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高グルコース状態がアルツハイマー病関連
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要　　旨

　アルツハイマー病（Akhe㎞er’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一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－CrF（C－temlinal　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／ac廿nは200，

400mg／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
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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の産生充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，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一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

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（Aレheimer　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一β：Aβ）の蓄積である．アミロイド

前駆体蛋白（Amyloid　precursor　protein：APP）

は，β一secretase活性によりsAPPβ（soluble

APPβ）とβ一CTF（C　teminal　fragment）に切

断される．β一（汀Fはγ一secretase活性によりA

βとA【CD（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一secretase活性により

sAPPα（soluble　APPα）とα一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一secretase阻害剤5），

β一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．

Bames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



手塚：高グルコース状態がアルツハイマー病関蓮アミロイドβ産生に及ぼす影響 5鶴

必須アミノ酸（N曲鴫ss鋤ti訂amlno　ad▲l

NEAA，　Gi祉o）1％を添加した培養液で培養した．

遡aAPP－s醐細胞は，　G－418（Calbi心曲em）

200μ訂m］を添加した培養液を用いた、培養細胞へ

の遺伝子導入はLipof賠c伍mi艶2，⑪0⑪αn轍鱒g瓢）

を用いた．

ウェスタンブ田ット

　細胞培養液に0。5顯M坤鋤yh醗tha鍵sulf◎ny董

塩岨畿（PMSF。　Si菖m断Al面曲）を加えて回収

した後，遠心を行い，培養ヒ清として回収した．

培養細胞を卿o領丑設蜘bu旋鷲d甜］ine（PBS，

Sig灘一A撮ri斑）で膓回洗い，⑪、5％Pr⑪t毘se

In撮観拓r　Cock編目（Sigm新Aldrlch）を添加した

lysi曲ufせぱ5◎瓢M　Naα，5◎mM　T酷一Hα

（pH　7護），ぴ5％NP一甜，α5％Sod語m（忙oxy－

cho］磁e，5mM　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samp証bu旋r抵蔦嫉
丁汀＄－HCL　（pH　6，8＞，　6％S］［）S　（S《｝d梧m　d◎《抗cyl

灘撫姥），30％αycerol，α1％BPB（b斑域癖松一

澱ol魏汲），15％2－M釘eapt世th翻◎1）を加え，

96℃で3分闘熱変性を行った．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（Po菱yvinyl埴ene　di最uori《1e）　膜

（Millipore）に転写した．　APP－FL（麺111ength），

APP－CTF（仁CTガノβ一CTF），　Aβ，a遠nの検出

には，それぞれ餓tぶr諭擁拠1yclo随］鋤ti　APP

C弍艘疎翻抗体〔Sigma－Al醸ch），瓢ピm皿se

£随nDclo譲8駕1抗体（1既）漬誠i噺◎ut　p◎▲ゾ

dona》a撹ぶa蠕滋抗体（1－19）（San飽Cr頴

Biot毘hn⑬1口gy）を一壊抗体として用いた．　HRP

【h⑪rser麟sh世mxMas惑を標識した二次抗体を

Im翻o恕iion　Wes旋｝m　Chemi蔓umine＄ce訂懸RP

Su撫t麟e（M翻po驚）により可視化し，　d顯綴⑪m一

瓢yによる半定量化を行った．

翫冴m題猿nked㎞m壇⑪Sor輪nt　As顕yパ鷺uSA）

　N趾細胞の培養上清申の内在牲Aβの定量はサ

ンドイッチELI8A促uman／Ratβ一Amylo羅壌⑪），

圃じく（42）肌ISA雄，　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ダルコース馳mg／dLを基準

として，10◎，2⑪⑪，4◎⑪mg／dL条件下の纏を根対

的に算出した．統計解析は分散分析（ANOVA）

を行い，po＄t　hoc　testとしてT慮ey－K総m蟹法を

繕いた（SPSS　12．O　J）．有意差判定P＜α05を＊，

p＜0．01を＊＊と記載した．

結 果

1。N2a　APP藩we細胞における高グルコース

　　状態でのAPP代謝およびA？産生

　N2a　APP－swe細胞をグルコース濃度50，膓0⑪，

20⑪，4◎Omg／dLを含む培養液で24時間37℃に

て培養した．網胞ライセイトをAPP　C一轍瓢naI

抗体で免疫プロット解析したところ，～1甜kDa

のAPP－F亙．がグルコース濃度依存性に増加した．

…一禔C－15kDaのAPP－CTFはグル｝一ス濃度
依存性に減少した．培養上清を抗Aβ抗体（82雛）

で免疫プロット解析したところ，～姪Da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d磁si曲m註ry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43rng／乱との報告鋤に基づきタグルコー

ス50mg／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顯した．APP－FL／誕泣は

グルコース50mg縛L条件下と比べて，2◎⑪，4⑪⑪

mg／dL条件下で有意に増加し，　APPイぴF／FI、は

2⑪0，400mWdL条件下で有意に減少した（図蛋）．

Aβの絶対量は200，⑳◎m耐dL条件下に有意に増

加し，APF　FLで補正したA〃APP－FLは100，

20⑪，婆⑪Omg／dL条件下で有意に増加した（図IC）．

2．N㌔細胞における高グルコース状態での内

　　在性AP㌘代謝およびA？産生

　次に内在性APPを発現するN2a細胞を用いて

醐様の実験を行った．N2aAPPr聡細胞と岡様

に，～鷲0熟Daの内在性APP－FLはピルコース

濃度依存鰻に増加した．～15kDaのAPP－CTF

はダルコース濃度依存盤に減少した（図2A）．半
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　　　　　　醗1　N2a　APP　r鞭細胞における轟ダルヨース状態でのAPP代謝およびAβ産生

