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アルツハイマ-柄 (Akheimerrsdisease:AD)は認知症の原因として最 も頻度が高い神経変

性疾患である.ADを特徴酬 する病理学的所見は,神経細胞の脱落に加えて/?ア ミロイ ド (Aβ)

を主要構成成分とする老人斑および リン酸化 タウを主要構成成分とする神経原線維変化である,

AD病態 を時間軸からみると,Ai?蓄積が最 も早 く出現 し,それに続 きリン酸化 タウの蓄積,神

経細胞障害が生 じることが知 られている.A/?蓄積に至るメカニズムの 解明が進む一方で,Al?

diabetesmellitt旦S:T2DM)やインスリン抵抗性がAD発症の リスクとなるという疫学報告が相

次いでいる.T2DM とAD病態 を結びつける経路 として,インスリンシグナル伝達の下流に位

酸化過程にインスリン抵抗性が関与するという仮説を立て,これを検証するために本研究 を行

った.まず,Aβを産生する細胞 とヒ ト型 タウを安定発現する N2a神経 坪細胞膜細胞または内
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産性ダウを発現するラット初代神経培養細胞との共培養により,Ai,?依存性にダウのリン酸化

が誘導 される共培養システムを構築 した.次に,時間依存性に生 じるAkt(ser473)および

GSK3iヲ (ser9)のリン酸裾 こよりインスリン刺激依存性のシグナル伝達効率を検討したとこ

ら,郎 依存性のダウ異常リン酸化が生じる条件において,インスリンシグナル伝達が有意に抑

制されていた.インスリン抵抗性改善剤であるチアゾリジン系薬剤 ros主監litazoneを細胞培誇滴

に添加すると,Aiヲ依存性に生じるダウ異常リン酸化が抑制された.以 Ln結果からA封衣存性

に生じるタウ異常リン酸化にはインスリンシグナ叫 云達の障害が関与-している可能性があり,

脳内インスリンシグナルを標的とした治療がタウリン酸化抑制に有効であることが示唆された

キーワード:A豆zheimerナsdisease,insulinresistance,針amyloid,phosphorylatedtall,insulinsig-

naling,coculture

は じ め に

ア ル ツハ イマー病 (AIzhe豆mer'sdisease:AD)

は進 行 性の認知機能障害を里する神経変性疾患で

ある 1).病理学的には神経細胞の脱落に加えて19
ア ミロイ ド 持-amyloid:Ai?)を主要構成成分
とする老人斑 (senileplaque:SP)2)および リン酸

化 ダウを主 要構成成分 とす る神経原線維変化

(neurofibriilarytangie:NFT)3)に特徴づけられる 1).

ADは認知症の原因疾患 として最 も頻度が高 く,

その患者数は増加 しているが射,いまだ根本的治

療法は確立 していない.ADの病態機序として,Ai?

蓄積をアルツハイマ-病の病態の中桟に位置づける

アミロイドカスケ- ド仮説が考えられている5).そ

の根拠 として,① Al号蓄積は NFTの出現 に 先行

する病理変化であること6)7㌧②若年性家族性 AD

の原因遺伝子としてア ミロイド前駆体蛋白 (Amy-

io豆dprecursorprotein;APP)早,APPか らAi守の

プロセ､ソシンダに関わるプレセニ リン1(prese-

nilinl:PSl),およびPS2が同定されていること8).

(諌APP遺伝子が存在する第 21染色体の トリソミ

-であるダウン症ではAnに類似 したÅ/?病理所

見が出現する7)ことがあげられる.ア ミロイ ド

カスケ- ド仮説は広 く受けられているが,AD愚

者脳におけるA/･9蓄積の程度と分布は神経細胞の

脱落を反映せず,むしろNFT蓄積の程度および分

布が認知障害に相関するとの報箆がある9).Aiヲ
は NFTの蓄積を誘導 LADの病態に関与すると

考えられているが 5),その分子機序は明らかでな

い.

一方,生活習慣病である 2型糖尿病 (type岩

diabetesmellitus:T2DM)およびインスリン抵抗

性がAD発症の リスクファクタ-となることが疫

学的に示 されている 10巨 細 .T2DM によるAD

発症への影響に関 しては,動脈硬化,微小血管障

害,糖毒性,インスリン抵抗性などさまざまな病

態が関与することが示唆 されているが 輔 ,詳細

な分子病態機序 は明らかにされていない.最近に

なり,AD ヒ ト剖検脳の解析により,AD患者の中

枢神経系でインスリンシグナル伝達不全が生 じて

いる可能性が報告 されている iS)- 17).ィンスリ

ンシグナルは,細胞外においてインスリンがイン

スリン受容体 (insulinreeeptor:IR)に結合する

ことにより活性化 される.IRは 且型膜貫通蛋白で

あり,インスリンが細胞表面の IRに結合すると,

IRのチロシンキナ-ゼが活性化 LIRを自己 リン

酸化する.リン酸化 した IRは細胞質内の irlSulin

㌻eceptorsubstrate(IRS)をリン酸化 し,さらに

phosphoinositide3-kinase(PI3K上 PDKl,Akt,

glyeo酢きnSynthasekinase31? (GSK3封 と一連

の リン酸化カスケー ドを介 し細胞内にシグナルを

伝達する 勲 インスリンシグナルの下流に位置

するGSK3βは,タウをリン酸化する主要なキナ

-ゼのひとつで,インスリン刺激によりインスリ

ンシグナルが活性化 されるとGSK319は不活化 さ

れタウの リン酸化は抑制 される19)

