
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

アルツハイマー病の早期診断と治療への応用を指向した生薬由来成分

plantainoside B のアミロイド β への結合性と神経保護作用の研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2022 年度 

京都薬科大学大学院 課程博士学位論文 

【薬学】統合薬科学系 

福田 愛菜 

 

  



 

  



 

博士課程学位論文 内容の要旨 

専攻・課程 ：薬学専攻・博士課程 

氏名 (英字名) ：福田愛菜 (Aina Fukuda) 

学位論文題目 ：アルツハイマー病の早期診断と治療への応用を指向した生薬由来成分 

plantainoside B のアミロイド β への結合性と神経保護作用の研究 

 

序章 

少子高齢化が進むなか、加齢を最大の発症リスクとするアルツハイマー病 (Alzheimer’s 

disease; AD) の罹患率は増加の一途をたどる。しかし、現在の AD 治療は薬物療法を含めて対

症療法であり、発症機序に根差したより根本的な治療法の開発が課題となっている。AD の病

態形成機序に関して、アミロイド β (amyloid β; Aβ) の低分子量複合体 (オリゴマー) が強い神

経毒性を示し、AD 発症を招くとするオリゴマー仮説が提唱されている。また、記憶形成に関

わり大脳全域に投射するアセチルコリン (acetylcholine; ACh) 作動性神経 (ACh 神経) は AD

の早期から脱落しており、脳内アセチルコリンの欠乏が AD 発症の一端を担うとするコリン

仮説も提唱されている。しかし、極めて高い凝集性を示す Aβ を用いた解析は難しく、また、

研究対象としてのヒト ACh 神経の入手は困難であることから、これらの仮説に基づく AD 発

症機序の詳細は未だ不明である。本研究では、凝集開始点の制御により安定したオリゴマー

形成が可能な 26-O-acyl isoAβ1-42 (isoAβ) と、ヒト人工多能性幹 (human induced pluripotent stem; 

hiPS) 細胞から分化誘導した ACh 神経を用い、オリゴマー仮説やコリン仮説を考慮したヒト

培養細胞系での神経障害モデルを構築し、Aβ オリゴマーによる神経障害について解析した。

さらに、Aβ 凝集体に結合する低分子化合物を生薬抽出エキスから探索し、神経保護作用なら

びに放射性同位元素標識体による脳内 Aβ の検出について解析した。 

 

1) Aβ オリゴマー仮説およびコリン仮説の証明を目指したヒト ACh 神経障害モデルの構築

と Aβ オリゴマーによる神経障害機序の解析 

分子構造内に O-acyl 結合を有する isoAβ は、酸性条件下では凝集せず単量体として存在す

るが、中性条件下で O-acyl 結合はアミド結合となり、isoAβ は元来の Aβ の一次構造となって

凝集を開始する。この isoAβ の中性条件下での経時的な凝集を解析したところ、単量体から

Aβ オリゴマーを経て高分子量複合体 (フィブリル) を形成した。各凝集時点における Aβ を

ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に処置したところ、Aβ オリゴマーが豊富に存在する条件下

では顕著な細胞障害が検出され、フィブリル形成が進むと細胞障害は減弱した。共焦点レー

ザー顕微鏡により培養細胞と Aβ との空間的局在を解析したところ、事前に凝集させた Aβ フ

ィブリルを処置した場合と比較して、事前凝集過程を経ない Aβ の処置では細胞表面の Aβ 接

着領域が約 35%増加した。このことから、Aβ オリゴマーによる細胞接着はフィブリルよりも

強く、細胞障害に深く関与することが示唆された。次に、コリン仮説を考慮した AD 病態を

細胞培養系で再現することを目的として、hiPS 細胞から ACh 神経への分化誘導方法を検討し

た。Dual SMAD 阻害法により神経外胚葉系への分化誘導を進め、脳の前後軸および背腹軸の



 

空間的座標についてはそれぞれ Wnt/β-catenin シグナル経路の阻害剤である XAV939 と sonic 

hedgehog シグナル経路の活性化剤である purmorphamine を用いて調節した。その結果、分化

誘導 24 日目において、アセチルコリン合成酵素を発現する細胞が全細胞の約 86%となり、高

い純度で ACh 神経を分化誘導することができた。このヒト ACh 神経細胞に isoAβ を処置し

たところ、樹状突起を含むヒト ACh 神経の表面に Aβ が接着し、細胞障害が誘導された。以

上より、Aβ オリゴマー誘発ヒト ACh 神経障害モデルの構築に成功し、この神経障害には Aβ

の細胞表面接着が関与することを見出した。 

 

2) Bacopa monniera 抽出エキスを用いた Aβ 結合性低分子化合物の探索およびその神経保護

作用の解析と放射性同位元素標識体による Aβ の検出 

isoAβ から作製した Aβ 凝集体を結合させたセファロースビーズを用い、先行研究で AD モ

デルマウス脳内の Aβ 量を減少させることが報告されているハーブ Bacopa monniera の全草抽

出エキスから Aβ 凝集体に結合する低分子化合物を探索したところ、plantainoside B を同定し

た。第 1 章で構築した Aβ オリゴマー誘発ヒト ACh 神経障害モデルを用いた解析により、

plantainoside B が Aβ の細胞表面への接着を減弱させて神経保護作用を示すことがわかった。

さらに、plantainoside B は isoAβ 処置による細胞内への Ca2＋流入およびミトコンドリア膜電

位の低下を有意に抑制した。無細胞系にて Aβ の凝集に対する plantainoside B の作用を解析し

たところ、thioflavin T、原子間力顕微鏡ならびにウェスタンブロッティング法による解析にお

いて、plantainoside B は顕著な Aβ 凝集抑制作用を示した。一方、放射性同位元素 125I を標識

した plantainoside B を Aβ 凝集体と混合して blue native ポリアクリルアミドゲルで展開した

ところ、5～60量体のAβ凝集体やAβフィブリルが存在する位置に強い放射能が検出された。

また、脳内 Aβ 蓄積を示す AD モデルマウスの脳切片に 125I 標識 plantainoside B を処置した結

果、野生型マウスと比べ強い放射能が検出された。最後に、新規物体認識試験にて野生型マ

ウスの認知機能を解析したところ、海馬内への isoAβ 投与により認知機能が低下し、

plantainoside B はその低下を抑制することがわかった。以上より、plantainoside B は Aβ フィ

ブリルを主体にオリゴマーにも結合し、Aβ の凝集や細胞表面への接着を抑制してヒト ACh

神経を保護すること、さらに、Aβ 投与により誘導されたマウスの認知機能障害を改善するこ

とが示唆された。また、plantainoside B は脳切片でも Aβ 凝集体に結合することが示唆された。 

 

総括 

本研究では、オリゴマー仮説やコリン仮説の証明を目指した Aβ オリゴマー誘発ヒト ACh

神経障害モデルを構築し、その機序として Aβ の細胞表面接着、細胞内 Ca2＋流入ならびにミ

トコンドリア膜電位低下の関与を見出した。また、plantainoside B の Aβ フィブリルを主とし

たオリゴマーへの結合性、Aβ の凝集や細胞表面への接着抑制による神経保護作用、ならびに

isoAβ 投与によるマウスの認知機能障害に対する改善作用が示され、125I 標識 plantainoside B

は脳切片でも Aβ を検出できることがわかった。AD の早期発見・早期治療の重要性が認識さ

れるなか、本研究は、診断 (Aβ 蓄積の検出) と治療 (神経細胞保護) を同時に担う AD に対

する theranostics 開発の可能性を示唆しており、その基盤形成の一助となることが期待される。 



 

本論文は以下の報告の内容を総括したものである。なお、図の転載については出版社より許

可を得ている。また本論文は、一部、未発表データを含んでいる。 
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序論 

 

世界では高齢化が急速に進んでおり、特に本邦は世界でも高齢化率が高い。2020 年には

日本総人口のうち 65 歳以上の高齢者は 28.6%を占めていたが、30 年後の 2050 年には 37.7％

にも及ぶと想定されており、今後ますます高齢者の割合の増加が予想される。1) アルツハイマ

ー病 (Alzheimer’s disease; AD) は、物忘れなどの症状を特徴とした認知症の１つであり、認知

症患者のうち 6 割以上を占める神経変性疾患である。2,3) AD では加齢が最大のリスクと考え

られており、2050 年には 700 万人に及ぶと推定されている。4,5) 

AD は、アミロイド β タンパク質 (amyloid β; Aβ) が脳内の神経細胞外に蓄積することが

疾患発症の引き金であると考えられている。Aβ が蓄積することで形成される不溶性の凝集体

が老人斑であり、AD 脳でみられる特徴的な病理所見の 1 つである。この Aβ の蓄積がきっか

けとなり、過剰にリン酸化されたタウタンパク質が神経細胞内に蓄積して神経原線維変化を

引き起こし、神経脱落による脳の萎縮が生じて AD 病態が形成されるという一連の流れをア

ミロイドカスケード仮説といい、AD 発症機序として世界中で広く支持されている。6) この仮

説を基に Aβ をターゲットとした AD 疾患関連の研究が進められてきた。7) この中で、AD 患

者脳で Aβ 低分子量複合体 (オリゴマー) が見つかり、この Aβ オリゴマーがシナプス障害を

生じさせ、AD 発症に深く関与するという Aβ オリゴマー仮説が提唱されるようになった 

(Schema 1)。8–10) そのメカニズムの一つとして、Aβ オリゴマーが細胞膜上で膜孔を形成し、細

胞内に Ca2+を過剰に流入させ、細胞内の恒常性を破綻させて細胞障害を引き起こすことが報

告されている。11) また、近年実施された Aβ オリゴマーを含む Aβ 凝集体をターゲットとした

抗 Aβ 抗体（レカネマブ）の臨床試験では、AD 患者の脳内 Aβ の減少と認知機能障害の改善

が示され、12,13) 2023 年にアメリカの Food and Drug Administration (FDA) より AD 治療薬とし

て承認されている。こうした報告からも AD 治療薬開発において Aβ オリゴマーが重要なタ

ーゲットとなりうることが考えられる。 

一方、脳の前脳基底部には、記憶の形成や学習、認知機能等に関与するアセチルコリン 

(acetylcholine; ACh) 作動性神経 (ACh 神経) の細胞体が存在しており、大脳全域にその軸索を

投射している。14) ACh は、神経の内部でコリンとアセチル CoA を原料に、合成酵素であるコ

リンアセチルトランスフェラーゼ (ChAT) により生成される神経伝達物質であり、記憶形成

にも大きな役割を果たしている。しかし、AD 患者の脳内では前脳基底部の ACh 神経が早期

から脱落していることが報告されており、さらに ChAT 活性も低下している。15,16) この事実

から、ACh の分泌低下が認知機能に影響を及ぼすと考えられ、ACh 欠乏が AD 発症の一端を

担うとするコリン仮説も提唱されている (Schema 2)。現在臨床応用されている AD 治療薬の

主流は、ACh 分解酵素阻害薬であるドネペジル、ガランタミン、リバスチグミンの 3 種類で

あり、シナプス間隙の ACh 濃度の向上や維持を目的とした、コリン仮説に基づく治療薬であ

る。しかし、これらの治療法は症状に対する対症療法であるため、効果は一時的であり、十

分な治療効果を得ることが難しい。このように AD に対するより根本的な治療法が必要とさ

れている。 



2 

 

 

Schema 1. Amyloid cascade hypothesis and Aβ oligomer hypothesis 

The amyloid cascade hypothesis is one of the leading hypotheses for the pathogenesis of AD. It is 

believed that the accumulation of Aβ in the brain triggers the formation of senile plaques and neuronal 

cell death associated with neurofibrillary tangles that lead to the onset of AD. The oligomer hypothesis 

is also known and states that Aβ oligomers are particularly neurotoxic among Aβ species. 

 

Schema 2. Choline hypothesis 

In the basal forebrain, cholinergic neuron cell bodies are clustered in the basal forebrain, which 

project to the cerebrum and are involved in memory formation, etc. It is known that cholinergic neurons 

are shed from an early stage in AD patient brains, and the choline hypothesis has been proposed. 
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AD の治療が困難なのは、AD の臨床症状は病態形成開始から数十年経過してから現れる

ためである。すなわち、AD の臨床症状が現れる約 20 年前から脳内では Aβ が蓄積され始め

ており、その約 10 年後から神経原線維変化や神経細胞死が起こり始めると考えられている。
17) このことから、現在の AD 治療のように臨床症状が現れてから治療薬の投与を開始しても、

すでに脳内での Aβ 蓄積や神経細胞死は 10 年以上も前に始まっており、症状の回復や改善を

期待することは難しいというものである。こうした点を考慮し、次世代の AD 治療薬開発に

は、認知症症状が見られるよりも前に脳内での Aβ 蓄積を検出してそれを抑制し、神経細胞死

を防ぐ必要がある。この点において、Aβ 凝集の初期段階であり高い神経毒性を示すとされる

Aβ オリゴマーをターゲットとすることは、AD のより根本的な治療を目指す疾患修飾療法 

(disease-modifying therapies; DMTs) の開発につながると考えられる。 

上述のように、AD の DMTs 開発において Aβ オリゴマー仮説やコリン仮説の検証系や実

験系を取り入れた基礎研究は必須である。しかし、このような基礎研究の実施には様々な問

題が存在している。Aβ オリゴマーは、Aβ の単量体 (モノマー) が凝集して高分子量複合体 

(フィブリル) を形成する際に一時的に形成される Aβ 凝集体である。18) この一時的に形成さ

れる Aβ オリゴマーによる神経障害作用の解析は、不揃いな凝集体に起因する実験的ばらつ

きが大きく、再現性が問題となっている。また、ACh 神経をはじめとするヒト脳神経細胞の

入手は限定的であり、実際にヒト検体を用いた解析は容易かつ頻繁に実施できるものではな

い。こうした背景から、AD の病態形成仮説としての Aβ オリゴマー仮説やコリン仮説の検証

は不十分なところもあり、また仮説に根差した治療薬の探索も困難なものとなっている。こ

れらの問題を解決するために本研究では、26-O-acyl isoAβ (isoAβ) およびヒト人工多能性幹 

(human induced pluripotent stem; hiPS) 細胞を用いた。 

isoAβ は、アミノ酸の配列中に O-acyl 結合を有している。酸性条件下ではこの O-acyl 結

合が維持されるため立体障害となり、isoAβ は Aβ の凝集様式である β シート構造を形成する

ことができず、モノマー構造を維持する。19–21) 一方で、isoAβ を中性条件に置き換えると、O-

acyl 結合は維持されず、アミド結合に変換される。それにより、Aβ は元来の一次構造となり、

β シート構造を形成して凝集を開始する。このように、溶媒の pH 条件を変更することで Aβ

の凝集開始を制御することが可能である。すなわち、isoAβ を細胞へ処置することで、これま

で通常のAβでは調製が困難であったAβオリゴマーを確実に細胞に処置することが可能とな

り、Aβ オリゴマーによる細胞障害の評価に有用性が高いと考えられる。     
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 hiPS 細胞は、ヒトの体細胞に特定の 4 つの遺伝子を導入することで、核内のエピジェネ

