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序論 

第１章 アルツハイマー病の現状 

第１節 アルツハイマー病の病態 

 ヒトの認知機能は, 身体の成長とともに 20歳頃をピークとして発達し, 以降は加

齢とともに緩徐に低下する.1) 一方, 後天的な脳の器質障害などにより, 自然な老化

現象による程度を超えて認知機能が持続的に低下すると, 社会生活に支障をきたす

ようになり, この状態を認知症 (dementia) という.2) 認知症の原因として様々な疾

患が関与し, 神経細胞が変性・脱落する神経変性疾患による変性性認知症, 脳血管

の異常による血管性認知症 , その他の疾患に大別される . アルツハイマー病 

(Alzheimer's Disease, AD) は認知症の原因疾患として最も頻度が高い神経変性疾患

であり,3) 全世界における AD 患者数は 5740 万人 (2019 年) から 1 億 5280 万人 

(2050 年) と大幅な増加が予想される. 本邦における 2020 年の統計では, 継続的に

AD の治療を受けている総患者数は 79.4 万人と推計されている.4) さらに, AD 患者

数の増加に寄与する最大の因子は, 老年人口の増加と推定されており, 本邦におけ

る AD 患者数は今後も増加することが十分に予想される.5) 

 認知症の症状は中核症状  (core feature) と行動・心理症状  (Behavioral and 

Psychological Symptoms of Dementia, BPSD) に大別される. 中核症状は, 脳の障害に

直接起因し, すべての認知症患者に認められる症状で, 記憶障害, 見当識障害, 失

語, 失行, 失認, 遂行機能障害などがある. AD では特に側頭葉 (嗅内野) と頭頂葉

が障害されやすく,6) これに起因した記憶障害や見当識障害, 失語, 失行が見られる. 

脳組織の障害は約 10 年をかけて緩徐に脳全体に進行し, 障害された脳部位は萎縮

する. 病態が高度に進行すると, 筋固縮や歩行障害を起こし, 最終的には寝たきり

になる. また, 記憶障害の進行とともにうつ状態や幻覚・妄想, 興奮・暴力, 異食, 徘

徊などの BPSD が付随して出現する. BPSD は, 性格や心理状況により個人差がある

ものの, 患者の 80%に出現し,7) 中核症状よりも患者や介護者の悩み・負担の原因に

なりやすい.8) このように, 中枢神経の障害により日常生活が多大に支障されるこ

とから, AD は非常に高いメディカルニーズを有していると言える.  
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第２節 アルツハイマー病の病態機序研究と治療薬開発の潮流 

 AD は, 1906 年にドイツの精神医学者 Alois Alzheimer により初めて報告されて以

来,9) 世界中でその病態と発症機序が研究されている. White らの研究では, AD 患者

脳でコリンアセチル転移酵素 (Choline O-acetyltransferase, ChAT) の活性低下が観察

され,10) さらに, 大脳基底核のコリン作動性神経細胞の減少が示された.11) このこ

とより, ChATにより合成されるアセチルコリン(Acetylcholine, ACh) の減少がAD病

態の本質と考える ACh 仮説が提唱され, 日本では, ACh を分解するコリンエステラ

ーゼ (Cholinesterase, ChE) 阻害薬のdonepezilが1999年に承認された.12,13) 以来, ChE

阻害薬は AD 治療薬のスタンダードとなり, 2024 年現在, 3 種の ChE 阻害薬が用い

られている (Table 1). ChE 阻害以外の機序を有する AD 治療薬としては, N-Methyl-

D-Aspartate Receptor (NMDAR) 阻害薬である memantine がある (Table 1). AD 患者脳

では, グルタミン酸トランスポーターの発現が減少し, グルタミン酸クリアランス

が低下している. 過剰なグルタミン酸は, 過剰な NMDAR の活性化を引き起こし, 

神経細胞内への過剰な Ca2+ 流入を惹起することで神経細胞障害を誘導すると考え

られる.14) したがって NMDAR 拮抗薬は, 過剰な興奮性入力に対する神経保護作用

を持つと期待され, AD 中等度～後期まで用いられている.15)   
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Table 1. Approved AD medicines based on the ACh hypothesis and the glutamate hypothesis. 

一般名 構造 作用機序 適応 

donepezil 

 

ACh 阻害 
AD, 

レビー小体型 
認知症 

galantamines 

 

ACh 阻害, 
nAChR 増強 

軽度および 
中等度 AD 

rivastigmine 

 

AChE, 
BChE 阻害 

軽度および 
中等度 AD 

memantine 

 

NMDAR 阻害 
中等度および 

高度 AD 

nAChR, nicotinic acetylcholine receptor; BChE, butyrylcholinesterase. 

 

 AD の Computed Tomography (CT) や Magnetic Resonance Imaging (MRI) を用いた

検査所見では, 海馬や頭頂葉を含む大脳組織の萎縮が認められる.16,17) 脳の萎縮は, 

神経細胞の変性, 脱落によるものであるため, 脳の萎縮度合いと認知機能の低下は

相関すると考えられている. 病理所見として, 脳の萎縮部位には, 神経細胞の脱落

や反応性グリオーシス , 老人斑  (senile plaque) 神経原線維変化  (NeuroFibrillary 

Tangle, NFT) が認められる.18) 1980 年代に生化学的手法が導入されたことにより, 

老人斑が Amyloid beta (A),19-21) NFT が tau22,23) で主に構成されていることが同定さ

れた. Aと tau の蓄積は AD 患者の脳で共に認められることから, どちらが病態の

本質であるかは長年議論されている.24-27) しかしながら遺伝学的アプローチの向上

により, 家族性 AD の家系で Aの前駆タンパク質である Amyloid Beta Precursor 

Protein (APP) 遺伝子の変異が発見されたこと,28) A病変により tau 病変が増強され

たこと 29) などから, 現在は Aの生成異常を AD 病態の本質とするアミロイドカス
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ケード仮説 30,31) が主流となっている. Aは, 1 回膜貫通型タンパク質である APP が, 

細胞外でセクレターゼ  (-secretase) として知られる BACE1 (Beta-site APP 

Cleaving Enzyme 1) により, 細胞膜内で-セクレターゼ (-secretase) によりそれぞ

れ切断されることで産生され, 細胞外に放出される.32) 生理条件下ではAはカリ

ウムチャネルの興奮抑制による神経細胞のアポトーシスの減少や海馬における

長期増強 (Long-Term Potentiation, LTP) の促進による記憶力の向上 34-36) などの作用

を示す. また, 抗菌作用や血液脳関門の保持外傷後の脳損傷からの回復促進など

の作用が報告されているアミロイドケード仮説においては放出された Aは, 

正常な状態ではミクログリアによる取り込みや,38,39) ネプリライシンによる分解,40) 

脳リンパ管を介した排泄 (glymphatic system)41,42) などにより脳内から排除される

一方で, 加齢や遺伝子変異などが原因で A排出の異常や A産生の増加が起きる

と, Aが過剰に蓄積して凝集し, 老人斑の形成に寄与すると考えられている (Fig. 

1). A凝集体 (oligomer) は, 直接あるいはミクログリアやアストロサイトの活性化

を介して, 神経細胞の恒常性を変化させることにより, キナーゼやフォスファター

ゼの活性を変化させる. これにより, リン酸化 tau (p-tau) の蓄積と NFT が誘導され, 

最終的に神経変性を引き起こすとされる.43,44)  

 

 
Figure 1. Schematic diagram of the amyloid cascade hypothesis. A produced from APP by 
secretase is normally excreted and degraded, but when the amount of A increases due to 
abnormal A excretion or production, neuroinflammation is induced by the formation and 
deposition of aggregates, and NFTs are increased by the enhancement of tau phosphorylation, 
which is thought to induce neurodegeneration.
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  新規 AD 治療薬開発の機運の高まりとともに, アミロイドカスケード仮説で中

心となる APP, BACE1, Aの特性についての研究も進展した. APP は体内に遍在す

る膜１回貫通型タンパク質で, 受容体としてシグナルを伝達する一方で, セクレタ

ーゼにより APP から切り出された断片が, リガンドとして働くことも知られてい

る.45) APP770, APP751, APP695, などのアイソフォームがあり, 脳内には APP695 が最も

豊富に存在する.45) APP は神経細胞では, 軸索・樹状突起の両方に局在し,46) NMDAR

と AMPAR を介した興奮伝達の制御により, 神経発達や神経細胞の可塑性に関与し

ていると考えられている.47) APP には酵素により切断される部位がいくつかあるが, 

APP770においては, 672 残基の BACE1 サイトから 712 残基付近の -secretase サイト

までの領域は切断によりAを産生する. この領域のアミノ酸置換は, 毒性A種の

産生増加や凝集能の増加を誘導し, AD の悪化因子として認識されており,48) APP 変

異 AD モデルマウスは, この領域の変異を人工的に導入したものが多い 49) (Fig. 2, 

Table 2). 一方で, Aの産生量が減少することにより認知機能低下が抑制される変

異 (Icelandic 変異, A673T)50) も発見されており, AD 発症における Aの重要性を強

調している.  

 

 

Figure 2. Structure of APP770 and mutations around the Aregion (light red). The amino acid 
variations shown in dark red affect the amount and ratio of A produced.  
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Table 2. Mutations in APP that affect the generation of A and the mouse strains in which these 
mutations are introduced. 

変異 A生成への影響 変異導入マウス系統 51) 

KM670/671NL Swedish ￪A￪A Tg2576, 3xTg など多数 

A673T ￬A￬A  

D678H Taiwan ￪A￪A  

E682K Leuven ￪A￪A  

K687N ￪A  

A692G Flemish ￪A￪A￪AA  

E693 Osaka ￬A￬A  

E693K Italian ￬A￬A  

E693Q Dutch ￬A￬A  

E693G Arctic ￬A/ A APPNL-G-F 

D694N Iowa ￪Ain plaques  

L705V Italian ￬Amyloid plaques  

G709S ￬A￪A￪A  

T714I Austrian ￪A￬A￪AA  

V715M French ￬A￪AA  

V715A German ￪A￬A￪AA  

I716V Florida ￪A￪A￪AA 5xFAD 

I716F Iberian ￪A￬A￪AA APPNL-F
, APPNL-G-F

 

V717I London ￪A￬A￪AA 5xFAD 

V717L Indiana ￪A￬A￪AA  

V717F Indiana ￪A￬A￪AA PDAPP, J20, TgCRND8 

L723P Australian ￪A  

K724N Belgian ￪A￬A￪AA  
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 BACE1 はアスパラギン酸プロテアーゼの一種で, APP の細胞外ドメインを切断す

る. APP 以外にも neuregulin 1 (NRG1), P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1), 電位

依存性ナトリウムチャネルなどが基質で, 軸索・髄鞘形成などに関与している.52) 

BACE1 は細胞膜上の脂質ラフトに局在して活性化するため, コレステロールの異

常により脂質ラフトの形成が増加すると, 活性化 BACE1 が増加し, Aの産生が増

加することが報告されている.53) BACE1 を含むアスパラギン酸プロテアーゼは, 

pH4–5 の酸性条件下でアスパラギン酸残基に水分子を配位させ, 水分子の求核反応

を介してペプチド結合を切断していると考えられている.54) 

 Aは, BACE1 および -secretase による APP の切断により生じるが, -secretase に

よる切断部位の多様性により, いくつかのアイソフォームが存在する.55-57) 中でも, 

A42は高い凝集能と毒性を示すことから精力的に研究されている.58) Aは特定の高

次構造を持たず, pH や温度などの周辺環境により様々な構造を示すが, A42 は特に

-sheetsheet 構造を形成しやすく, 凝集核として他の Aペプチドを巻き込みなが

ら伸長し, fibril を形成する (Fig.3).59) これらの凝集体は, 物理的および酸化ストレ

ス, 細胞膜微小環境の破壊, 細胞内シグナル伝達の阻害など様々な経路で神経変性

を誘導する可能性が示されている.60-65) 各機序がどの程度 AD における神経変性に

寄与するかは議論の域を出ないが, いずれにおいても, A凝集は神経変性機序の重

要な過程である.  

 

 
Figure 3. Schematic diagram of A structure and aggregation mechanism. A cut from APP, and 
aggregates and forms -sheetsheetsheetsheet structure. 
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 アミロイドカスケード仮説に基づくと, Aの生成, 凝集を阻害することができれ

ば, 下流の神経変性を抑制することができる. したがって, 最近の AD 治療薬開発

では, Aの生成, 凝集の阻害に焦点があてられている. Aの生成阻害剤として, -セ

クレターゼ阻害薬がはじめに考案されたが, -セクレターゼの基質には Notch が含

まれ, Notch シグナルの阻害は細胞の生存や機能に重大な影響を与える.66) -セクレ

ターゼ阻害薬である semagacestat は第Ⅲ相治験まで進んだが, プラセボと比べて認

知機能と日常生活動作 (Activities of Daily Living , ADL) の低下, 皮膚がん発症リス

クの亢進などにより開発が中止されている.67) A生産への選択性をより高めた

avagacestat も開発されたが , これも第Ⅱ相試験終了後 , 開発が中止されている 

(Table. 3).68)  

 A産生抑制における別のアプローチとして , BACE1 阻害薬も開発された . 

Lanabecestatは, 第Ⅰ相試験において脳脊髄液中のAを減少させる効果が報告され

たことから ,69) その後の臨床試験では軽度 AD 患者を対象に開発が進んだ . 

Atabecestat 70) や umibecestat,71) elenbecestat,72) verubecestat73) も同様の A減少作用を

示したことから, 軽度 AD, 軽度認知障害 (Mild Cognitive Impairment, MCI), プレク

リニカル AD を対象とした臨床試験が行われた. プレクリニカル AD は, 自覚症状

がないものの, Aの蓄積を陽電子放出断層撮影 (Positron Emission Tomography, PET) 

で認める状態を指す.43,44) しかし, いずれも副作用による有害事象が発生した一方

で、投与による有益性は見込まれないとする勧告を受けたことから, Ⅲ相試験以降

の開発は中止された (Table 3). これまでの結果をまとめると, セクレターゼ阻害に

よるA産生抑制は, 脳内Aの減少効果を示すものの, 病態の改善には至っていな

い. 培養細胞を用いた解析では, APPのBACE1切断部位の変異 (A637T, Icelandic 変

異) により, Aの生成が約 40% 低下することが報告されている.50) また, 標的組織

に関して, 中枢神経系のみならず, 肝臓などの末梢で生産された Aが脳内へ輸送

されることが報告されている.74) 以上の知見を踏まえると, セクレターゼ阻害薬に

ついては, 遺伝的介入による BACE1 および APP のアミノ酸置換や, 末梢で薬効発

現などを考慮することで, 新たな治療薬候補の開発につながる可能性がある.75)  
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Table 3. Clinically tested secretase inhibitors. 

一般名 構造 標的分子 開発状況 

semagacestat 

 

-セクレターゼ 第Ⅲ相治験中止 

avagacestat 

 

-セクレターゼ 第Ⅱ相試験中止 

lanabecestat 

 

BACE1 第Ⅲ相治験中止 

atabecestat 

 

BACE1 第Ⅲ相治験中止 

umibecestat 

 

BACE1 第Ⅲ相治験中止 

elenbecestat 

 

BACE1 第Ⅲ相治験中止 

verubecestat 

 

BACE1 第Ⅲ相治験中止 

 

 アミロイドカスケード仮説において, Aの蓄積と AD 発症の間には, 段階的・時

間的乖離があるが, 実際に Aの蓄積は臨床症状の発症より 15~20 年先行すること

が, 陽電子放出断層撮影 (Positron Emission Tomography, PET) などの画像検査で確

かめられている.76-78) したがって, 治療的介入時には Aが蓄積されている状態と

考えられ, Aの産生抑制だけでは, 既に産生された Aによる影響を排除すること

は出来ない. そこで蓄積した Aの排出・分解促進を機序とする治療薬の開発が進

められた. 中でも特に開発が進んでいるのが, 抗 A抗体療法である (Fig. 4). 抗

A抗体が Aの凝集・蓄積を抑制する詳細な作用機序は未解明であるが , 
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Amonomer あるいは凝集体に結合し, Aの凝集を物理的に阻害するとともに,79,80) 

ミクログリアによる Aの貪食を促進して凝集した Aを分解し,81,82) 脳内の総 A

量を減少させるためと考えられる. 抗 A抗体で初期に開発された solanezumab は, 

第Ⅱ相試験でアミロイド PET の減少など, AD バイオマーカーを指標とした改善効

果が認められたため,83) 軽度から中等度 AD を対象にした第Ⅲ相試験が行われ, 軽

度 AD に限り認知機能低下の進行抑制が見られた.84) 現在は軽度 AD とプレクリニ

カル AD を対象とした第Ⅲ相試験が進行しているが, solanezumab の認知機能低下抑

制効果はまだ確認されていない.85) Solanezumab は Amonomer を標的とする抗体で

あったため, Aoligomer や A線維などの凝集体を標的とした抗 A抗体が次に注

目された. Aducanumab86) は Aoligomer を標的としており, MCI および軽度 AD 患

者における第Ⅲ相試験ではアミロイド PETによるAプラークの減少と認知機能低

下の進行抑制が示された.87) その後行われた大規模試験において, 中間解析では認

知機能改善効果を示す可能性が低いと判断されて治験が中断するも, 全データ解析

で高用量 (10 mg/kg) 投与群が認知機能低下の進行を有意に抑制していたことが示

された. この結果を受けて, aducanumab は 2021 年 6 月にアメリカ食品医薬品局 

(Food and Drug Administration, FDA)で条件付き迅速承認され,88) 日本でも 2020 年に

承認申請された. 承認については継続審議されていたものの, 米国での開発・販売

が経営判断により 2024 年の第Ⅳ相試験終了とともに終了した.89) Lecanemab は, 

Aoligomer と A線維の中間に位置する , Aprotofibril を標的としている . 

Lecanemabも aducanumabと同様に脳内アミロイド蓄積を減少させ,90) 有意な認知機

能低下の進行抑制作用を示したことから,91) 2023 年 7 月には FDA が承認し, 同年 9

月には, AD による MCI と軽度認知症に対する進行抑制薬として, 日本でも製造販

売承認された.92) 2024 年現在, lecanemab (LEQEMBI®, エーザイ) は日本, 米国, 中

国, 韓国, 香港, イスラエルで承認を取得し, 日本, 米国, 中国で発売されている.93) 

Donanemab (KISUNLA®, イーライリリー) も lecanemab に続く 2 例目の AD による

MCI と軽度認知症に対する進行抑制薬として, 2024 年 9 月に日本で製造販売承認さ

れた.94,95) Donanemab は, 不溶性 A凝集体に含まれる, N 末端が切断され脱水縮合

したピログルタミル化 A (N3pGA) を標的としている (Fig. 4).96,97) このように, 
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A凝集体を標的とした治療薬開発は, 失敗の続いたアミロイドカスケード仮説に

基づく治療薬開発の中で唯一結実し, 後続の抗 A抗体の臨床試験も進んでいるこ

とから, 今後の展開が注目されている.  