本研究において筆者は,Al?依存性のタウ異常

リン酸化の分子機序を解明することを目的に,Aβ
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依存性にタウの リン酸化を誘導する共培養モデル

を構築 し,様々な Aβ分 子種が タウリン酸似 二与

える影響を検討 した.さらにAβが タウリン酸化

を誘導する機序 としてインスリンシグナル伝達障

害の関与を想定 し,AJヲ存在下におけるインスリ

ン依存性のシグナル伝達を評価 した.またインス

リンシグナル伝達 を標的とした治療介入がAD病

態の改善に有効である可能性 を考え,インスリン

抵抗性改善薬であるチアゾリジン系薬剤によるタ

ウリン酸化に対する抑制効果を検討 した

材料 と方法

細胞培養と遺伝子導入

HumanemblYOnickidney(HER)293T細胞は

Dulbecco'smod摘edEagle'smedium (DMEM)

(InvitTOgen)にウシ胎仔血清 (FetalbovirleSerum;

FBS)を10%添加 した培養液で培養 した Net汀02a

マ ウ ス神経 芽腫 細 胞 (N2a細 胞 ) は DMEM

500/0,OptレMEMI(Ⅰnvitrogen)50%にFBSを

5%添加 した培養液で培養を行った,ラッ ト大脳

皮質初代神経培養細胞は,神経細胞培養 システム

(SumitomoBakelite)を使用 した.ラット大脳皮質

(胎生 17日)か ら初代神経細胞 を調整 し,poly-

p-lysineをコー トしたデ ィッシュに播種 した.

解析には,4RINヒ ト型 ダウ遺伝子 を安定発現す

る N2a細胞 (N2aMAFr細胞),ラッ ト大脳皮質

初代 神経 培 養細 胞 ,HEK293T細 胞 ,野 生 型

(wild-type:WT)PSlを安定発現す る HEK293T

細胞 (HEK293TPstWT上 PSIL166P変異を安定

発現するHEK293T細胞 (HEK293TPSIL166P)20),

PSl△T440変異 を安定発現す る HEK293T細胞

掴 EK293TPstAT440)21),PSID385A人工変異

を安産発現す る HEK293T細胞 (HEK293TPSI

D385A)22)を用いた.遺伝子導入は Lipofectamine

2000(Invitrogen)を用い,安産発現細胞樹立 に

は G姐呂を朴 ､て選択 を行った.γ-Secretase阻

害剤 (CompoundE,Calbioehem)は 25nMの濃

度で使用 した.ラッ ト初代神経培養細胞に対 し,

pioglitBmne(Enzo)または Tosiglitazone(Cayman)

による処理 を24時間施行 した.インス リンシグ

ナルを活性化するために,種々の培養細胞をヒト

インスリン (Sigma-Aldrich,1/iM)を培養上清

に添加 し,経略的に細胞を回収 した.

共培養システム

多孔膜 (i.0/im)を有す るCellCultureinserts

(BDFalcon)に HEK293T細胞 を播種 し,CDNA

コ ンス トラク ト (ヒ ト野生型 APP (APPWT),

スウェ-デ ン型 APP変異 (APPswe)またはオ リ

ゴマ-型 APP変異 (APPE693△変異)23)) の遺

伝 子導入を行った.24時間後,CellCulttlTelnserts

(ドナ-細胞)をレシピエ ン ト細胞であるN2a細

胞 もしくは初代神経培養細胞 と共培養 を行った.

ウェスタンブロット

レシピエ ン ト細胞 を 0.5mMNa3VO4および l

mMNaFを添加 した RIPAバ ッファ- (150mM

NaCl,25mMTr豆S-HC豆(pH7.4),0,1% SOS,

1% NP-40,10/aSodiumdeoxycholate,5mM

EDTA)に潜解 し,遠心 (14000rpm,lo牙)後.

細胞 ライセイ トを回収 した.細胞 ライセイ トの タ

ンパ ク濃度 を BCA法で測定 し,等巌の可溶性蛋

白をSDS(sodiumdodecylsuifate)ポ リアクリル

ア ミドゲルによる電気泳動 を行った.A比t,リン酸

化 Akt,GSK3J?および リン酸化 GSK3βの検出に

はそれぞれ,ウサギポ リタロ-ナル抗 Akt抗体

(CellSignaling),マウスモ ノクローナル抗 リン酸

化 Akt(Ser473)抗体 (CellS短naling),マウスモ

ノクロ-ナル抗 GSK3j?抗体 (BDTransduction

Laboratories)および ウサギポ リクローナル抗リ

ン酸化 GSK3/?(ser9)抗体 (CellSignaiing)を

用 いた.総 タウはマウスモノクローナル ダウ抗体

(tau5)(ThermosdentはC)を用い,リン酸化 タウ,

非 リン酸化 タウはそれぞれ,マウスモ ノクロ-チ

ル抗 リン酸化 ダウ抗体 漬TS)(Pierce),マウスモ

ノクローナル非 リン酸化 タウ抗体 (taul)(Roche)