ティック変化を初期化し、再度、生体内のほとんどの細胞に分化できる多能性を獲得した細

胞である。22,23) hiPS 細胞は、受精卵から作られる胚性幹 (embryonic stem; ES) 細胞とは異な

り、ヒトの体細胞から作製できることなどから、基礎・臨床研究への応用や治療応用する上

で、さまざまな倫理的な問題が解決できる。さらに、自己細胞を用いて hiPS 細胞を作製し、

目的とする細胞に分化することが可能であるため、これまで免疫拒絶反応等が問題となって

きた細胞移植治療においても、大変有用な細胞であることが期待されている。また、その多

能性から様々な疾患研究領域で使用され、24,25) AD に関する研究領域においても、脳内におけ

る免疫担当細胞のミクログリアを iPS 細胞から誘導してその働きを解明するためなどに使用

されている。26,27) 近年では、前脳基底部の ACh 神経への分化誘導法についても報告があり、
28–30) hiPS 細胞から分化誘導した ACh 神経を用いることで、これまで実施すら困難であったヒ

ト ACh 神経を用いた ADの病態解明や治療法開発研究に大きな進展をもたらす可能性が期待

される。 

 

本研究の第 1 章では、Aβ オリゴマー仮説に焦点を当て、isoAβ を用いて経時的な凝集過

程とともにオリゴマー形成を評価し、Aβ オリゴマーと Aβ フィブリルの細胞障害性を比較し

た。また、コリン仮説にも着目し、hiPS 細胞から前脳基底部に位置する ACh 神経への分化誘

導方法を独自に構築した。さらに hiPS 細胞由来 ACh 神経に isoAβ を処置することで、Aβ オ

リゴマー仮説およびコリン仮説の証明を目指した神経細胞障害モデルを構築してその機序を

解析した。 

第 2 章では、isoAβ から作製した Aβ オリゴマーが豊富な Aβ 凝集体をセファロースビ

ーズに結合し、生薬抽出エキスと混合することで、Aβ オリゴマーに結合性を示す低分子化合

物を探索した。さらに得られた Aβ 結合性低分子化合物の神経保護作用について第 1 章で構

築した Aβ オリゴマー誘発ヒト ACh 神経障害モデルを用いて解析した。さらに、この低分子

化合物の放射性同位元素標識体を用いてAβとの結合性やマウス脳切片上でのAβの検出につ

いて解析した。 
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第 1 章 Aβ オリゴマー仮説およびコリン仮説の証明を目指したヒト ACh 神経障害モデルの

構築と Aβ オリゴマーによる神経障害機序の解析 

 

1-1. 緒言 

 

高齢化が進む本邦において、総人口に占める 65 歳以上の高齢者の割合は 2020 年では 4

人に 1 人であるのに対して、2050 年には 3 人に 1 人となることが推定されている。1) また、

この背景のもと、加齢を最大の疾患発症リスクとする AD 患者数の増加も推定されている。
4,5) AD 発症機序について、脳内 Aβ 蓄積が病態形成の引き金であるとするアミロイドカスケー

ド仮説 6) が提唱され、その中でも Aβ オリゴマーが特に強い神経障害を示すというオリゴマ

ー仮説が注目されている。9) 

Aβ は、凝集度の違いによりモノマー、オリゴマー、フィブリルと大きく 3 種類に分けら

れる。Aβ オリゴマーはさらに、分子量が 50 kDa 以下の Aβ-derived diffusible ligands (ADDLs)、
31) 15 - 20 個の Aβ が凝集した分子量が 90 kDa 以下の Aβ oligomers (AβOs) 32) および分子量が

200 kDa 程度の Aβ 凝集体が繊維状に集積したプロトフィブリル 33,34) などが知られている。こ

れらの Aβ オリゴマーは神経障害を示す 8,31) が、その中でもプロトフィブリルが特に強い神経

障害を示すことが報告されている。36,37) レカネマブは、この Aβ プロトフィブリルを標的とし

た抗体製剤であり、早期 AD 患者を対象とした臨床第 3 相試験において、認知機能の低下を

約 27％抑制することが示され 12,13)、2023 年にアメリカ FDA より新規 AD 治療薬として承認

された。このように、最近では、オリゴマー仮説の裏付けと考え得る臨床試験の結果も報告

され、AD における更なる DMTs 開発において Aβ オリゴマーが重要な標的と考えられてい

る。38) しかし、現時点でも Aβ オリゴマーによる詳細な神経障害機序や AD 発症機序は解明

されていない。 

このオリゴマー仮説を検証するにあたり、様々な Aβ オリゴマーの調製方法が報告され

てきた。39,40) しかし、これらの HPLC や限外ろ過等を用いる方法は、サンプルの希釈、移動

相の混入、カラム内へのタンパク質の吸着や調製に要する時間など、手技的な問題点が多く

挙げられ、研究結果の再現性が懸念されてきた。こうした背景より、オリゴマー仮説の検証

やその細胞障害機序の詳細な解明には、簡便かつ短時間で Aβ オリゴマーを調製する方法が

必要と考えられる。isoAβ は、アミノ酸配列中の 25 位グリシンと 26 位セリンが N-amide 結合

ではなく O-acyl 結合で結合している。19–21) Trifluoroacetic acid (TFA) などの酸性条件下では、

isoAβ の 26 位アミノ酸の N-H 鎖と酸性化合物が相互作用を起こすため、N-H 鎖が水素結合供

与体としての性質を示さなくなる。その結果、isoAβ は O-acyl 結合を保った状態で維持され、

Aβ 元来のアミド結合へと変換されず、結果、β シート構造が形成できなくなり凝集を起こさ

ない。一方で、中性条件下では、isoAβ の O-acyl 結合維持に働く酸性化合物が存在しないた

め、N-H 鎖が水素結合供与体としての性質を示し、O-acyl 結合が N-amide 結合に変換される。

この反応により、isoAβ は元来の Aβ（野生型 Aβ）と同一の一次構造となり、β シート構造を

形成して凝集を開始する。このように isoAβ は、溶媒の pH により凝集の開始点を制御するこ

とで再現性良く均質なオリゴマー形成が可能な Aβ であり、その調製も、isoAβ の凍結粉末を
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TFA で溶解するという簡便なものである。 

記憶の形成や学習に関与する前脳基底核から大脳全体に投射する ACh 神経は、AD 発症

早期より障害を受けることが知られており、その結果生じる ACh の枯渇が AD の認知機能障

害をもたらすというコリン仮説が提唱されている。15,16)この仮説を証明するためには、ヒト

ACh 神経を用いた検証系による基礎研究が必須である。しかし、様々な神経がネットワーク

を形成している脳において、特定のヒト神経細胞を入手することは困難である。そのため、

Aβ オリゴマーと ACh 神経の関連性について詳細は不明である。hiPS 細胞は、体内のほとん

どの細胞への分化誘導が可能であり、hiPS 細胞を用いることでヒト神経細胞への分化も可能

である。近年、hiPS 細胞から前脳基底部に存在する ACh 神経への分化誘導方法も報告されて

いる。28–30) しかし、これまでの分化誘導方法では、未分化な hiPS 細胞の維持培養にマウス由

来のフィーダー細胞を使用しており、分化誘導時や誘導後の細胞への目的外であるマウス細

胞の混入が懸念される。41–43) また、ACh 神経への分化誘導時にはリコンビナントタンパク質

が使用されており、高価かつ活性にロット差があり分化誘導の安定性に懸念が残る。44) この

ように、分化誘導の再現性や純度の高い ACh 神経を hiPS 細胞から効率的に分化誘導する方

法についてさらに検討する必要がある。 

本章では、AD 病態機序の解明や新規治療薬のスクリーニングにも使用できる Aβ オリゴ

マー仮説およびコリン仮説の証明を目指し、ヒト ACh 神経障害モデルの構築を検討した。本

検討において、安定的な Aβ オリゴマー形成を目的に isoAβ を実験に用いた。また、再現性や

純度の高い前脳基底部の ACh 神経を分化誘導することを目的に、未分化な hiPS 細胞をフィ

ーダー細胞フリー環境下で培養維持し、リコンビナントタンパク質に変わって化合物を用い

る新たな分化誘導法を検討した。すなわち、hiPS 細胞から神経細胞への誘導には二種類の

small mothers against decapentaplegic (SMAD) 阻害剤 (Dual SMAD 阻害法) 45) を用い、その後の

前脳基底部の ACh 神経への誘導には、脳発生の背腹軸を調節する sonic hedgehog シグナル経

路の活性化剤と前後軸を調節する Wnt/β-catenin シグナル経路の阻害剤を使用した。さらに、

分化誘導したヒト ACh 神経に isoAβ を処置することで、Aβ オリゴマーによるヒト ACh 神経

障害モデルの構築を検討した。 
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1-2. 実験方法 

 

1-2-1. 細胞培養 

  ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞 (ATCC、Manassas、VA、USA) は、1.0 × 104 cells/well と

なるように、10 cm シャーレ上で培養し、5 日おきに継代した。細胞維持に使用した培地は、

Eagle’s minimum essential medium (Fujifilm Wako Chemicals、大阪、日本) と Ham’s F-12 (Fujifilm 

Wako Chemicals) を等量に混合した基礎培地に、100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ス

トレプトマイシン  (Fujifilm Wako Chemicals)、非必須アミン酸  (non-essential amino acids 

solution; NEAA; Fujifilm Wako Chemicals)、200 mM L-グルタミン (Fujifilm Wako Chemicals) お

よび 15%ウシ胎児血清 (fetal bovine serum; FBS; Fujifilm Wako Chemicals) になるように調製し、

5%CO2、37℃の環境下において培養した。 

hiPS 細胞は、あらかじめ iMatrix-511 silk (Nippi、東京、日本) でコーティングした 6 well

プレートに、1.5 × 104 cells/well になるように播種し、フィーダーフリー（フィーダー細胞非

存在下）で培養した。基礎培地は、essential 8 (E8; Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA) 

とし、継代初日のみ 10 μM Y-27632 を加え、2 日目以降は取り除いた。培地交換は毎日実施

し、細胞の増殖に応じて培地の量を変更した。本研究で用いた hiPS 細胞 (1231A3 株) 41) は、

RIKEN Bioresource Research Center (筑波、日本) より提供されたものを使用した。また、本 hiPS

細胞の使用にあたり、京都薬科大学倫理委員会の承認を得ており (承認番号: 20-18-26)、「人

を対象とする医学系研究に関する倫理指針 (文部科学省、厚生労働省、平成 26 年 12 月 22 日

制定、平成 29 年 2 月 28 日一部改正)」および個人情報の保護に関する法律 (平成 15 年法律第

57 号) を遵守して実施した。 

 

1-2-2. hiPS 細胞を用いた前脳基底部 ACh 神経への分化誘導  

hiPS 細胞を iMatrix-511 silk でコーティングした 6 well プレートに、5.0 × 106 cells/well に

なるように播種し、2 日間 10 μM Y-27632 および 100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ス

トレプトマイシンを含む E8 で培養した。分化誘導開始を 0 日目とし、基礎培地を 100 units/mL 

ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン、NEAA、GlutaMAX (Fujifilm Wako 

Chemicals)、および 100 μM 2-メルカプトエタノール溶液 (Fujifilm Wako Chemicals) を含む

essential 6 (E6; Thermo Fisher Scientific) に変更した。hiPS 細胞からの前脳基底部 ACh 神経細

胞への分化誘導において、先ず既報にある Dual SMAD 阻害法 45) を採用し、SMAD1/5/9 阻害

薬である LDN193189 (Sellck Chemicals、Houston、TX、USA) および SMAD2/3 阻害薬 A83-01 

(Fujifilm Wako Chemicals) を用いて hiPS 細胞を外胚葉系へ誘導した。さらに、脳の背腹軸の

調節を sonic hedgehog signal (shh) シグナルの活性化剤である purmorphamine (Sellck Chemicals) 

により、さらに脳の前後軸の調節は Wnt/β-catenin シグナルの阻害剤である XAV939 (Sellck 

Chemicals) を用いて実施し、前脳基底部の神経細胞へと誘導した。 

分化誘導 0 日目は、基礎培地に 10 μM Y-27632、200 nM LDN193189、500 nM A83-01、2 

μM XAV939 を混合して細胞へ処置した。1 μM purmorphamine は分化誘導 1 日目から追加し

た。10 μM Y-27632、500 nM A83-01 はそれぞれ分化誘導 3 日目、6 日目から取り除いた。基礎
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培地である E6 は分化誘導 5 日目から 11 日目にかけて、徐々に、 B27 supplement vitamin A 

minus (Thermo Fisher Scientific)、GlutaMAX 、100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL スト

レプトマイシンを含む neurobasal medium (Thermo Fisher Scientific) に置き換えた。分化誘導

11 日目からは、neurobasal medium を基礎培地とし、200 nM LDN193189 と 2 μM XAV939 を加

えて細胞へ処置した。分化誘導 16 日目には、TrypLE (Thermo Fisher Scientific) を処置して 5

分間 37℃の環境下で培養し、プレートから剥離した。剥離した細胞は、neurobasal medium に

懸濁し、1,300 rpm で 3 分間遠心して回収した。あらかじめ、poly-L-ornithine hydrobromide 

(Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA)、iMatrix silk 511、1 μg/mL fibronectin (Fujifilm Wako 

Chemicals) でコーティングした培養プレートに、1.0 × 106 cells/well になるように細胞を播種

した。この時、基礎培地として neurobasal medium に 100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL 

ストレプトマイシン、10 μM Y-27632 を溶解したものを使用した。分化誘導 16 日目の発現転

写因子を解析するための免疫蛍光細胞染色用に準備した細胞には、基礎培地に 200 nM 

LDN193189 と 2 μM XAV939 を溶解したものを処置し、一方で分化誘導した細胞を成熟させ

る場合は、基礎培地に 5 μM SU5402 (Sellck Chemicals)、1 μM PD0325901 (Sellck Chemicals)、

200 μM L-ascorbic acid (AA; Sigma-Aldrich)、10 μM DAPT (Sellck Chemicals)、20 ng/mL brain-

derived neurotrophic factor (BDNF; Peprotech、Rocky Hill、NJ、USA)、および 10 μM Y-27632 を

溶解したものを使用した。46) 培地交換は、分化誘導 15 日目までは毎日、16 日目以降は 3 - 4

日間ごとに実施した。 

 

1-2-3. Aβ 調製と凝集実験 

Native (野生型) Aβ1-42は 合成 human Aβ1-42塩酸塩 (AnaSpec、San Jose、CA、USA) を、Ca2+

および Mg2+を含有しない phosphate buffered saline [PBS (-)] で溶解した。isoAβ (Peptide Institute 

Inc.、大阪、日本) は、滅菌した高純水を用いて 0.1%に調製した TFA (Fujifilm Wako Chemicals) 

で溶解し、4℃、20,000 × g で 1 時間遠心した。遠心後、上清を回収し、micro volume 

spectrophotometer (NanoPhotometer NP80; Implen、Germany) にて 280 nm の吸光度を測定して

濃度を求めた。調製した 150 μM isoAβ は実験に使用するまで、−80℃で凍結して保存した。 

  isoAβ の中性条件下における経時的な凝集度の解析は、1%FBS を含む SH-SY5Y 細胞の基

礎培地を用いて実施した。isoAβ と培地を Protein LoBind Tubes (Eppendoorf、Hamburg、Germany) 

内で最終の濃度が 6 μM になるように調製し、37℃で静置して、経時的にサンプルを回収し

た。 

 

1-2-4. Blue native-polyacrylamide gel electrophoresis による Aβ の凝集解析 

isoAβ の中性条件下における経時的な凝集の解析は、Blue native-polyacrylamide gel 

electrophoresis (Blue Native-PAGE) にて実施した。Blue Native-PAGE は、従来の sodium dodecyl 

sulfate (SDS)-PAGE と異なり、タンパク質の変性作用が弱い Coomassie brilliant blue を用いる

ことで、凝集体の変性を起こさずタンパク質を展開することができる。47) あらかじめ凝集さ

せた Aβ を 4 倍濃度の NativePAGE Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific) と混合させた。回