 

 

Figure 4. Clinically tested anti-A antibodies and their targets. Antibodies in bold are approved. 

 

 一方で, 抗 A抗体療法にも課題が残っている. 特有の副作用である Amyloid-

Related Imaging Abnormalities (ARIA) は, 頭部 MRI で確認される脳画像の異常所見

であり, 血管原性浮腫 (edema) や浸出液貯留 (effusion) を反映する所見を ARIA-E, 

微小出血や脳表ヘモジデリン沈着 (hemosiderisis) を反映する所見を ARIA-H と呼

ぶ. 98) Lecanemab の早期 AD を対象とした第Ⅲ相臨床試験結果によれば，ARIA-E は

12.6%，ARIA-H は 17.3% の lecanemab 投与患者に生じた. その 80%以上は無症候性

であるが,91,99) 頭痛やめまい, ふらつき, 視野異常, 歩行障害, 稀に痙攣をきたす重

症例も報告されている. ARIA の詳細なメカニズムは不明だが, 血管壁に蓄積した

Aに抗体が結合することで血管が脆弱化し, 血中成分が脳実質に漏出するためと

考えられている.100) したがって, 抗 A抗体の投与により出血イベントリスクが増

加する可能性があり , lecanemab 投与後に血栓溶解剤  (recombinant tissue-type 

Plasminogen Activator, rt-PA) を使用して, 多発性脳出血を発症し死亡した例が報告
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されている.101) 日本脳卒中学会は, ARIA 所見のある場合は lecanemab 使用中の rt-

PAの使用を禁忌とし, 所見がない場合は慎重投与とする指針を規定し, 添付文書で

も抗凝固薬・抗血小板薬は併用注意とされている. また lecanemab 投与には, mini-

mental state examination (MMSE) スコア 22 点以上の認知機能を有し, 臨床認知症評

価尺度 (clinical dementia rating：CDR) 0.5 または 1 であること, 金属製医療機器の体

内留置が無く MRI 検査が実施できること, アミロイド PET または脳脊髄液検査に

より A病理を示唆する所見が確認できることが必要である.102) この投与基準を満

たす AD 患者は, 臨床試験の条件で地域別コホートにより検討すると, 早期 AD 患

者の 8%と推計され, 限られた患者にしか用いることができない.103) さらに, 標準

的な 18 ヶ月の治療でかかる lecanemab の薬剤費が約 400 万円であり, donepezil と比

べて約 50 倍高額であること,104) 投与方法が点滴静注のみであることなどの課題も

ある. したがって, 抗 A抗体もほとんどの AD 患者のニーズを満たす治療薬とは

考え難く, 大多数の AD 患者に適応でき, 安価で多様な投与経路に適した治療薬は, 

今後も探索される必要がある. 

 また, AD の病態を考慮すると, 患者の大多数を占める高齢者への投与を念頭に置

く必要がある. 高齢者においては,  AD 以外にも併発疾患がある可能性が高く, 基

本的に多剤併用による治療が前提となる. また, AD 患者は病識や併発疾患などによ

り服薬アドヒアランスが不良の傾向が高く,105) さらに, 高度に AD が進行した場合

は寝たきりの状態である可能性が高いため, 介護者による服薬の管理が必要な場合

が多い. したがって, 薬物相互作用や服薬アドヒアランスの観点からも, AD の発症

に関わる複数の作用点を同時に阻害する化合物は, 単剤かつ少量で効果を示すとい

う点で, より有用な治療薬の候補となる. 一方で, 化合物が複数の作用を示す場合, 

副作用や選択性の欠如が懸念されるが, これらは化合物の構造を詳細に検討し、こ

れまでに臨床試験された化合物と比較することにより, 一定の予測が可能と考えら

れる. 
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第２章 アルツハイマー病の新規治療薬候補化合物の探索 

第１節 天然物由来化合物の有用性 

 古来より人類は, 天然物を医薬品として用いており, 生薬はその最たる例と考え

られる. 天然物に含まれる有効成分を探る研究は, 抽出・分離・同定技術の向上とと

もに, 創薬の中心となった. 実際に, 1981 年から 2019 年までに開発された医薬品の

うち, 全体の約 50%が天然物に由来し, 低分子医薬品に限れば約 70%が天然物に由

来していることが報告されている.106) 合成技術の革新により化合物の合成が容易

になった 1980 年代には, 医薬品における天然物由来化合物の割合は減少傾向であ

ったが, 2010 年以降は増加傾向にあり, 今後も天然物は創薬における重要な資源で

あると言える.106) 天然物が現在も注目される理由のひとつに, 生物種によって生息

環境や遺伝的多様性が大きく異なることで, 独特な構造や生理活性を示す天然物由

来化合物を生成することが挙げられる. 天然物由来化合物はその多様な化学構造か

ら, 合成化合物ライブラリとは異なるケミカルスペースを有しており, 上市された

医薬品の構造多様性は天然物の多様性に由来することが示されている.107) さらに, 

天然物由来化合物ライブラリをデータベース化し, 医薬品シード化合物探索を効率

化する動きもある.108,109)  

 医薬品に利用される天然物由来化合物の多くは, 化学的な修飾を受けることで活

性の増強や副作用の減弱がなされ, 天然物誘導体となり上市されている.110) その際, 

構造の修飾により, 経口投与をはじめとした, さまざまな投与経路に対して最適化

することができ, 服薬アドヒアランスの向上が期待できる.  

 実際に, 多くの天然由来化合物が AD 治療薬候補として提案され, いくつかの臨

床試験が行われている.111) 褐藻類のクロメ (ecklonia cava ssp. kurome) から単離さ

れた sodium oligomannate は, フェニルアラニンとイソロイシン濃度を低下させるこ

とで, 炎症性ヘルパーT1 細胞の活性化を抑制し, AD で見られるような神経炎症を

緩和する効果を示す.112) Sodium oligomannate は GV-971 として 2019 年 11 月に中国

で AD 治療薬として承認された.113) 紅藻類に含まれる tramiprosate は GABA 類似化

合物で, Amonomer に結合して安定化させることで A凝集を抑制する効果が報告

されている.114) 第Ⅱ相試験で軽度 AD 患者における認知機能の維持・改善効果が認
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められたが, 第Ⅲ相試験ではプラセボ群と比較して有意な差が得られなかった.115) 

シソ科の植物に含まれる rosmarinic acid は, ポリフェノールの一種であり, Aの凝

集を強力に抑制するほか, 海馬内の JNK シグナルを負に制御して炎症を抑制する

ことで, 認知機能を改善する効果が見込まれる.116) Rosmarinic acid は第Ⅲ相試験ま

で試験されたが, プラセボ群と比較して実薬群に有意な差は見られなかった (Table 

4).117) イチョウ (Ginkgo biloba) 葉エキス (egb761) は, 数種類のフラボノイドとテ

ルペノイドを含み, 抗酸化作用と A凝集抑制効果を示すことから認知症に対する

サプリメントとして用いられている. しかしこれも, 臨床試験ではプラセボ群と比

較して有意な認知機能改善効果は見られなかった.118,119) 

 

Table 4. Natural compounds clinically tested for the treatment of AD. 

一般名 構造 作用機序 開発状況 

sodium 
oligomannate 

 

T1 細胞活性化 
承認済 

（中国） 

tramiprosate 

 

A凝集抑制 
第Ⅲ相 

治験中止 

rosmarinic 
acid 

 

A凝集抑制 

JNK シグナル

抑制 

第Ⅲ相 

治験中止 
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第２節 創薬資源におけるキノコ 

 前述のとおり, 天然物は創薬の中心として長年研究されてきたが, 多くは入手が

容易である植物などの天然資源を対象としており, 探索研究の進展とともにこれら

の天然資源からは新規のシード化合物を得ることが困難になりつつある.120) さら

に, 回収しやすい成分は既に研究され尽くしていることから, これらの天然資源か

ら新規化合物が得られたとしても, 収量はごく少量であることが想定される. 新規

化合物の生理活性研究や構造展開研究には, 評価に十分な化合物量を確保する必要

があることを考慮すると, 大量の資源を消費してしまう可能性が高い. このような

背景から, 新規化合物探索源の天然資源として, キノコが近年注目されている.  

 キノコは, 一部の真菌が胞子を形成, 放出するために形成する大型の器官を指す. 

真菌に分類される生物は生物５界説の中で菌界 (fungi) に属しており, 植物界 

(metaphyta) や動物界 (metezoa) とは遺伝的に大きく異なる.121) 胞子で増える菌界

の生物の多くは, 菌糸という糸状で分岐する栄養体で構成され, 菌糸が蔓延した状

態を”カビ”と呼ぶことが多い. 菌界の中でも, 子嚢菌門 (ascomycota) と担子菌門 

(basidomycota) に属する菌は, 特定の時期に胞子を放出する大型の器官である子実

体を形成する. この子実体を一般的に「キノコ」と呼称している. 子実体から放出さ

れた胞子は生育に適した環境で発芽し, 再び菌糸体となる.122) 子実体を形成する担

子菌門だけでも 3 万を超える種が存在している. 123) キノコの多くは, 形成時期が限

られるために入手が安定せず, 十分な量を確保することが難しいため, これまで研

究があまり進展してこなかった. しかし, 分離・分析技術の向上により, 従来よりも

少量での研究が可能になったことで, キノコから有用な活性を持つ二次代謝産物の

報告が増えてきている .124-126) ヤマブシタケ  (Hericium erinaceus) に含まれる 

hericenone D や erinacine C は神経成長因子 (Nerve Growth Factor, NGF) の誘導活性

を持ち, 神経軸索の伸長や神経伝達物質の合成を促進する.127,128) 霊芝 (Ganoderma 

lucidum) から単離された methyl ganoderate G1, lingzhine E, lingzhine F は, Aが誘導

する活性酸素を除去して神経毒性を軽減することにより, 神経保護作用を示すこと

が報告された.129) Chaga (Inonotus obliquus, カバノアナタケ) に含まれる多糖類は, 

A42 と p-tau の沈着を有意に減少させ, AD モデルマウス(APP/PS1 マウス)で観察さ



 

16 
 

れる空間記憶障害の緩和を示した.130) さらに, 同じキノコから単離された 3,4-

dihydroxybenzalacetone は, Nrf/glutahion 抗酸化経路の活性化と Akt/PI3K の阻害によ

り, 神経保護作用を示す.131) マツバハリタケ科の Sarcodon cyrneus から単離された

cyrneine A は, Rac1 を活性化し, アクチン動態の制御による神経突起先端の伸長を

誘導することが明らかにされている (Table 5).132) 

 

Table 5. Mushroom secondary metabolites with neuroprotective properties. 

化合物名 構造 基原 作用 

hericenone D 

 

ヤマブシタケ NGF 誘導活性 

erinacine C 

 

ヤマブシタケ NGF 誘導活性 

methyl 
ganoderate G1 

 

霊芝 活性酸素除去 

lingzhine E 

 

霊芝 活性酸素除去 

lingzhine F 

 

霊芝 活性酸素除去 

3,4-dihydroxy-
benzalacetone 

  

カバノアナタケ 
抗酸化経路 

活性化 

cyrneine A 

 

Sarcodon cyrneus 神経突起伸長 
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第３章 アルツハイマー病の新規治療標的の探索 

第１節 アルツハイマー病とシナプス変性 

 抗A抗体製剤の登場により, A抑制による認知機能低下抑制効果が示されたが, 

治療効果が得られる時期は AD 病態の早期に絞られており, 中等度 AD 以降の治療

薬は従前と変わらない. このような状況を打開するため, tau 仮説や神経炎症, 酸化

ストレス, エストロゲン仮説など, アミロイドカスケード仮説以外のアプローチに

よる創薬も並行して進められている.133) しかしながら, 認知機能障害を誘導する神

経変性の機序はまだ十分に解明されていない. 

 脳の高次機能は, 神経回路の結びつきにより神経細胞の電気的興奮が情報として

伝達・処理されることで形成される. 記憶や学習などの認知機能は, 側頭葉にある

海馬を中心とした神経回路により形成されていると考えられている.134,135) 海馬が

記憶において重要であることは, 患者 H.M.の症例により明らかとなった.136) 別の

研究では, 海馬—脳弓—乳頭体—乳頭体視床路—視床前核—視床帯状回投射—帯状回—帯

状束—嗅内野—海馬と伝達される papez 回路がエピソード記憶形成に重要であること

が示された.137,138) Papez 回路に含まれる領域が障害されると, 前向性健忘をきたす. 

近接する記憶回路に, 偏桃体を中心とした yakovlev 回路があり,139) この回路に海馬

は含まれないが, 情動記憶の形成には papez 回路と yakovlev 回路の連携が必要とさ

れる.140) また, 両方の回路に対して, マイネルト基底核や内側中隔核を含む前脳基

底部から ACh 作動性神経が投射しており, これらの ACh 作動性神経は AD で脱落

することが知られている.141)  

 海馬は , 歯状回  (dentate gyrus, DG), 海馬支脚  (subiculum), 前海馬支脚 

(presubiculum), 傍海馬支脚 (parasubiculum), 嗅内皮質 (entorhinal cortex)とともに, 

海馬体を構成している. 海馬は顆粒細胞や錐体細胞などにより構成されており, 錐

体細胞の大きさと形状から CA1–3 (cornu ammonis, CA: アンモン角に由来する) の

3 つの領域に分類される.142) CA に見られる錐体細胞は, 細胞体が 3~ 6 個積み重な

る層を形成し, 平仮名の「つ」のように並ぶ形態学的特徴を示す. 細胞体層の上下方

向には樹状突起が伸びており, 細胞体から海馬の中心方向へ伸びる長い(apical 

dendrite)と細胞体から外側に伸びる短い基底樹状突起 (basal dendrite)に分けられる. 
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CA 錐体細胞の軸索は領域によって出力先が異なっている. CA3 の錐体細胞は, 嗅内

野から伸びる神経線維から尖端樹状突起に入力された情報を, 反回側枝(recurrent 

collateral) により別の CA3 錐体細胞へ出力するか, シャッファー側枝 (Schaffer 

collaterals) と呼ばれる軸索を介して CA1 に出力する. 一方, CA1 錐体細胞は軸索を

海馬台へ伸ばし, 海馬台から脳弓を介して乳頭体へつながる神経線維へ情報を伝達

する (Fig. 5).143) 

 

   

Figure 5. Schematic of hippocampal neuron connections. 

 

 神経細胞同士はシナプスを介して接続し, 複雑なネットワークである神経回路を

形成している. 錐体細胞は, 神経線維上の棘状構造でシナプスを形成しており, こ

の構造は特に, 樹状突起スパイン (dendritic spine) と呼ばれている (Fig. 6).144) 樹状

突起スパインには, 興奮性のシナプスを形成しており, スパイン頭部の膜上には

AMPAR や NMDAR などのイオンチャネル型グルタミン酸受容体を発現している. 

これらの受容体は, シナプス後肥厚 (Post Synaptic Density, PSD) タンパク 95 (PSD-

95) などにより細胞膜上に保持されている.145) また, スパイン内は神経線維に比べ

てアクチンが高密度に存在し, 内部から強固に支持されているが, このアクチン線

維は, アクチン結合タンパクのほか RhoA, Rac などの低分子 GTP 結合タンパク質に

より制御されることが知られている.146) 注目すべき点として, 樹状突起スパインは, 

入力される神経活動刺激に応じて伝達効率を変化させる, シナプス可塑性を有して

いる.147-149) すなわち, 長期間または反復した活動刺激がスパインに入力されると, 

スパインの肥大化やグルタミン酸受容体のシナプス後部膜への集積などが起き, 長
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期増強 (Long-Term Potentiation, LTP) と呼ばれる数時間～数ヶ月に及ぶ伝達効率の

増強が誘導される.150,151) あるいは, 活動刺激の減少によりスパインが縮小し, 長期

抑圧 (Long-Term Depression, LTD) が誘導されるほか, グリア細胞によりスパイン

が除去されることもある.151,152) このようなシナプス可塑性は, 反復した学習によ

り長期的な記憶が形成される過程や忘却の過程と類似しており, 学習と記憶の基盤

的機構と考えられる. 

 

  

Figure 6. Schematic diagram of dendrites (left, scale bar: 20 μm) and synaptic structures (right) of 
Golgi stained mouse hippocampal pyramidal cells.145) A structure that protrudes from a dendrite like 
a spine is a dendritic spine. 

 

 AD において, 海馬は最初期に萎縮がみられる領域であり,153,154) 海馬のシナプス

密度およびシナプス前およびシナプス後タンパク質のレベルは正常な脳に比べ低

下していることが示唆されている.155) さらに, シナプスの減少は細胞死に先立って

起こり, AD だけでなく MCI 患者にも見られる (Fig. 7).156) これらのことから, 神経

変性の前に, シナプスの密度を低下させるような機構が存在することが示唆された. 

神経変性疾患における, シナプス喪失メカニズムはいくつか示されている. 例えば, 

補体 C1q や C3 による古典的補体経路を介したミクログリアの貪食によるシナプス

の除去の誘導,157) 活性酸素によるシナプスのアポトーシス誘導過剰なグルタミン

酸による浸透圧異常ミトコンドリアの機能異常とオードファジーの誘導 などが
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報告されている(Fig. 7). しかしながら AD において, 神経変性の前にシナプスがど

のようなメカニズムで減少しているかは完全には解明されていない.155)  

 

  

Figure 7. (Left) Decreased dendritic spine in AD.159) (Scale bar: 5 μm) The number of dendritic spines 
is reduced in patients diagnosed with AD compared to controls; CTL: controls (healthy subjects); 
CAD: patients with AD pathology but normal cognitive function; AD: patients diagnosed with AD. 
(Right) Schematic diagram of the proposed mechanism of dendritic spine loss.160)  
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第２節 Neuro-vascular unit と血管内皮細胞由来因子 

 脳血管系は, 脳に十分な酸素と代謝物質を供給する重要な役割を担っているため, 

健康維持に不可欠である . 機能的 , 形態学的にも正常な脳血管は血液脳関門 

(Blood-Brain Barrier, BBB) を構成し, 脳内への循環内容物の漏出を厳重に制御して

いる. また, “Neuro-vascular unit” という概念の進歩により, 血管内皮細胞を含む複

数の細胞タイプの相互作用が脳機能に不可欠であることが認識されている. Neuro-

vascular unit は, 主に血管内皮細胞, 神経細胞, グリア細胞で構成されており, これ

らの構成要素間の相互作用は, BBB の維持, 脳血流の調節, 周囲の細胞への栄養供

給, タンパク質の排出など, 多くの機能に寄与している (Fig. 8).161) 

 

 

Figure 8. Schematic diagram of the Neuro-vascular unit. 