を用いた.Aβ,全長型 APPはマウスモ ノクロー

ナル抗 Ai'3抗体 (82El)(IBL),ウサギポ リクロ

ーナル抗 APp-CTF抗体 (Sigma-Aldrich)を使

用 した.結合 した抗体をenhancedehemilumines-

cencedetectionsystem (Minipoye)により可視化
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ドナー細胞 レシピェント細胞
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図 1 新規共培養システムの構築

A)其培養システムの模式図.多孔性の膜 (Poresizel.Oim )を介 して,ドナーHEK293T細胞 L上

段)とレシピエン ト細胞 (下段)の共培養を行った.レシピエン ト細胞には,4RINヒト型 ダウ

を安定発現するN2a雑用包 (N2aMAPT細胞)または,ラット初代神経培養細胞を使用 した ド

ナ-細胞に,様々なA/?を産生するcDNAコンス トラク トを導入し,共培嚢の徽 レシピエン ト

細胞の細胞ライセイトを回収 し,タウおよび関連分子について検討 した.

B)4RINヒト型タウ遺伝子を安定発現するN2a細胞 (N2aMAPT)の細胞ライセイトを回収 し,ウ

ェスタンブロットにより総タウを検出する抗 ダウTau-5抗体,脱 リン酸化タウを認識する抗脱

リン酸化タウTau-1抗体を用い外来性 ヒト型タウを検出した.

C)共培養液中のAi才量を検討する目的で,共培養で用いた培養液および 7名のAD患者由来の髄液

を等量SDS-PAGEで泳動後,抗Al?抗体82Elを用い免疫プロットを行った.
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表 1

mock APP APP APP
WT swe AE693

Aβ40(pg/mL)

Aβ42(pg/mL)

undetectable 722.3±20.3 4883.7±154.5 undetectable

36.9t4.2 101.0±5.3 311.7±9.8 undetectable

diner/oligomerAβ(pM) undetectable lO･3±10･3 ∩/a 61･9±4･9

平均士標準誤差 ;n/a,notava毒table

し,ImageQuant乱ASsystem (GEHealthcare)に

よる半定量解析を行った.

En芝yrne-Linked王mmunoSorbentAssay(ELISA)

回収 した培養 L清に0.5mMpheny1-methane-

sulfonyl蝕ユOride(PMSF,Sigma)を添加 し,ヒ ト

βア ミロイド (仁 40)ELISAキッ トおよび高感

度E卜/rjアミロイド (卜 42)キット (Wako)に

よりAj･ヲを定量測定 した.D豆mer/浦gomerAi?杏

測定する目的に,Aβの N未を認識するマウスモ

}タロ-ナル抗Ai?抗体 (82El)(IBL)をcap-

tnre抗体に使用 し,reporter抗体にビオチン化 さ

れた同 じ抗A/9抗休 (82El)(IBL)を使用 した

ELISAを用いた 2隼 HRP標識化 されたstrepta-

vidin凋ighsensitivitysh･epta扇dinHRP,¶lermO-

scientific)を用いてビオチン化 82Elを認識 し,

TMB (卜 StepTM UltraTMBELiSA,Thermo-

scienti負C)を用いて発色 させ検出した.検量線作

成のための標準物質はhumanA β (1-16)diner

合成ペプチ ドを使用 した

結 果

共培養システムの構築

Aβを産生するドナ-細胞 (上段)とヒト型 タ

ウ,あるいは内在性タウを発現するレシピェン ト

細胞 (下段)を共培養するシステムを構築 した

(図 IA).ドナー細胞 (HEK293T細胞)に様々な

cDNAコンス トラク トを導入 し各種Aβを培養液

中に分泌 させ,レシピェント細胞のタウおよび関

連分子の解析を行った.レシピエン ト細胞として

4RINヒ ト型 タウを安定発現するN2a細胞 佃2a

MAIyr)を作成 した.N2aMAFr細胞のタウ発現

を抗 タウ抗体で解析すると,外来性に導入したヒ

ト型 タウが検出された (図 1B).次に,培養上清

中の Alg濃度とAD患者髄液中のAβの濃度を免

疫プロッ トおよびサン ドイッチ ELISAにて比較

した.免疫プロット(図1C)および ELISA(表 1)

の結果から,培養液中のAβは,以前筆者 らが報

告 した髄液 Ai?濃度 25)に近い生理的な濃度と考

えられた.

細胞外 AβがN2aMAPT細胞の外来性タウリン
酸に及ぼす影響

Mock,APPWrrまたは APPsweコンス トラク

トを一過性 に導入 した HEK293T ドナー細胞 と

N2aMAPTレシピエン ト細胞を40時間共培嚢 し

た.ドナ-細胞へのAPPsweの導入により培養液

中のA19は著 しく増加 した (図2A).APPsweを

導入した ドナ-細胞との共培養により,レシピエ

ント細胞のタウの リン酸化は有意に増加 した (図

2A,B).レシピエント細胞のタウリン酸化先進が

Ai守依存性に生 じているか否かを検証すること目
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図2 細胞外A封衣存性に生じるN2aMAPT細胞内のタウリン酸化

A)Mock,APPWTまたはAPPsweを導入した ドナ-細胞をレシピエントN2aMAfYT細胞と40時間共培養

を行った.培養 L清および ドナー細胞,レシピエント細胞の細胞ライセイトを回収 した,ドナ-細胞に導

入したヒト全長型APPの発現をAPp-CTF抗体を用い検出した∴培養日吉のAJ日射克AJヨ抗体 82Elを用

いて解析した.レシピエン トN2aMAfrr細胞ライセイトにおけるリン酸化タウを抗 リン酸化タウAT-8

抗体,総タウを抗タウTau15抗体,脱リン酸化ダウを抗脱 リン酸化ダウTau-1抗体を用いて検出した.