収したサンプルは、4 - 16% Bis-Tris mini protein gel (Thermo Fisher Scientific) を用いて電気泳
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動し、凝集体の大きさごとに分離した。電気泳動後、polyvinylidene difluoride (PVDF) メンブ

レンに転写した。PVDF メンブレンは、転写後 0.05% Tween-20 を含む 25 mM tris aminomethane

と 0.15 M NaCl の混合溶液 (TBST) で洗浄し、抗体の非特異的な結合を阻害するため、Bullet 

Blocking One for Western blotting (ナカライテスク、京都、日本) を 5 分間処置した。一次抗体

は Bullet Immunoreaction Buffer (ナカライテスク) で調製した抗 Aβ 抗体 (clone 6E10; 1:2,000; 

Biolegend、San Diego、CA、USA) を 4℃で一晩反応させた。TBST で洗浄後、2 次抗体として

Bullet Immunoreaction Buffer (ナカライテスク) で調製した horseradish peroxidase (HRP)-linked 

secondary antibody against mouse IgG (1:2,000) を 30 分間室温で処置し、TBST で洗浄した。バ

ンドの検出は、Chemi Lumi One Super (ナカライテスク) を用いて、lumino-image analyzer 

(ImageQuant LAS500 system; GE Healthcare Life Science、Pittsburgh、PA、USA) により検出し

た。 

 

1-2-5. isoAβ による細胞障害の解析 

isoAβ による細胞障害を解析するため、SH-SY5Y 細胞および hiPS 細胞由来 ACh 神経を

用いて WST-8 assay および LDH assay を行った。96 well プレートに SH-SY5Y 細胞を 3.0 × 103 

cells/well で播種し、5%CO2、37℃の環境下において 7 日間培養した。hiPS 細胞由来 ACh 神経

は、分化誘導 16 日目の細胞を 1.5 × 105 cells/well 播種し、8 - 12 日間培養した。isoAβ を処置

する直前に、細胞の増殖を抑制するため SH-SY5Y 細胞の培地を 15%FBS 含有基礎培地から

1%FBS 含有基礎培地に置き換えた。hiPS 細胞由来 ACh 神経は、新鮮な成熟用の培地に交換

した。Aβ (1-6 μM) を処置した後 48 時間、5%CO2、37℃の環境下で培養した。48 時間後、WST-

8 assay において、生細胞数測定試薬である Cell Count Reagent SF (ナカライテスク) を処置し、

5%CO2、37℃の環境下で培養し、2 時間後 450 nm の吸光度を測定した。LDH assay は LDH 

cytotoxicity assay kit (ナカライテスク) を用いた。実験方法は kit に含まれている説明書に従っ

て実施した。isoAβ を処置した細胞に 100 μL/well Substrate Solution を加え、室温で遮光して

20 分静置した。その後、50 μL/well Stop Solution を加え、450 nm の吸光度を測定した。LDH 

assay における control として、kit に含まれている lysate regent (Triton X-100) で細胞を融解さ

せた群を high control とし、この control 群と比較した際の細胞障害率を算出した。 

 

1-2-6. 免疫蛍光細胞染色 

SH-SY5Y 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュ (松波硝子、大阪、日本) に、hiPS 細胞

由来 ACh 細胞はマルチウェルガラスボトムディッシュ(松波硝子) に播種し、5%CO2、37℃の

環境下において培養した。PBS (-)で 3 回洗浄した後、4%paraformaldehyde (PFA) を処置し、

4℃で 30 分間静置した。再度 PBS (-) で 3 回洗浄し、0.1%Triton X 含有 PBS (PBST) を処置し

て、10 分間室温で静置した。以下の一次抗体を使用して 5%ロバ血清含有 PBST で溶解し、細

胞へ処置して 4℃で一晩反応させた。一次抗体として、マウス抗 Aβ 抗体 (clone 6E10; 1:500)、

ラビット抗 NKX2.1 抗体 (1:500; Abcam、Cambrige、UK)、ラビット抗 FOXG1 抗体 (1:500; 

Abcam)、ラビット抗 LHX8抗体 (1:200; Thermo Fisher Scientific)、マウス抗 ISLET-1抗体 (1:500; 

Abcam)、マウス抗 MAP2 抗体 (1:500; Sigma-Aldrich)、チキン抗 MAP2 抗体 (1:500; Abcam)、
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ヤギ抗 ChAT 抗体 (1:250; Merck Millipore、Darmstadt、Germany) を用いた。二次抗体は、PBST

を用いて調製し、室温で 2 時間細胞と反応させた。二次抗体として、Alexa488 標識ロバ抗マ

ウス抗体 (1:500; Thermo Fisher Scientific)、Alexa555 標識ロバ抗マウス抗体 (1:500; Thermo 

Fisher Scientific)、Alexa647 標識ロバ抗マウス抗体 (1:500; Thermo Fisher Scientific)、Alexa488

標識ロバ抗ラビット抗体 (1:500; Thermo Fisher Scientific)、Alexa555 標識ロバ抗ラビット抗体 

(1:500; Thermo Fisher Scientific)、Alexa647 標識ロバ抗ラビット抗体 (1:500; Thermo Fisher 

Scientific)、Alexa555 標識チキン抗ヤギ抗体 (1:500; Thermo Fisher Scientific)、Alexa488 標識ロ

バ抗チキン抗体 (1:500; Thermo Fisher Scientific) を用いた。細胞骨格 F-actin の標識として

rhodamine-phalloidin (1:3,000; Thermo Fisher Scientific)、さらに核の標識として Hoechst33342 

(1:4,000; Thermo Fisher Scientific) を用いて、二次抗体処置時に同時に処置した。各蛍光物質は

共焦点レーザー顕微鏡 (LSM800; Carl Zeiss、Oberkochen、Germany) を用いて観察した。 

 

1-2-7. 画像解析 

事前の凝集過程を経ずオリゴマーが豊富な Aβ と、凝集させてフィブリルが豊富な Aβ に

よる SH-SY5Y 細胞表面への接着は、共焦点レーザー顕微鏡 (LSM800) で撮影した画像をも

とに、画像解析ソフト (Photoshop version 22.2.0.; Adobe、San Jose、CA、USA) を用いて解析

した。すなわち、rhodamine-phalloidin (F-actin)の蛍光が確認できる領域の面積を基準とした時

の、Aβ と rhodamine-phalloidin が共局在する部分の面積の割合を算出した。画像は 1 実験あた

り 11 枚の画像を解析し、平均値を算出して評価した。 

hiPS 細胞由来 ACh 神経の分化誘導における関連転写因子の発現解析は、共焦点レーザー

顕微鏡 (LSM800)で撮影した画像をもとに、画像解析ソフト (Photoshop version 22.2.0.) にて

解析した。全細胞 (Hoechst33342 陽性細胞) に対する、転写因子陽性細胞数の割合を算出した。 

 

1-2-8. 統計解析 

全ての実験結果の解析は、統計解析ソフトである GraphPad Prism 5 (GraphPad Software; La 

Jolla、CA、USA) を使用して実施した。得られた実験の結果は、平均値±標準誤差 (standard 

error of the mean; SEM) で表示した。2 群間の比較は Student’s t 検定を用いた。3 群以上の比較

は、分散分析法 (analysis of variance; ANOVA) を用いて、検定には Bonferroni/Dunn 検定を用

いた。両側検定で危険率 5%以下を統計学的に有意差があると判定した。 
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1-3. 実験結果 

 

1-3-1. Native (野生型) Aβ1-42を用いた細胞障害の解析 

はじめに、native Aβ1-42による神経障害作用について、SH-SY5Y 細胞を用いて WST-8 assay

にて解析した。WST-8 assay は細胞内に存在する脱水素酵素による酸化還元反応を応用し、生

細胞数を測定する解析である。native Aβ1-42 (1 - 9 μM) を処置してから 48 時間後の SH-SY5Y

細胞の生存率を解析したところ、処置したすべての濃度において細胞障害が誘導されなかっ

た (Fig. 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Analysis of cytotoxicity of native Aβ1-42. 

SH-SY5Y cells were treated with native Aβ1-42 (1 - 9 μM) for 48 h; cell viability was analyzed by the 

WST–8 assay. Data represent mean ± SEM (n = 3). The statistical significance of differences among 

groups was determined by ANOVA with post–hoc Bonferroni’s/Dunn’s test. Control; cont., not 

significant; n.s.  
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1-3-2. isoAβ 凝集能と SH-SY5Y 細胞を用いた細胞障害の解析 

Aβ オリゴマーによる細胞障害機序を解明し、Aβ オリゴマーを標的とした AD 治療方法

を探索するためには、in vitro 評価系において Aβ オリゴマーによる細胞障害を再現する必要

がある。1-3-1 の結果より、native Aβ1-42では細胞障害が誘導されなかった。これは、Aβ が大

変凝集しやすく、Aβ の調製段階から凝集が開始していた可能性がある。また、Aβ オリゴマ

ーの形成が一時的であり、細胞との接触が短時間であったため、その障害が誘導されなかっ

た可能性も考えられる。そのため、Aβ モノマーからオリゴマーを安定して形成して、細胞に

処置することが可能な Aβ を用いることで、Aβ オリゴマーの細胞障害を再現できると考えた。

そこで、中性条件下で native Aβ1-42に変換され、モノマーからの凝集開始を制御できる isoAβ

を用いて細胞障害性を解析することとした。 

先ず isoAβ の中性条件下で凝集を開始した後の経時的な凝集体形態を Blue Native-PAGE

にて解析した（Fig. 2A）。その結果、静置 1 時間後にはすでに isoAβ は凝集を開始しており、

20 - 1048 kDa までの Aβ オリゴマーの形成が確認できた（Fig. 2A）。また、3 - 6 時間後にかけ

て 66 - 1048 kDa の凝集体が増加し、1048 kDa 以上の大きな凝集体であるフィブリルが徐々に

生成した。さらに 9 - 72 時間後には、20 kDa 付近のバンドが消失し 66 - 1048 kDa が減少する

一方で、1048 kDa 以上のフィブリルが増加していた (Fig. 2A)。この結果から、isoAβ は凝集

の開始が制御され、安定してオリゴマーを形成することがわかった。そこで isoAβ による細

胞障害作用を評価するため、SH-SY5Y 細胞に isoAβ を処置して、WST-8 assay にて解析した。

その結果、isoAβ の濃度依存的な細胞障害が処置後 48 時間において、再現性良く安定して誘

導されることがわかった (Fig. 2B)。 

次に Aβ 凝集体の違いによる細胞障害の強さを解析するため、あらかじめ中性条件下で

isoAβ を静置して Aβ 凝集体を作製し、静置時間ごとに SH-SY5Y 細胞に処置した。その結果、

静置時間 12 時間までの凝集体処置では顕著な細胞障害が誘導されたが、24 時間後や 72 時間

後に形成される凝集体を処置すると細胞障害が軽減された (Fig. 2C)。 

以上をまとめると、isoAβ 凝集実験の結果 (Fig. 2A) では静置 9 時間後には 20 kDa 付近

の Aβ 凝集体は消失していたが、この凝集体を細胞に処置しても細胞障害は誘導された (Fig. 

2C)。また、66 - 1048 kDa のオリゴマーが減少する 24 時間以降で細胞障害が減弱したことか

ら、この細胞障害には 66 - 1048 kDa の Aβ オリゴマーが深く関与していることが示唆された。

下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 
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Figure 2. Analysis of aggregation and cytotoxicity of isoAβ. 

A, isoAβ (6 μM) was incubated for 1 - 72 hour (h) at 37°C in culture medium for SH-SY5Y cells; Aβ 

aggregation was analyzed by blue native-polyacrylamide gel electrophoresis (Blue Native-PAGE) using 

an anti-Aβ antibody. LMW; low molecular weight, MMW; middle molecular weight, HMW; high 

molecular weight. B and C, Cells were treated with isoAβ (1 - 6 μM) (B) or 1 - 72 h pre-incubated Aβ 

(6 μM) (C) for 48 h; cell viability was analyzed by the WST-8 assay. Data represent mean ± SEM (B, 

C; n = 3). The statistical significance of differences among groups was determined by ANOVA with 

post–hoc Bonferroni’s/Dunn’s test (B and C). ***P < 0.001 vs. control (cont.). One representative 

experiment is shown; similar results were obtained in three independent experiments. 

  



14 

 

1-3-3. isoAβ による細胞障害と Aβ の空間的局在 

1-3-2 の結果より、isoAβ による細胞障害には 66 - 1048 kDa の Aβ オリゴマーが深く関与

している可能性が示唆された。そこで、細胞に処置している間にこの Aβ オリゴマーが豊富に

形成される未凝集の isoAβ を SH-SY5Y 細胞に処置した場合と、事前に 24 時間静置してフィ

ブリル化させた Aβ を処置した場合において、Aβ の局在について共焦点レーザー顕微鏡で解

析した。その結果、未凝集体処置群では、Aβ が細胞体全体を覆うように強固に接着している

様子が確認できた (Fig. 3A)。一方で、あらかじめ 24 時間凝集させた Aβ を処置した群では、

未凝集体処置群で見られたような Aβ と細胞との接着は確認できず、溶媒中に浮遊している

様子が確認できた (Fig. 3B)。そこで、それぞれの処置群における Aβ と細胞体との接着を定

量解析したところ、未凝集体処置群においては Aβ が細胞表面の約 70%に接着しており、24

時間凝集体処置群ではその接着が約 36%ととなり、有意に減少することがわかった (Fig. 3C)。 

この結果から Aβ オリゴマーはフィブリルと比較して細胞体に接着しやすく、その結果、

細胞への障害性を示すことが示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 

320-333.から引用した。 
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Figure 3. Analysis of cell attachment of Aβ oligomers and fibrils. 

A and B, Confocal laser scanning microscopy was performed after treatment with or without 24 h pre-

incubated isoAβ. Cells were stained with antibody against Aβ (green). Actin (cell morphology marker) 

and nuclei were stained with rhodamine-phalloidin (red) or Hoechst 33342 (cyan), respectively. Scale 

bars, 20 μm. C, Image analysis measured the cell surface area covered with Aβ (merged area with Aβ 

and actin stained). Data represent mean ± SEM (C; n =11). The statistical significance of differences 

among groups was determined by Student’s t-test. ***P < 0.001 vs. no pre-incubation. 
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1-3-4. hiPS 細胞由来 ACh 神経の分化誘導条件の検討 

1-3-3 までの解析は、SH-SY5Y 細胞を用いて実施した。しかしながら、SH-SY5Y 細胞は

株化細胞であり、がん細胞としての性質を有し、また、ACh 神経として機能する神経でもな

いことから多くの点でヒト ACh 神経とは性質が異なる細胞であることが予想される。そこで

より正確なヒト ACh 神経の機能解析を実施するために hiPS 細胞から ACh 神経を分化誘導す

ることとした。 

外側基底核の γ-amino butyric acid (GABA) 神経へ分化誘導した先行研究 48) を参考に、終

脳腹側に存在する前脳基底部の ACh 神経への分化誘導用に改変し、誘導プロトコルを作成し

た (Fig. 4A)。分化誘導 16 日目と 24 日目における転写因子およびタンパク質の発現を共焦点

レーザー顕微鏡で解析し、前脳基底部 ACh 神経への誘導を評価した。また、先行研究を参考

に短期間で神経の分化を進めるため、46) 16 日目以降は fibroblast growth factor レセプター 

(FGFR) 阻害剤である SU5402、MAPK 阻害剤である PD0325901、さらに γ-secretase 阻害によ

り幹細胞の分化に関わる Notch シグナルを阻害する DAPT を処置した (Fig. 4A)。その結果、

16 日目において、終脳の前方マーカーである FOXG129) および終脳腹側マーカーである

NKX2.129,49) の発現が確認できた (Fig. 4B)。さらに、ACh 神経の発生早期の段階で確認され

る ISLET-150,51) の発現も確認でき、16 日目には前脳基底部の ACh 神経前駆細胞への誘導が確

認できた (Fig. 4B)。さらに 24 日目においては、NKX2.1、ISLET-1 に加えて、ACh 神経の機

能性マーカーで ACh の合成酵素であるコリンアセチルトランスフェラーゼ  (choline 

acetyltransferase; ChAT)29) が誘導されたことが示唆された (Fig. 4C)。さらに、ACh 神経の発生

に関与する転写因子 LHX850) および ISLET-1 と ACh 神経の機能性（成熟）マーカーである

ChAT のそれぞれの陽性細胞の数を全細胞数で比較したところ、LHX8 陽性細胞の割合が 25.3 

± 7.4%、ISLET-1 陽性細胞の割合は 47.7 ± 5.1%、ChAT 陽性細胞の割合は 86.6 ± 3.1%であった 

(Fig. 4D)。以上より、本研究で構築した hiPS 細胞から ACh 神経への分化誘導方法により、純

度の高い成熟した ACh 神経が誘導できることがわかった。下記結果は、一部 Fukuda et al., Biol. 

Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 
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Figure 4. Developmental evaluation of ACh neurons derived from hiPS cells. 

A, Protocol for induction of ACh neurons from hiPS cell differentiation during maturation. B and C, 

Confocal laser scanning microscopy was performed during differentiation of hiPS cells toward basal 

forebrain cholinergic neurons using antibodies against NKX2.1 [maker for ventral telencephalon, red in 

(B) and green in (C)], FOXG1 [telencephalon, red in (B)], ISLET-1 [cholinergic neurons, red in (B) and 

green in (C)], MAP2 [dendrites, white in (C)], LHX8 [cholinergic neurons, white in (B)], ChAT 

[cholinergic neurons, red in (B)], and Hoechst 33342 [nuclei, blue in (C)]. Scale bars, 50 μm. D, The 

graph shows the rate of cells expressing cholinergic markers, such as LHX8 (an early marker), ISLET-

1 (an early marker), or ChAT (a functional marker), in relation to the total number of cells (Hoechst 

33342+ cells). The data represent the mean ± SEM (n = 3). 
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1-3-5. hiPS 細胞由来 ACh 神経を用いたオリゴマー仮説およびコリン仮説の証明を目指した in 

vitro 細胞障害モデルの構築 

1-3-4 にて作製した hiPS 細胞由来 ACh 神経細胞と isoAβ を用いて、Aβ による細胞障害を

WST-8 assay と lactate dehydrogenase (LDH) assay で解析した。isoAβ を処置して 48 時間後の

細胞障害を解析した。Lactate dehydrogenase (LDH) assay は、細胞が障害を受け細胞膜が崩壊

することで細胞内に存在する LDH が細胞外に放出されることを利用し、細胞障害の程度を評

価する。これらの 2 つの解析の結果、WST-8 assay より、Aβ の濃度依存的な生細胞数の減少

が確認できた (Fig. 5A)。さらに、LDH assay の結果においても、Aβ の濃度依存的な細胞外

LDH の増加が見られた (Fig. 5B)。以上より、isoAβ 処置によって ACh 細胞障害が誘導される

ことがわかり、ヒト ACh 神経細胞を用いたオリゴマー仮説およびコリン仮説の証明を目指し

た細胞障害モデルが構築できた。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-

333.から引用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Analysis of isoAβ-induced cytotoxicity using hiPS cell-derived ACh neurons. 

A-B, hiPS cell derived ACh neurons were treated with isoAβ (1-6 μM) for 48 h; cell viability and 

cytotoxicity were analyzed by the WST-8 (A) and LDH assays (B), respectively. Data represent mean ± 

SEM (A, B; n = 3). The statistical significance of differences among groups was determined by ANOVA 

with a post–hoc Bonferroni’s/Dunn’s test. *P < 0.05, ***P < 0.001, vs. control (Cont.). 
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1-3-6. hiPS 細胞由来 ACh 神経を用いた isoAβ による神経障害と Aβ の空間的局在 

isoAβ 処置による ACh 神経障害の詳細をさらに解析するため、共焦点レーザー顕微鏡に

て細胞の形態変化を評価した。isoAβ を処置してから 48 時間、Rhodamine-phalloidin (赤色) を

用いて細胞骨格の actin を染色したところ、control 群では細胞骨格が保持されている様子が確

認できた (Fig. 6A)。一方で、Aβ 処置群においては、Aβ が細胞表面に沿って強固に接着して

いる様子が確認できた (Fig. 6B 左パネル)。さらに、Aβ が存在している部分の細胞骨格は、

control 群で見られた様な細胞骨格が保持された様子は得られず、細胞骨格が障害を受けてい

ることが確認できた (Fig. 6B 右パネル)。 

次に、ACh 神経の樹状突起に対する isoAβ 処置の影響を解析したところ control 群では、

分断等のない樹状突起の伸展がしっかりと観察できた (Fig. 6C)。一方で、isoAβ 処置群では、

Aβ が樹状突起に絡み付き (Fig. 6D 左パネル、白矢印)、樹状突起が断片化されている様子が

みられた (Fig. 6D 右パネル、白矢印)。以上の結果より、isoAβ による ACh 神経障害には、細

胞体表面や樹状突起への Aβ の接着が深く関与することが示唆された。下記結果は、Fukuda et 

al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 
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Figure 6. Neurodegenerative effects of isoAβ in hiPS cells-derived ACh neurons. 

A-D, Confocal laser scanning microscopy was performed using antibodies against Aβ [green in (B) and 

magenta in (D)], actin [cell morphology marker, red in (A)], and MAP2 [dendrites, green in (C) and 

(D)]. Representative images of cell bodies and neurites are shown in (A) and (B) (Z-stack). Nuclei are 

stained with Hoechst 33342 (blue) in (C) and (D), and arrow heads show damaged dendrites. Scale bars, 

20 μm. 
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1-4. 考察 

 

本章では、Aβ オリゴマー仮説およびコリン仮説を考慮した培養細胞系での神経障害モデ

ルの構築および神経障害が生じる機序の解明を目的とした解析を行った。 

Aβ は凝集性が非常に高く、Aβ オリゴマーは凝集過程で一時的に形成されるためその構

造の維持が困難である。本解析においても、細胞に native Aβ1-42をそのまま処置しても細胞障

害が誘発されなかった。これは用いた native Aβ1-42が調製中に凝集を開始しており、細胞に処

置した時点でフィブリルを含む様々な凝集体の混合物となり、十分な量ならびに時間の Aβ オ

リゴマーを細胞に曝露できなかったためであると考えられる。そこで本研究では、native Aβ1-

42の代わりに溶媒の pH によって凝集開始を制御可能な isoAβ を用いることで、細胞障害の誘

発に十分な Aβ オリゴマーを細胞に曝露できるのではないかと考えた。この isoAβ を中性条

件下で静置して経時的な凝集を解析すると、時間依存的にモノマーからオリゴマーを経てフ

ィブリルを形成することがわかった。それぞれの静置時間の Aβ 凝集体を SH-SY5Y 細胞へ処

置すると、66 - 1048 kDa の Aβ オリゴマー、すなわち、AβOs およびプロトフィブリルが豊富

に存在する静置時間が 12 時間までの Aβ 凝集体を処置することで細胞障害が誘導されるこ

とが確認できた。すなわち Aβ オリゴマーがフィブリルより強い細胞障害を示すことが示唆

された。 

本研究において、Aβ オリゴマーと Aβ フィブリルの細胞障害性を比較し、Aβ オリゴマー

の強い細胞への接着性が細胞障害に深く関与することが示唆された。これまでの研究におい

て、Aβ オリゴマーは細胞膜に接着して膜孔を形成することや、11) グルタミン酸受容体のサブ

タイプの一つである NMDA 受容体に作用することで、細胞内の恒常性を破綻させることが報

告されている。52) また近年の研究より、Aβ オリゴマー自体が細胞膜表面に発現しているタ

ンパク質に結合し、エンドサイトーシスに関与するタンパク質であるクラスリンなどを介し

て細胞内に取り込まれることが報告されている。53) この Aβ と結合する細胞膜発現タンパク

質は、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質 154) やプリオンタンパク質 55) が知られ

ている。さらに細胞内に取り込まれた Aβ オリゴマーは、シナプスの可塑性を阻害すること

や、ユビキチン・プロテアソーム系によるタンパク質分解を抑制することが知られている。

このため、過剰にリン酸化されて神経軸索から遊離するタウタンパク質や細胞内に取り込ま

れた Aβ オリゴマーそのものが細胞内に蓄積して細胞障害を誘導することが報告されている。
56) また、Aβ オリゴマーは Aβ フィブリルよりも容易にエンドサイトーシスによって細胞内へ

取り込まれることが報告されており、57) 以上の報告は、Aβ オリゴマーが細胞障害を誘導する

作用点が細胞表面に存在することを示唆するものである。本解析では、Aβ フィブリルに比べ

Aβ オリゴマーにおいて細胞との接着性が高いことが示されたが、この接着度がどのような要

因で生じるのかは今後の研究課題である。 

これまで AD に関する研究領域で多用されてきた SH-SY5Y 細胞はがん細胞に由来する

神経芽細胞種である。実際の分化・成熟した神経細胞とは異なり、増殖能を持ち不死化細胞

としての性質を示す。58) さらに SH-SY5Y 細胞は、樹状突起に発現する MAP2 のような成熟

神経マーカーを発現しない。59,60) 一方、本研究で用いた hiPS 細胞から分化誘導した ACh 神
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経は、MAP2 を発現する多数の樹状突起を形成しており、そのため Aβ と樹状突起の接着につ

いて評価することができた。AD 患者の脳では発症早期に樹状突起が萎縮することが報告さ

れており、6) 本研究により、Aβ 接着が樹状突起の萎縮の引き金となる可能性が示唆された。

本研究で構築した isoAβ と hiPS 細胞由来 ACh 神経を用いた細胞障害モデルによる更なる機

序の解明が期待される。 

hiPS 細胞を用いた ACh 神経への分化誘導方法に関して、これまでの報告では hiPS 細胞

の未分化状態の維持にマウス由来のフィーダー細胞との共培養を必要としており、また、分

化誘導時にはリコンビナントタンパク質の分化因子を多用している。28–30) フィーダー細胞の

使用は、異種細胞かつ目的外の細胞の混入を招き、41–43) リコンビナントタンパク質の使用は

コスト面の他、ロット差や半減期の短さなどから分化誘導効率の低下をもたらすこともある。
44) 本研究では、フィーダー細胞フリー環境下で hiPS 細胞を未分化状態で維持培養し、また、

分化誘導にはリコンビナントタンパク質の代わりに化合物を主体とした分化誘導方法を用い

ることで、コスト面で優れ簡便かつ再現性の高い分化誘導方法の確立を目標とした。その結

果、今回の分化誘導方法を採用することで、分化誘導 16 日目において FOXG1、NKX2.1 や

ISLET-1 といった前脳基底部の発生を示すマーカータンパク質の発現が確認でき、さらに分

化 24 日目では、アセチルコリン合成酵素である ChAT が約 86%の細胞で発現していた。既報

の ACh 神経への分化誘導方法 29) では、ChAT発現率が誘導開始から 35日目において 20 - 40%

程度である。最近報告された Krajka らの誘導方法では、分化誘導開始 60 日目にて ChAT の発

現が確認され、96 日目で約 32.7%の神経で活動電位の発生が確認されている。28) 電気生理学

的解析は今後の課題であるが、本研究で構築した誘導方法は、既報と比べてもより早くより

効率的に ChAT を発現する機能性ヒト ACh 神経を産生できることになる。以上から、本研究

において、フィーダー細胞フリー環境下で化合物を用いた簡潔かつ費用面ならびに誘導日数

においても効率的な利便性の高いヒト ACh 神経への分化誘導方法が構築できた。本誘導方法

により作製したヒト ACh神経が AD研究やその他の脳科学全般の発展に寄与することが期待

される。 

 第 1 章では、isoAβ および hiPS 細胞由来 ACh 神経を用いることで、Aβ オリゴマー仮

説およびコリン仮説の証明を目指した Aβ オリゴマー誘発神経障害モデルを構築した。この

モデルを用いた解析により、Aβ による ACh 神経障害には Aβ の細胞表面や樹状突起への接着

が深く関与することが示唆され、また、その接着は、Aβ フィブリルよりも Aβ オリゴマーの

方が強いことがわかった。第 2 章では、さらに本モデル系を用いて Aβ オリゴマーによる神

経障害作用を抑制する化合物の探索、および、その保護作用機序の解析を行った。さらには、

Aβ オリゴマーに対するイメージングについて検討した。 
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第 2 章 Bacopa monniera 抽出エキスを用いた Aβ 結合性低分子化合物の探索およびその神経

保護作用の解析と放射性同位元素標識体による Aβ の検出 

 

2-1. 緒言 

  現在世界で使用されている AD 治療薬は、主にアセチルコリンの分解を抑制するコリン

エステラーゼ阻害剤である。この薬剤は神経細胞死を抑制する作用は示さず、一時的な病態

の進行を抑制する作用のみを持つとされている。そのため、Aβ による神経障害を抑制する作

用を持つ AD 治療薬の開発が求められている。また、生体での脳内 Aβ 蓄積の検出方法の確立

は、早期診断のみならず、新規 AD 治療法の開発にむけた客観的な効果の判定のためにも重

要な開発課題である。 

天然物は、その含有成分に様々な化合物を有しており新規薬物の探索に用いられている。
61) また、含有する化合物の多様性から、天然物は、新規治療薬のシード化合物探索における

ライブラリとして有用である。このように、Aβ オリゴマーの検出や、Aβ オリゴマーによる

神経障害に対する保護作用を有する化合物の探索に天然物を用いることは大変有用であると

考えられている。61–63) 天然物から探索され AD 関連の研究が進められた例としてクルクミン

がある。クルクミンはウコンをはじめとするショウガ科植物に広く含有される成分であり、

Aβ の凝集抑制作用、64) Aβ が誘発する酸化ストレスからの神経細胞保護作用、65) さらには、

脳内 Aβ の蓄積抑制作用 64) を有することが報告されている。さらに近年では、このクルクミ

ンの構造を応用して作出された Aβ オリゴマーに特異的な結合を示す誘導体も報告されてい

る。66) 

脳内 Aβ の検出方法については古くから研究が進められており、1997 年に放射性同位元

素の Tc-99m を標識した抗 Aβ 抗体の報告があり、67) AD 患者への投与が実施されたが、血液

脳関門を通過せず、脳内に 99mTc 標識抗 Aβ 抗体が移行しないという問題点があった。この問

題に対して 2008 年に、放射性同位元素 11C で標識した Pittsburgh compound-B (PiB) を用いる

ことで、脳内 Aβ 蓄積を検出することが可能であることが報告された。68) 11C 標識 PiB は比較

的広く使用されているが、11Cの半減期が 20分と短時間であるという問題点がある。69) また、

抗 Aβ 抗体および PiB 化合物で Aβ フィブリルの検出は可能であるが、Aβ オリゴマーの検出

は困難とされている。70) 一方、上記で述べたクルクミン誘導体は、脳内の Aβ オリゴマーの

検出が可能であることが報告されており、66) Aβ がフィブリルとなって蓄積する前の早期段階

で AD の診断に応用できる可能性を示唆している。このように、AD 治療薬開発において、天

然物からの化合物探索も大変重要なリソースとなり得ることが期待されている。 

Bacopa monniera は、トリテルペノイドサポニンを成分として含み、古くからインドの伝

統医学のアーユルヴェーダ医学で記憶力増強作用を目的に使用されているハーブの一種であ

る。71,72) この作用を裏付けるように、脳内に Aβ が蓄積したマウスに B. monniera エキスを長

期間投与すると、脳内 Aβ 量が大脳皮質ならびに海馬において減少することが報告されてい

る。73)さらに、B. monniera はラットの初代培養神経細胞を用いた解析において、Aβ による細

胞内酸化ストレスの発生を軽減することで神経障害を抑制することも報告されている。74) こ

れらの報告より、B. monniera には Aβ の神経障害から神経を保護する作用を持つ物質が含ま
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れることが考えられる。しかし、脳内 Aβ の減少や Aβ による神経障害を抑制する成分 (化合