 

 正常な血管はアストロサイト, 平滑筋細胞, 周皮細胞などの血管周囲細胞によっ

て覆われているが, 病的な状況下では血管周囲細胞が損失する場合があり, 血管内

皮細胞と周囲のニューロンとの直接的なコミュニケーションが可能となる.162) 血

管機能障害は AD の早期に現れ, 脳血流の低灌流により BBB の崩壊や脳内物質の

排出不全を介して神経炎症や神経変性を招き, AD 病理を加速することが示唆され
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ている.163) 加えて, apolipoprotein E (APOE) や phosphatidylinositol binding clathrin 

assembly protein (PICALM), phospholipase C gamma 2 (PLCG2) など, 多くの AD リス

ク因子が AD 患者の血管内皮細胞で発現することが報告されており, 発現が変動す

る遺伝子の一部は, タンパク質の輸送や適応免疫反応などの血管機能に関与してい

ることが示唆される.164) また, AD 患者の血管内皮細胞で発現変動する遺伝子には

炎症性サイトカインなどの分泌因子が多く含まれ, これが Neuro-vascular unit の構

成細胞など, 血管内皮細胞以外の細胞にも影響を及ぼし, AD の病態に寄与する可能

性が考えられる. 以上を踏まえると, 血管内皮細胞由来の AD 病態制御因子を探索

することで, 新たな AD 治療薬の標的を見出すことが可能であると期待できる. 
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本論 

第１章 本研究の目的 

 これまでに述べたとおり, AD は, 神経変性により認知機能が低下する疾患で, 高

齢人口の増加とともに患者数が増加することが推計されることから, 治療薬開発が

急務とされていた. AD の原因仮説として最も支持されるアミロイドカスケード仮

説に基づいて, 抗 A抗体療法が初の AD 疾患修飾薬として開発されたが, 特有の副

作用や投与基準に適格な患者が少数などの課題を有している. したがって, 幅広い

AD 患者に投与が可能な AD 疾患修飾薬の開発は, 依然として課題である. そこで

本研究では, 新規 AD 治療薬の開発を目的に, 大きく２つの研究を行うこととした. 

 第一の研究は, アミロイドカスケード仮説の中心である A に対する活性化合物

の探索である. アミロイドカスケード仮説に基づく医薬品開発のこれまでの知見か

ら, AD の病態に関与する複数の標的を同時に阻害する化合物であれば, 単体の標的

に対する活性よりも強力な治療効果を示すと考え, multi-acting な化合物の探索を試

みた. 化合物の探索資源は, 経済性や服薬アドヒアランスを考慮して天然物とし, 

天然物の中でも研究が未開拓なキノコに注目した. 

 第二の研究は新規 AD 治療標的の探索である. Aの蓄積後, 神経変性が起きる前

にシナプス数が減少する可能性が示唆されているが, その機序は未だ完全には解明

されていない.シナプス制御を含む神経機能の制御機構として, neuro-vascular unit 内

の細胞間相互作用の関与が示唆されている. 本研究では, 血管内皮細胞から放出さ

れる液性因子には, 神経細胞の発生, 発達, シナプス形成を制御するものが存在す

ること,165-167) また, AD の血管内皮細胞では液性因子を含む様々な遺伝子が発現変

動することから,168) AD のシナプス減少に血管内皮細胞由来の液性因子が関与する

可能性を考えた. そのため, AD モデルマウスの血管内皮細胞で発現変動する液性因

子を探索し, シナプスに与える作用を検討した,  
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第２章 ボタンイボタケ (Thelephora aurantiotincta) MeOH ext. からの抗アミロイ

ドカスケード活性化合物の探索 

第１節 キノコ抽出エキスの抗アミロイドカスケード活性評価 

本研究では ADの病態に関与する複数の標的として, アミロイドカスケード仮説

に基づき, A生成酵素である BACE1 の阻害活性, 生成した Aの凝集阻害活性, お

よび Aによる神経毒性からの保護活性に着目した. これら３点の活性をまとめて

「抗アミロイドカスケード活性」と呼称する. 抗アミロイドカスケード活性を示す

化合物を効率的に探索するため, 本研究ではまず, キノコ抽出エキスの状態におけ

る活性に注目した. 明治薬科大学生薬学研究室で保有する 64 種のキノコを乾燥し

粉砕した後, CHCl3 と MeOH で順次抽出した. これらのキノコ抽出エキスに対して, 

佐々木らは BACE1 FRET assay に基づく BACE1 阻害活性について, 荒幡らは改変

された Thioflavin-T (Th-T) assay169,170) に基づく A凝集抑制活性についてスクリー

ニングを実施した.  

BACE1 FRET assay は, 蛍光ドナー (rhodamine 誘導体) とクエンチングアクセプ

ター間での蛍光共鳴エネルギー移動 (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) 

171) を利用した評価系であり, ドナーとアクセプターで修飾された APP-Swedish 変

異配列を有するペプチド鎖を用いる. これに 530–545 nm の励起光を照射すると, 

通常の状態では FRET によりエネルギーが移動して消光されるが, BACE1 によりペ

プチド鎖が切断されると, ドナーとアクセプターの距離が変化して FRET が起こら

なくなるため, 530–545 nm の励起光照射で 570–590 nm の蛍光を検出することがで

きるようになる (Fig. 9). 蛍光強度は基質の分解率に比例することから, BACE1 の

活性を評価できる. 本研究では, BACE1 阻害活性のポジティブコントロールとして, 

-Secretase Inhibitor IV172,173) (IC50: 0.015 M) を用い, コントロールの蛍光強度に対

するサンプルの蛍光強度から BACE1 阻害率を算出した. 
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Figure 9. Schematic diagram of BACE1 assay principle. Ex indicates Excitation and Em indicates 
Emission. 

 

Th-T assay は, Th-T が A fibril のsheet 構造中に存在する特異的結合部に結合

すると, Th-T の軸回転によるエネルギー緩和が立体障害により起こせなくなること

で共役系が固定され, 446–450 nm の励起光に対して 480–490 nm の蛍光を発するこ

とを利用している (Fig.10).170) 蛍光強度は A fibril の存在量に比例することから,

コントロールの蛍光強度に対するサンプルの蛍光強度から A凝集率を算出した. 

なお, 本研究で用いた Th-T assay では, 先行研究で A40 と A42 を使用した結果に

有意差が認められなかったこと,174) および操作性, 経済性の観点から A40 を用い, 

反応 24 時間後の凝集率を比較した. ポジティブコントロールには myricetin (IC50: 

9.9 M) を用いた.  

 
Figure 10. Schematic diagram of Th-T assay measurement principle. Ex indicates Excitation and 
Em indicates Emission. 
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 本学生薬学研究室が所有する 64 種類のキノコの CHCl3, および MeOH 抽出エキ

スを BACE1 FRET assay および Th-T assay により，それぞれ BACE1 および A凝

集阻害活性を評価した．スクリーニングの結果 , ボタンイボタケ Thelephora 

aurantiotincta MeOH 抽出エキスに BACE1 阻害活性 (10 g/mL での BACE1 阻害率：

64.7%) および A凝集抑制活性 (10 g/mL での A凝集率：35.3%) を見出したこ

とから, 本研究ではボタンイボタケ Thelephora aurantiotincta MeOH 抽出エキスに

着目し，研究を行った.  
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第２節 ボタンイボタケ Thelephora aurantiotincta 

ボタンイボタケ (Thelephora aurantiotincta) はイボタケ目 (Thelephorales) イボタ

ケ科 (Thelephoraceae) イボタケ属に属する担子菌類である. アカマツなどの根本に

子実体を形成し, その大きさは高さ 5~8 cm, 幅 5~10 cm ほどである. 本邦において

は薬用, 食用に供されることはないとされるが, 中国では「橙黄革菌」と呼ばれ, 健

胃, 去風, 駆瘀血などの生薬として用いられるほか, 特に分布する雲南省西部では

「黄甘巴」と呼ばれ喫食されることもある. 含有成分についてはいくつかの先行研

究があり, 多数の p-therphenyl 化合物が報告されている (Fig. 11).175-177) Aurantiotinin 

A は 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ラジカル消去活性が報告されており, そ

の活性は, 活性酸素除去活性が知られる-tocopherol (EC50: 0.25 mM)と同等の EC50: 

0.27 mM を示した.178) また, thelephantin O と vialinin A は, ヒト肝癌由来細胞株

HepG2 を用いた抗肝臓癌活性試験において, 肝臓癌選択的な抗癌活性を示す.179) こ

れは, 細胞内の Fe2+ イオンを p-therphenyl がキレートすることによると考えられて

いる.180) さらに, vialinin A はユビキチン特異的プロテアーゼ 4 (Ubiquitin-Specific 

Protease 4, USP4) の強力な阻害剤として報告されており,181) ドッキングスタディに

より thelephantin O や aurantiotinin A も特徴的な USP4 結合能を持つことが示唆され

ている.182) USP4 は細胞増殖や浸潤などに影響を与え, TNF-を介して, 癌や炎症性

疾患において病態悪化因子として働くことが知られている .183) したがって , 

aurantiotinin A や thelephantin O,  vialinin A などの p-therphenyl 化合物は, 抗癌剤や

抗炎症薬の候補としても注目されている. このように, ボタンイボタケに含まれる

p-therphenyl 化合物は, 物理的特性と生物的特性の両面で様々な生理活性を有して

いることから，BACE1 阻害活性および A凝集抑制活性においても，これら p-

therphenyl 化合物が活性に寄与することが期待される.  

 

 



 

28 
 

 

Figure 11. Bioactive p-therphenyl compounds isolated from Thelephora aurantiotincta. 
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第３節 ボタンイボタケ MeOH 抽出エキスの分離と単離化合物の構造決定 

Thelephora aurantiotincta MeOH 抽出エキス を Silica gel Columun Chromatography 

(Si. C. C.), Octa Decyl Silyl Columun Chromatography (ODS C.C.), および分取 HPLC で

分離精製し, 3 種の新規 p-terphenyl 化合物を単離し thelephantin P (1), thelephantin Q 

(2), および thelephantin R (3) と命名した. また, 4 種の既知化合物 thelephantin A (4), 

terrestrin D (5), thelephorin A (6), 4-hydroxybenzoic acid (7) を単離, 同定した (Fig. 12). 

 

 

Figure 12. The Isolation Procedure of MeOH extract from Thelephora aurantiotincta. 

 

1–3 の 1H および 13C–NMR, IR, UV スペクトルデータを解析した結果, 既知の p-

terphenyl 化合物 4–6 との類似性が明らかになり, 1–3 も p-terphenyl 構造を有するこ

とが示唆された. 1–3 の NMR の詳細な解析は 1H-, 13C-NMR, DEPT および 2 次元

NMR (1H–1H COSY, HMQC, HMBC, NOESY) により実施した. 

Thelephantin P (1) は無色のアモルファスとして得られ, その分子式は HRESIMS

により C32H22O9 と推定された. IR からはヒドロキシ基 (3184 cm-1) とカルボニル基 

(1733 cm-1) の存在が示唆された. 1 の CD3OD における 1H-NMR スペクトルにおい



 

30 
 

て, 3 つの 1,4-二置換芳香族プロトンH 6.58 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 6.72 (2H, d, J = 8.6 

Hz), H 6.73 (2H, d, J = 8.6 Hz), H 7.24 (4H, d, J = 8.6 Hz), H 7.59 (2H, d, J = 8.9 Hz), そ

して芳香族プロトンとして, H 7.26 (2H, t, J = 7.8 Hz), H7.44 (1H, t, J = 7.5 Hz), H 7.72 

(2H, dd, J = 7.8, 1.4 Hz) を示した. 13C-NMR, DEPT 135, DEPT 90 スペクトルから, C 

166.5 (C=O×2) に 2 つ分のカルボニル炭素, C 163.9, C 158.00, C 157.97, C 142.7, C 

142. 5, および C 135.1 (C×2) に酸素と結合した 7 つの sp2炭素, および 23 個の sp2

炭素シグナル C 134.6 (CH), C 133.2 (CH×2), C 132.6 (CH×4), C 130.7 (CH×2), C 

130.2 (C), C 129. 4 (CH×2), C 125.1 (C), C 125.0 (C), C 124.2 (C), C 124.1 (C), C 

120.8 (C), C 116.04 (CH×2), C 115.95 (CH×4) 観測された (Table 6). 2DNMR の 結

果は Fig. 13 に示した. H 6.58 (2H, d, J = 8.9 Hz) は C 116.04 と, H 7.59 (2H, d, J = 

8.9 Hz) は C 133.2 との HMQC 相関が得られた. また, H 6.58 (H-4', 6') から C 

120.8 (C-2') および C 163.9 (C-5') に, H 7.59 (H-3', 7') から C 166.5 (C-1') および 

C 163.9 (C-5') への HMBC 相関も得られた. これらに加えて, C 163.9 (C-5') と C 

166.5 (C-1'の C=O) の化学シフトから, p-hydroxybenzoate unit の存在が示唆された. 

次に, H 7.26 (2H, t, J = 7.8 Hz) は C 129.4 と, H 7.44 (1H, t, J = 7.5 Hz) は C 134.6

と, H 7.72 (2H, dd, J = 7.8, 1.4 Hz) は C 130.7 との HMQC 相関が観測された. さら

に, H 7.26 (H-4'', 6'') から C 130.2 (C-2'') および C 130.7 (C-3'', 7''), H 7.44 (H-5'') か

らC 130.7 (C-3'', 7''), H 7.72 (H-3'', 7'') からC 166.5 (C-1'') への HMBC 相関も得られ

た. さらに, C-1'' に帰属した C 166.5 の化学シフトはカルボニル炭素であると考え

られ, 以上から benzoate unit の存在が示唆された. さらに, H 6.72 (2H) は C 115.95

と, H 6.73 (2H) は C 115.95 と, H 7.24 (4H) は C 132.6 との HMQC 相関が認めら

れた. そして H 6.72 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-2, 6 or H-15, 17) と H 7.24 (4H, d, J = 8.6 

Hz, H-3, 5 and H-14, 18), H 6.73 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-15, 17 or H-2, 6) と H 7.24 (4H, 

d, J= 8.6 Hz, H-14, 18 and H-3, 5) に 1,4-二置換の芳香族プロトン間と考えられる 1H–

1H COSY 相関が観測された. HMBC 相関は, H 6.72 (H-2, 6 or H-15, 17) から C 125.0 

(C-4 or C-13) および C 157.97 (C-1 or C-16), H 7.24 (H-3, 5 and H-14, 18) から C 

124.1 (C-7 or C-10) および C 157. 97 (C-1 or C-16), H 6.73 (H-15, 17 or H-2, 6) から

C 125.1 (C-13 or C-4) および C 158.00 (C-16 or C-1), H 7.24 (H-14, 18 and H-3, 5) か
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ら C 124.2 (C-10 or C-7) および C 158.00 (C-16 or C-1) が観測された. 1 の分子式か

ら, 残りの 4 つの 4 級炭素 (C 135.2, C 135.2, C 142.5, C 142.7) は, C 124.1 (C-7) 

および C 124.2 (C-10) とともに 6 置換芳香環を形成していることが示唆された. さ

らに, C 157.97 (C-1 or C16) と C 158.00 (C-16 or C-1) の化学シフトから, p-terphenyl

骨格の存在が示唆された. 以上の 1 のスペクトルデータは, 既知の p-terphenyl 化合

物である thelephantin G 176) と良い一致を示した. Thelephantin G と 1 の構造の違い

は, thelephantin G が 2 つの p-hydroxybenzoate unit を持つのに対し, 1 は 1 つの p-

hydroxybenzoate unit と 1 つの benzoate unit を持つことである. Thelephantin G は構造

が修正されており, その際に天然化合物および合成された 2 つの位置異性体の 1H

および 13C-NMR データが報告されている.184) そこで, これらのデータと 1 の実測

値を比較したところ 1 は, 天然の thelephantin G の NMR データと良い一致を示した 

(Table 6). そこで, Fig. 15 に示したように, thelephantin P (1) の置換基の位置は

thelephantin G と同じであると決定した (Fig. 13).  