B)抗 リン酸化タウAT008抗体で検出したバンドをデンシ トメーターで半定琶イヒし,アクチンにて補正した

値を示した.結果は平均±標準誤差 (n-4)で示した.群間比較は,ana呈ysisofvariance(ANOVA)検討

の後,Tukey'S検定を行った.*p<0.05

C)機能喪失型人工変異体であるPSID385Aを安定発現するドナー細胞にAPPsweを導入し,レシピエント

N2aMAPT細胞との共培藻を行った PSID385A変異体を安定発現するドナ-細胞では,培養液中のAl,'

産生は欝しく抑制され レシピエント細胞のAT-8抗体で検出されるリン酸化ダウの克進が抑制された

D)AT-8抗体で検出されたリン酸化タウのバンドの半定量化を行い,アクチンにより補JTt:_した結果を示 し

た.平均±標準誤差 (n-3上帯間比較はt検定により比較した,**p<0.01.
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図3 家族性Am関連psl変異によるタウ異常リン酸化の誘導

A)家族性AD関連psl変異 (L166P,AT440)を安定発現するドナー細胞にAPPWTを導入し,レシピエン

トN2aMAPT糸捌包との共培責を40時間行った.培養上清は,A/I,340とAl342の分離が可能な

bicine-ureaゲルを用いA13を解析した.PSl変異を安定発現するドナ-対朋包では,培養液中のAJヲ42の

産生先進を認めた.PSl変異を発現するドナ-細胞との共培養では,レシピエント細胞におけるリン酸化

タウの克進を認めた.

B)AT-8抗体で検出されたリン酸化タウのバンドの半走劉 ヒを行い,アクチンによる補王を三を行った.平均±

標準誤差 (n-4).群問比較は,ANOVA検討の後,Tukey'S検定を行った *p<0.05.

的に, γ-secretaSe活性 を消来 した PSID385A

人工変異を安産発現す る ドナー細胞 との共培養 を

行った.PSID385A細胞 に APPsweを導 入す る

ど,野生型 PSlを発現す る ドナー細胞 と比較 し,

培養液中の Al'i量は著 しく減少 し,さらにレシピ

エ ン ト細胞の リン酸化 タウ克進が抑制 された (図

2C,D上 これ らの結果か ら,本研究で用いる共培

養ア ッセイ系では,細胞外に存在する生理的な濃

度のAβに依存 して レシピエ ン ト細胞の タウ リン

酸化 先 進 が誘導 されることが示唆 された.

家族性 AD関連pSl変異および APPオリゴマ-

変異によるタウの異常リン酸化元進

苦寧性家族性ADの原図となるPSl変異は,Aj'i

42産生克進 が病態機序 と深 く関係す ることが知

られている 26).そ こで, ドナ-細胞 に PSl変異

(L166P,AT440) を安産発現 させ,細胞外 Ai?42

産生先進がレシピエン ト細胞のタウリン酸化 に 及ぼ

す影響 を検討 した.変異 汚 1を安定 発現す る ドナ ー

細胞にAPPV汀を導入すると,既報 と同様 に 培 養 液

中のAiヲ42産生先進が認められた (図 3A)20)21)

レシピエ ン トN2aMAPT細胞 と変 緊 PSl安定 発

現細胞 との共培養 を行 うと,野生型 PSl安産発現

細胞 と比較 して,レシピェ ン ト細胞の リン酸化 タ
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図4 オリゴマ-型APP変異によるタウ異常 リン酸化の誘導

A)家族性 ADの原因変異として同意 されたオリゴマー型 APP変異 (AE693)を導入 した ドナ-細胞とレシ

ピエントN2aMAPT細胞との共培費を40F朝 田行った.APPWTを導入した ドナ-細胞と比較 し,オリゴ

マ-型 APP変異 (AE693)を導入した ドナ-細胞との共培養においては,レシピエント細胞の リン酸化

ダウの先進を認めた.

B)AT-8抗体で検出されたリン酸化 ダウのバンドの平定酎 ヒを行い,アクチンにより補Ji三した結果を示 し

た,平均±標準誤差 (n-射.群間比較は t検定によか丹掴愛した *p<0,05.

ウの克進を認めた 個 3A,B).