A）N趾A欝P－swc細胞をグルコース濃度5⑪，1臓語0，鱒纐綱頂Lを禽む培餐液で劉時間37℃にて培養し，繕胞

　　ライセイトと培養上清を綱収した．細胞予イセイトをA捲C－t鱈mi董1al抗体およびacUn抗体で免疫プロぴト

　解析を行った．培養上清を提斑抗体で免痩ヅぱット解析を行い，分泌Aβを検撫した．

鋤閻的のバンドをd題si緬me轍によ泊半建黛化し，恒ルコース50　mg／dL条件下の値を基準として各グルコース

　濃慶における値を算幽した（n三雀）．A理一FL海磁nはヅルコース50　mg／dL条件下に比べて，200，憩O

　m訂dL条件下で有意に増加し，　APP－CT騨Fぶは諭甑藺0蓬灘g〆龍条件下で有意に減少した

窃Aβ幽来のバンドをΨ定鍛化し，グルコース50m訂鵡条緯下の纏を慕準として各グルコース濃度における纏

　　を算幽した（n＝4）．Aβは2餓鵜ぶn耐dL条停下で褥意に増繍し，　Aβ／APP－FLは100，2◎0，400　mg／蠕条

　書下で有意に増融した．
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　　　　　　　翻2　N撫綴胞における蕩ヅルコース状態での内在性APP代謝およびAβ塵生

A）討2a綴胞をダルコース濃度50⇒00ぷ0曳祓Omg／dぶを禽む培養液で24時闘37℃にて培養し，細胞ライセイi・

　　と培養C溝をi獺収した．細胞ライセイトを鯉PC－terlMin譲抗体および鍵c斑茎抗捧で免疫プロッ1・解析を行っ

　　た．

鋤騒剖のパンドを半定量化し，ダル慧一ぼ頴mg隅纒。条件下の纏を纂灘として各グルコース濃度における纏を算

　　幽した〔n＝劇．APP一罷ノ蹴t拍はグルコース5◎股壌／dL条件下に比べて，鵠O　m菖〆dL条件下で有意に増燃し恒

　蛙P－c貰〆F乙は甜《　，顕鯵，400mg／dL条件下で有意に減少した．

C）サンドわソチEL搭Aを用いて培養戊づ欝染の内荘性Aβを測定した．　Aβ蛸，　Aβ鵜いずれも，ダルコース濃度

　20（》，400斑顧dL条件下で有意に増撫した．　Aβ纏／蒜の紘率は．ダルコース濃麓による変化は発られなかった．
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定量化解析を行うと，APP与L／ac6nはグルコー

ス5⑪mg／dL条件下に比べて，⑳O　mg掲L条件下

で有意に増加し，APP鳴TF～FLは甜⑪，20⑪，4⑪O

mg／dL条件下で有意に減少した（図班り，　N語

細胞拍来の内在性Aβは鷺USAを溺いて定量し

た．Aβ⑳，　Aβ鶴いずれも，200，40⑪mg／dL条

件下で有意に増燃した．Aβ鵜／40の比率につい

ては，ダルコース濃度による有意な変化は発られ

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蝋胞

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

ルコーヌ状態がAPP代謝およびAβ違生に及ぼ

す影響について検討した．本研究により，高グル

A縛ギL

鰯葬産生経路 酪産生経路

蠕・C聾

減少
↑

　ぱも　ぬド　　　さ　

∨←

増加
↑

昌

　β巡虻牌語賠

v→

終一σF

減少
亭

高グルコース条件

β

　v∋鍵陪糠鍵

響→

図3A鞭の代謝経路と高グルコースの関孫の模式劉

増癩
介

アミロイド繭駆体蛋臼（Am釦寵ぱ斑輸賠r欝ro鍵in。A諒）は，／仁醗c戯a記の働きでsAPPβ（訓uぱe　APPβ）

とβ一CTFに忙rminaは躍腰1班t）に切断され在β一CTFはγ一磯c瓢a鑓の作矯によりAβとA駕D（APP　i語a－

¢ellu玉ar　dom癒）に切断され，このプロセスでAβが藍生されるIAβ産生経路）。一方，　APPがα一跳αぬ額によ

りsAPPα（solub緬APP∋とかC狸に切断される場合はAβが藤生されない（Aβ非産生経路）醐．本研究結

聚では，高グルゴース条件においてAPP一欝Lは増撫し，　APP－CTFは減少し，　Aβは増拍することが示された
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コース状態は神経細胞においてAβ産生を増加さ

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

の産生充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

生元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一㏄Fは減少した．　APP－FLを主

に切断するのがα一secretaseであることを考慮す

れば，高グルコース状態ではα一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一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，高グルコーヌ条件でβ一crF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産生経路ヘシフトしている可

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一secretase活性が

尤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PSEM変異を培

養細胞に発現させると，γ一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1珈6），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一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の産生元進に影響した可

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が（図IB，

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の産生元進を

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一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A

β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．

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は産生元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産生元

進が寄与している可能性が考えられた．
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