物)、ならびに、詳細な神経保護作用機序は解明されていない。そこで B. monniera 成分の中か

ら、Aβ による神経障害に対して神経保護作用を持つ化合物を特定し、その構造や神経保護作

用機序を解明することは、Aβ 治療方法の開発において重要な手がかりになると考えた。 

本章では、Aβ オリゴマーに結合性を持つ低分子化合物を B. monniera の全草抽出エキス

から探索し、nuclear magnetic resonance (NMR) および mass spectrometry (MS) データにてその

化合物を同定した。さらに、本化合物による Aβ の神経障害に対する神経保護作用について、

第 1章で構築したAβオリゴマー誘発ヒトACh神経細胞障害モデルを用いて解析した。また、

放射性同位元素 125I 標識体によるマウス脳切片上での Aβ の検出について解析した。 
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2-2. 実験方法 

 

2-2-1. 実験動物 

マウスは C57BL/6 雄マウス (生後 10 週齢; オリエンタルバイオサービス、京都、日本) 

を用いた。APdE9 雄マウス (9 ヶ月齢) は、Jackson Lab. (Bar Harbor、ME、USA) より購入し

たマウスを C57BL/6 マウスと交配して系統維持して実験に用いた。動物は 25℃の恒温にて飼

育し、水や餌は自由に摂取させた。照明は 12 時間サイクルとした。動物実験は「動物実験に

関する指針 (日本実験動物学会)」および「京都薬科大学動物実験に関する指針」に従った。

なお、本研究の動物実験は京都薬科大学動物実験委員会 (承認番号 : DIPS19-001) にて承認を

得ている。 

 

2-2-2. Bacopa monniera と抽出エキス 

Bacopa monniera 全草の methanol (MeOH) 抽出エキスは既報で調製したものを使用した。
75) 

 

2-2-3. B. monniera 由来 Aβ 結合性低分子化合物の探索 

既報 76) の方法を応用し、Aβ 凝集体を結合させたセファロース🄬ビーズ (Cytometric Beads 

Array Functional Bead A9; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を用いて Aβ 結合性低分子化合物

を探索した (Schema 3)。具体的には、まず 6 μM isoAβ を PBS 中で 1 時間または 24 時間、37℃

で凝集させ、フィルター (10 kDa; Amicon Ultra centrifuged filters; Merck Millipore) で濃縮した。

濃縮した Aβ 凝集体を N-2[(4-maleimidomethyl)cyclohexylcarbonyloxy]sulfosuccinimide (sulfo-

SMCC) と 1 時間室温で反応させ、Aβ と sulfo-SMCC を結合した。次にセファロース🄬ビーズ

と 1 M の dithiothreitol を混合して、セファロース🄬ビーズの表面上に存在するジスルフィド結

合をチオール基に還元して活性化させた。活性化させたセファロース🄬ビーズを遠心して上清

を除いた後、20 μL の Coupling Buffer (BD Biosciences、California、USA) に再度懸濁し、sulfo-

SMCCを結合したAβ (sulfo-SMCC-Aβ結合物) と混合して室温で 1時間攪拌させ sulfo-SMCC-

Aβ結合物とセファロース🄬ビーズを反応させた。セファロース🄬ビーズ表面の未反応 SH基は、

N-ethylmaleimide を加えて 15 分間室温で反応させることで保護した。最後に Aβ 凝集体を結

合させたセファロース🄬ビーズを Functional Bead Conjugation Buffer Set 中に含まれる Storage 

Buffer (BD Biosciences) を加えて 900×g で遠心して洗浄を 3 回実施した。全ての反応は暗所

で行った。 

 

2-2-4. B. monniera 由来 Aβ 結合性低分子化合物の解析 

上述した B. monniera の MeOH 抽出エキス (100 g) を、ethyl acetate (EtOAc) と H2O で溶

媒分配し、EtOAc 可溶性画分 (15.8 g、15.8%) と H2O 可溶性画分 (84.2 g、84.2%) を得た。10 

mg の EtOAc 可溶性画分を 2% dimethyl sulfoxide (DMSO) を含む高純水で溶解し、10,000×g

で 10 分間遠心した後、フィルターで濾過して不溶物を取り除いた。その後、EtOAc 可溶性画

分を前述の Aβ 凝集体結合セファロース🄬ビーズと混合して室温暗所で 1 時間反応させた。遠
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心分離（900×g）して洗浄後、ethanol (EtOH) を加え、100℃で湯せんして Aβ と結合した成

分を分離させた。遠心分離（900×g）後、上清を回収して検体とした。 

 

 

 

Schema 3. Exploration of Aβ oligomers-binding low molecule compounds from B. monniera 

 

 

回収した検体中に含まれる化合物について、 liquid chromatography-mass spectrometry 

(LC/MS) を用いて分析した。LC/MS は液体クロマトグラフ・タンデム四重極型質量分析装置 

(LCMS-8040; 島津製作所、京都、日本)、カラムは Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ (粒子径 5 μm、内径 2.0 

mm×150 mm; ナカライテスク)、ソフトウェアは LabSolutions LCMS Ver.5.6 software (島津製

作所) を用いた。LC 条件は formic acid で pH3.0 に調製した H2O と acetonitrile (MeCN) を移動

相とし、グラジエント解析 (測定開始時 MeCN:H2O = 10:90、1 時間後 MeCN:H2O = 100:0) で

実施した。MS 条件は、ネブライザーのガス流量を 3 L/min、乾燥ガスの流量を 15 L/min、

desolvation line の温度を 250℃、heat block の温度を 400℃に設定して測定した。以前の研究 75) 

で B. monniera からの既知化合物の精製のためにおこなった移動相および保持時間等に関す

る検討 (条件検討 A) を参考に、HPLC の結果より各ピークに当たる化合物を推定した。 

 

2-2-5. Plantainoside B の単離と同定 

B. monniera の EtOAc 可溶性画分 (14.0 g) を展開溶媒 [CHCl3:MeOH (v/v): 30:1 → 15:1 

→ 7:1 → 5:1 (v/v) → MeOH] として chloroform (CHCl3) およびMeOHの混合溶液を用いて、

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (順相シリカゲル 840 g) により、10個の画分 (Fraction; 

Fr) に分離した。それぞれの画分の収量は、Fr.E1 (2.2 g)、Fr.E2 (1.6 g)、Fr.E3 (0.3 g)、Fr.E4 (0.4 

g)、Fr.E5 (0.9 g)、Fr.E6 (1.5 g)、Fr.E7 (4.8 g)、Fr.E8 (0.7 g)、Fr.E9 (0.8 g)、Fr.E10 (0.9 g) であっ
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た。前述の条件検討 A より Fr.E7 に、目的とする化合物が含有されていることが推定された

ため、Fr.E7 (1.1 g)を用いて HPLC [SPD-20A (島津製作所)] で精製した。HPLC の設定は、移

動相を MeCN:H2O:acetic acid (CH3COOH) = 14:86:0.3 とし、カラムは Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ (粒子

径 5 μm、内径 10 mm × 250 mm; ナカライテスク) を使用して plantainoside B (45.9 mg、

0.228%) と考えられる化合物を単離した。本化合物について、NMR [JEOL JNM-ECA600 (600 

MHz); JEOL Ltd.、東京、日本] の 1H-NMR と 13C-NMR データ、および、MS スペクトルデー

タを用いて構造解析し、既報 77) と比較して、plantainoside B であることを同定した。単離精

製した plantainoside B をこれ以降の研究において使用した。 

 

2-2-6. Plantainoside B の isoAβ 細胞障害に対する神経保護作用の解析 

hiPS 細胞由来 ACh 神経細胞を用いて WST-8 assay および LDH assay を行った。hiPS 細胞

由来 ACh 神経細胞は、分化誘導 16 日目の細胞を 96 well プレートに 1.5 × 105 cells/well 播種

し、8 - 12 日間培養した。成熟用培地に交換し、3 μM Aβ と 1 - 30 μM plantainsoide B を hiPS 細

胞由来 ACh 神経細胞に処置した。48 時間、5%CO2、37℃の環境下で培養した。48 時間後、

Cell Count Reagent SF を処置し、WST-8 assay（詳細は 1-2-5 を参照）にて細胞生存率を解析し

た。一方、細胞障害については LDH cytotoxicity assay kit を用いて解析した（詳細は 1-2-5 を

参照）。 

 

2-2-7. 免疫蛍光細胞染色 

hiPS 細胞由来 ACh 細胞をマルチウェルガラスボトムディッシュ (松波硝子) に播種した。

PBS (-) で 3 回洗浄した後、4% paraformaldehyde (PFA) を処置し、4℃で 30 分間静置した。再

度 PBS (-) で 3 回洗浄し、0.1%Triton X 含有 PBS (PBST) を処置して、10 分間室温で静置し

た。一次抗体は、マウス抗 Aβ 抗体 (clone 6E10; 1:500) を 5%ロバ血清含有 PBST で溶解し、

細胞へ処置して 4℃で一晩反応させた。二次抗体は、Alexa488 標識ロバ抗マウス抗体 (1:500; 

Thermo Fisher Scientific) を用いた。細胞骨格の一つである actin の標識は Rhodamine-phalloidin 

(1:3,000; Thermo Fisher Scientific) を PBST で調製し、室温・遮光で 2 時間細胞と反応させた。

各蛍光物質は共焦点レーザー顕微鏡 (LSM800; Carl Zeiss) を用いて観察した。 

 

2-2-8. 細胞内 Ca2+ imaging 

細胞内 Ca2+過剰流入について、細胞内で Ca2+と錯体を形成して蛍光を発する fluo-4 AM 

(Thermo Fisher Sciences) を用いて解析した。分化誘導 16 日目の hiPS 細胞由来 ACh 神経細胞

をマルチウェルガラスボトムディッシュに 1.5 × 105 cells/well 播種し、8 - 12 日間培養した。

ACh 神経に fluo-4 AM の終濃度が 10 μM になるように細胞培地で調製し、30 分間 37℃で静置

した。Fluo-4 AM 非含有培地で細胞表面を洗浄後、3 μM Aβ と 1 - 30 μM plantainsoide B を細胞

へ 2 時間処置した。インキュベーションチャンバーを用いて細胞培養環境を 37℃、5%CO2に

維持し、共焦点レーザー顕微鏡 (LSM800; Carl Zeiss) を用いて 5 分ごとに 3 時間蛍光を観察

した。 
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2-2-9. ミトコンドリアの内膜電位の解析 

ミトコンドリア障害の指標として、JC-1 MitoMP Detection Kit (DOJINDO、熊本、日本) を

用いてミトコンドリアの内膜電位変化を評価した。JC-1 は構造中にカチオンを持つ化合物で、

ミトコンドリア内膜と親和性を示す。膜電位が分極している際は、JC-1 が凝集体を形成して

赤色蛍光を示す。一方で、ミトコンドリア膜電位が脱分極している際は、JC-1 は凝集体を形

成せず単量体となり緑色蛍光を示す。本試薬を用いて、赤色蛍光と緑色蛍光の割合を算出し、

内膜電位の変化を解析した。分化誘導 16 日目の hiPS 細胞由来 ACh 神経細胞をマルチウェル

ガラスボトムディッシュに 1.5 × 105 cells/well 播種し、8 - 12 日間培養した。その後、3 μM Aβ

と 1 - 30 μM plantainsoide B を細胞へ処置し、48 時間 5%CO2、37℃の環境下で培養した。新鮮

な培地で洗浄後、JC-1 試薬の終濃度が 2 μM になるように調製して、細胞へ処置し、30 分間

37℃、5%CO2 環境下を維持した。再度新鮮な培地で洗浄した後、kit に含まれている 10 倍濃

度の Imaging solution を滅菌した高純水で希釈し、細胞に処置して蛍光を測定した。蛍光測定

は、GloMAX (Promega、Madison、USA) にて、緑色蛍光を 475 nm/500 - 550 nm、赤色蛍光を

520 nm/580 - 640 nm のフィルターを用いて測定した。 

 

2-2-10. Thioflavin-T (ThT) fluorescence assay を用いた plantainoside B による Aβ 凝集抑制の解析 

6 μM Aβ と 100 μM plantainsoide B を PBS で溶解し、1 - 24 時間 37℃、5%CO2で静置した。

各時間サンプルを回収し、ThT を終濃度が 10 μM になるように加えて、蛍光を測定した。蛍

光測定は、蛍光分光光度計 (F-7000; 日立、東京、日本) を用いて 445 nm の励起波長を用い

て、485 nm の蛍光波長を測定した。 

 

2-2-11. 原子間力顕微鏡を用いた plantainoside B による Aβ 凝集抑制の解析 

6 μM Aβ と 100 μM plantainsoide B を PBS で溶解し、24 時間 37℃、5%CO2で静置した。

Aβ を高純水で希釈 (×10) し、マイカ基盤上 (Nilaco Corp、東京、日本) に滴下して 10 分間

室温で静置した。マイカ基盤を洗浄後、Nanoscope Ⅲa Tapping Mode AFM (Veeco Instrument、

Plainview、NY) と single-crystal microcantilever (OMCLAC160TS-R3; Olympus、東京、日本) を

用いて Aβ の凝集を測定した。各サンプルは少なくとも 3 視野撮影した。 

 

2-2-12. Blue native-polyacrylamide gel electrophoresis による Aβ の凝集解析 

6 μM Aβ と 100 μM plantainsoide B を細胞培養液 (1%FBS を含む) で溶解し、1 - 48 時間

37℃、5%CO2 で静置した。各時間サンプルを回収して 4 倍濃度の NativePAGE Sample Buffer

と混合させた。回収したサンプルは、4 - 16% Bis-Tris mini protein gel (Thermo Fisher Scientific) 

を用いて電気泳動し、凝集体の大きさごとに分離した。電気泳動後、PVDF メンブレンに転写

した。PVDF メンブレンは、転写後 0.05% TBST で洗浄し、抗体の非特異的な結合を阻害する

ため、Bullet Blocking One for Western blotting (ナカライテスク) を 5 分間処置した。一次抗体

として抗 Aβ 抗体 (clone 6E10; 1:2,000) を Bullet Immunoreaction Buffer (ナカライテスク) で希

釈し、4℃で 24 時間処置した。TBST で洗浄後、2 次抗体として Bullet Immunoreaction Buffer 

(ナカライテスク) で調製した HRP-linked secondary antibody against mouse IgG (1:2,000) を 30
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分間室温で処置し、TBST で洗浄した。免疫反応性を Chemi Lumi One Super (ナカライテスク) 

を用いて化学発光させ、lumino-image analyzer (ImageQuant LAS500 system; GE Healthcare Life 

Science) にて検出した。 

 