最近家族性ADの原因として,オリゴマ-形成を

生じるAPPAE693変異が本邦から報告された23)

この変異により,22番目のアミノ酸を欠失(AE22)

A13を産生 される, この変異 Ajヲ (AE22)は,ア

ミロイ ド線維をつくらず,オリゴマ-型Aβを1'n

vitroおよび 1'LZVl'voで産生 させることが報告 され

ている23)27).ドナ-細胞にAPPAE693コンス ト

ラク トを導入すると,培養上清中の Ai守は,Aβ

1-40,および Ai?卜 42を検出するEL王SAでは

感度以 下であるが,Alタが )ゴマ-を特異的に検出

するEuSAでは,APPWr導入細胞と比較 して,高

い値のAl9オリゴマーが認められた (豪打 レシ

ピエン トN2aMAPT細胞とAPPAE693を導入し

た ドナ-細胞との共培養を行うと,レシピェント細

胞の リン酸化タウが有意に克進 した (図 4A,B).

これらの結果から,家族性 ADの原因変異となる

Ai3分子種を産生する ドナ-細胞との共培養にお

いても,リン酸化 ダウの克進が誘導 されることが

示唆 された.

AP依存性異常タウリン酸佃 こおけるインスリン

シグナル伝達の障害

細胞外 Air?依存性に異常タウリン化が誘導 され

る過程にインスリンシグナル伝達が関与する可能

性を考え,インスリンシグナル伝達の下流に存在

する関連分予,Akt(Se摘73)とGSK319 (Ser9)

のインス リン添加によるリン酸化活性を検討 し

た.APPsweを導入した ドナ-細胞と16時間共培

養 したレシピエン トN2aMAPT細胞にインス リ

ン1iuM 刺激を加え,時間依存性のAkt(Se摘73)

とGSK3β (Ser9) リン酸化をリン酸化特異抗体

を用いた免疫プロットにより検出 した.Mockを

導入した ドナ-細胞では,時間依存性にAktおよ
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図5 インスリン依存性インスリンシグナル伝達関連AkもおよびGSK31?のリン酸化

A)MockまたはAPPsweを導入した ドナー細胞とレシピエントN2aMAFr細胞の共培喪を行い,インスリ

ン1llM添加後に誘導されるインスリンシグナル伝達関連分子Akt(Se摘73),GSKjH Ser9)のリン酸化

をリン酸化特異抗体により検討した.APPswe導入 ドナ-細胞との共培養条件 卜では,インスリン紬 敗に

よるAktおよびGSKβのリン酸化が抑制されていた.

a)リン酸化Aktおよびリン酸化GSKβのバンドを,それぞれ総Akt,総 GSKβで補正を行い､V.･定射 ヒする

ことにより時間依存性のインスリンシグナル活性を示した,インスリン刺激前の比率を基準に,mock挙

入 ドナ…細胞との共培寮条件を実線で,APPswe導入 ドナー細胞との共培務条件を破線で示した.平均±

標準誤差 (n-3).各群をt検定により比較した.*p<0.05.**p<0,01.

び GSK3βの リン酸 化 が誘 導 され るの に対 し,

APPsweを導入 した ドナ-細胞 との共培養条件で

は,インス リン刺激 に対す るAktおよび GSK319

の リン酸化活性が有意に抑制 されていた (図5A,

B).この ことか ら,細胞外 A封 衣存性 に異常 タウ

リン化が誘導 され る条件では,細胞内の インス リ

ンシグナル伝達の障害 が生 じていることが示唆 さ

れた.
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図6 細胞外Aβによる初代神経培養細胞の内在性 タウの リン酸化への影響

A)MockまたはAPPsweを導入した ドナー細胞との共培賓を,ラット大脳皮質初代神経培寮細胞をレシピエ

ン ト細胞 として用い,細胞外 Aj'3が神経細胞が封内在性 タウに及ぼす毎日響を検討 した.APPsweを導入した

ドナ-細胞との共培養により,初代神経培養細胞の内在性 タウの異常 リン酸化の克進が認められた.郎

産生を阻害する 7-sell-etaSe阻害剤 (compoundE25nM)を培養液に添加すると,細胞外Aβにより誘

発された異常タウリン酸化が抑制 された.

B)AT-8抗体で検出された内在性 リン酸化タウのバ ン ドの半定量化を行い,アクチンにより補 正にした結果を

示 した 平均±標準誤差 (n-4).群間比較はANOVA検討の徽 Tukeyls検定を行った.*p<0.05.

細胞外 Aβによる初代神経細胞の内在性タウ掛 )

