPPβ（soluble 

APPβ）と β-CTF（C terminal fragment）に切断される．β-CTF は γ-secretase 活性により Aβ

と AICD（APP intracellular domain）に切断され，このプロセスで Aβ が産生される（Aβ

産生経路）．一方，APP が α-secretase 活性により sAPPα（soluble APPα）と α-CTF に切

断される Aβ 非産生経路では，Aβ が産生されない 2)3)．脳内 Aβ 蓄積を決める要因の一

つに，Aβ 産生経路と Aβ 非産生経路のバランスがある． 

AD に対する根本的な治療戦略として，Aβ に対するワクチン療法 4)や γ-secretase 阻害

剤 5)，β-secretase 阻害剤 6)による治験が試みられたが，いずれの治験も臨床的な有効性

は示されていない．最近，後天的因子が認知症発症のリスクに関与するという疫学研究

が注目されている．Barnes らは，重要な後天的因子として，糖尿病，中年期の高血圧，

中年期の肥満，うつ，低教育歴，喫煙，低運動量を挙げている 7)．国内の代表的な住民

コホート研究である久山町研究においては，糖尿病による AD 発症のリスクは約 2 倍で
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あると報告している 8)9)．また，糖尿病と診断されない方でも空腹時血糖が比較的高い

と認知症発症のリスクが増加したとの報告もある 10)．糖尿病と AD 発症の関連について

は近年さまざまな研究報告がある．例えば，徳武らは，初代神経培養細胞を用いた研究

により，過剰な Aβ がインスリンシグナル障害を介してタウのリン酸化を誘導すること

を報告している 11)． 

本研究では，糖尿病が AD 発症のリスクとなる分子機序を明らかにするために，高グ

ルコース状態が APP 代謝および Aβ 産生を変化させる可能性について，神経系培養細胞

を用いて検討した． 

 

材料と方法 

細胞培養と遺伝子導入 

 Neuro2a マウス神経芽腫細胞（N2a 細胞）と，APP Sweden 型変異（K670N, M671L)

を安定発現する N2a 細胞（N2a APP-swe 細胞）を使用した．N2a 細胞は，Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium（DMEM, Gibco）および Opti-MEM（Invitrogen）を等量混合し，

ウシ胎仔血清（Fetal bovine serum：FBS, ICN biomedicals）5%，非必須アミノ酸

（Non-essential amino acids：NEAA, Gibco）1%を添加した培養液で培養した．N2a 

APP-swe 細胞は，G-418（Calbiochem）200 μg/ml を添加した培養液を用いた．培養細胞

への遺伝子導入は Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いた． 
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ウェスタンブロット 

 細胞培養液に 0.5 mM phenylmethanesulfonyl fluoride（PMSF, Sigma-Aldrich）を加えて

回収した後，遠心を行い，培養上清として回収した．培養細胞を phosphate buffered saline 

(PBS, Sigma-Aldrich) で 1 回洗い，0.5% Protease Inhibitor Cocktail（Sigma-Aldrich）を添

加した lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.5% NP-40, 0.5% Sodium 

deoxycholate, 5 mM EDTA) を用いて溶解し，遠心後の上清を細胞ライセイトとして回収

した．細胞ライセイトおよび培養上清に sample buffer (0.15M Tris-HCL (pH 6.8), 6% SDS 

(Sodium dodecyl sulfate), 30% Glycerol, 0.1% BPB (bromophenol blue), 15% 

2-Mercaptoethanol) を加え，96℃で 3 分間熱変性を行った．サンプルを SDS ポリアクリ

ルアミドゲルによる電気泳動で分離し，PVDF (Polyvinylidene difluoride) 膜 (Millipore) 

に転写した．APP-FL (full length), APP-CTF (α-CTF/β-CTF), Aβ, actin の検出には，それぞ

れ anti-rabbit polyclonal anti APP C-terminal 抗体（Sigma-Aldrich），anti-mouse monoclonal 

82E1 抗体（IBL），anti-gout polyclonal anti-actin 抗体（1-19）（Santa Cruz Biotechnology）

を一次抗体として用いた．HRP (horseradish peroxidase) を標識した二次抗体を Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate（Millipore）により可視化し，densitometry によ

る半定量化を行った． 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（ELISA） 

N2a 細胞の培養上清中の内在性 Aβ の定量はサンドイッチ ELISA（Human/Rat 
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β-Amyloid (40)，同じく(42) ELISA kit, WAKO）を用いた． 

統計解析 

 解析データは平均±標準誤差で示した．グルコース濃度による影響はグルコース 50 

mg/dL を基準として，100, 200, 400 mg/dL 条件下の値を相対的に算出した．統計解析は

分散分析 (ANOVA) を行い，post hoc testとしてTukey-Kramer法を用いた（SPSS 12.0 J）．

有意差判定 p<0.05 を*，p<0.01 を**と記載した． 

 