2-2-13. 放射性同位元素 125I を用いた plantainoside B の標識 

Plantainoside B (500 μg) を MeOH (10 μL) で溶解し、N-クロロスクシンイミド (0.5 mg) を

含む溶媒 (MeOH:CH3COOH ＝ 70:20、90 μL) と混合した。[125I]NaI (15 MBq) を加え、室温

で 30 分間振とうさせながら反応させた。N2ガスを吹き付けて溶媒を除去し、SPD-20A (島津

製作所) ultraviolet 検出器 (220 nm、254 nm) と Radioisotope (RI) 検出器 Gabi Nova (Elysua-

raytest、Liege、Belgium) を接続した reversed-phase-HPLC を用いて、125I 標識 plantainoside B を

精製した。精製用のカラムは、Cosmosil 5C18-AR-Ⅱ column (粒子径 5 μm、内径 4.6 mm × 150 

mm; ナカライテスク) を使用し、移動相は H2O と MeCN を用い、MeCN を 10%の濃度から開

始して、30 分間で 50%になるように経時的に濃度を変化させた。流速は、1.0 mL/min に設定

して、標識反応の進行、および精製は RI 検出器で検出されたピークを用いて評価した。得ら

れた 125I 標識 plantainoside B (3.2 - 5.9 MBq) は、実験への使用直前に N2ガスを用いて MeCN

を除去した。放射能の測定は dose calibrator (IGC-8;日立) を使用した。 

 

2-2-14. Blue nativeポリアクリルアミドゲルを用いた 125I標識plantainoside Bによるplantainoside 

B の Aβ への結合性の解析  

Plantainoside B の Aβ 凝集体に対する結合性は、blue native ポリアクリルアミドゲルを用

いて検討した。あらかじめ isoAβ を PBS で溶解し、1 - 6 時間 37℃、5%CO2環境下で静置し

た。凝集後、20 MBq/mL になるように PBS で調製した 125I 標識 plantainoside B と 4 倍濃度の

NativePAGE Sample Buffer を混合し、サンプルとした。回収したサンプルは、Blue native ポリ

アクリルアミドゲルである 4 - 16% Bis-Tris mini protein gel (Thermo Fisher Scientific) を用いて

電気泳動した。泳動後のゲルは、photo-imaging plate (Fujifilm Plate BAS-TR2025; 富士フィル

ム、東京、日本) に 24 時間コンタクトし、imaging analyzer (Typhon 9410; GE Helthcare) で放

射能を検出した。 

 

2-2-15. マウス脳切片における 125I 標識 plantainoside B を用いた plantainoside B の Aβ 結合性の

解析 

9 ヶ月齢の雄の AD モデルマウス (APdE9) と wild-type マウスから摘出した脳から切片

を作製して実験に用いた。マウスから脳を摘出する際に、三種混合麻酔を用いた。三種混合

麻酔は、0.3 mg/kg メデトミジン塩酸塩 (ドミトール; ZENOAQ、福島、日本)、4 mg/kg ミダゾ

ラム (ドルミカム; 丸石製薬、大阪、日本)、5 mg/kg ブトルファノール酒石酸塩 (ベトルファ

ール; Meiji Seika ファーマ、東京、日本) を生理食塩水 (テルモ、東京、日本) と混合して使

用した。三種混合麻酔をマウスの腹腔内に投与した後、開胸し、左心室から PBS により灌流

した。灌流後 4%PFA を循環させ、固定した後に脳を摘出した。摘出した脳は 4%PFA で 3 日

間浸潤固定し、4 日目から 30%シュークロース溶液中にて 3 日間脱水した。脱水後、optimal 
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cutting temperature compound (Sakura Finetek、東京、日本) を用いて凍結包埋し、クライオスタ

ット (Leica Instruments、Nussloch、Germany) を用いて厚さ 20 μm の凍結切片を作製した。脳

切片は PBS と混合して 350 MBq/mL となるように調製した 125I 標識 plantainoside B に浸透し

て、室温で 2 時間振とうさせた。脳切片を PBS で洗浄後、スライドガラス (松波) に固定し

て photo-imaging plate (Fujifilm Plate BAS-TR2025; 富士フィルム) に 24 時間コンタクトし、

imaging analyzer (Typhon 9410; GE Helthcare) で放射能を検出した。 

 

2-2-16. 免疫組織染色 

免疫組織染色は、フリーフローティング法で行い、蛍光染色は間接免疫蛍光法で行った。

一次抗体は、マウス抗 Aβ 抗体 (clone 6E10; 1:2000) を処置して 4℃で一晩反応させた。二次

抗体は、Alexa555 標識ロバ抗マウス抗体 (1:500; Thermo Fisher Scientific) を用いた。核染色に

Hoechst33342 (1:4000)を用い、室温で遮光して 2 時間反応させた。各蛍光物質は共焦点レーザ

ー顕微鏡 (LSM800; Carl Zeiss) を用いて観察した。 

 

2-2-17. isoAβ と plantainoside B のマウス海馬内投与 

マウスに三種混合麻酔を腹腔内投与し、脳固定装置に固定した。PBS (-) 投与群を対照群

として、20 μM isoAβ、20 μM isoAβ と 30 μM plantainoside B を C57BL/6 マウスの左右両側の

海馬 (冠矢交差から尾側へ 2.00 mm、外側へ 1.50 mm、硬膜下 2.00 mm) へマイクロシリンジ 

(Hamilton、Reno、NV、USA) を用いて 1 μL/min の速度で投与した。投与後、開頭部は医療用

接着剤で狭窄した。脳固定装置からマウスを解放し、アチパメゾール塩酸塩 (0.3 mg/kg、アン

チセダン; ZENOAQ) を腹腔内投与し、麻酔下から覚醒させた。 

 

2-2-18. 新規物体認識試験 

isoAβ の海馬内投与よる認知機能低下に対する plantainoside B の抑制作用を検討するた

め、投与 1 週間後のマウスの認知機能を新規物体認識試験にて評価した。本試験では、約 20 

lx の照明下でオープンフィールド (縦×横×高さ、40 cm×40 cm×30 cm) を使用した。行動解析

は、はじめに 10 分間マウスをオープンフィールドに入れて自由探索を行わせて、実験環境に

馴化させた。30 分のインターバル後、形・色が異なる物体 O1 および O2 をフィールドの対角

に設置して、マウスを 10 分間探索させた (trial phase)。24 時間後、物体 O2 を O3 に置き換え

て配置し、再度マウスを 10 分間探索させた (test phase)。行動解析には EthoVision XT11.5 

(Noldus Information Technology、Lessburg、VA、USA) を用いて、マウスが物体付近に滞在する

時間を測定した。物体指向指数は、既存物体 (Familiar object) を O1、新規物体 (Novel object）

を O3、Object 滞在時間を TOxとして下記計算式にて算出した。 

 

物体指向指数 (Object preference index) = TO3/(TO1+TO3) × 100 (%) 

 

2-2-19. 画像解析 

Aβ の細胞表面への接着について、共焦点顕微鏡で撮影した画像をもとに、Rhodamine-
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phalloidin で標識した細胞表面のアクチン骨格が占める面積と、Aβ が共局在する細胞表面積

を画像解析ソフト (Photoshop version22.2.0.) を用いて測定し、その割合を算出した。1 実験あ

たり 10 枚の画像を解析し、平均値を算出して評価した。 

 

2-2-20. 統計解析 

全ての実験結果の解析は、統計解析ソフトである GraphPad Prism 5 (GraphPad Software) を

使用して実施した。得られた実験の結果は、平均値±標準誤差 (standard error of the mean; SEM) 

で表示した。2 群間の比較は Student’s t 検定を用いた。3 群以上の比較は、分散分析法 (analysis 

of variance; ANOVA) を用いて、検定には Bonferroni/Dunn 検定を用いた。両側検定により危険

率 5%以下を統計学的に有意差があると判定した。 
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2-3. 実験結果 

 

2-3-1. B. monniera 全草抽出エキスからの Aβ 結合性低分子化合物の探索 

Aβ オリゴマーが豊富な isoAβ の 1 時間凝集体 (オリゴマー) またはフィブリルが豊富な

24 時間凝集体 (フィブリル) をセファロース🄬ビーズに結合させ、B. monniera 全草抽出エキ

スの EtOAc 可溶性画分と混合した。Aβ と結合した化合物を EtOH 中で Aβ から剥離させた

後、LC/MS で検体中に含まれる陽イオンと陰イオンをそれぞれ測定した。抽出した化合物の

相対的な量をピーク面積値を用いて算出した。Aβ オリゴマーおよび Aβ フィブリルを結合さ

せたセファロース🄬ビーズから得られた検体間で抽出量にほとんど差がない化合物 

(compound A、保持時間約 21 分) を基準物質とした（Fig. 7A）。この compound A に対する各

化合物の相対的な抽出量を比較した。陽イオンの分析結果は、両検体間で抽出量に差が見ら

れた化合物は確認できなかった (Fig. 7B)。陰イオンにおいては、10 - 15 分間で見られた 3 本

のピークにおいて、Aβ オリゴマーを結合したセファロース🄬を用いて得られたピーク（Fig. 

7C）の方が、Aβ フィブリルを用いたピーク (Fig. 7D) より高いことがわかった。その中でも、

保持時間約 11 分の主成分のピーク (Fig. 7E, F) は、最も差が大きく (Fig. 7G)、このピークは、

MS スペクトルの結果から m/z 値 477 の陰イオンであることがわかった。そこで、この化合物 

(m/z = 477) について、Aβ オリゴマーにより結合性を示す化合物 compound X として以後の解

析を進めた。その他の検出された化合物は、検体間での相対量に差がみられなかったり、Aβ

フィブリルを用いた検体の方が相対量多かったり、または抽出量がわずかであった。  



34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (min) 

D 

A 

E F 

C 

(min) 

0 

2.0 

1.0 

2 10 12 

(×10,000,000) 

G 

2 10 12 

2.0 

1.0 

(×10,000,000) 

B 

0 

1.2 

30 

30 

(min) 

(×100,000,000) 

1.2 

0 
(min) 

(×100,000,000) 

0 

R
a
ti
o
 

(c
o
m

p
o
u
n
d
 X

/c
o
m

p
o
u
n
d
 A

) 

20 

18 

Fibril 
０ 

Oligomer 

16 

5 

(m/z = 477) 

20 22 4 2 
0 

6.73 

(min) 

0 

6.73 

20 22 4 2 (min) 

(×100,000) 

(×100,000) 



35 

 

 

Figure 7. Exploration of Aβ-binding low-molecular-weight compounds from B. monniera extract. 

A, MS chromatogram of compound A detected by LC/MS (negative ion) of oligomer sample (upper 

panel) and fibril sample (lower pannel). B, MS chromatogram of positive ion detected by LC/MS for 

30 min with oligomer sample (upper panel) and fibril sample (lower sample). C and D, MS 

chromatogram of negative ion detected by LC/MS for 30 min indicate the compounds derived from B. 

monniera extract which were bound to Aβ oligomers (C) or fibrils (D). E and F, MS peaks of the 

oligomer sample (C, red dotted square) and fibril sample (D, red dotted square); MS spectral peaks were 

detected in the Aβ oligomer sample (E) and fibril sample (F) at approximately 11 min retention times. 

G, The relative amount of each compound in the Aβ oligomer sample or the Aβ fibril sample was 

determined based on the amount of compound A.  
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2-3-2. B. monniera 全草抽出エキスからの plantainoside B の単離と同定 

2-3-1 の分析で Aβ オリゴマーに結合性を示す化合物 compound X について、前述の条件

検討 A より plantainoside B であることが推定された。そこで、本研究において、さらなる解

析を進めるため、既報 75) を参考に B. monniera の EtOAc 可溶性画分から順相シリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーおよび HPLC を用いて plantainoside B を分離・精製した。単離化合

物の NMR スペクトルデータ (Fig. 8A, B) と MS スペクトルデータ (Fig. 8C) を、既報 77) と

比較した結果、分離・精製した物質が plantainoside B (分子量 478.45) (Fig. 8D) であることが

確認できた。 
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Figure 8. Isolation of plantainoside B. 

A - C, The collected compound was analyzed by NMR and MS, in which 1H-NMR (A), 13C-NMR (B), 

MS spectrum (C) data were analyzed for identification. D, Chemical structure of plantainoside B. 
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2-3-3. Plantainoside B による Aβ オリゴマー誘発 ACh 神経障害抑制作用の解析 

第 1章にて作製した hiPS 細胞由来 ACh 神経を用いた Aβオリゴマー誘発神経障害モデル

を用い plantainoside B の神経保護作用について検討した。isoAβ (3 μM) と plantainoside B (1 - 

30 μM) を同時に hiPS 細胞由来 ACh 神経へ処置して 48 時間後の細胞障害について WST-8 

assay と LDH assay で解析した。WST-8 assay において、plantainoside B の濃度依存的に isoAβ

処置による細胞生存率の低下が抑制されることがわかった (Fig. 9A)。さらに、LDH assay の

結果においても、plantainoside B の同時処置により濃度依存的な LDH 放出量の減少が見られ

たことから、isoAβ による細胞膜への障害が plantainoside B により抑制されることがわかった 

(Fig. 9B)。以上より、isoAβ によるヒト ACh 神経障害が plantainoside B の濃度依存的に抑制さ

れることがわかり、plantainoside B の神経保護作用が示唆された。下記結果は、Fukuda et al., 

Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Analysis of neuroprotection of plantainoside B by Aβ neurotoxicity. 

A and B, Cells were treated with isoAβ (3 μM) in the presence or absence of plantainode B (Plant. B, 

3–30 μM) for 48 h. Cell viability and cytotoxicity were analyzed by the WST–8 (A) or LDH assay (B), 

respectively. Data represent means ± SEMs. The statistical significance of differences among groups 

was determined by ANOVA with a post hoc Bonferroni’s/Dunn’s test (A, B; n = 3). *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 vs. control, †P < 0.05, ††P < 0.01, †††P < 0.001 vs. Aβ only. 
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2-3-4. Plantainoside B 処置による Aβ と ACh 神経の空間的局在変化の解析 

第 1 章 (1-3-3 および 1-3-6) の解析において Aβ の神経障害性には神経細胞表面への Aβ

接着が関与することが示唆された。そこで、plantainoside B 処置による神経細胞上の Aβ の局

在変化を免疫蛍光細胞染色および共焦点レーザー顕微鏡にて解析した。Aβ (3 μM) 単独処置

群においては、細胞体と Aβ が接着している様子が見られた (Fig. 10A、左パネル白矢印)。一

方で、plantainoside B (30 μM) 同時処置群では、Aβ 単独処置群と比較して細胞体と Aβ との強

固な接着が減少していた (Fig. 10A、右パネル)。細胞体が Aβ に覆われている面積の割合を細

胞表面面積 (actin 染色部位) を用いて算出したところ、plantainoside B 同時処置群において Aβ

単独処置群に対して約 15％接着面積が減少していた (Fig. 10B)。以上より、plantainoside B は

Aβ と細胞との接着を抑制することで、Aβ による神経障害に対する神経保護作用を示すこと

が示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 
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Figure 10. Analysis of spatial localization of Aβ and ACh neurons 

A, Confocal laser scanning microscopy (Z–stack) was performed using antibodies against Aβ (green) 

and actin (cell morphology marker, red). White arow heads indicate Aβ attachment to cell surface. Scale 

bars, 20 µm. B, Cell surface area covered with Aβ (merged Aβ and actin area) was measured by image 

analysis. Data represent means ± SEMs. The statistical significance of differences among groups was 

determined by Student’s t–test (n = 10). *P < 0.05 vs. Aβ. 
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2-3-5. Plantainoside B の Aβ による細胞内 Ca2+流入に対する抑制作用の解析 

Aβ オリゴマーの神経障害機序の一つに細胞内への Ca2+の過剰流入が示唆されている。11, 

52) これまでの解析結果から、plantainoside B は Aβ と神経との接着を抑制することで神経保護

作用を示すことから、Aβ の細胞膜への作用を減少させて、細胞内への Ca2+の過剰流入を防ぐ

可能性が考えられた。そこで、蛍光 Ca2+インジケーターである fluo-4 AM を用いて hiPS 細胞

由来 ACh 神経への経時的 Ca2+流入を評価した (Fig. 11)。蛍光強度の変化は共焦点レーザー顕

微鏡を用いて 180 分間観察した (Fig. 11A)。半定量評価として、細胞 1 個の表面積あたりの蛍

光強度を算出し、蛍光強度の変化をグラフ化した (Fig. 11B)。その結果、control 群と比較して

isoAβ 単独処置群において 180 分後の細胞内の蛍光強度は顕著に高くなり、Aβ による細胞内

への Ca2+の過剰流入が検出された。一方、plantainoside B 同時処置群では、Aβ 単独処置群で

見られた蛍光強度の上昇は確認できなかった。本解析より、plantainoside B は Aβ による細胞

内への Ca2+過剰流入に対する抑制作用を持つことが示唆された。下記結果は、Fukuda et al., 

Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.を改変して引用した。 
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Figure 11. Analysis of neuroprotective effects of plantainoside B against Aβ oligomer-induced Ca2+ 

influx into the cytoplasm in hiPSC–derived cholinergic neurons. 