ン酸化への影響

次にレシピエント細胞としてラット胎児由来初

代神経培養細胞を用いることにより,細胞外Al守

が神経細胞の内在性 ダウに及ぼす影響を検討 し

た.MockおよびAPPsweを導入した ドナ-細胞

とレシピェント初代神経培養細胞を40時間共培

養を行った.APPsweを導入した ドナ-細胞との

共培養においては,レシピエント初代神経培養細

胞の内在性タウのリン酸化は有意に克進 していた

(図 6A,B). また,総 タウを検出する抗 タウ

Tau-5抗体での免疫プロットでは,APPswe導入

ドナ-細胞との共培養で,神経細胞の内在性タウ

のバンドの上方へのシフ トがSDS-PAGEゲル上

で認められた (図6Å).APPswe導入 ドナー細胞

との共培養時にY-secretase阻害剤 (Compound

E25nM)を添加すると,培養液中のAiヲ産生が抑

制され 神経培養細胞の内在性ダウのリン酸化先

進も抑制された (図6A,B),

また,家族性 ADの原因変異 となるPSl変異

札166P,AT440)を安定発現 させた ドナ-細胞と

の共培養を行ったところ,初代神経培養細胞の内

在性ダウの異常タウリン酸化の先進 を認めた (図

7A,B).さらに,オ リゴマー型 Aβを産生する

APP△E693変異を導入 した ドナ-細胞との共培

養を行うと,APPWT導入 ドナ-細胞との共培養

と比較 して,初代神経培養細胞の内在性タウの リ

ン酸化が有意に増加 した (図7C,D).これらの結

果から,ドナ-細胞が産生する各種AiI3分子種に

より,初代神経培養細胞の内在性タウの異常リン
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図7 家族性AD関連 PSl変異,オ リゴマー型APP変異による内在性 タウの リン酸化への影響

A)家族性 ADの原因変異であるPSl変異 (L166P,△T440)を安定発現する ドナ-細胞にAPPWT
を導入 し,レシピエン ト初代神経培賓細胞と40時間の共培軽を行った,PSl変異を安定発現す

る ドナ-細胞との其培養において,初代神経培養細胞の内在性 リン酸化 ダウの先進を認めた.

B)AT-8抗体で検出された内在性 リン酸化 タウのバンドの半定量化を行い,アクチンにより補正し

た結果を示 した.平均±標準誤差 (n-4).群間比較はANOVA検討の乳 Tukey'S検定を行っ

た.*㌘<0.05.

C)オ リゴマ-型Alヲを産生するAPP変異 (△E693)を導入 した ドナ-細胞 とレシピエン ト初代神

経培養細胞の共培養を40時間行った.APPWT導入 ドナー細胞と比較 して,APPAE693変異を

導入した ドナー細胞との共培養において,初代神経培養細胞内の内在性 タウの リン酸化の先進が

認められた.

D)AT-銅克体で検出されたリン酸化タウのバンドの半定量化を行い,アクチンにより補正 した結果

を示 した.平均±標準誤差 (n-4).群間比較は t検定により比較 した.*p<0.05.
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図8 初代神経培養細胞におけるインスリン刺激依存性シグナル伝達の検討

A)MockまたはAPPsweを導入したドナー細胞とレシピエント初代神経培養細胞の共培養を行い,インスリ

ン1/IM添加後に誘導されるインスリンシグナル伝達関連分子Akt(Ser473),GSKiヲ (Ser9)のリン酸化

を免疫プロットにより解析した.APPswe導入 ドナ-細胞との共培養条件 Fで は,神経細胞内におけるイ

ンスリン刺激に連動したAktおよびGSKlrヲのリン酸化が抑制された.

B)リン酸化Aktおよびリン酸化 GSKβのバンドを,それぞれ総Akt,総 GSK12で補正を行い芋窪劉 ヒする

ことによりインスリンシグナルの活性化を示した.インスリン刺激前の比率を基準に,mock導入 ドナー

細胞との共培養条件を実線で,APPswe導入 ドナー細胞との共培養条件を破線で示 した.平均±標準誤差

(n ;-4),各群をt検定により比較した.率p<0.05.

酸化が誘導 され ることが示唆 された.

初代神経細胞におけるインス リンシグナル伝達障

害 とシグナル改善剤の効果

細胞外 Aj号を産生す る ドナー細胞 との共培養 に

より初代神経培養細胞内におけるインス リンシグ

ナル伝達の障害 が生 じているか書かを検討す るた

めに,APPswe導入 ドナー細胞 と 16時間共培養 し

た初代神経細胞 にインス リン刺激 を行い,インス

リン依存性 に活性化 され るAkt(Ser473)および

GSK3β (Ser9)の リン酸化 を検討 した.Mock挙

入 ドナー細胞 との共培養 と比較 して,APPswe導
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図9 インスリン拡挽性攻落薬による内翻 隻ダウの リン酸化の変化

A)初代神経培養細胞に,インスリン100nM存在下にチアブリジン系薬剤pioglitazonc50/JM,rosig巨

itazone50/lM を添加 し18時間後に細胞 ライセイ トを桓明覚した*神経細胞の内在性 ダウの挙動を抗

タウ抗体により解析 した.Pio藍Iitazone,rosiglitazone添加により,AT-8抗体で検出 されるリン酸

化 ダウの減少が認められた.

B)AT-8拭棒で検出されるリン酸化 ダウのバ ン ドの孝定_射 ヒを行い,アクチンの鼠により補正 した値

を薬剤非添加の条件を基準に示 した.平均±標準誤差 (n-4).群間比較は ANOVA検討の後,

Tukey'S検定を行った.*p<0.05.

C)MockまたはAPPsweを導入 した ドナー細胞 とレシピエン ト初代神経培養細胞の共培養を行い,チ

アゾリジン系薬剤 ros励 tazone50/'lM とインスリン湖 nM添加による争摘銅剛勧句の リン酸化 タウ

への効果を検討 した.細胞外A封衣青棒に誘導 される神経緋 包内の異常 タウリン酸化が,薬剤添加

により抑制 された.