結果 

１．N2a APP-swe 細胞における高グルコース状態での APP 代謝および Aβ産生 

N2a APP-swe 細胞をグルコース濃度 50, 100, 200, 400 mg/dL を含む培養液で 24 時間

37℃にて培養した．細胞ライセイトを APP C-terminal 抗体で免疫ブロット解析したとこ

ろ，~110 kDa の APP-FL がグルコース濃度依存性に増加した．一方，~15 kDa の APP-CTF

はグルコース濃度依存性に減少した．培養上清を抗 Aβ 抗体（82E1）で免疫ブロット解

析したところ，~4 kDa の Aβ はグルコース濃度依存性に増加した（図 1A）．各々のバ

ンドを densitometry により半定量化し，解析を行った．マウス脳内におけるグルコース

濃度が 43 mg/dL との報告 12)に基づき，グルコース 50 mg/dL の培養条件を基準として各

グルコース濃度における値を算出した．APP-FL/actin はグルコース 50 mg/dL 条件下と

比べて，200, 400 mg/dL 条件下で有意に増加し，APP-CTF/FL は 200, 400 mg/dL 条件下
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で有意に減少した（図1B）．Aβの絶対量は200, 400 mg/dL条件下に有意に増加し，APP-FL

で補正した Aβ/APP-FL は 100, 200, 400 mg/dL 条件下で有意に増加した（図 1C）． 

２．N2a 細胞における高グルコース状態での内在性 APP 代謝および Aβ産生 

次に内在性 APP を発現する N2a 細胞を用いて同様の実験を行った．N2a APP-swe 細

胞と同様に，~110 kDa の内在性 APP-FL はグルコース濃度依存性に増加した．~15 kDa

の APP-CTF はグルコース濃度依存性に減少した（図 2A）．半定量化解析を行うと，

APP-FL/actinはグルコース 50 mg/dL条件下に比べて，400 mg/dL条件下で有意に増加し，

APP-CTF/FL は 100, 200, 400 mg/dL 条件下で有意に減少した（図 2B）．N2a 細胞由来の

内在性 Aβ は ELISA を用いて定量した．Aβ40，Aβ42 いずれも，200, 400 mg/dL 条件下

で有意に増加した．Aβ42/40 の比率については，グルコース濃度による有意な変化は見

られなかった（図 2C）． 

 

考察 

 AD 病態は，脳内 Aβ の蓄積が初期イベントとして生じ，タウの異常リン酸化を介し

た神経細胞死が誘発され，認知機能障害にいたると考えられている．多くの疫学研究に

より糖尿病が認知症発症のリスク因子となることが報告されていることを背景に，本研

究では，糖尿病により生じる高グルコース状態が APP 代謝および Aβ 産生に及ぼす影響

について検討した．本研究により，高グルコース状態は神経細胞において Aβ 産生を増
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加させることが明らかになった．糖尿病が AD 発症のリスクとなる分子機序の一つに，

本研究で示された高グルコース状態による神経細胞における Aβ の産生亢進が関与して

いる可能性がある． 

高グルコース条件で神経細胞においてAβ が産生亢進するメカニズムは不明であるが，

幾つかの可能性を考察する．第一に，高グルコース条件が APP 切断酵素の活性に影響

した可能性が考えられる．本研究では，高グルコース条件で APP-FL は増加し，APP-CTF

は減少した．APP-FL を主に切断するのが α-secretase であることを考慮すれば，高グル

コース状態では α-secretase 活性が低下している可能性が考えられる．AD 患者由来の脳

脊髄液において，α-secretase 分解により生じる sAPPα が減少することが報告されている

13)．さらに，高グルコース条件で β-CTF が増加するという報告があり 14)，高グルコース

状態では Aβ 非産生経路から Aβ 産生経路へシフトしている可能性がある．また，高グ

ルコース条件により分泌 Aβ が増加したことからは，γ-secretase 活性が亢進している可

能性も考えられる．（図 3）．家族性アルツハイマー病の原因となる PSEN1 変異を培養細

胞に発現させると，γ-secretase の活性変調により Aβ42/40 の比率が増加することが知ら

れているが 15)16)，本研究結果では，高グルコース条件で Aβ42/40 の比率は変化しておら

ず，PSEN1 変異でみられるような γ-secretase の機能異常は起きていないと考えられる． 

第二の可能性として，Aβ の前駆体である APP-FL の増加が Aβ の産生亢進に影響した

可能性が考えられる．本研究では，高グルコース条件で APP-FL は実際に増加していた
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が（図 1B，2B），Aβ 量を APP-FL で補正しても高グルコース条件で有意に増加してお