 A, Time–lapse calcium imaging with fluo–4 was performed using a confocal laser scanning microscope. 

Scale bars, 5 µm. B, Image analysis was performed to measure the increase of fluorescent intensity 180 

min after Aβ treatment. Data represent means ± SEMs. The statistical significance of differences among 

groups was determined by ANOVA with a post hoc Bonferroni’s/Dunn’s test [n = 18 (Cont.), n = 19 

(Aβ), n = 15 (Aβ + Plant. B)]. ***P < 0.001 vs. Cont., †P < 0.05 vs. Aβ only 
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2-3-6. Aβ 誘発ミトコンドリア機能障害に対する plantainoside B の抑制作用の解析 

Aβ オリゴマーによる細胞障害にミトコンドリア機能異常の関与が報告されている。78) そ

の機序として、Ca2+が細胞内に流入することでミトコンドリア内にも Ca2+が流入し、ミトコ

ンドリア膜電位異常を起こすことで、ATP の産生低下や ROS の産生につながるとされてい

る。78) 2-3-5 の結果より、Aβ オリゴマーは細胞内 Ca2+過剰流入を誘発することがわかった。

そこで、本細胞モデルにおいても Aβ オリゴマー処置により細胞内ミトコンドリアの膜電位

異常が誘導される可能性が考えられる。そこで hiPS 細胞由来 ACh 神経に Aβ を処置して、ミ

トコンドリア膜電位変化を解析した。この解析には、ミトコンドリア膜電位変化を蛍光色素

にて評価できる JC-1 試薬を用いて検討した。その結果、Aβ では正常膜電位を示す赤色蛍光

の割合が減少し、異常膜電位を示す緑色蛍光の割合が上昇した (Fig. 12)。また、2-3-5 の結果

より、plantainoside B が Aβ オリゴマーによる細胞内 Ca2+過剰流入を抑制するこが示された。

そこで、Aβ と 3 - 30 μM plantainoside B を同時処置した際のミトコンドリア膜電位変化を解析

した。その結果、plantainoside B の濃度依存的に、正常膜電位を示す赤色蛍光の割合が増加し、

一方で膜電位異常を示す緑色色素の割合が減少して、ミトコンドリア膜電位異常が抑制され

た (Fig. 12)。以上より、Aβ オリゴマー処置により hiPS 細胞由来 ACh 神経にミトコンドリア

膜電位異常が誘導される一方で、plantainoside B はこの異常を抑制して神経保護作用を示すこ

とが示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 
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Figure12 Analysis of the neuroprotective effects of plantainoside B against Aβ oligomer-induced 

mitochondrial disfunction in hiPSC–derived cholinergic neurons. 

The mitochondrial membrane potential was assessed by JC–1 analysis and the red/green fluorescence 

ratio calculated. Data represent means ± SEMs. The statistical significance of differences among groups 

was determined by ANOVA with a post hoc Bonferroni’s/Dunn’s test (n = 3). **P < 0.01, ***P < 0.001 

vs. Cont., †P < 0.05, †††P < 0.001 vs. Aβ only 
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2-3-7. Plantainoside B の Aβ 凝集に対する作用の解析 

次に、plantainoside B の Aβ 凝集に対する作用を ThT assay (1 - 24 時間) および AFM (24

時間) にて解析した。β シート構造を認識し Aβ フィブリル形成にともなって蛍光を発する

ThT を用いた ThT assay において、isoAβ を単独で凝集させた場合、凝集開始から 6 時間後に

かけて蛍光強度が急激に上昇し、24 時間後までにプラトーに達した (Fig. 13A)。一方、

plantainoside B 存在下、 isoAβ を凝集させた場合、凝集開始 1 時間後から 24 時間後までに、

蛍光強度の上昇はほとんど確認できなかった。このことから plantainoside B 存在化ではフィ

ブリル形成が強く抑制されることが示唆された。さらに、AFM で 24 時間後の凝集体形成を

解析したところ、isoAβ と plantainoside B を同時に凝集させた場合は、isoAβ を単独で凝集さ

せた場合に見られた Aβ 凝集塊はほとんど見られなかった (Fig. 13B)。以上の結果より、

plantainoside B は Aβ 凝集を強く抑制することが示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. 

Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用した。 
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Figure 13. Inhibitory effect of plantainoside B on Aβ fibril formation.  

A and B, The isoAβ (6 µM) was incubated at 37°C for 1–24 h with or without plantainoside B (Plant. 

B, 100 μM) in PBS. Thioflavin T (ThT) assay (A) and AFM (B) were performed to analyze the effect 

of Plant. B on Aβ aggregation. Scale bars, 2 μm. 
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2-3-8. Plantainoside B の Aβ オリゴマー形成に対する抑制効果の解析 

2-3-7 の解析結果より、plantainoside B は isoAβ の凝集に対して抑制的に作用することが

示唆された。さらに詳細にオリゴマーを含む Aβ 凝集体形成に対する plantainoside B の作用を

解析するために Blue Native-PAGE による解析を実施した。isoAβ のみを凝集させた場合、凝

集開始 1 時間の時点で既に 20 - 480 kDa のオリゴマーおよび 1048 kDa 以上のフィブリルが形

成されていた。その後、146 kDa 以上のオリゴマーおよびフィブリルの形成が進み、24 時間

後では 20 kDa の凝集体が検出できなくなり、オリゴマーも減少してフィブリル形成がさらに

進んだ。一方で、plantainoside B (100 μM) を含む isoAβ 凝集では、凝集開始 1 時間後の時点で

は 20 - 480 kDa のオリゴマーが徐々に形成され始め、48 時間後でも Aβ オリゴマーの形成が

見られたが、Aβ 単独群と比較して凝集速度が緩やかであった。また、凝集 48 時間において

も 20 kDa の凝集体は検出された。以上より、plantainoside B 存在下において、Aβ 凝集が著し

く遅延することが示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.

から引用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Inhibitory effect of plantainoside B on Aβ aggregation.  

The isoAβ (6 µM) was self–aggregated at 37°C for 1–48 h with or without Plant. B (100 μM) in cell 

culture medium. Aβ aggregates were analyzed by blue native–polyacrylamide gel electrophoresis with 

an anti–Aβ antibody. 
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2-3-9. 放射性同位元素 125I を用いた plantainoside B の標識化 

Plantainoside BのAβ凝集体への結合について放射性同位元素 125Iを用いて解析するため、

plantainoside B の 125I 標識を行った。酸化剤として N-クロロスクシンイミドを用いて 125I を

plantainoside B に付加し、HPLC でその標識を確認した。HPLC の保持時間を比較したところ、

非標識体 plantainoside B の UV ピークが保持時間約 10.9 分で検出された (Fig. 15A)。一方、
125I 標識体では約 13.6 分、13.8 分、14.7 分に RI ピークが検出された (Fig. 15B)。これは、

plantainiside B のヨウ素化により脂溶性が上昇し 125I 標識体の保持時間が非標識体よりも長く

なったことが理由として考えられる。Plantainoside B に対して 1 原子の 125I が置換した場合に

想定される化学構造を Shema 4 に示した。化合物 A - F は plantainoside B に含まれるカテコー

ル骨格中に 125I 付加した構造異性体である。化合物 G - I は plantainoside B のエステル構造が

加水分解した後に 125I 付加もしくは 125I 付加後に加水分解した化合物である。それぞれの化合

物の脂溶性を、Chem Draw 20.0 (PerkinElmer Informatics、Waltham、MA、USA) を用いてオク

タノール/水分配係数 (log P 値) を算出すると、化合物 G - I は化合物 A - F と比較してより脂

溶性が高いことが予想される。すなわち、14.7 分のピークが化合物 G - I である可能性がある。

そこで、13 分から 14 分の間に検出されたピークを示す化合物を 125I 標識された plantainoside 

B として以降の実験に使用した。 

 

 

 

化合物 A 

(Log P = 2.27) 

化合物 B 

(Log P = 2.27) 

化合物 C 

(Log P = 2.27) 

化合物 D 
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Schema 4. Structures of 125I-labeled plantainoside B compounds. 
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Figure 15. Evaluation of 125I-labeling of plantainoside B by HPLC. 

A and B, The progress of 125I-labeling of plantainoside B was determined by comparing the retention 

times of compounds with or without 125I-binding reaction in HPLC. UV peak of the unlabeled 

plantainoside B was observed at a retention time of approximately 10.9 min (A). In contrast, RI peaks 

of 125I-labeled plantainoside B were observed at about 13.6, 13.8, and 14.7 min (B).  
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2-3-10. 125I 標識 plantainoside B を用いた plantainoside B と Aβ 凝集体との結合の解析 

2-3-9 で調製した 125I 標識 plantainoside と Aβ 凝集体を混合した検体を blue native ポリア

クリルアミドゲルで Aβ 凝集体を展開し、125I 標識 plantainoside B が結合した Aβ 凝集体をオ

ートラジオグラフィーによって特定した（Fig. 16）。1 時間または 6 時間凝集させた Aβ を本

解析に使用した。Aβ を泳動し、抗 Aβ 抗体で検出した凝集体の結果と比較した (Fig. 16 左パ

ネル)。その結果、1 時間凝集させた Aβ と 125I 標識 plantainoside B を混合して泳動したゲルで

は、オートラジオグラフィーによって 20 - 242 kDa および 1048 kDa 以上の位置に放射能が検

出された (Fig. 16 右パネル)。6 時間凝集 Aβ と 125I 標識 plantainoside B を混合して泳動したゲ

ル上でも、20 - 242 kDa 周辺で弱い放射能が検出されたが、1048 kDa 以上の位置でさらに強い

放射能が認められた (Fig. 16 右パネル)。Blank として、125I 標識 plantainoside B のみを泳動し

たゲル上には明瞭な放射能は検出されなかった。以上より、125I 標識 plantainoside B は主に

1048 kDa 以上の Aβ フィブリルに結合し、また、20 - 242 kDa の Aβ オリゴマーにも結合性を

示すことがわかった。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引

用した。 
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Figure 16. Analysis of the binding of plantainoside B to Aβ aggregates using 125I-labeled plantainoside 

B. 

The isoAβ (6 μM) aggregates preincubated for 1 or 6 hours at 37°C in PBS were run on blue native 

polyacrylamide gels and detected with anti-Aβ antibodies (Fig. 16, left panel), or samples mixed with 

125I-labeled plant on the aggregates were run on blue native polyacrylamide gels and then detected by 

autoradiography (Fig. 16, right panel); the anti-Aβ antibodies detected the Aβ aggregates on 1 h and 6 h 

samples (Fig. 16, left panel). The radioactivity on the gel was detected by autoradiography (Fig. 16, 

right panel). Blank indicates that 125I–labeled Plant. B without Aβ aggregates was loaded on the gel (Fig. 

16, right panel). 
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2-3-11. 125I 標識 plantainoside B を用いたマウス脳切片における Aβ 検出の解析 

2-3-10 の解析において、125I 標識 plantainoside B を用いることで、plantainoside B は Aβ の

フィブリルを主として Aβ オリゴマーにも結合性を示すことが示唆された。そこで、本化合物

を用いてマウスの脳切片上の Aβ の検出について解析した。脳内に Aβ が蓄積する AD モデル

マウス (APdE9 マウス) と wild-type マウスの脳切片を用いた。APdE9 マウスは、AD の原因

遺伝子として知られているヒト amyloid precursor protein (APP) 変異遺伝子 (Swedish mutation、

K595N/M596L) と PSEN1 の変異遺伝子 (PS1-dE9) を導入したマウスであり、脳内で顕著な

Aβ 蓄積がみられる。79)まず、抗 Aβ 抗体を用いて共焦点レーザー顕微鏡で解析すると、wild-

type では認められなかったが、ADモデルマウス脳切片においてAβの蓄積が検出された (Fig. 

17A)。このマウスの連続脳切片を用いて、125I 標識 plantainoside を処置してオートラジオグラ

フィーで解析すると、wild-type マウスの脳切片では放射能が検出されなかったが、AD モデ

ルマウスの脳切片では脳全体で強い放射能が検出された  (Fig. 17B)。この放射能が

plantainoside B による結合によるものかどうかを評価するため、過剰量の非標識 plantainoside 

B でブロッキングしたところ、wild-type マウスならびに AD モデルマウスの脳切片の両方に

おいて放射能が検出されなかった (Fig. 17C)。さらに、125I-のみを脳切片へ処置しても、放射

能は検出されなかった (Fig. 17D)。以上より、125I 標識 plantainoside B を用いると、plantainoside 

B の Aβ への結合性により AD モデルマウスの脳切片上で放射能が検出され、Aβ 検出に応用

できることが示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.か

ら引用した。 
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Figure 17. Binding affinity of plantainoside B on mouse brain tissues. 