  

Figure 13. Structure of Thelephantin G and Compound 1. 
HMBC (blue arrows), 1H-1H COSY (red bonds). 
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Table 6. NMR spectral data (500 MHz for 1H, 125 MHz for 13C in CD3OD) of synthetic 
thelephantin G (natural type), thelephantin G (non-natural type) and thelephantin P (1). 

 synthesized thelephantin G  

(natural type) 

synthesized isomer of thelephantin G 

(non-natural type) 
Thelephantin P (1)  

Position C type H (J in Hz) C type H (J in Hz) C type H (J in Hz) 

1 158.0 C  157.7 C  157.97a) C  

2,6 115.9 CH 6.75 d (8.8) 115.9 CH 6.73 d (8.8) 115.95b) CH 6.72 d (8.6)f) 

3,5 132.6 CH 7.26 d (8.8) 132.7 CH 7.22 d (8.8) 132.6 CH 7.24 d (8.6) 

4 125.1 C  125.3 C  125.0c) C  

7 124.1 C  125.7 C  124.1d) C  

8 142.4 C  141.3 C  142.5e) C  

9 142.4 C  137.2 C  142.7e) C  

10 124.1 C  125.7 C  124.2d) C  

11 135.1 C  141.3 C  135.1 C  

12 135.1 C  137.2 C  135.1 C  

13 125.1 C  125.0 C  125.1c) C  

14,18 132.6 CH 7.26 d (8.8) 132.7 CH 7.22 d (8.8) 132.6 CH 7.24 d (8.6) 

15,17 115.9 CH 6.75 d (8.8) 115.9 CH 6.73 d (8.8) 115.95b) CH 6.73 d (8.6)f) 

16 158.0 C  157.9 C  158.00a) C  

1' 166.5 C  166.6 C  166.5 C  

2' 120.9 C  121.6 C  120.8 C  

3',7’ 133.1 CH 7.62 d (8.8) 133.4 CH 7.80 d (8.8) 133.2 CH 7.59 d (8.9) 

4',6’ 116.0 CH 6.62 d (8.8) 116.0 CH 6.77 d (8.8) 116.04 CH 6.58 d (8.9) 

5' 163.8 C  163.8 C  163.9 C  

1”' 166.5 C  166.6 C  166.5 C  

2”' 120.9 C  121.6 C  130.2 C  

3”,7” 133.1 CH 7.62 d (8.8) 133.4 CH 7.80 d (8.8) 130.7 CH 7.72 dd (7.8, 1.4) 

4”,6” 116.0 CH 6.62 d (8.8) 116.0 CH 6.77 d (8.8) 129.4 CH 7.26 t (7.8) 

5” 163.8 C  163.8 C  134.6 CH 7.44 t (7.5)  
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Thelephantin Q (2) は褐色のアモルファスとして単離され, HRESIMS から分子式

C26H18O8 を有することが判明した. IR からは, ヒドロキシ基 (3443 cm-1) とカルボ

ニル基 (1721, 1660 cm-1) の存在が示唆された. CD3OD の 1H-NMR スペクトルにお

いて,  H 3.83 (3H, s) にメトキシ基のメチルプロトンに由来するシグナル, H 6.79 

(2H, d, J = 8. 6 Hz), H 6.83 (2H, d, J = 7.7 Hz), H 6.85 (2H, d, J = 8.6 Hz), H 7.22 (2H, d, 

J = 8.9 Hz), H 7.27 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 7.88 (2H, d, J = 8.9 Hz) に 12 個の 1,4-二置換

の芳香環に由来するシグナルを観測した . これらのデータから , 3 つの p-

hydroxybenzoate unit が存在することが示唆された. 13C-NMR と DEPT スペクトル

では, C 184.5 と C 182.5 に 2 つのカルボニル炭素, C 165.7 にエステルカルボニル

炭素, C 164.6, C 159.9, C 159.2, C 156.3, C 148.5 には酸素が結合していると考えら

れる 5 つの sp2 炭素, C 134.7 (C), C 133.8 (CH×2), C 133.3 (CH×2), C 132.9 (CH×

2), C 129.3 (C), C 122.1 (C), C 120. 9(C), C 120.1 (C), C 116.5 (CH×2), C 115.9 (CH

×2), C 115.7 (CH×2) に 17 個の芳香族炭素, および C 61.8 (-OCH3) にメトキシ基

のメチル炭素を含む, 合計 26 の炭素シグナルが観測された (Table 7).  2 の 1H およ

び 13C-NMR スペクトルは, C 184.5 および C 182.5 の 2 つのカルボニル炭素と, C 

61.8 のメトキシ基のシグナルを除いて, thelephantin P (1) と類似しており, 2 は p-

terphenyl 誘導体であることが示唆され, C 184.5 とC 182.5 の 2 つのカルボニル炭素

は, p-quinone unit の存在を示唆した. さらに, 2 のスペクトルは, ベンゾイル基を除

いて, thelephantin I 185)のスペクトルと非常に類似していた. したがって, 2 の構造は, 

1 のベンゾイル基が p-hydroxybenzoate に置換された構造であると推定された. そこ

で, HMQC, HMBC, および 1H–1HCOSY 相関を用いて, 2 の構造の詳細な解析を行っ

た (Fig. 14). HMQC において, H 6.79 (2H, d, J = 8.6 Hz) とC 115.9, H 7.27 (2H, d, J 

= 8.9 Hz) とC 132.9, H 7.22 (2H, d, J = 8.9 Hz) とC 133.3,H 6.83 (2H, d, J = 7.7 Hz) 

とC 115.7,H 7.88 (2H, d, J = 8.9 Hz) とC 133.8,H 6.85 (2H, d, J = 8.6 Hz) とC 116.5

に相関が得られた (Table 7). HMBC では, H 6.79 (H-2, 6) から C 132.9 (C-4) および 

C 120.9 (C-3 および 5), H 7.27 (H-3, 5) から C 159.9 (C-1) および C 134.7 (C-7), H 

7.22 (H-14, 18) から C 159.2 (C-16) および C 122.1 (C-13), H 6.83 (H-15, 17) から 

C 159. 2 (C-16) および C 122.1 (C-13), H 7.88 (H-3', 7') から C 165.7 (C-1') および 
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C 164.6 (C-5'), H 6.85 (H-4', 6') から C 120.1 (C-2') および C 164.6 (C-5'), H 3.83 か

ら C 156.3 (C-11)への相関が観測された. 1,4-二置換芳香族プロトン間の 1H–1H 

COSY では, H 6.79 (2H, d, J = 8.6 Hz) と H 7.27 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 6.83 (2H, d, J = 

7.7 Hz) と H 7.22 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 7.88 (2H, d, J = 8.9 Hz) と H 6.85 (2H, d, J = 

8.6 Hz) の相関が得られた. 以上より, thelephantin Q (2)の構造は Fig. 14 のように決

定した. p-Quinone unit は多くの場合, p-hydroquinone 部分の空気酸化によって形成さ

れることが知られている.186) したがって, 2 においても抽出あるいは分離工程中に

酸化された artifact である可能性は否定できない.  

 

Table 7. NMR spectral data of compound 2 (500 MHz for 1H, 125 MHz for 13C in CD3OD) 
Thelephantin Q (2) 

Position C type H (J in Hz) Position C type H (J in Hz)

1 159.9 C  1’ 165.7 C  

2,6 115.9 CH 6.79 d (8.8) 2’ 120.1 C  

3,5 132.9 CH 7.27 d (8.8) 3’,7’ 133.8 CH 7.88 d (8.8) 

4 120.9 C  4’,6’ 116.5 CH 6.85 d (8.8) 

7 134.7a) C  5’ 164.6 C  

8 148.5a) C  11-OCH3 61.8   CH3 3.83 s 

9 182.5b) C      

10 129.3 C      

11 156.3 C      

12 184.5b) C      

13 122.1 C      

14,18 133.3 CH 7.22 d (8.3)     

15,17 115.7 CH 6.83 d (8.3)     

16 159.2 C      

 

  
Figure 14. Structure of compound 2 and 2D NMR correlations. 

HMBC (blue arrows), 1H-1H COSY (red bonds).  
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Thelephantin R (3) は無色のアモルファスとして単離され, neg. HRESIMS から分

子式 C27H20O9 であることがわかった. IR 吸収からヒドロキシ基 (3191 cm-1) とカル

ボニル基 (1733, 1716 cm-1) の存在が示唆された. これまでの化合物と同様に, 3 も

1H および 13C-NMR スペクトルから p-terphenyl 化合物であることが示唆された. 

DMSO-d6 中の 1H-NMR スペクトルは, H 1.66 (3H, s, 2'-CH3) にメチルプロトンに由

来するシグナルが観測され, H 6.65 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 6.75 (2H, d, J = 8. 6 Hz), H 

6.78 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 7.04 (2H, d, J = 8.9 Hz), H 7.08 (2H, d, J = 8.6 Hz), H 7.66 

(2H, d, J= 8. 9 Hz) に 12 個の 1,4-二置換の芳香族プロトンに由来するシグナルを, H 

8.37 (2H, s), H 9.32 (1H, s), H 9.45 (1H, s), および H 10.40 (1H, s) に 4 つのヒドロキ

シル基由来のシグナルが観測された. 13C-NMR, DEPT 135, DEPT 90 スペクトルから, 

C 168.3 と C 163.7 に 2 つのカルボニル炭素, C 162.5, C 156.6, C 156.4, C 141.4, C 

141.3, C 133.3, C 133.2 に酸素が結合していると考えられる 7 つの炭素, C 131.8 (CH

×2), C 131.1 (CH×2), C 131.0 (CH×2), C 123.22 (C), C 123.18 (C), C 122.8 (C), C 

122.5 (C), C 118.9 (C), C 115.5 (CH×2), C 114.8 (CH×2) および C 114.7 (CH×2) 

に 17 個の sp2 炭素ならびに C 19.8 にメチル基に由来すると考えられるシグナルを

含む合計 27 個の炭素が観測された (Table 8). 以上に示したように, 3 の 1H および

13C-NMR スペクトルデータは, terrestrin D (5) 187) および concrescenin A 188)と類似し

ていた. Terrestrin D は phenylacetoxy unit を有するが, 3 は分子量と 1H および 13C-

NMR データから p-hydroxybenzoate unit を有すると推察された. そこで, HMQC, 

HMBC, 1H–1H COSY, および差 NOE を測定し, 3 の構造の詳細な解析を行った. 

HMQC では, H 6.65 (2H, d, J = 8.9 Hz) と C 114.7, H 7.08 (2H, d, J = 8.6 Hz) と C 

131.1, H 7.04 (2H, d, J = 8.9 Hz) と C 131.0, H 6.75 (2H, d, J = 8.6 Hz) と C 114.8 に

相関が得られた. 1H–1H COSYではH 6.65 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-2, 6 or H-15, 17) と 

H 7.08 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-3, 5 or H-14, 18) の間に, H 6.75 (2H, d, J = 8. 9 Hz, H-15, 

17 or H-2, 6) と H 7.04 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-14, 18 or H-3, 5) の間に, H 6.78 (2H, d,J= 

8.9 Hz, H-4', 6') と H 7.66 (2H, d, J= 8.9 Hz, H-3', 7') の間にそれぞれ 1,4-二置換芳香

族プロトン間の相関が得られた. HMBC ではH 6.65 から C 123.18, H 6.75 から C 

123.22 と C 156.6, H 7.04 からC 122.5 と C 156.6, H 7.08 から C 122.8 および C 
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156.4 への相関が観測され,  H 9.32 (1H, s, -OH) から C 114.7 および C 156.4, H 

9.45 (1H, s, -OH) から C 114.8 と C 156.6 への HMBC 相関も観測された. 3 の分子

式も考慮し, 4 つの 4 級炭素 (C 133.2, C 133.3, C 141.3 およびC 141.4) が C 122.8 

(C-7) および C 122.5 (C-10) とともに六置換芳香環を形成していることが示唆され, 

これらのシグナルは p-terphenyl 骨格のものであることが示唆された. また, H 6.78 

から C 118.9, H 7.66 から C 162.5, H 10.40 (1H, s, -OH) から C 115.5 および C 

163.7 のカルボニル炭素への HMBC 相関から, p-hydroxybenzoate unit の構造が, H 

1.66 (3H, s) から C 168.3 への HMBC 相関から acethyl unit の存在が示唆された. p-

Hydroxybenzoate unit と acethyl unit の位置は, 差 NOE 相関が H 1.66 (2'-CH3) と H 

6.75 (H-15, 17 or H-2, 6), H 6.78 (H-4', 6'), H 7.04 (H-14, 18 or H-3, 5) および H 7.66 

(H-3', 7') に観測されたことから決定した. さらに, C-8 と C-9 (C 133.2 とC 133. 3) 

および C-11 と C-12 (C 141.3 と C 141.4) の化学シフト値が 1 と同じ値であったこ

と,  H 8.37 (2H, s, -OH) のヒドロキシプロトンから, C 141.3, C 141.4, C 122.5, お

よび C 122.8 へ HMBC 相関が観測されたことから, 3 の構造は Fig. 15 に示したよ

うに決定した. 

 

Table 8. NMR spectral data of compound 3 (500 MHz for 1H, 125 MHz for 13C in DMSO-d6) 
Thelephantin Q (2) 

Position C type H (J in Hz) Position C type H (J in Hz)

1 156.4a) C  1’ 163.7 C  

2,6 114.7b) CH 6.65 d (8.8)h) 2’ 118.9 C  

3,5 131.1c) CH 7.08 d (8.8)i) 3’,7’ 131.8 CH 7.66 d (8.9) 

4 123.18d) C  4’,6’ 115.5 CH 6.78 d (8.9) 

7 122.8e) C  5’ 162.5 C  

8 133.2f) C  1” 168.3 C  

9 133.3f) C  2” 19.8 CH3 1.66 s 

10 122.5e) C  1-OH   9.32 s 

11 141.3g) C  11, 12-OH   8.37 2H, s 

12 141.4g) C  16-OH   9.45 s 

13 123.22d) C  5’-OH   10.40 s 

14,18 131.0c) CH 7.04 d (8.8)i)     

15,17 114.8b) CH 6.75 d (8.8)h)     

16 156.6a) C      

a)-i):Assignments may be interchanged. 
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Figure 15. Structure of compound 3 and 2D NMR correlations. 
HMBC (blue arrows), 1H-1H COSY (red bonds), and difference NOE (green dashed arrows). 

 

化合物 4, 5, 6 および 7 は, 先行研究との比較により, thelephantin A (4),177) terrestrin 

D (5),187) thelephorin A (4),189) 4-hydroxybenzoic acid (7) 190) と同定した. (Fig. 16, 17, 

Table 9, 10) 

 

 

Figure 16. Structure of Compounds 4–6. 
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Table 9. NMR spectral data of compounds 4 and 6 (500 MHz for 1H, 125 MHz for 13C in CD3OD), 
and 5 (400 MHz for 1H, 100 MHz for 13C in CD3OD).  

 Thelephantin A (4) Terrestrin D (5) Thelephorin A (6) 

Position C type H (J in Hz) C type H (J in Hz) C type H (J in Hz) 

1 157.8 C  158.1 C  157.8 C  

2,6 116.3 CH 6.71 d (8.8) 116.0 CH 6.81 d (8.7) 116.3 CH 6.72 d (8.6) 

3,5 132.6 CH 7.23 d (8.8) 132.6 CH 7.13 d (8.7) 132.6 CH 7.21 d (8.6) 

4 125.0 C  124.9 C  124.9 C  

7 124.1 C  123.8 C  124.0 C  

8 135.0 C  134.8 C  134.9 C  

9 142.3 C  134.8 C  142.4 C  

10 123.9 C  123.8 C  123.8 C  

11 135.0 C  142.6 C  135.0 C  

12 142.3 C  142.6 C  142.5 C  

13 125.0 C  125.0 C  124.9 C  

14,18 132.6 CH 7.17 d (8.6) 132.6 CH 7.14 d (8.8) 132.6 CH 7.16 d (8.6) 

15,17 116.0 CH 6.80 d (8.6) 116.1 CH 6.81 d (8.8) 116.1 CH 6.81 d (8.6) 

16 158.1 C  158.2 C  158.1 C  

1' 166.2 C  170.6 C  166.2 C  

2' 120.9 C  20.0 CH3 1.62 s 120.9 C  

3',7’ 115.9 CH 6.74 d (8.6)    133.3 CH 7.70 d (8.6) 

4',6’ 133.3 CH 7.73 d (8.6)    115.9 CH 6.77 d (8.6) 

5' 164.1 C     164.0 C  

1”' 173.3 C  171.2 C  171.4 C  

2”' 36.3 CH2 1.97 t (7.1) 41.5 CH2 3.34 s 41.2 CH2 3.30 s 

3” 19.0 CH2 1.28 dd (7.1, 7.5) 134.7 C  134.3 C  

4” 13.6 CH3 0.55 t (7.5) 130.4 CH 7.08 dd (8.1, 1.5) 130.1 CH 6.79 m 

5”,7”    129.6 CH 7.22-7.26 m 129.3 CH 7.00 t (8.7) 

6”    128.2 CH 7.22-7.26 m 127.9 CH 7.02 t (8.7) 

8”    130.4 CH 7.08 dd (8.1, 1.5) 130.1 CH 6.79 m 

 

 

Table 10. NMR spectral data of compound 7  
(500 MHz for 1H, 125 MHz for 13C in CD3OD) 

 4-hydroxybenzoic acid (7) 

Position C type H (J in Hz) 

1 121.9 C  

2,6 131.5 CH 7.77 d (6.9) 

3,5 115.1 CH 6.80 d (6.9) 

4 161.5 C  

7 167.4 C  

 

 

 

Figure 17. Structure of compound 7  
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第４節 単離化合物の抗アミロイドカスケード活性評価 

第１節で述べたように Thelephora aurantiotincta MeOH ext. は BACE1 阻害活性と

A凝集阻害活性を示しており, いくつかの p-terphenyl 化合物は BACE1 阻害活性と

A凝集阻害活性を示すことが報告されていることから,191) 単離した化合物につい

てもこれらの活性を評価することとした. しかしながら, 3はその収量が活性評価に

必要な量を下回っていたため, 化合物 1,2 および 4–7 の 6 化合物について検討した. 

BACE1 阻害活性は, スクリーニングと同様にポジティブコントロールとして-

secretase inhibitor IV を用い, BACE1 FRET assay により評価した. その結果, 特に化

合物 1 (IC50 = 6.3 M) と 4 (IC50 = 17.0 M) は BACE1 に対して、ポジティブコント

ロールの myricetin より若干弱いながらも、阻害活性を示した (Fig. 18). その他の化

合物の IC50 値は Table 11 にまとめた.  

 

 

Figure 18. BACE1inhibition rate of active compounds. Data are presented as mean ± standard 
deviation. (n = 3) 

 

A凝集阻害活性は, スクリーニングと同様に Th-T 法により Aの凝集を検出す

ることで評価した. p-Terphenyl 化合物は 1–100 M の範囲で濃度依存的な活性を示

し, 特に 1 (IC50 = 12.9 M) と 5 (IC50 = 4.4 M) はポジティブコントロールである

myricetin (IC50 = 9.9 M) 192) に匹敵する活性を示した (Fig. 19). 他の化合物の活性

については Table 11 に示した.  
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Figure 19. Aaggregation rate of active compounds. Data are presented as mean ± standard 
deviation. (n = 3) 

 

ここまでの検討で, 今回単離した p-terphenyl 化合物のほとんどは, BACE1 阻害活

性と A凝集抑制活性の両方を持つことが示されたが, 各化合物の特徴をさらに理

解するため, 神経細胞に対する影響を検討することとした. BACE1 によって生成さ

れた Aは細胞毒性によって神経変性を引き起こすことが報告されている.30,193) ま

た, Aは発症前から蓄積することが報告されており,194) 蓄積した Aによる神経毒

性は, すでに AD の症状を呈している患者に対する治療薬の開発において, 考慮す

べき治療標的のひとつである. そこで, 本研究で単離した化合物の A42細胞毒性に

対する神経細胞死抑制効果を, ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用いて評価し

た.195) 神経細胞死抑制効果を評価する前に, 各化合物が持つ潜在的な細胞毒性を

SH-SY5Y 細胞を用いて検討し, いずれの化合物においても暴露前と比較して化合

物暴露後に 80%以上の細胞数が観察された濃度を上限として神経保護作用を評価

した. その結果, 化合物 1, 2, 5 は, 無添加のものに比べ, A42 暴露後の SH-SY5Y 細

胞の生存率を 50％以上改善することがわかった (Fig. 20). 各化合物の 50%効果濃

度 (half maximal (50%) effectiveconcentration; EC50)を比較したところ, 化合物 1 はす

べての化合物の中で最も低い濃度 (EC50 = 8.0 M) で神経細胞死作用を示した 

(Table 11). 
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Figure 20. Relative cell viability of active compound relative to control. Data are presented as mean 
± standard deviation. (n = 3) 

 

また, A凝集阻害活性評価において, ポジティブコントロールとして用いていた

myricetin の神経保護作用も試験したが, 25 µM までは A42 対する SH-SY5Y 細胞の

保護効果を示さなかった. さらに, 25 µM以上の高濃度ではmyricetin自体が示す 450 

nm 付近の吸光が問題となり, 活性を正確に評価することができなかった. そこで、

抗アミロイドカスケード活性を比較するためのポジティブコントロールとして

aurasperone F を用いた.196,197) Aurasperone F は海洋真菌 Aspergillus sp. MPUC239 から

単離され、SH-SY5Y 細胞において A凝集および BACE1 阻害活性、ならびに A

毒性に対する保護作用を示した化合物である.  