り，Aβ の産生亢進を APP-FL の増加のみで説明することは困難であろう．高グルコー

ス条件で APP-FL が増加する理由は明らかではないが，高グルコース条件において

APP-FL の mRNA は不変であるという報告がある 14)． 

第 3 の可能性として，高グルコース条件で Aβ の分解が遅延する可能性が考えられる．

Yang らは，シクロヘキシミドでタンパク合成を阻害した実験を行い，高グルコース条

件で APP-FL の分解が抑制されたと報告している 14)．また，高グルコース状態では蛋白

分解に関わるプロテアゾームやライソゾームの働きが低下するという報告があり 17)18)，

それらの要因により Aβ の分解が遅延しているのかもしれない． 

 高グルコース状態が APP 代謝および Aβ 産生に影響を及ぼし，Aβ 蓄積を促進させる

のであれば，高グルコース状態を抑制することが AD 病態を改善させる可能性が考えら

れる．臨床面での意義としては，血糖値を正常に保つことが認知症予防に寄与するかも

しれない．さらに，糖尿病治療薬が AD 治療薬として応用できる可能性が考えられる．

糖尿病治療薬の中でも PPAR-γ 作動薬 19)20)やインクレチン関連製剤 21)22)が Aβ 蓄積の抑

制に働くことが AD モデル動物において報告されている．これらの報告で示された糖尿

病治療薬の AD 病態への効果の分子機序は明らかにされていないが，本研究で示された

グルコースを介した Aβ への影響がその薬効の機序となっているのかもしれない．  
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結論 

本研究により，高グルコース状態により神経細胞では Aβ は産生亢進することが明ら

かになった．また，高グルコース状態で APP-FL は増加し，APP-CTF は減少することが

示された．糖尿病が AD 発症のリスクとなる機序の一つとして，高グルコース状態にお

ける神経細胞の Aβ 産生亢進が寄与している可能性が考えられた．  
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図の説明 

図１ N2a APP-swe 細胞における高グルコース状態での APP 代謝および Aβ産生 

A)  N2a APP-swe 細胞をグルコース濃度 50, 100, 200, 400 mg/dL を含む培養液で 24 時

間 37℃にて培養し，細胞ライセイトと培養上清を回収した．細胞ライセイトを APP 

C-terminal 抗体および actin 抗体で免疫ブロット解析を行った．培養上清を 82E1 抗体で

免疫ブロット解析を行い，分泌 Aβ を検出した． 

B) 目的のバンドを densitometry により半定量化し，グルコース 50 mg/dL 条件下の値

を基準として各グルコース濃度における値を算出した(n=4)．APP-FL/actin はグルコー

ス 50 mg/dL 条件下に比べて，200, 400 mg/dL 条件下で有意に増加し，APP-CTF/FL は

200, 400 mg/dL 条件下で有意に減少した． 

C) Aβ 由来のバンドを半定量化し，グルコース 50 mg/dL 条件下の値を基準として各グ

ルコース濃度における値を算出した(n=4)．Aβは 200, 400 mg/dL条件下で有意に増加し，

Aβ/APP-FL は 100, 200, 400 mg/dL 条件下で有意に増加した． 

図２ N2a 細胞における高グルコース状態での内在性 APP 代謝および Aβ産生 

A) N2a 細胞をグルコース濃度 50, 100, 200, 400 mg/dL を含む培養液で 24 時間 37℃に

て培養し，細胞ライセイトと培養上清を回収した．細胞ライセイトを APP C-terminal 抗

体および actin 抗体で免疫ブロット解析を行った． 

B) 目的のバンドを半定量化し，グルコース 50 mg/dL 条件下の値を基準として各グル
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コース濃度における値を算出した(n=4)．APP-FL/actin はグルコース 50 mg/dL 条件下に

比べて，400 mg/dL 条件下で有意に増加し，APP-CTF/FL は 100, 200, 400 mg/dL 条件下

で有意に減少した． 

C) サンドイッチ ELISA を用いて培養上清中の内在性 Aβ を測定した．Aβ40, Aβ42 い

ずれも，グルコース濃度 200, 400 mg/dL 条件下で有意に増加した．Aβ42/40 の比率は，

グルコース濃度による変化は見られなかった． 

図３ APP の代謝経路と高グルコースの関係の模式図 

アミロイド前駆体蛋白（Amyloid precursor protein：APP）は，β-secretase の働きで sAPPβ

（soluble APPβ）と β-CTF（C terminal fragment）に切断される．β-CTF は γ-secretase の

作用により Aβ と AICD（APP intracellular domain）に切断され，このプロセスで Aβ が

産生される（Aβ 産生経路）．一方，APP が α-secretase により sAPPα（soluble APPα）と

α-CTF に切断される場合は Aβ が産生されない（Aβ 非産生経路）2)3)．本研究結果では，

高グルコース条件において APP-FL は増加し，APP-CTF は減少し，Aβ は増加すること

が示された． 
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