A and B, Confocal laser scanning microscopy with anti–Aβ antibody (red) and Hoechst 33342 (nuclei, 

blue) (A) and autoradiography with 125I–labeled plantainoside B (Plant. B) (B) were performed using 

brain tissues from wild–type mice and a mouse model of amyloid pathology (APdE9 mice). Scale bars, 

1 mm and 50 µm in insets. C and D, Autoradiography was performed with 125I–labeled Plant. B in the 

presence of excess amount of non–labeled Plant. B (0.8 mM; approximately 106 higher concentrations 

than that of 125I–labeled Plant. B) (C). Autoradiography with 125I- solution (D). 
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2-3-12. 海馬内 Aβ 投与による認知機能低下に対する plantainoside B の抑制作用の解析 

これまでの解析結果より、plantainoside B は in vitro 評価系において、isoAβ による細胞障

害作用を抑制して神経保護作用を示すことが示唆された。そこで、plantainoside B の in vivo に

おける神経保護作用について、新規物体認識試験により評価した。野生型マウスの海馬両側

に、PBS を投与した群を対照群として、isoAβ を投与した群、isoAβ と plantainoside B を同時

に投与した群を用いて、投与から 1 週間後の認知機能を評価した (Fig. 18A)。PBS 投与群お

よび isoAβ と plantainoside B 同時投与群のマウスは、test phase において新規物体である O3 付

近に滞在する時間が長くなることが確認できた一方で、isoAβ 投与群では O1 と O3 付近の滞

在時間については大きな変化は見られなかった (Fig. 18B)。 

マウスは通常新規物体に指向性を示すため、認知機能が正常である場合は、新規物体付

近で滞在する時間が既知の物体付近滞在時間よりも長くなると考えられる。一方で、認知機

能が低下しているマウスにおいては、既知と新規の区別がつかないため、同等の指向性を示

し、新規物体への指向指数は 50％近くを示すと考えられる。そこで、本解析でもマウスの物

体に対する指向性について滞在時間を用いて数値化し、物体指向指数を算出した。その結果、

PBS 投与群および isoAβ と plantainoside B 同時投与群では O3 付近に滞在する時間の割合であ

る物体指向指数が、O1 および O3 付近に滞在した総時間のうち約 60%を占めた (Fig. 18C)。

一方で、isoAβ 単独投与群においては物体指向指数が有意に減少し、約 50%であった。このこ

とから、isoAβ を投与することで野生型マウスの認知機能が低下するが、plantainoside B を同

時に投与すると認知機能低下が抑制されることが示された。以上より、plantainoside B は野生

型マウスを用いた in vivo 解析においても isoAβ による神経障害に対して保護作用を示すこと

が示唆された。下記結果は、Fukuda et al., Biol. Pharm. Bull. 2023, 46, 320-333.から引用し

た。 
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Figure 18. Analysis of attenuation of Aβ induced memory impairments by plantainoside B in mice. 

A, Schematic diagram indicating the coordinates of intrahippocampal injection of PBS, isoAβ, or isoAβ 

plus Plant. B in wild–type mice and schedule of novel object recognition test (NORT). B, Representative 

trajectories of mice in the NORT test phase are shown. O1 and O3 indicate the position of familial object 

and novel object, respectively. C, Bars indicate the discrimination index analyzed by NORT. Data 

represent means ± SEMs (PBS injection; n = 10, Aβ injection; n = 8, Aβ + Plant. B injection; n = 10). 

The statistical significance of differences among groups was determined by ANOVA with post–hoc 

Bonferroni’s/Dunn’s test. *P < 0.05 vs. PBS injection, †P < 0.05. 
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2-4. 考察 

 

本章では、記憶力増強作用を持ち、AD モデルマウスの脳内 Aβ を減少させることが報告

されている B. monniera73,74) の含有成分から、Aβ オリゴマーに結合性を示す化合物を探索し

plantainoside B を同定した。 

本研究で、plantainoside BとAβを同時にhiPS細胞由来ACh神経に処置すると、Aβと神経の

接着が抑制され、細胞内Ca2+過剰流入および、ミトコンドリア内膜電位異常も抑制された。Aβ

が神経と接着する際に標的になる因子として、α7ニコチン性アセチルコリン受容体やNMDA

受容体が知られている。80,81) α7ニコチン性アセチルコリン受容体は特にAβと親和性が高い受

容体であり、11) Aβがα7ニコチン性アセチルコリン受容体やNMDA受容体に結合するとCa2+の

細胞透過性が上昇し、細胞内へのCa2+過剰流入が誘発される。80,81) また、Aβと結合する分子

として、シナプス終末に多く存在して神経細胞内のCa2+濃度の維持に関与しているモノシア

ロガングリオシドGM1が知られている。82,83) この分子もα7ニコチン性アセチルコリン受容体

やNMDA受容体と同様に、Aβが結合することで84)、Aβの凝集を促進し、細胞内へのCa2+過剰

流入を誘発して神経障害を示すことが報告されている。85) 興味深いことに細胞膜や受容体を

介したCa2+の細胞内過剰流入は、Aβオリゴマーによって誘導されることが報告されている。
11,86) さらに、細胞内にCa2+が流入することで、ミトコンドリア内にCa2+が流入し、その結果ROS

の産生が誘導されて神経障害が生じると考えられている。87–90) また、小胞体からのCa2+流出

も誘導され、細胞内Ca2+濃度がさらに上昇することも報告されている。91) このことから、Aβ

オリゴマーによる神経障害には、Ca2+の細胞内過剰流入が深く関与していると考えられる。

Plantainoside Bが細胞とAβオリゴマーの接着を抑制する機序については、plantainoside BとAβ

オリゴマーが結合し、Aβオリゴマーの立体構造が変化することで物理化学的に細胞へ接着で

きない可能性、並びに、α7ニコチン性アセチルコリン受容体やNMDA受容体、およびGM1上

に存在するAβ結合部位にplantainoside Bが競合的に結合することで、Aβと受容体の結合を抑

制することが考えられる。 

この他にも、plantainoside Bそのものが神経細胞に直接作用することで、神経細胞のスト

レス耐性が向上した可能性が考えられる。α7ニコチン性アセチルコリン受容体を刺激すると

神経の酸化ストレスを抑制し、神経障害が減弱すること92) から、plantainoside Bが受容体刺激

薬としての作用を持つことで、神経保護作用を示す可能性が考えられる。一方で、NMDA受

容体においては、受容体刺激による神経の過剰な興奮が神経障害を誘導すること93–95) から、

plantainoside Bが受容体拮抗薬としての作用を示し、神経の過剰な興奮を抑制する可能性があ

る。その結果、Aβによる神経障害が減弱されるといった神経保護作用機序が考えられる。α7

ニコチン性アセチルコリン受容体やNMDA受容体を含めたplantainoside Bによる神経保護作

用への関連性については、本研究ではplantainoside Bの詳細な神経保護作用機序の解析できて

おらず、上記に記載したAβ結合性分子との関連性などを含めて、今後の研究課題である。 

ThT assay において plantainoside B と Aβ を同時に凝集させたサンプルでは、Aβ のみを凝

集させたサンプルで見られたような蛍光強度の増加は見られなかった。また AFM において

も、plantainoside B と Aβ を同時に凝集させたサンプルでは、Aβ のみを凝集させたサンプルで
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見られたような凝集塊は確認できなかった。さらに Blue Native-PAGE の結果により

plantainoside B の存在下では Aβ オリゴマーの形成が顕著に遅延することも確認できた。カテ

コール構造を持つ化合物は、そのヒドロキシ基と Aβ のアミノ酸配列中の 16 番目と 28 番目

のリシン残基が付加反応して、Aβ の β-シート構造形成を阻害し、Aβ の凝集を抑制すること

が報告されている。96,97) Plantainoside B の分子構造にも 2 つのカテコール構造が存在している

ことから、先行研究で示された様式で Aβ 凝集抑制作用を示した可能性が考えられる。すなわ

ち、plantainoside B は分子内のカテコール構造で Aβ 凝集体に結合し、Aβ オリゴマーと神経の

接着を防ぎ、また、更なる Aβ 凝集を抑制することで神経保護作用を示すことが考えられる。

上記を考慮すると、plantainoside B が抗 Aβ 抗体のような作用を示し、脳内免疫担当細胞であ

るミクログリアによる貪食作用を誘導する可能性が考えられる。抗 Aβ 抗体は、Aβ と特異的

に結合して複合体を形成し、Aβ の凝集を抑制すると同時に、抗体がオプソニン効果によりミ

クログリアに貪食されて除去される。98) Plantainoside B は抗 Aβ 抗体と同様に Aβ 凝集体と結

合性を示すことから、plantainoside B がオプソニン効果のような作用を持つ場合、Aβ 凝集体

と plantainoside B の複合体をミクログリアが貪食して Aβ が除去される可能性がある。一方

で、plantainoside B がミクログリアに直接作用して貪食能を促進すること 99) で Aβ が除去さ

れ、AD 病態の形成および進行を抑制するといった神経保護作用が考えられる。しかしなが

ら、本研究において plantainoside B によるミクログリアの Aβ 貪食能への影響については解析

できていない。本研究で構築した Aβ オリゴマー誘発 ACh 神経障害モデルにミクログリアを

加えて共培養した in vitro モデルによる plantainoside B の神経保護作用の解析は、今後の研究

課題である。 

放射性同位元素 125I で標識した plantainoside B による Aβ 結合性の解析により、Aβ フィ

ブリルを主体に Aβ オリゴマーに plantainoside B は結合性を示すことがわかった。AD に対す

る早期発見・治療を目指した Aβ のイメージングなどの臨床応用を考えると、PiB 化合物で用

いられていた 11C は、半減期が 20 分と短く使用しづらいといった問題がある。69) 一方、画像

診断において 123I は半減期が約 13 時間であり、11C と比較して汎用性に優れている。100) 本研

究では、123I で標識した化合物の開発の基礎研究として 123I よりも半減期が約 60 日と長く、

扱いやすい 125Iを用いて検討を進めた。また、ADモデルマウスの脳切片に 125I標識 plantainoside 

Bを処置すると、脳切片の広範囲にわたって放射能が検出された。これは、125I標識 plantainoside 

B が、Aβ オリゴマーにも結合性を持つことから、Aβ フィブリルで形成される Aβ プラークの

みならず、脳全体に存在する Aβ オリゴマーまでを検出したためと考えられる。このように、

これまでにも脳内 Aβ を検出するためのプローブの開発が進められているが、66,101) 本解析で

同定された plantainoside B も脳切片上の Aβ 凝集体を検出できることがわかり、Aβ 検出プロ

ーブとしての可能性が示唆された。また、plantainoside B は、野生型マウスへの Aβ の海馬内

投与により誘導された認知機能低下を抑制する作用を示したことから、125I 標識 plantainoside 

B は Aβ 凝集体を検出すると同時に神経保護に作用するプローブとなりうること示唆される。

一方で、本解析では plantainoside B を海馬に投与した際の認知機能の低下抑制を示したが、臨

床応用を考慮すると、末梢投与による脳内への移行が期待される。Plantainoside B は構造中に

2 つのヒドロキシ基を含み、これに起因する水溶性の高さから BBB への透過性において懸念
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が残る。しかしながら、125I 標識 plantainoside B の脂溶性は、Chem Draw 20.0 を用いて log P

値を算出すると log P = 2.27 であり、plantainoside B (log P = 0.91) よりも脂溶性が高いことか

ら、125I で標識することで脂溶性が上がることが想定される。現在までの解析で、ピリダジン

系色素による脳内 Aβ イメージング用プローブは、BBB を透過し、そのプローブの脂溶性は

log P = 2.94 であることが報告されている。102) また、クルクミン誘導体による Aβ イメージン

グプローブも log P = 3 程度になるように構造が設計されている 103) ことから、125I 標識

plantainoside B も BBB を通過する可能性は十分考えられるが、今後マウスを用いた検討が必

要である。その上で、より効率的に脳への移行させるためには脂溶性を log P = 3 程度に高め、

BBB を通過後、活性化体になるプロドラッグ化が必要であると考えられる。一方で、脳内に

おける化合物の濃度が上昇するような投与経路についても評価する必要がある。一般的に

BBB を通過できると考えられる分子量は、500 程度である 104) が、plantainoside B を 125I で標

識することで、分子量が 478.45 から 604.35 と大きくなる。最近の研究報告により、化合物を

鼻腔から投与すると、鼻粘膜から吸収された化合物が、BBB を介さず脳へ直接移行すること

が報告されている。105–107) AD 治療薬の候補として研究が進められているリファンピシン (分

子量 822.95) においても、経鼻投与により脳へ移行して、脳内 Aβ の減少作用を示すことが報

告されており、108,109) 経鼻投与が化合物を脳内へ到達させるための投与方法の 1 つとして考え

られている。また、AD 患者が高齢者に多いことも考慮すると、より侵襲性が低い経鼻投与は

大変有用な投与経路であることが考えられる。本研究では、125I 標識 plantainoside B の末梢投

与および経鼻投与による脳移行性については解析できておらず、今後の研究課題である。 

第 2 章では、Aβ オリゴマーに対して結合性を示す低分子化合物を B. monniera より探索

して plantainoside B を同定した。この plantainoside B の Aβ オリゴマーに対する神経保護作用

を in vitro 評価系および in vivo 評価系において解析した。その結果、plantainoside B は Aβ オ

リゴマーと神経の接着を抑制することで、細胞内 Ca2+過剰流入を介した、ミトコンドリア膜

電位異常を抑制して神経保護作用を示した。さらに、放射性同位元素で標識した plantainoside 

B を用い、plantainoside B が Aβ フィブリルを主体に Aβ オリゴマーに結合性を有すること、

さらには、マウスの脳切片上の Aβ オリゴマーを含む Aβ 凝集体を検出できることがわかっ

た。以上より、plantainoside B は Aβ オリゴマーに対する神経保護作用および Aβ 凝集体検出

能を同時に示す化合物であることが示唆された。 
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総括 

 

AD において早期診断・早期治療は、十分な治療効果を得る上で大変重要な点である。本

研究では、AD 病態形成早期段階に着目して、isoAβ から形成されるオリゴマーおよび hiPS 細

胞由来 ACh 神経を用いた病態モデルを構築して Aβ の神経障害機序を解析した。さらに、Aβ

オリゴマーに親和性を示す化合物を生薬成分から探索して、神経保護作用および Aβ 検出能

を in vitro、in vivo 評価系を用いて解析した。 

第 1 章では、Aβ の凝集開始を溶媒の pH によって制御でき、安定したオリゴマーを形成

再現することが可能な isoAβ を用いて、Aβ オリゴマーによる細胞障害を再現した。さらに、

これまで AD 関連研究で用いられてきた SH-SY5Y 細胞に変わり、AD 発症早期からの脱落が

知られる前脳基底部の ACh 神経について、hiPS 細胞からフィーダーフリー環境下かつ低分子

化合物を用いて簡便かつ再現性良く分化誘導が可能な方法を構築した。このヒト ACh 神経に

isoAβ を処置して神経障害を誘導することで、Aβ オリゴマー仮説とコリン仮説を考慮した Aβ

オリゴマー誘発ヒト ACh 神経障害モデルを構築した。この Aβ オリゴマー誘発神経障害モデ

ルを用いて神経障害機序を解析したところ、樹状突起を含む神経細胞表面への Aβ の接着が

深く関与することがわかり、その作用は Aβ フィブリルより Aβ オリゴマーにおいて特に強い

ことがわかった。 

第 2 章では、isoAβ を用いて、Aβ オリゴマー結合性を示す低分子化合物をハーブの一種 

である B. monniera から探索し、plantainoside B を同定した。第 1 章で構築した Aβ オリゴマ

ー誘発神経障害モデルを用い、plantainoside B の作用を解析した結果、plantainoside B は Aβ

と神経の接着を抑制し、細胞内 Ca2+過剰流入およびミトコンドリアの膜電位変化を抑制して、

神経保護作用を示すことがわかった。また、ThT assay や AFM による解析から、plantainoside 

B が Aβ の凝集を強く抑制することも示された。また、plantainoside B による神経保護作用は、

野生型マウスを用いた in vivo 評価系でも解析し、isoAβ の海馬内投与による認知機能低下に

対しても抑制作用を示した。さらに 125I 標識 plantainoside B を用いた解析により、plantainoside 

B は Aβ フィブリルを主体に Aβ オリゴマーにも結合することがわかり、AD モデルマウスの

脳切片上の Aβ の検出も可能であることが示された (Schema 5) 。 

以上より、本研究において plantainoside B の放射性同位元素標識体を用いることで、脳切

片上での Aβ オリゴマーが検出でき、また Aβ オリゴマーによる細胞障害から ACh 神経を保

護できることを見出した。今後のさらなる研究により、plantainoside B をシードとした化合物

を応用することで、AD に対する早期診断と治療を同時に担う theranostics の開発につながる

ことが期待される。 

 

 



61 

 

 

 

Schema 5. Neuroprotection of plantainoside B (Plant. B) 
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