D)AT-8杭体で検出されるリン酸化 ダウのバ ンドの半定量化を行い,アクチンの量により補正した値

を薬剤非添加の条件 を基準に示 した.平均±標準誤差 (n-3).群問比較はANOVA検討の後,

Tukey'S検定を行った *p<0.05.
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入 ドナ-細胞 との共培養では,神経細胞内の イン

ス リン刺激依存性の Aktおよび GSK3βの リン酸

似 ま抑制 されていた (図 8A,B).この ことか ら,

初代神経培養細胞で も,細胞外 Aβ依存性 に異常

タウリン酸化が生 じている過程に インス リンシグ

ナル伝達障害が生 じている可能性が示唆 され た

A封衣存煙の異常 タウ リン酸化の過程 にイ ンス

リンシグナル伝達が生 じている可能性 を示唆 す る

知見に基づ き,著 者は神経細胞内の インス リンシ

グナル伝達 を改善 させ ることにより異常 タウ リン

酸化を抑制で きるか否かを検討 した.インス リン

シグナルす云達 を改善 させ る薬剤 として T2DM 患

者に臨床応用 されているPPARy件数僻 耳~才を有す

るチアゾリジン系薬剤 pioglitazoneおよび TOS豆g態-

tazoneの効果を検証 した.まず,初代神経培産細

胞に インス リン 100mM 存在 =円こpioglぬzone50

1uM,ros短Iitazone50!iM を添加 し18時間培養 し

た.細胞 ライセイ トを回収 し,抗 ダウ抗体を用い

た免疫プロッ トで検討 したところ,内在性 ダウの

リン酸化が減少 し,特に ros短Iitazoneでは有意な

リン酸化 タウの減少を示 した く図 弧 ,B).次に,

APPsweを導入 した ドナ-細胞 との共培養におい

て,インスuン 100nM および rosig首itazone50/fl

M を培養液中に添加 したところ,AJ?依存性 に 生

じる異常タウリン酸化を抑制する効果が認め ら れ

た (図 9し.I)上

考 察

ADは認知症の原因として最 も頻度が高い神経
変性疾患であるが,いまだ病態機序は不明な点が

多く,根本的治療法は確立 していない.現在 AD

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 5),A1才がどのようにして

タウの異常 リン酸化を介し神経細胞脱落を引き起

こすかについては明らかにされていない.本研究

では新しい共培養アッセイ系を構築することによ

り,以下の点を明らかにした.ま)生理的な濃度の

細胞外A19により外来性および内在性 タウの過剰

リン酸化が誘導 される,2)細胞外 A/rj依存性 に

タウ異常 リン酸化が生 じている条件ではインスリ

ン依 存性 の シグナル伝達が障害 されてい る,3)

イ ンス リン砥挽 性改善剤 rosiglitazorleは,ゑ封衣

存 性 の ダウ異 常 リン酸 化 を抑制す る作用 を有 す

る.これ らの知 見は,AD病態におけるAiヲ依存性

の タウ異常 リン酸化の分子病態 メ カニズムにおけ

る新 しい理解 に繋が る可能性 があ ると思われ る.

本研究 で用 いた共培 薄 ア ッセ イ系 は,Air?の神

経 毒性 を検討 す る l二で 幾 つ か の利 点 を有 して い

る.まず,細胞 か ら慮 生 され るAβは,その 前駆

体 タンパ ク APPか らセ ク レ ターゼ に より切 断 さ

れ,AD病態 で重 要 な 郎 40と Ai942の比 率 は ヒ

ト生体内の比 率 と類似 して いる.今 までの 多 くの

Ai?合成ペ プチ ド添 加 実験 で は,A/940も しくは

Ai342いずれか一種 類 の Ai?ペ プチ ドの毒性 が検

討されている28ト 31).次 に,本研究 での共培 養ア

ッセイ系で用いるAl?濃 度 が 生 体 内 で認 め る数

nM範囲である点があげ られ る,これ まで合 成 A

i?ペプチ ドにより神経細胞死 や タウ リン酸 化 を誘

導したという報告があるが,これ らの報告 で は l

flM程度の高い濃度の合成ペプチ ドが用いられ

ている29ト 31).この濃度はAD患者髄液中のAI?

濃度よりも数百倍程度高 くなっておさ,3,AD患者

脳内で生じている病態を正確に再現 していない懸

念 が あ る . こ のように,本研究で用いた共培養ア

ッセ イ は ,生理的な細胞外 Aβにより神経細胞内

で 生 じるタウリン酸化あるいはシグナル伝達異常

を検証できる優れた1'i2浸tTOシステムであると考

えられた.