本研究では,  Thelephora aurantiotincta から単離した 6 種類の化合物に, A40 凝集

阻害活性, BACE1 阻害活性, A42 誘発神経毒性に対する神経細胞死抑制活性を見出

した. アミロイドカスケード仮説に基づいて AD を治療する場合, これらの活性は

脳実質で効果を発揮する必要がある. しかし, 血流から脳実質に到達するためには, 

BBB を通過しなければならない. そこで, 単離化合物の BBB 透過性を予測するた

めに, 水／オクタノール分配係数 (LogP) を, XlogP を用いて計算した. その結果, 1, 

2, 4–6 の XLogP 値は 4.0–6.5 と予想された (Table 11). 
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Table 11. A and BACE1 inhibitory activity (IC50 M), neuroprotection (EC50 M) and XLogP 
values of compounds 1, 2, 4-7, myricetin, inhibitor IV and aurasperone F. 
 

 A 

aggregation 
BACE1 

Neuroprotecti

on 
XLogP 

Thelephantin P (1) 12.9 6.3 8.0 6.2 

Thelephantin Q (2) 30.2 >100 21.8 4.0 

Thelephantin A (4) 25.5 17.0 >30 5.4 

Terrestrin D (5) 4.4 39.1 35.0 4.9 

Thelephorin A (6) 13.2 72.8 >30 6.2 

4-hydroxybenzoic acid (7) >100 >100 >60 1.6 

Myricetin 9.9 192) 2.8 198) >25 195) 1.2 

Inhibitor IV >100 192) 0.015 192) - - 

Aurasperone F 8.1196) 28.0 196) 37.3 197) 5.1 
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第５節 結果の考察 

本章の研究では，ボタンイボタケ (Thelephora aurantiotincta) MeOH 抽出エキス 

より, 3 種の新規 p-terphenyl 化合物および 4 種の既知化合物を単離, 同定した. さら

に, これらの化合物のうち, thelephantin P (1) は A凝集抑制, BACE1 阻害活性, A

による神経細胞死抑制制作用のすべての活性を細胞毒性濃度以下で示した. 

本研究で注目した抗アミロイドカスケード活性をすべて示したのは 1 および 5 の

みであった. この 2 つの化合物は, p-terphenyl 構造の中央のベンゼン環おけるヒド

ロキシ基が, 他の化合物とは異なり, o-位に存在していた. したがって, 抗アミロイ

ドカスケード活性を示すには, このカテコール構造が重要である可能性が考えられ

る. また, 神経細胞死抑制活性試験では Aと同時に化合物を暴露させたことから, 

化合物が示した細胞死抑制効果は, Aの凝集抑制による毒性 A凝集体の生成阻害

の寄与が大きいものと考えられるしかしながら1 と 5 では, A凝集抑制作用と神

経細胞死抑制作用の結果が逆転していた. 1 と 5 は p-terphenyl 構造の中央のベンゼ

ン環に結合する置換基の構造のみが相違していることから置換基による A凝集

抑制以外の作用が存在する可能性が示唆された今後Aと化合物の暴露タイミン

グをずらした神経細胞死抑制活性試験を検討することにより, 1 と 5 の活性の違い

を作用機序の面から考察できると考えられるまた本研究では活性評価ができな

かった 3 や既知の p-terphenyl 化合物を用いた構造活性相関を検討することで, よ

り興味深い結果が得られるであろう. 

p-Terphenyl 化合物の BBB 透過性に関する報告はまだないが, いくつかの天然ポ

リフェノールやその代謝物が BBB を透過することが報告されている.199) 厚朴の基

原植物であるシナホウノキ (Magnolia officinalis Rehd. et Wils.) の樹皮に含まれる

honokiol は, BBB を通過して不安障害や神経障害に効果があることが知られてお

り,200) その LogP は 5.0 である. 天然の stilbene である pterostilbene は, 高い生物学

的利用能と神経保護作用を含む様々な生理活性を有することが報告されており, そ

の LogP は 3.8 で BBB を透過することができる.201) さらに, 多くのフェノール性水

酸基を持つフラボノイドの中には, hesperetin (LogP: 2.4),202) genistein (LogP: 2.7),203) 

fisetin (LogP: 2.0),204) 4'-demethylnobiletin (LogP：2.7) 205) など, BBB を透過するもの
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があることが報告されている (Fig. 21).206) LogP が近い honokiol や, 水酸基を多くも

つフラボノイドが BBB を通過していることから, 化合物 1, 2 および 4–6 は, 血流か

ら BBB を通過して脳へ輸送される可能性がある. したがって, 化合物 1, 2 および

4–6 は, 前例のない多活性型の AD 治療薬候補となる可能性が示唆された.  

 

 

 

Figure 21. Phenolic hydroxyl compounds, which pass through BBB. 
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第３章 認知機能低下を誘導する血管内皮細胞由来因子の探索 

第１節 アルツハイマー病進行に伴い発現増加する因子の探索 

 序論で述べたとおり, AD ではシナプス数の減少が観察されるが, そのメカニズム

の全容は明らかでない. 本章では, 血管-神経間相互作用に着目し, AD病態時の血管

内皮細胞で発現変動する液性因子の探索, および, そのシナプス変性作用について

解析した. これまでに様々な AD モデルマウスが開発されているが,207) 本研究では

AppNL-G-F マウスを用いた . AppNL-G-F マウスは , App 遺伝子が , Swedish 変異 208) 

(KM670/671NL), Arctic 変異 209) (E693G), Iberian 変異 210) (I716F) の 3 種類の家族性

AD 変異型のヒト APP 配列に改変されたマウスであり, APP を過剰に発現すること

なく, 高い比率で毒性 Aβ 種 (Aβ42) を産生する. アミロイド斑の形成は若齢 (3 ヶ

月齢) から始まり、その後加齢とともに増加する. 6 ヶ月齢頃から認知機能低下など

の神経症状が現れることが確認されている.211)  

 まず, AD 病態時に血管内皮細胞で発現上昇する液性因子を探索するため, 3 ヶ月

齢と 6 ヶ月齢の AppNL-G-Fマウスから大脳を回収し, Magnetic cell sorting (MACS) に

より CD31 陽性細胞を単離したのち, RNA-seq を用いて脳血管内皮細胞における遺

伝子発現を網羅的に解析した. 3 ヶ月齢と比較して, 6 ヶ月齢では発現が増加する遺

伝子が 324 種, 発現が低下する遺伝子が 9 種抽出された (Fig. 22A). 発現変動遺伝

子について Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) を行った結果, 6 ヶ月齢マウスの血

管内皮細胞では, 炎症および神経炎症に関連する遺伝子セットに含まれる遺伝子が

上方制御されていることが明らかになった (Fig. 22 B, C).  

  



 

46 
 

 

Figure 22. Gene profiles of genes with altered expression in cerebral vascular endothelial cells 
from 6-month-old AppNL-G-F mice compared to those from 3-month-old mice. (A) Volcano plot 
showing RNA-seq results. (B, C) Results of GSEA using DEGs in A. (B) Bar graphs showing the 
normalized enrichment score (NES) of the bias of DEGs in each gene set in (B) inflammation-
related gene set and (C) neuroinflammation-related gene set. 

 

 次に,  発現変動する分子のうち, 液性因子をコードするものは遠位の細胞に作

用しやすいと考え, 変動遺伝子の性質を調査した. 調査した中で, 本研究では, 6 ヶ

月齢で約 1.68 倍の発現増加が認められ, 液性分子である Cellar Communication 

Network factor 1 (CCN1) に着目した. 免疫組織化学染色により, AppNL-G-Fマウス脳の

CD31+ 血管内皮細胞における CCN1 の発現を確認したところ (Fig. 23A), 6 ヶ月齢

における発現量は 3 ヶ月齢よりも高いことが示された (Fig. 23B). 一方, 血管の形

態については, 両群間に有意な差は認められなかった (Fig. 23C).  

 

Figure 23. In vascular endothelial cells, CCN1 expression increases with progression of AD.  
(A) Stained images of CCN1 (green) and CD31 (magenta, cerebral vascular endothelial cells) in 
the hippocampus of 3-month-old (3m) and 6-month-old (6m) AppNL-G-F mice. Scale bar indicates 
20 μm. (B, C) Bluff quantifying (B) relative fluorescence intensity of CCN1 and (C) length per 
unit area (μm) (4 at n = 3 m, 3 at 6 m) of CD31 positive endothelial cells in hippocampus. Data 
are presented as mean ± standard error. Student's t-test was conducted and *p < 0.05 is considered 
as significant difference. NS is not significant. 
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第２節 Cellular Communication Network factor 1 (CCN1) 

 CCN ファミリーは脊椎動物にのみ存在し, cysteine に富んだ細胞機能を制御する

タンパク質の 6 つのメンバーからなる. CCN1 は, 最初期遺伝子の産物であり, 生物

種間における高度な配列相同性と保存された 4 つのドメインを持つ 40 kDa の分泌

タンパク質である.212) その構造は,  N 末端のシグナルペプチドに続いて, 4 つの保

存された構造ドメインから構成されている (Fig. 24). 分泌された CCN1 は細胞膜や

細胞外マトリックス  (Extracellular matrix , ECM) に結合し , 様々な細胞表面の

integrin 受容体と相互作用することにより, 細胞接着, 遊走, 増殖, 生存, アポトー

シス, 細胞分化・老化, 腫瘍浸潤などの多様な細胞機能を引き起こす.212) CCN1 は胚

発生に必須であるが,213) 成体でも発現しており, 脳においては血管内皮細胞に発現

がみられる.214) CCN1 の発現は加齢とともに増加することが知られているが,215) 加

齢に伴う神経疾患に対する CCN1 の役割は明らかではない. そこで, 以降は CCN1

のシナプスに対する作用, および AD モデルマウスにおける機能を解析した。 

 

 
Figure 24. CCN1 structure (left, modified from Chen et al., Int. J Biochem. Cell. Biol., 2009) and 
localization (right, modified from Alyloo et al., Nueron, 2022).  
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第３節 CCN1 による初代海馬神経細胞の樹状突起スパイン密度の減少作用 

 次に, CCN1 の発現増加が神経細胞に影響を与えるか検討した. 胎生 17 日齢の野

生型マウス (Wild type, WT) から, 海馬神経細胞の初代培養を行った. 14 日間培養

して, シナプスを形成させた後, 培養液に CCN1 を添加した. 24 時間後に固定して

免疫細胞化学染色を行った . 神経線維の微小管マーカーである microtubule-

associated protein 2 (MAP2) 陽性樹状突起上に見られる, シナプス前膜マーカー

(Vesicular glutamate transporter1, VGULT1) とシナプス後膜マーカー  (Postsynaptic 

density protein 95, PSD95) の共局在を興奮性シナプス数として評価した. CCN1 添加

により VGULT1 と PSD95 が共標識された輝点の数が減少する様子が観察され (Fig. 

25A, B), CCN1 がシナプス数を減少させる作用を持つことが示唆された. 一方, MAP

陽性細胞数には差は見られず (Fig. 25A, C), 神経細胞の生存には影響しない可能性

が考えられた. 

 

Figure 25. CCN1 reduced spine density in cultured hippocampal neurons. 
(A) Representative images showing PSD95 (cyan), VGULT1 (red), MAP2 (green), and DAPI 
(blue) staining of cultured hippocampal neurons. Cells were treated with CCN1 for 24 hours. 
Arrows indicate PSD95 and VGULT1 co-labeled punctures on MAP2-positive neurites. Scale 
bars indicate 50 μm for low magnification and 5 μm for high magnification. (B) Quantification 
of the number of PSD95 and VGULT1 positive punctures on MAP2 positive neurites (n = 3 
for each). (C) Quantification of the number of MAP2-positive and DAPI-positive cells (n = 3 
each). Data represent means ± standard error. Analysis of variance by Tukey's post hoc test is 
performed. **p< 0.01, *p< 0.05 are considered as significant differences. NS is not significant. 
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 続いて, CCN1 が培養海馬神経細胞のシナプスを減少させる機序を考察するため, 

CCN1 の暴露による遺伝子発現変化を網羅的に解析した. RNA-seq を実施した結果, 

CCN1 暴露により有意に変動する遺伝子が検出された (Fig. 26A). 変動遺伝子につ

いて Gene ontology 解析を行った結果 (Fig. 26B, C), 発現が上方制御された遺伝子に

はリボソーム生合成に関与する遺伝子群 (GO: 0042254) が豊富に含まれていた 

(Fig. 26B). この経路はシナプス維持などの局所的タンパク質合成に関連する.216)  

 

 

Figure 26. Gene expression changes in cultured hippocampal neurons exposed to CCN1. (A) Volcano 
plot showing gene expression changes in cultured hippocampal neurons exposed to CCN1 (n = 3). 
Red dots indicate upward regulated genes and blue dots indicate downward regulated genes. (B, C) 
Bar graphs showing the results of Gene ontology analysis of genes whose expression changes are up- 
(B) or down- (C) regulated.   
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第４節 AD モデルマウスにおける CCN1 発現抑制によるスパイン密度への影響 

 続いて, AD モデルマウスにおける血管内皮由来の CCN1 の役割を調べるため, ア

デノ随伴ウイルス (Adeno-Associated Virus, AAV) ベクターを使用した CCN1 の発現

抑制を実施した. 具体的には, 中枢神経系の血管内皮細胞に指向性がある血清型で

ある AAV-BR1 に,217) 血管内皮細胞特異的な CD144 プロモーター下で, 蛍光タンパ

ク質 GFP と, CCN1 を標的とする micro-RNA (miRNA) を発現する配列を組み込み, 

脳血管内皮細胞特異的に CCN1 を発現抑制するウイルス (AAV-BR1-miCcn1) を作

成した (Fig. 27A). 6 ヶ月齢の AppNL-G-F マウスに AAV-BR1-miCcn1 またはコントロ

ール AAV (AAV-BR1-miCtrl) を静脈注射により全身投与し, 3 週間後に大脳から

CD31 陽性血管内皮細胞を Magnetic cell separation (MACS) により単離し, Ccn1 の

mRNA の発現量を, 定量ポリメラーゼ連鎖反応 (quantitive polymerase chain reaction, 

qPCR)で確認した. その結果, AAV-BR1-miCcn1 投与マウスでは mRNA レベルでも

Ccn1 の発現が抑制された (Fig. 27B). さらに, 免疫組織化学染色を用いて CCN1 発

現量の変化を比較したところ, AAV-BR1-miCcn1 投与群の脳 CD31 陽性血管内皮細

胞における CCN1 の発現は, コントロール投与群と比較して低下した (Fig. 27C, D). 

一方、群間における CD31 陽性血管の長さには有意な差は検出されなかった (Fig. 

27E). このことから, CCN は脳血管内皮細胞の形態には影響しないことが示唆され

た.  
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Figure 27. Suppression of CCN1 expression in cerebral vascular endothelial cells by adeno-
associated virus. 
(A) Schematic diagram of AAV-BR1-miCcn1 or AAV-BR1-miCtrl. (B) Graph quantifying the relative 
expression of Ccn1 mRNA in CD31-positive cells isolated from APPNL-G-F mice treated with AAV-
BR1-miCcn1 or -miCtrl (n = 3). (C) Stained images of CCN1 (magenta), EGFP (green) and CD31 
(cyan) in the hippocampus of APPNL-G-F mice treated with AAV-BR1-miCcn1 or -miCtrl. Scale bar 
indicates 20 μm. (D) Graph of quantified CCN1 relative fluorescence intensity (miCtrl = 1) on CD31-
positive vascular endothelial cells (n = 3). (E) Graph of quantified length of CD31-positive vessels (n 
= 3). Data are shown as mean ± standard error. Student's t-test was performed and *p < 0.05 is 
considered as significant difference, NS is not significant. 

 

 続いて, CCN1 が樹上突起上のスパイン数に与える作用を検討した.  6 ヶ月齢の

AppNL-G-F マウスに対して上述の AAV を投与して CCN1 を発現抑制した後, 大脳神

経細胞を Goldi-Cox 染色法 218) を用いて標識し, 海馬 CA1 領域のスパインを観察し

た (Fig. 28A). 脳血管内皮細胞特異的にCCN1を発現抑制したAppNL-G-Fマウスでは，

対照群と比較し, スパインの密度が高かった (Fig. 28B). このことから, AD モデル

マウスにおいて、血管内皮細胞由来の CCN1 はスパイン数の減少に寄与する可能性

が推察された.  
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Figure 28. Spine density is increased in APPNL-G-F mice with suppressed CCN1 expression 
(A) Golgi stained images of spines on apical dendrites of hippocampal CA1 pyramidal cells from 
APPNL-G-F mice treated with AAV-BR1-miCcn1 or miCtrl. Scale bar indicates 5 μm. (B) Graph of 
quantified spine density. Data represent mean ± standard error. Student's t-test was performed and *p 
< 0.05 is considered as significant difference.  
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第５節 AD モデルマウスにおける CCN1 発現抑制によるグリア細胞活性化・ア

ミロイド斑に対する影響 

AppNL-G-F マウスでは, アミロイド斑の蓄積やシナプスの減少に加えて, グリア細

胞の増加が観察される.211) グリア細胞の過剰な活性化による神経炎症は AD の代表

的な組織学的特徴である.211) そこで次に, 血管内皮細胞由来の CCN1 がグリア細胞

に影響を与えるか検討した. AAV-BR1-miCCN1 を投与した AppNL-G-F マウスの海馬

CA1 または DG において, Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) 陽性ミク

ログリア/マクロファージと SRY-box transcription factor 9 (Sox9) 陽性アストロサイ

トの数を免疫組織化学染色により解析したところ (Fig. 29A, C), いずいれもコント

ロールと同程度であった (Fig. 29B, D). 

 

 

Figure 29. No change in glial cells in AppNL-G-F mice with suppressed CCN1 expression 
(A) Iba1 (magenta) and DAPI (blue) staining in hippocampal CA1 and DG of AppNL-G-F mice treated 
with AAV-BR1-miCtrl or miCcn1. (B) Quantification of the number of Iba1-positive cells per unit 
area (n=3). (C) Sox9 (magenta) and DAPI (blue) staining in hippocampal CA1 and DG of AppNL-G-F 
mice treated with AAV-BR1-miCtrl or miCcn1. (D) Quantification of the number of Sox9-positive 
cells per unit area (n=3). Scale bar indicates 200 μm. Data are shown as mean ± standard error. 
Student's t-test was performed. p < 0.05 is considered as significant difference, NS is not significant.  

 

また, アミロイド斑に対する影響も検討したが, CCN1 抑制後のCA1およびDGに

おける A42 陽性領域の割合にも有意な差は認められなかった (Fig. 30A, B).  
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Figure 30. CCN1 does not alter A accumulation. 
(A) A42 (magenta) and DAPI (blue) staining in hippocampal CA1 and DG of AppNL-G-F mice treated 
with AAV-BR1-miCtrl or miCcn1. (B) Quantification of A42 region (n=3). Scale bar indicates 200 
μm. Data are shown as mean ± standard error. Student's t-test was performed. p < 0.05 is considered 
as significant difference. NS indicates not significant. 

 

これらのことから, 血管内皮由来の CCN1 は APPNL-G-Fマウスの神経膠症や A蓄

積には関与しないことが示唆された.  
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第６節 AD モデルマウスにおける CCN1 発現抑制による認知機能への影響 

 最後に, 血管内皮細胞で発現する CCN1 の認知機能への影響を評価するため, 

AppNL-G-F マウスで障害されると報告のある認知機能について,219) CCN1 発現抑制に

よる変化を検討した. まず, 空間学習・記憶能力を評価するため, バーンズ円形迷路

試験 (Barnes maze test, BM) 220) を実施した. この試験では, マウスを穴の空いた円

盤上に置き, 逃避箱につながる穴の位置を記憶するまでの過程を評価する. 各施行

日におけるエラーの平均回数を算出したところ, miCcn1 投与群では, コントロール

と比較して, 最終日のエラー数が有意に少なかった (Fig. 31A, B). 一方で, 24 時間

後のプローブ試験では, 目標穴の周辺に滞在した時間に群間で有意差は認められな

かった (Fig. 31C). このことから, 血管内皮細胞の CCN1 を発現抑制すると, APPNL-

G-F マウスの空間学習能力が改善する一方で, 短期間の空間記憶力には影響しない

可能性が考えられた.  

 

 

Figure 31. AppNL-G-F mice with suppressed CCN1 expression show higher spatial learning 
ability than the target group. 
(A) Trajectories of 6-month-old AppNL-G-F mice treated with miCtrl or miCcn1 in the Barnes 
maze test (day 3 of training). Black circles indicate target locations. (B) Quantitative results of 
the number of errors in searching other holes before entering the escape box (means of 6 trials/ 
day). (C) Quantitative results of the time spent around the target in the probe test 24 hours after 
the last training. n = 9 (miCtrl) or 10 (miCcn1) animals. Data are shown as means ± standard 
error. In (B), Tukey's post test was conducted after two-way repeated measures analysis of 
variance, and in (C), Student's t test was conducted, with *p < 0.05 significant difference. NS is 
not significant. 
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 続いて , 作業記憶能力を評価するため , 新奇物体探索試験  (Novel Obect 

Recognition Test, NORT) を実施した. この試験は, 新しく目にした物体ほど, マウ

スがより興味を示すという原理に基づいている. 2 つの類似した物体に慣れさせた

後, 一方を新奇物体に置き換えると, 健常なマウスでは新奇物体を探索する時間が

長くなる. 6 ヶ月以上の AppNL-G-F マウスでは, 新奇物体と馴染みのある物体の探索

時間の差が消失することが知られている.219) しかし, CCN1 を発現抑制したマウス

では, 同年齢のコントロールと比較して新奇物体に対する探索時間の割合が高かっ

た (Fig. 32A, B). 一方で, 総探索時間に有意な群間差は認められなかったことから 

(Fig. 32C), 血管内皮細胞由来の CCN1 は作業記憶を障害することが示唆された.  

 

 
Figure 32. AppNL-G-F mice with suppressed CCN1 expression show higher working memory 
performance than the target group. 
(A) Heatmap showing the exploration results when presented with a novel object in the NORT test of 
6-month-old AppNL-G-F mice treated with miCtrl or miCcn1. The color red indicates longer residence 
time. (B) Quantitative results of the percentage of time spent exploring around the novel object out 
of the total exploration time in the NORT test. (C) Total time (in seconds) spent searching for any 
object during the NORT test. n = 5 animals. Student's t-test was conducted and *p < 0.05 was 
considered as significant difference. NS is not significant. 

 

 作業記憶への影響をさらに評価するため, Y 字型迷路試験 (強制選択課題) を実

施した.221,222) CCN1 を発現抑制したグループでは, 対照群と比較して, 新規の通路

に滞在する時間が長かった (Fig. 33A, B). 一方で, グループ間の総移動距離に有意

差は認められなかったため (Fig. 33C), この探索時間の増加は, 運動量の増加では

なく空間作業記憶障害が緩和したためと考えられる. 
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Figure 33. Suppression of CCN1 expression alleviates spatial working memory deficits in AppNL-G-F 
mice. 
(A) Heatmap showing exploration results in the Y-maze test of 6-month-old APPNL-G-F mice treated 
with miCtrl or miCcn1. Red indicates longer residence time. (B) Quantitative results of the percentage 
of time spent exploring the novel passage out of the total exploration time in the Y-maze test. (C) 
Total distance traveled during the Y-maze test (cm). n = 5 animals. Student's t-test was conducted and 
*p < 0.05 was considered as significant difference. NS is not significant.  
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第７節 結果の考察 

 本章の研究では, CCN1 が AD モデルマウスの血管内皮細胞で発現上昇すること

を見出した. CCN1 は分泌タンパク質であり, ECM および細胞表面と密接に関連し

ている.223) CCN1 は発見当初, 成長因子によって誘導される最初期遺伝子として認

識されており,224) 胚発生における心血管系の発生に不可欠な分子であることが報

告されている.225) また乳がんの侵襲性に関与するとの報告もあり, これは CCN1 が

VEGF の発現を増加させることなどを介して, 腫瘍の脈管形成を増加させるためと

考えられる.226) CCN1 の発現を制御する機構については, 近年, 細胞老化により

CCN1 の発現が増加することが示唆されている.215,227,228) 注目すべきことに, 老化し

たマウスの脳血管では, guanine 四重鎖 (G4, 老化細胞に蓄積する核酸の 2 次構造) 

によって CCN1 の転写が制御され, 発現が上昇することが示唆されている.215) G4 の

蓄積は, AD を含むさまざまな神経変性疾患の病原性因子であると考えられており, 

(229-231) AD の神経細胞でも G4 の蓄積増加が観察されている.232,233) さらに, AD 患者

および AD マウスモデルでは脳血管内皮細胞の老化が亢進していることが報告され

ており,234) AD の進行に伴う脳内皮細胞における CCN1 発現の増加は, 細胞老化に

伴う G4 蓄積に依存している可能性が考えられる.  

 本研究の in vitro 実験では, 培養海馬神経細胞において, CCN1 がシナプス数を減

少させることを示した. 処理におけるシナプス数の減少は, 新規のシナプス形成の

阻害, または形成後のシナプスの維持の阻害, あるいはシナプスが分解によるもの

と考えられる. CCN1 が結合する integrin のうち, integrin 1 および3はシナプス調節

因子としての機能がよく解析されている.235-238) 本研究では, CCN1 が媒介するシナ

プス数減少の分子メカニズムを特定することはできなかったが, RNA-seq の結果に

基づく可能性の一つとして, 局所的なタンパク質翻訳を制御するリボソーム機能の

関与が考えられる.239) 局所的なリボソーム翻訳はシナプス形成に必要であり,240) 

リボソーム機能の異常は AD の初期段階の特徴である.241)  

 in vivo の実験では, 脳血管内皮細胞における CCN1 発現の抑制により, AD モデル

マウスの海馬におけるシナプス数が増加し, 認知機能障害が改善する可能性が示唆

された. AD モデルマウスの脳血管内皮細胞において CCN1 発現の抑制がグリオー
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シスに影響をしなかったことと, in vitro研究の結果から, 血管由来のCCN1は in vivo

で直接的に神経細胞に影響を与えることが想定される. 一方で, CCN1 に対する受

容体である integrin vMの発現は, 神経細胞だけでなくアストロサイ

トおよびミクログリアでも検出されており,242) これらのグリア細胞における活性

化は一般的に神経機能を変化させる.243,244) CCN1 に対する受容体は血管内皮細胞に

も発現しており, CCN1 は血管新生 245) や血管の走化性 246) を含む血管機能も変化

させることが示唆されている. 今回の研究では, 血管内皮細胞由来の CCN1 が血管

内皮細胞に作用して機能を変化させ, その結果, 神経細胞に作用する可能性を否定

していない. したがって, 血管内細胞由来の CCN1 は, 直接的に神経細胞影響を与

える以外にも, 他の細胞を介して神経機能を制御している可能性が考えられる. ま

た, 中枢神経系における CCN1 の主な供給源は血管内皮細胞であることが報告され

ているが,247) アストロサイトも CCN1 を発現しており, 老化したアストロサイトで

は CCN1 の発現が増加する.248) したがって, 血管内皮由来の CCN1 の, AD における

認知機能障害への寄与は部分的である可能性が考えられる. 今後, CCN1 による AD

病態形成機構や, 他の細胞の関与を詳細に明らかにすることで, CCN1 の AD の新規

治療標的としての有用性を検証する必要がある. 
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結語 

 本論文は, AD 治療薬の創出を目的に, 未開拓天然資源に着目した, アミロイドカ

スケードに対する広範な活性を示す化合物の探索と,249) 病態進行時における神経機

能障害を誘導する因子に着目した, 新規治療標的候補の探索研究について述べた. 

 第１章では, ボタンイボタケ (Thelephora aurantiotincta) MeOH ext. より, 3 種の新

規 p-terphenyl 化合物, thelephantin P (1), thelephantin Q (2), thelephantin R (3) および 4

種の既知化合物, thelephantin A (4), terrestrin D (5), thelephorin A (6), 4-hydroxybenzoic 

acid (7) を単離, 同定した. さらに, これらの化合物の抗アミロイドカスケード活性

とLogPを評価したところ, thelephantin P (1) はA凝集抑制 (IC50 = 12.9 M), BACE1

阻害活性 (IC50 = 6.3 M), 神経保護作用 (EC50 = 8.0 M) のすべての活性を細胞毒

性濃度以下で示し, かつ, BBB 透過が報告される化合物と同等の LogP を示した. 本

研究で単離した p-terphenyl 化合物は, 各化合物が非常に類似した構造を有しており, 

同様の thelephantin 類における構造活性相関を検討することで, アミロイドカスケ

ードにおける multi-active な活性に必要な化学構造について知見が得られると期待

できる. 本研究で単離した化合物は, アミロイドカスケードのすべての段階で活性

を示すことから, MCI から AD 後期までの幅広い患者にとって, 有用な疾患修飾薬

となることが期待される.  

 
Figure 34. Summary of exploratory research on compounds with anti-amyloid cascade activity from 
Thelephora aurantiotincta. 
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 第２章では, 海馬ニューロンの樹状突起スパインの減少に着目し, AD 進行におけ

る CCN1 の役割を特定した. AD モデルマウスの脳内皮細胞のトランスクリプトー

ム解析では, CCN1 発現が病態の進行とともに増加することを発見した. さらに

CCN1 処理により, 培養海馬ニューロンのスパイン数が減少することを示した. ま

た, 脳の血管内皮細胞における CCN1 の発現を抑制すると, AD モデルマウスの樹

状突起スパインの減少と認知機能障害が緩和されることを示した. これらの結果よ

り, CCN1 は AD の病態進行において, 樹状突起スパインの密度低下を介して認知機

能低下を誘導する因子であり, CCN1 が AD の新たな治療標的となる可能性が示唆

された. 

 

 
Figure 35. Summary of research to identify factors derived from cerebral vascular endothelial cells 
that induce cognitive decline. 

 

 抗 A抗体の製造承認により，AD 治療薬に疾患修飾薬の選択肢が登場したもの

の, A抗体療法では対象症例が限定的であることや医療費の大幅な増大が懸念さ

れている. 今後さらに世界中で AD 患者が急激に増加することを考えると, 広範囲

な活性示す低分子治療薬や新たな治療標的の開発は, 引き続き取り組まれるべき課

題であると考える. 本研究では, A凝集を軸とした新たな AD 治療薬シード化合物

と新規 AD 治療標的の開発につながる基礎的な知見を明らかにした. 今後, 単離化

合物についてモデルマウスを用いた in vivo データの収集, あるいは血管内皮細胞

の CCN1 を抑制する化合物の探索により, 本研究はより進展すると考えられる. さ

らに本研究成果は, 血管内皮細胞の機能や遺伝子発現を制御することで, BBB の透
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過を考慮しなくてもよい医薬品の開発や, 血流を介した末梢臓器と脳血管内皮細胞

の連関を利用した脳機能の制御など, 血管内皮細胞を介した神経機能の調節に着目

したこれまでにない AD 治療薬の開発アプローチに応用することができると考え

られる. が 本研究で得られた成果が天然物化学と神経薬理学の発展に寄与するこ

とを願い結語とする. 
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実験の部 

第１章 ボタンイボタケ (Thelephora aurantiotincta) MeOH ext. からの抗アルツハ

イマー病活性化合物の探索 

材料の入手 2016 年 9 月に山梨県で Thelephora aurantiotincta の子実体を採集した. 

バウチャー標本 (TA-2016) は明治薬科大学薬学部生薬学研究室に寄託された. 種

の同定は, 同研究室の小山によって確認された.  

 

エキスの抽出と分離  乾燥した Thelephora aurantiotincta (414.0 g) を破砕したのち, 

十分量の CHCl3 に 1 晩浸漬し, ろ過した破砕片を再び浸漬抽出することを合計 3 回

繰り返した. CHCl3 で抽出した破砕片に対して同様の浸漬抽出を MeOH で合計 3 回

繰り返し, MeOH をエバポレートすることで濃縮して MeOH ext. 44.0 g を得た.  

T. aurantiotincta MeOH ext. を遮光 Si. C. C.を用いてCHCl3-MeOH (100:1, 50:1, 25:1, 

15:1, 10:1, 5:1, 3:1, MeOH 100%) で分画し, 4 つのフラクション (A: 10.7 mg, B: 2.2 g, 

C: 4.8 g, D: 28.5g) を得た. Fr. D (28.5 g) をさらに Si. C. C. を用いて CHCl3-MeOH 

(30:1, 20:1, 15:1, 10:1, 5:1, 3:1, 1:1, MeOH 100%) で分画し, 7 種類のフラクション 

(D1-D7) を得た.  

Fr. D4 (6.2 g) を (1) Si. C. C., CHCl3-MeOH (30:1, 20:1, 15:1, 10:1, 5:1, 3:1, 1:1, MeOH 

100%), (2) ODS C.C., MeOH-H2O (MeOH 50%, 60%, 70%, 100%), および (3)分取

HPLC , MeOH-H2O (70%, 100%) の 3 段階のクロマトグラフィーで分離し, 化合物 2 

(11.1 mg, tR 18 min) および 5 (5.2 mg, tR 16 min) を得た.  

Fr. D5 (7.2 g) を (1) Si. C. C., EtOAc-MeOH (100:1, 75:1, 50:1, MeOH 100%) および 

(2) ODS C. C., MeOH-H2O (MeOH 50%, 100%) の 2 段階のクロマトグラフィーで分

画し, 7 つのフラクション (D5A1-7) を得た. Fr. D5A4 (152.0 mg) を (1) ODS C.C.,  

MeOH-H2O (MeOH 40%, 50%, 60%, 100%) および (2) フェニルカラムを用いた分取

HPLC, MeOH-H2O (MeOH 65%) により, 1 (5.2 mg, tR 27.2 分) および 4 (8.2 mg, tR 

20.4 分) を得た. Fr. D5A6 (842.2 mg) を CHCl3-MeOH で再沈殿させ, 6 ( 617.1 mg) を

得た. Fr. D5A2 (103.4 mg) を Si. C. C. を用いて n-Hex-EtOAc-MeOH (100：100：1, 75：

75：1, 50：50：1, 40：40：1, 30：30：1, 20：20：1, 10：10：1, 9：9：1, 8：8： 1, 7:7:1, 
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6:6:1, 5:5:1, 4:4:1, 3:3:1, 2:2:1, 1:1:1, 0:1:1, MeOH 100%) から 5 つのフラクション 

(D5A2A-F) を得た. Fr. D5A2B (3.9 mg) を MeOH-H2O (MeOH 40%)で溶出する分取

HPLC で精製し, 7 (2.6 mg, tR 16.0 min) を得た. Fr. D5A2D (49.6 mg) をさらに (1) 

ODS C.C., MeOH-H2O (MeOH40%, 50%, 60%, 100%), (2) 分取 HPLC, MeOH-H2O 

(MeOH50%), および (3) フェニルカラムによる分取 HPLC, MeOH-H2O (MeOH60%) 

を行い, 3 (1.6 mg, tR 12.8 分) を得た.  

 

単離した化合物のスペクトルデータ 

Thelephantin P (1): Colorless amorphous; UV (MeOH) max (log ) 229 (4.37), 236 (4.36), 

242 (4.37), 248 (4.37) nm; IR (ATR) max 3184, 1733, 1608, 1524 cm–1; 1H and 13C-NMR, 

see Table 2; neg. HRESIMS m/z 549.1183 [M-H]- (calcd for C32H21O9, 549.1186); pos. 

HRESIMS m/z 573.1139 [M+Na]+ (calcd for C32H22O9Na, 573.1162). 

Thelephantin Q (2): brown amorphous; UV (MeOH) max (log ) 216 (4.24), 249 (4.33) nm; 

IR (ATR) max 3443, 3260, 2518, 2159, 2033, 1977, 1721, 1660, 1639, 1606 cm–1; 1H and 

13C-NMR, see Table 2; pos. HRESIMS m/z 481.08931 [M+Na]+ (calcd for C26H18O8Na, 

481.0839). 