最近の久山町研究およびロッテルダム研究から,

T2DMに関連 したインスリン抵抗性がAD発 症 の

リスクになることが明らかにされている12)描 . ィ

ンスリン抵抗性がAD発症を促進 させる分子 メ カ

ニズムは 卜分には明らかにされていないが,ヒ ト

剖検脳においてインスリンシグナル伝達を検討し

たいくつかの報告がある,葺蓮eらはAD愚者脳で

はリン酸化蝕tおよびAkt活性が低下 していると

報告し15),LiuちはT2DM を合併 したAD患者脳

ではインスリン受容体基質 HRS-i),リン酸化

A汝t,リン酸化 GSK3j?が低下 していると報告 して

いる 16),また,Am患者脳の神経細胞におけるIR

の局在 が,細胞内に濃縮 されているという報告も
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ある 17).インスリンシグナル伝達関連分子の死

後脳における挙動は,生前の AD病態 を直接的に

は反映 しないという問題点はあるものの,これ ら

の知見は,fmDM とADに共通 した分子機序に脳

内の インスリンシグナル伝達障害が存在する可能

性 を示唆する所見と考 えられる.本研究では細胞

外 Ai?依存性に神経細胞の インスリンシグナル伝

達障害 が認め られたことか ら,Aβ毒性によりイ

ンス リンシグナル伝達が誘導 され,その関連分子

であるGSK3βを介 して タウ異常 リン酸化が生 じ

る機序が想 定 され た :与2)

Aβ依存性にインスリンシグナル伝達を介 して

神経細胞の異常 タウリン酸化を誘導するとい う本

研究の知見は興味深いが,細胞外Ai守がインス リ

ンシグナル伝達を障害する機序については未解決

である.想定 され うる機序 としては,インス リン

とIRの結 合 をAβが競合阻害する機序 33),オ リ

ゴマ-型 Aβが神経細胞表面の IRを減少 させ る

機 序 34)などが報告 されている.筆者は,細胞素

面の iRをビオチ ン化標識す る実験 を行ったが,

細胞外 AL3が存在する条件において も神経細胞表

面のIR量に変化は認めなかった (デ-タ非表示).

細胞外 Aノブが神経細胞の IRの機能および局在に

及ぼす影響については,より詳細な検討が必要で

あろう.

ADC)中桟病理所見であるダウ異常 リン酸化 を

インスリンシグナル伝達障害から理解することに

より,ADに尉す る新たな治療アプロ-チが考 え

られる.本研究において筆者は,インスリン抵抗

性改善作用を有するチアゾリジン系薬剤 rosiglita-

zoneが A封 衣存性 に誘導 され るダウ異常 リン酸

化を抑制することを見出 した.Ros短損azoneは枝

肉受容体型の転写因子であるPPARy作動薬であ

り35),末梢臓器では脂肪細胞の分化 アデ ィポカ

インの分泌促進などを介 してインス リン感受性 を

高め ることが知 られている 3隼 Ros豆giitazoneの

標的分 子である Pm Rγは脳内にも存在 している

責 36),rosiglitazoneが脳血液関門を通過する薬剤

である蕗 37)などか ら,rosiglitazoneが脳内 イン

スuンシグナルの改善を介 してタウ異常 リン酸化

の抑制効果を示すや摘旨性は 卜分に考えられる.チ

アゾリジン系薬剤 ros豆glitazone,pioglitazoneとも

にT2DM患者の治療薬 として国内外で臨床応用

されてお り,臨床研究段階ではAD患者を対象と

したチアゾ リジン系薬剤の治験 が行われている.

W離sonらはAD患者 における二重盲検試験 を行

い,rosiがiねzone内服群で認知機能の有意な改善

を報 告 して い る 38) =-方 ,Goほ らが行 った

rosigiitazoneを用いた多施設共同 二重盲検試験で

は,プラセボ群 との比較で rosiglitazone内服によ

る認知機能に対する有意を効果は認めなかったと

報告 されている39).また Satoらは,DM を合併 し

た AD患 者を対象とした p豆oglit㍊oneの臨床治験

において,pioglitazone内服群で認知機能の改善 と

脳血流量の有意な増加を認めたと報告 した 跡.さ

らに,脳内に選択的にインスリン投与 (経鼻的投

与)することでアルツハイマー病の前段階である

軽 度 認 知障害 とAD患 者の認知機能を改善 したと

の 報 吉 相 もあり,脳内の 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 として注 目

されつつある.今後 AD病態 における脳内の イン

スリンシグナル伝達障害の関与について検討する

ことが,ADの分子病態機序の解明,治療法開発

に董要 と思われる.

結 請

生理的な濃度の細胞外 卵 がタウの異常 リン酸

化 を誘導する共培養システムを構築 した.この共

培養 システムを用い,Ai?星の増鶴 家族性 ADに

関連するAj銅 2産生瓦進やれ )ゴマ-型Ai'Jjによ

ってもダウの異常 リン酸化が誘導 されることを見

出 した.細胞外 Aβの存在がタウ異常 リン酸化を

誘導する条件 卜ではインスリンシグナル伝達が障

害 され,インスリン砥挽 牲改善薬瑚 奉加によりダ

ウの異常 リン酸化が抑制 された.すなわちAβに

よりインスリンシグナル伝達障害が誘導 され,イ

ンスリンシグナル関連分子 GSK31ヲの不活化の抑

制を介 して,タウの異常 リン酸化をきたす機序が

想定 された,この結果はインスリン薬網元性がAか

病態へ及ぼす分子生物学的機序 を示す とともに,

即 がタウの異常 リン酸化 を誘導する病態機序の
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一つを説明 しうる知見と考えられた.インスリン

抵捌 隼改善剤は,AIヲ依存性に生 じるダウの異常

uン酸化を軽減する作用を認めたことから,脳内

インス リン抵抗性を標的とした治療がADの新た

な治療法に結びつく可能性があると考えられた.
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