Thelephantin R (3): Colorless amorphous; UV (MeOH) max (log ) 203 (3.40), 262 (3.17) 

nm; IR (ATR) max 3278, 3119, 2804, 1733, 1717, 1608, 1525 cm–1; 1H and 13C-NMR, see 

Table 2; neg. HRESIMS m/z 487.1026 [M−H]− (calcd for C27H19O9, 487.1029). 

Thelephantin A (4): Colorless amorphous; UV (MeOH) max (log ) 216 (4.22), 265 (4.14) 

nm; IR (ATR) max 3239, 2916, 2032, 1977, 1611 cm–1; 1H and 13C-NMR, see Table 4; neg. 

HRESIMS m/z 515.1333 [M−H]− (calcd for C29H23O9, 515.1342); pos. HRESIMS m/z 

539.1303 [M+Na]+ (calcd for C29H24O9Na, 539.1318). 

Terrestrin D (5): brown amorphous; UV (MeOH) max (log ) 216 (4.22), 265 (4.14) nm; IR 

(ATR) max 3190, 2160, 2032, 1977, 1611 cm–1; 1H and 13C-NMR, see Table 4; pos. 

HRFABMS m/z 487.1386 [M+H]+ (calcd for C28H23O8, 486.1393). 

Thelephorin A (6): Grayish amorphous; UV (MeOH) max (log ) 231 (4.38), 255 (4.38), 

283 (4.34) nm; IR (ATR) max 3239, 2916, 2848, 2522, 2519, 2031, 1977, 1744 cm–1; 1H and 



 

65 
 

13C-NMR, see Table 4; neg. HRESIMS m/z 563.1344 [M−H]− (calcd for C33H23O9, 

563.1342); pos. HRESIMS m/z 587.1282 [M+Na]+ (calcd for C33H24O9Na, 587.1318). 

4-Hydroxybenzoic acid (7): Colorless amorphous; 1H and 13C-NMR see Table 5; HREIMS 

m/z 138.0316 [M]+ (calcd for C7H6O3, 138.0317). 

 

BACE1 FRET Assay  BACE1 assay は, BACE1 FRET assay kit, Red (Thermo Fisher 

Scientific, USA) を用いて行った. 9 μL の被験試料, 9 μL の 750 nM BACE1 基質 (50 

mM 重炭酸アンモニウム中の Rh-EVNNLDAEFK-Quencher), および 9 μL の BACE1

酵素 (1U/mL) を黒色 384 ウェルポリプロピレンプレート上で混合し, 室温で 1 時

間反応させた. 蛍光強度は, Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek, USA) を用いて, 

励起 540 nm, 発光 590 nm で測定した. BACE1 阻害率は以下の式で算出した：  

 

BACE1 inhibition rate (%) =[1 – {(S – S0) – (B – B0)} / {(C – C0) – (B – B0)}] × 100 

 

C は反応開始 1 時間後のコントロール (10%DMSO assay buffer，基質，酵素) にお

ける蛍光強度, C0 は反応開始直後のコントロールにおける蛍光強度を示す. B は反

応開始 1 時間のブランク (10%DMSO assay buffer，基質，酵素を含まない assay buffer) 

における蛍光強度,  B0 は反応開始直後のブランクにおける蛍光強度である. S は反

応開始 1 時間後の被検試料 (試料の 10%DMSO assay buffer 溶液, 基質, 酵素) にお

ける蛍光強度, S0 は反応開始直後の被検試料における蛍光強度である. IC50 値は

Prism (version 5.02; GraphPad, USA) で算出した. 

 

Table 12. Equipment and reagents for BACE1 inhibitory activity assay. 

 機器・試薬名  (販売者)  

試薬 BACE1 (β-Secretase) FRET Assay Kit, red (P2985, Thermo Scientific) 

 β-Secretase Inhibitor IV (565788, Sigma-Aldrich) 

その他の機器・試薬は, 一般及び他の活性試験と同様.  
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Th-T Assay Thioflavin-T (FUJIFILM Wako Purechemical Co., Ltd., Japan) および A40 

(Peptide Institute, Japan) を用いて, 抽出物, 画分および単離された化合物の Th-T 

assay を行った. Aの凝集は, Naiki らによって開発された Th-T 法 169) を改変した

ものを用いて評価した. pH 7.4 で 100 mM NaCl を含む 50 mM リン酸ナトリウム緩

衝液 80 μL を 0.5mL チューブに分注し, DMSO で溶解した各試料 10 μL を加えた. 

A40 (0.02% NH4OH に 250 mM になるよう溶解) 溶液 10 μL をチューブに加え, 最

終濃度が 25 mM A40となるよう調製した. すべての操作は氷上で行った. 得られた

溶液を 37℃で 24 時間反応させ, 5.0 mM Gly-NaOH 緩衝液 (pH 8.5) に溶解した 5.0 

mM Th-T を 300 μL 加えて混合した. 混合物を 96 ウェルプレートに 100 μL ずつ移

し, 30 分間穏やかにボルテックスした. 蛍光強度は Synergy HTX Multi-Mode Reader 

(BioTek, USA)を用いて励起 440 nm, 発光 485 nm で測定した. A凝集率は以下の式

で算出した： 

A aggregation rate (%) = (S − B)/(C − B) × 100 

 

C は 24 時間インキュベーション後の DMSO コントロール (assay バッファー, 25 

mM A40, 被験試料を含まない DMSO) の蛍光強度, B はインキュベーションしてい

ないブランク (assay バッファー,  25 mM A40, 被験試料を含まない DMSO) の蛍

光強度, S は被験試料 (assay バッファー, 25 mM A40, 被験試料を含む DMSO) の 24

時間インキュベーション後の蛍光強度である. ポジティブコントロールとして

myricetin (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Japan) を用いた. IC50 値は Prism (version 

5.02; GraphPad, USA) を用いて算出した.  
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Table 13. Instruments and reagents for Th-T assay. 

 機器・試薬名  (販売者)  

インキュベーター Fine 小型インキュベーターFF-10 (TGK Co., 

Ltd.) 

ローテーター Mini Disk Rotor BC-710 (BIO CRAFT) 

蛍光プレートリーダー Synergy HTX Multi-Mode Reader (Bio Teck) 

ボルテックス MS3 digital (IKA) 

プレートミキサー Micro Plate Mixer NS-P (ASONE) 

pH メーター pH METER D-13 (HORIBA) 

96 穴蛍光プレート 96F Nontreated Black Microwell Si (Thermo 

Scientific) 

マイクロピペット Pipetman (P20, P100, P200, P1000, P10mL, 

GILSON) 

マイクロチューブ Treff Lab (0.5 mL, Nolato),  

QSP (1.5mL, Thermo Scientific) 

コーニング管 15 mL, 50 mL, 100 mL (IWAKI) 

試薬 Amyloid -protein (Human, 1-40) 0.54 mg/vial (PEPTIDE INSTITUTE, INC.) 

 Myricetin (529-44-2, TCI chemical trading Co., Ltd.) 

 Thioflavin-T (202-01002, Fujifilm Wako) 

 Dimethyl sulfoxide (10378-00, Kanto Chemical) 

 25% Ammonia Solution (017-03176, Fujifilm Wako) 

 Potassium Dihydrogen Phosphate (169-04245, Fujifilm Wako) 

 Glycine (077-00735, Fujifilm Wako) 

 Phthalate pH Standard Solution pH4.01 (028-03185, Fujifilm Wako) 

 Phosphate pH Standard Equimolal Solution pH6.86 (025-03195, Fujifilm Wako)  
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細胞培養 ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞は ATCC から購入し, 10% fetal bovine 

serum (FBS), 30 U/mL penicillin, 30 g/mL streptomycin, 15 mM HEPES を添加した

Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s F-12 medium (DMEM/F12) で培養した.  

細胞は T75 flasks で培養し, 37 °C, 5% CO2 のインキュベーター内で維持した.  

 

SH-SY5Y 細胞における A42 毒性に対する保護作用試験 各化合物は DMSO に溶

解した. 培養液中の最終 DMSO 濃度は 0.1%未満であり, この濃度は SH-SY5Y 細胞

の生存に影響を与えなかった (データ未掲載). 試験では, 培養した SH-SY5Y 細胞

を Type I collagen-coated 96-well cell culture plates (Nippi Inc., Tokyo, Japan) に 3.0×104 

cells/100 L/well の密度で播種した. 72 時間培養後, 通常の培地を除去し, 2% FBS, 

30 U/mL penicillin, 30 g/mL streptomycin を添加した phenol red-free medium に各濃

度のサンプル, 0.02% NH4OH に溶解した 250 M A42 (A42 の最終濃度は 10 M) を

混合した培地に入れ替えた. 5% CO2, 37℃で 24 時間反応した後, 細胞生存率を WST-

8 Assay (Dojindo, Kumamoto, Japan) を用いて, 製造元の指示に従って測定した. 簡

単にまとめると,  10 L の WST-8 試薬を各 well に加えて, プレートを 5% CO2, 

37℃で 3 時間反応した後, Synergy HTX Multi-Mode Reader を用いて 450nm の吸光度 

(reference: 655 nm) を測定した.  各サンプルの吸光度 (450-655 nm) を, サンプル無

添加のコントロールの吸光度と比較することで相対細胞生存率を算出し, 相対細胞

生存率が 80%を下回る直前の最低濃度を細胞毒性濃度と定義した. 神経保護作用は

以下の式で算出した： 

relativecell viability to control (%) ={(ABSS − ABSV) / (ABSC − ABSV)}× 100 

ここで, ABSS は 3 時間反応後の試験サンプル(0.1% DMSO, NH4OH 中の A42, サン

プル溶液含む試験培地) の吸光度, ABSV は 3 時間反応後の vehicle (0.1% DMSO, 

NH4OH 中の A42, 試験培地) の吸光度, ABSC は 3 時間反応後の A42 無添加コント

ロール(0.1% DMSO, 試験培地) の吸光度である . ec50 値は Prism (version 5.02; 

GraphPad, USA) を用いて計算した.  
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Table 14. Instruments and reagents for testing neuroprotective activity. 

 品名  (販売者)  

電動ピペット Pipet-Aid XP2 (Drummond) 

ディスポーザブルピペット 5 mL, 10 mL (IWAKI), 50 mL (VWR) 

細胞培養用容器 T75 tissueculture flask (TPP) 

96-well cell culture plate (353072, FALCON) 

 

試薬名  (販売者)  

SH-SY5Y  (American Typeculturecollection, 本学分析化学研究室より拝受) 

Amyloid -protein (Human, 1-42) 0.55 mg/vial (PEPTIDE INSTITUTE, INC.) 

HEPES, L-glutamine, DMEM/F12 (1:1) (Thermo Scientific) 

HEPES, L-glutamine, no phenol red DMEM/F12 (1:1) (Thermo Scientific) 

Fetal bovine serum (Thermo Scientific) 

PBS (-) (166-23555, Fujifilm Wako) 

0.53 mM EDTA 含有 0.05%トリプシン (nacalai tesque) 

Penicillin-Streptomycin, Liquid ( Thermo Fisher Scientic) 

Cell Counting Kit-8 (343-07623, DOJINDO) 

LDH Cytotoxicity Detection Kit (MK401, TaKaRa) 

 

LogP 予測値の計算 化合物の水／オクタノール分配係数 (LogP) は, PubChem で検

索するか, XlogP3 (v3.2.2.) 250) を使用して計算した.  
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Table 15. General laboratory equipment and reagents. 

 機器・試薬名  (販売者)  

赤外吸収  (IR) スペクトル測

定 

FT-IR Nicolet iS5 spectrophotometer (Thermo 

Scientific) 

紫外吸収 (UV) スペクトル測

定 

GENESYS 10S UV-Vis spectrophotometer (Thermo 

Scientific) 

質量分析 (MS); FABMS JEOL JMS-700 spectrometer (JEOL Ltd.) 

; ESIMS JEOL JMS-T100LC spectrometer (JEOL Ltd.) 

核磁気共鳴 (NMR) スペクト

ル測定 

JEOL JNM-ecS 400 MHz (JEOL Ltd.) 

 JEOL JNM-ecZ 500 MHz (JEOL Ltd.) 

NMR サンプルチューブ Willmad Lab Glass (5× 7-inch, Kanto Chemical) 

NMR 測定溶媒; DMSO-d6 dimethyl sulfoxide-d6 99.9% D with 0.03% TMS 

(Kanto Chemical) 

; CD3OD methanol-d4 99.8% D with 0.03% TMS (Kanto 

Chemical) 

1H-NMR および 13C-NMR における化学シフトの基準値については, それぞれ

の溶媒に由来するシグナルの化学シフト値 (DMSO-d6, H 2.49 ppm, C 39.5 ppm; 

CD3OD, H 3.30 ppm, C 49.0 ppm) を基準値とした.  

凍結乾燥機 PDU-1100 (EYELA) 

分取 HPLC; 機器 SSC-3461 pomp and SSC-5410 UV detector  

(Senshu Scientific Co., Ltd.) 

 Jasco PU-2080 Plus pomp and Jasco UV-2075 Plus 

UV detector (Jasco Co.) 

HPLC カラム (10 × 250 mm) InertSustain C18 column (GL Sciences Inc.) 

 InertSustain Phenyl 5 m column (GL Sciences Inc.) 

 Senshu Pak ODS-4251-N (Senshu Scientific Co., Ltd.)  
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Table 15. Continued  

オープン C. C. 用シリカゲル Silica gel 60N (63-210 m; Kanto Chemical) 

 ODS silica gel YMC-GEL ODS-A (75 m; YMC Co., Ltd.)  

 Sephadex LH-20 (GE Healthcare) 

 Chromatorex COOH MB100-75/200 (100 m; Fuji 

Silysia Chemical Ltd.) 

薄層クロマトグラフィー Silica Gel 60 F254 (Merck) 

 RP-18 F254s (Merck) 

分離溶媒 Chloroform (07278-80, Kanto Chemical) 

 Methanol (136-01837, Fujifilm Wako) 

 Ethyl acetate (056-00367, Fujifilm Wako) 

 n-Hexane (18041-81, Kanto Chemical) 

 Sulfuric acid (192-04696, Fujifilm Wako) 
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第２章 認知機能低下を誘導する血管内皮細胞由来因子の探索 

実験動物 野生型マウスとして, C57BL/6J マウスを東京実験動物と日本 SLC より

購入した. AD モデルマウスとして用いた AppNL-G-F マウスは理化学研究所脳神経科

学研究センターより入手した.211) マウスは 22℃の温度管理された環境で飼育し,  

12 時間の明暗サイクルに従い, 食物および水は制限なく摂取できるようにした.  

また, Specific pathogen free (SPF) 環境の施設内で飼育・繁殖した. すべての動物実

験は, 国立精神・神経医療研究センター神経研究所動物実験倫理委員会の承認を得

た (2021011R2) . 

 

CD31 陽性細胞の単離と RNA-seq 血管内皮細胞は, 3 か月齢と 6 か月齢の AppNL-G-

Fマウスから得た. マウスは, メデトミジン塩酸塩(0.3 mg/kg, Orion Pharma), ミダゾ

ラム(4 mg/kg, Maruishi Pharmaceutical), ブトルファノール(5 mg/kg, Meiji Animal 

Health)を含む混合麻酔で深く麻酔し, 氷冷したリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で経頭

蓋的に灌流した. 大脳皮質を PBS 溶液中で眼科ハサミを用いて細かく切り, Neural 

dissociation kit (P) (Miltenyi Biotec)で処理して細胞懸濁液を調製した. 細胞懸濁液を

Myelin removal kit (Miltenyi Biotec)で処理した後, CD31 Microbeads (Miltenyi Biotec)で

処理して, Magnetic cell sorting (MACS)により血管内皮細胞を単離した.  

 単離した血管内皮細胞から RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて全 RNA を回収した. 

次に, NEBNext poly(A) mRNA magnetic isolation module (New England Biolab)を用いて

全 RNA から Poly A mRNA を単離し, NEBNext Ultra RNA Library Prep kit for Illumina 

(New England Biolabs) を用いて RNA-seq ライブラリを作成した. ライブラリは

NovaSeq (Illumina)を用いてシーケンスした. リードは STAR 251) によりヒトゲノム 

hg38 にマッピングされた. RNA-Seq データの発現解析は HOMER 252) を用いて行

い, 発現変動解析は DESeq2 253) を用いて行った. 発現変動遺伝子解析では, いず

れかのサンプルでカウント数が 20 未満の遺伝子は除外した. 培養海馬神経細胞の

データセットについては , バッチ効果を除去するために  sva 254) を使用した .  

GSEA255,256) は, 遺伝子を log (fold-change) × log10 (P 値) の値をもとにランク付けし

て実施した。 
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免疫組織化学染色 マウスを麻酔下において PBS で経心的に灌流したのち, 脳を

回収した. 回収した脳は 4% paraformaldehyde (PFA, Merck)-PBS で 3 時間後固定し, 

その後 , 4℃の 30% sucrose / PBS 液に浸した . その後 , 脳を Optimal Cutting 

Temperature コンパウンド (Tissue-Tek, Sakura Finetek Japan Co., Ltd)に包埋して凍結

し, クライオスタット(Leica, CM1860) を用いて 25µm の切片を作成し、スライドガ

ラス(Matsunami Glass) に貼り付けた. 切片は, 0.3%の Triton X-100 (12967-45, Nacalai 

Tesque) と 3%の正常ロバ血清 (NDS; IHR-8135, ImmunoBioScience) を含む PBS を

滴下して室温で 1 時間ブロッキングおよび透過処理を行い, その後, 同じ組成の

PBS 溶液で希釈した一次抗体とともに一晩反応させた.  その後, PBS (-) で 10 分間

の wash を 3 回行い, 切片を室温かつ暗箱中で 1 時間, 蛍光標識二次抗体溶液を反応

させた. 再度 PBS (-) で 10 分間の wash を 3 回行った後, 室温で 5 分間, 4’,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1 mg/ml, Dojindo Laboratories)で細胞核を染色した. 

画像は, レーザー走査型共焦点顕微鏡 (FV3000; Olympus) を用いて, ブレグマ-1.3 

mm から-2.8 mm の範囲を 150 μm 間隔で, 少なくとも 10 個の切片から撮影した. 画

像の解析, 定量は Image J 画像解析ソフトウェア (Fiji, ver1.54g) を用いた. CD31+血

管内皮細胞における CCN1 の蛍光強度は, CD31+ 血管内皮細胞の画像を二値化した

のち, 境界を選択範囲として取り出し, CCN1+ 画像中の選択範囲内の蛍光強度を

mesure プラグインで定量した. 1 群あたり 3 個体を解析し, 1 個体あたり 300 本 (Fig. 

23) および 500 本 (Fig. 27) の血管で定量した. CA1 および DG 領域における, グリ

ア細胞数および A plaque 面積は, DAPI+ 画像で CA1 または DG 領域を選択したの

ち, 選択範囲内における各種マーカー陽性の数を analyze prticles でカウント, また

は mesure プラグインで面積を定量した. 1 群あたり 3 個体で解析した. 使用した抗

体は Table 16 に示した. 
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Table 16. Antibodies used in immunohistochemical staining 

一次抗体 型番, 販売元 希釈度 

Anti-β Amyloid (1-42)-Conformation 

Specific, Rabbit-Poly 

GTX134510, Gene tex 1:400 

CYR61/CCN1 Polyclonal antibody 26689-1-AP, Proteintech 1:400 

BD Pharmingen™ Purified Rat Anti-

Mouse CD31 

557355, BD Biosciences 1:1000 

Anti-GFP antibody (Goat polyclonal) ab6673, Abcam 1:400 

Anti Iba1, Goat 011-27991, Wako 1:400 

Anti-Sox9 Antibody ab5535, Abcam 1:600 

二次抗体 型番, 販売元 希釈度 

Donkey anti-Goat IgG (H+L) Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa 

Fluor™ 488 

A-11055, Thermo Fisher Scientific 1:2000 

Donkey anti-Goat IgG (H+L) Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa 

Fluor™ 568 

A-11057, Thermo Fisher Scientific 1:2000 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ 488 

A-21206, Thermo Fisher Scientific 1:2000 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ 568 

A-10042, Thermo Fisher Scientific 1:2000 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ 647 

A-31573, Thermo Fisher Scientific 1:2000 

Donkey anti-Rat IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ Plus 647 

A-48272, Thermo Fisher Scientific 1:2000 
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海馬神経細胞の初代培養 胎生 17 日目の C57 BL/6J マウスの海馬を摘出し, 眼科

ハサミを用いて細かく刻んだ. 0.125% trypsin (15090-046, Thermo Fisher Scientific) お

よび 1mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA; 6381-92-6, Dojindo) を含む PBS に

細切した海馬を入れ, 37℃で 5 分間反応させた. 反応後の細胞懸濁液に, 10% fetal 

bovine serum (FBS) 含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM;12800082, 

Thermo Fisher Scientific) を等量加えて trypsin を失活させた後, 70 µm のセルストレ

イナーでろ過した. 懸濁液を 408×g で 10 分間遠心分離した後, 細胞を Neurobasal 

培地  (2% B27 (17504-004, Thermo Fisher Scientific), 2 mM L-glutamine (35050061, 

Thermo Fisher Scientific), および 0.5 mg/ml penicillin / streptomycin (164-25251, Wako)

を混合した Neurobasal (21103-049, Thermo Fisher Scientific に再懸濁した. Poly-L-

lysine (P4707, Sigma-Aldrich) でコーティングした 24 ウェルプレートに 1.0×105 個の

細胞を播種し, 3–4 日ごとに培地を交換しながら, 37℃, 5% CO2 で 14 日間培養した.  

 培養 14 日後に, ヒト組換え型 CCN1 (ab50074, Abcam) を Neurobasal 培地に添加

し, 指定した最終濃度の CCN1 で細胞を刺激した. 細胞はさらに 24 時間 (免疫細胞

化学的分析用) および 8 時間 (RNA-seq 用) 培養した. 培養神経細胞を用いた RNA-

seq も, 前述のセクションで説明したように行った.  

 

免疫細胞化学染色 細胞は, 室温で 30 分間, 4% PFA を含む PBS で固定し, その後

室温で 30 分間, ブロッキング溶液 (3% NDS および 0.1% Triton X-100 を含む PBS)

で処理した. サンプルは, ブロッキング溶液で希釈した一次抗体とともに 4℃で一

晩反応させた. 一次抗体は, PBS で希釈した蛍光二次抗体を用いて室温で 2 時間反

応させて検出した. 蛍光画像は共焦点顕微鏡 (FV3000, Olympus) を用いて取得した. 

定量分析には, 各濃度 20 個のニューロンについて, 細胞体から 40〜80 µm 離れた場

所にある少なくとも 3 本の樹状突起を分析し, シナプスマーカーの共局在を検討し

た. 使用した抗体は Table 17 に示した. 
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Table 17. Antibodies used in immunocytochemical staining 

一次抗体 型番, 販売元 希釈度 

Anti-MAP2 antibody GTX133109, GeneTex 1:1000 

VGLUT1 antibody 135304, Synaptic Systems 1:1000 

Anti-Post Synaptic Density Protein 95 

Antibody, clone 6G6-1C9 

MAB1596, Millipore 1:500 

二次抗体 型番, 販売元 希釈度 

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ 488 

A-21206, Thermo Fisher Scientific 1:1000 

Goat anti-Guinea Pig IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ 568 

A-11075, Thermo Fisher Scientific 1:1000 

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor™ 647 

A-31571, Thermo Fisher Scientific 1:1000 

 

アデノ随伴ウイルス(AAV) ベクターの作成と投与 脳内皮細胞を標的とする AAV-

BR1 の rep 遺伝子と cap 遺伝子をコードするプラスミドは, Jakob Körbelin 博士から

ご提供いただいた.217) 組換え AAV-BR1 ベクターを作成するために, AAV-BR1 プラ

スミド, CD144プロモーターの制御下でEGFPとCCN1を標的 (miCcn1) とする (ま

た は 非 標 的  (miCtrl) の ) microRNA (miRNA) を 発 現 す る 配 列  (5’-

GCGAACTTCTGTCAAAGGACAAG-3’) をコードする pAAV-CD144-EGFP-mir30aプ

ラスミド, およびアデノウイルスヘルパープラスミド(pHelper; Takara Bio Inc.) を, 

polyethyleneimineとともに 2:2:5 の比率で AAVpro-HEK細胞 (632273, Takara Bio Inc.) 

にトランスフェクションした. 細胞はトランスフェクション後 96 時間で回収し, 

AAV は AAVpro Purification Kit (Takara Bio Inc.) を用いて精製した. 力価は, ２種の
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プ ラ イ マ ー  (ITR forward: GGAACCCCTAGTGATGGAGTT; ITR reverse: 

CGGCCTCAGTGAGCGA) を用いた定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応  (RT-

qPCR) により評価した. マウスには, 組織学的および行動実験の 3 週間前に, 上記

で作成した AAV 溶液 100 μl (力価: 5.0×1011 genomecopy)を尾静脈投与した.  

 

定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (RT-qPCR) CD31+細胞から RNeasy Micro Kit 

(74004, QIAGEN) を用いて total RNA を単離し, QuantAccuracy®, RT-RamDA® cDNA 

Synthesis Kit (RMQ-101, TOYOBO) を用いて相補的 DNA (complementary DNA, 

cDNA) を合成した. cDNA 断片は, マウス Ccn1 プライマーを用いて KAPA SYBR 

Fast qPCR Mix (KK4602, Kapa Biosystems)で増幅した. qPCR では鋳型として Fasmac 

社で合成した以下のプライマーを使用した.  

 

Table 18. Primer sequences used in qPCR 

名称 配列 

Ccn1 
forward AGCTCCACCGCTCTGAAAGG 

Ccn1 
reverse CCACGGCGCCATCAATACAT 

Actb 
forward AGTGTGACGTTGACATCCGTA 

Actb 
reverse GCCAGAGCAGTAATCTCCTTC 

 サーマルサイクルは, 98℃で 120 秒間の初期変性から始まり, その後 98℃で 10 秒

間, 60℃で 10 秒間, 68℃で 30 秒間のサイクルを 40 回繰り返した. 増幅の特異性を

評価するために, PCR を使用して融解分析を行った.  mRNA の相対的発現は, 同

サンプル内の Actb アクチンの mRNA 量で標準化し, ΔΔCt 法を用いて決定した.  

൫対照群に対するサンプルの遺伝子発現比൯ = 2ି∆∆஼௧ 

∆∆𝐶𝑡 = ൫𝐶𝑡ୱୟ୫୮୪ୣ − 𝐶𝑡୰ୣ୤ୣ୰ୣ୬ୡୣ,   ୱୟ୫୮୪ୣ൯ − ൫𝐶𝑡ୡ୭୬୲୰୭୪ − 𝐶𝑡୰ୣ୤ୣ୰ୣ୬ୡୣ,   ୡ୭୬୲୰୭୪൯ 

𝐶𝑡ୱୟ୫୮୪ୣ:   サンプルにおける目的遺伝子の Ct 値 

𝐶𝑡୰ୣ୤ୣ୰ୣ୬ୡୣ,   ୱୟ୫୮୪ :  サンプルにおけるリファレンス遺伝子 (Actb) の Ct 値 

𝐶𝑡ୡ୭୬୲୰୭୪:   対照群における目的遺伝子の Ct 値 

𝐶𝑡୰ୣ୤ୣ୰ୣ୬ୡୣ,   ୡ୭୬୲୰୭୪:  対照群おけるリファレンス遺伝子 (Actb) の Ct 値 
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行動解析 バーンズ円形迷路は, 高さ 1 m, 直径 1 m で, 縁に 12 個の穴が等間隔に

開いた白い円形のプラットフォームで構成される. 縁の穴うち, 特定の 1 つの穴の

下に逃避箱を設置し, 逃避箱が設置された穴を目標穴とした. 各マウスにはセッシ

ョン全体を通して固定の目標穴が割り当てられ, プラットフォームは毎日 90°回転

させた. プラットフォームの中央の光度は少なくとも 800 lux に設定した. 各セッシ

ョンの終了時には, プラットフォームを 70% ethanol で清拭した.  

 マウスは 3 日間 (1 日 6 回) 訓練した. 訓練段階では, マウスをプラットフォーム

の中央にある白いアクリル製円筒 (高さ 14 cm, 直径 11 cm) 内に 30 秒間入れた. 30

秒後に円筒を取り除き, マウスに迷路を 5 分間探索させた. すべてのマウスが目標

穴から逃避箱に入った後, 30 秒間ボックス内に留まらせた. その後, マウスを逃避

箱から取り出し, 待機ケージに入れた. マウスが目標穴を見つけられなかった場合

は, 手動で穴まで誘導し, ボックスに入らせた. 最終トレーニングセッションの 24

時間後にプローブテストを実施し, マウスに逃避箱が無いプラットフォームを 3 分

間自由探索させた. マウスの行動は自動画像追跡システム (SMART3.0, Panlab) を

使用して録画し, 逃避箱に入るまでのエラー数 (別の穴を覗いた回数) を計測した.  

 新奇物体認識テストは白いボックス (50 × 50 × 30 cm) の中で実施した. 使用した

物体は, 立方体 (10 × 10 × 10 cm) と円柱 (Φ10 × 10 cm) である. 物体はボックスの

壁から 10 cm 離れた位置に配置し, 20 cm 間隔で配置した. ボックス中心部の光度は

最低 50 lux に維持した. 各セッションの終了時には, 物体とボックスの両方を 70% 

ethanol で清拭し, 嗅覚刺激を排除した. トレーニングセッション中, 各マウスをボ

ックスに導入し, 10 分間自由に物体を探索させ, 探索行動を記録した. 24 時間の間

隔を空けた後, 各マウスをボックスに 5 分間再導入するテストセッションを実施し

た. このセッションでは, 見慣れた物体を同じ色ではあるが異なる形状の新しい物

体と交換した. 訓練およびテストセッション中に, 見慣れた物体と新しい物体を探

索する時間を測定することで, 行動データを収集した. 探索率は実験グループごと

に算出した.  

 Y 字型迷路の位置非見本照合課題は, 灰色プラスチック製の Y 字型迷路装置を使

用して実施した. この迷路は, 中央の三角エリア (5 × 5 × 5 cm)から放射状に伸びる
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3 つのアーム (5 × 25 cm) で構成されている. 迷路の中央部の光度は 100±5 lux に維

持された. 各セッション終了後, 迷路は 70% ethanol で清拭し, 嗅覚刺激を排除した. 

各セッション中, すべてのマウスは同じスタート地点から探索を開始した.  

 トレーニングセッションの間, 各マウスは 10 分間迷路を自由に探検することが

できるが, 1つのアームをプラスチックプレートで遮断し, 進入できないようにした. 

2 時間のインターバルの後, 遮断プレートを取り除き, マウスが迷路全体を自由に

探索できるテストセッションを実施した. 各マウスの行動を記録し, テストセッシ

ョン中に新しいアームに滞在した時間を測定した.  

 

ゴルジ染色 ゴルジ染色は, FD Rapid Golgi Stain kit (PK401, FD Neuro Technologies) 

を使用して実施した.  経心的に PBS を灌流したマウスから全脳を摘出し, Golgi-

Cox 溶液を含浸させた.  含浸溶液は翌日に新しいものに交換し, 暗所で 2 週間含浸

させた後, 脳組織を凍結保護溶液に移し替え, 暗所, 室温で保存した. 1 週間のイン

キュベーション後, ブレグマ-1.0 mm から -3.0 mm の範囲の脳を厚さ 80 µm で切片

化し, Gelatin-Coated Slides (PO101, FD Neuro Technologies) 上に配置した. 暗所, 室温

で一晩乾燥させた後, 切片は現像液での染色, エタノール勾配での脱水, Histo-Clear 

(HS-200, National Diagnostics) による透徹を経て , Permount medium (SP15-100-1, 

Falma) でマウントして観察した. 画像は, レーザー走査型共焦点顕微鏡 (FV3000; 

Olympus) を用いて, レーザー波長640 nm, 微分干渉観察で撮影した. 画像の解析は

Image J 画像解析ソフトウェア(Fiji, ver1.54g) を用いた. CA1 領域の尖端樹状突起に

おける樹状突起のスパインの数を, 1 個体あたり少なくとも 50 本の樹状突起につい

て SNT (4.2.0) プラグインを使用してカウントした.  

 

統計解析 統計解析は Excel (Microsoft, バージョン 1808) または R (バージョン

4.2.0) を用いて行った. データは平均値±標準誤差 (standard error of the mean, 

SEM) で示した. 各群間の統計的有意差は, スチューデントの t 検定または一元配

置分散分析 (ANOVA) により決定し, その後, チューキー・クレーマー検定による
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事後比較を行った. P 値が 0.05 未満の場合, 有意差があるとみなした(*p < 0.05, **p 

< 0.01).  

 

一般試薬および実験機器 Table 19, 20 に示した. 

Table 19. Reagent 

品名 品番 (販売元) 

1,4-Diazabicyclo[2,2,2]octane #D2522-25G (Sigma) 

10 x RB #74004 (Qiagen) 

100 x Glutamax #35050-061(Thermo Fisher Scientific) 

100 x Penicillin/ Streptomycin #164-25251 (Wako) 

20% Triton X-100 #12967-45 (Nacalai Tesque) 

2-propanol #166-04836 (Wako) 

4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) #D1306 (Thermo Fisher Scientific) 

50 x B-27 supplement #17504-004 (Thermo Fisher Scientific) 

AAVpro purification kit maxi #6666 (Takara Bio. Inc.) 

Butorphanol tartrate (Meiji seika pharma) 

CD31 Micro Beads #130-097-418 (Miltenyi Biotec) 

Chloroform #038-02606 (Wako) 

DNaseI #79254 (Qiagen) 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium #12800082 (Thermo Fisher Scientific) 

EDTA・2Na #6381-92-6 (Dojindo) 

Ethanol (99.5%) #057-00456 (Wako) 

FD Rapid Golgi stain kit #PK401 (FD Neuro Technologies) 

Fetal bovine serum (FBS) # F7524 (Sigma-Aldrich) 

Glycerol #058-00986 (Wako) 

Histo-clear #HS-200 (National Diagnostics) 

KAPA SYBR Fast qPCR Mix #KK4602 (Kapa Biosystems) 
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Table 19. Continued  

名称 (組成)  品番 (販売元)  

KCl #163-03545 (Wako) 

KH2PO3 #166-04255 (Wako) 

Luria Broth Base #12795-027 (Thermo Fisher Scientific) 

Medetomidine Hydrochloride (Orion Pharma) 

Midazolam (Maruishi Pharmaceutical) 

Myelin Removal Beads II #130-096-733 (Miltenyi Biotec) 

Na2HPO3・12H2O #196-02835 (Wako) 

NaCl #191-01665 (Wako) 

Neural Tissue Dissociation Kit (P) #130-092-628 (Miltenyi Biotec) 

Neurobasal medium #21103-049 (Thermo Fisher Scientific) 

Normal donkey serum #IHR-8135 (ImmunoBioSciencecorp) 

NucleoBound Xtra maxi # 740414 (Takara Bio. Inc.) 

Optimal cutting temperaturecompound #45833 (Sakura finetek japan) 

Paraformaldehyde (PFA) #104005 (Merck) 

PEI Max (in dH2O, pH 7.2) #24765-1 (Polysciences, Inc.) 

Permount medium #SP15-100-1 (Falma) 

Poly-L-lysine (PLL) # P4707 (Sigma-Aldrich) 

Proteinase K #29442-14 (Nacalai Tesque) 

RNeasy Micro Kit #74004 (Qiagen) 

RT-RamDA cDNA Synthesis Kit #RMQ-101 (Toyobo) 

Sodium acetate #192-01075 (Wako) 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) #196-14045 (Wako) 

Sucrose #193-00025 (Wako) 

Tris-HCl (pH 8.0) #013-16385 (Wako) 

Trypsin (2.5%) #15090-046 (Thermo Fisher) 
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Table 20. Experimental Instruments 

品名 型番 (製造元) 

Cryostat CMC1860 (Leica) 

Confocal microscope FV3000 (Olympus) 

Microvolume Spectrophotometer ND-2000 (SCRUM Inc.) 

Thermal cycler (cDNA synthesis) TP-600 (Takara Bio. Inc.) 

Thermal cycler (qPCR) CFX connect (Bio-rad) 
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し上げます。 

本研究において御協力ならびに御助言頂きました本学生薬学教室、中林祥子博士、

齊藤丈仁学士に厚く御礼申し上げます。 

最後に、いつも励まし支えて下さいました本学生薬学研究室ならびに国立精神・神

経医療研究センター神経研究所神経薬理研究部の皆様、異分野の研究の視点を与え

て頂きました友人達、そして大学院への進学を後押しし、研究生活を応援し続けて

下さった家族に深い感謝を申し上げます。 

令和 7 年 3 月 


