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Ａ．研究目的 

  高齢化社会において、認知症は未だ根本治療

薬が存在しない深刻な疾病であり、神経変性及び

神経シグナル伝達不全を伴う。神経シグナル伝達

の不全・過剰は、ともに神経障害作用を惹起する

ことから、認知症治療薬には神経保護作用を示す

こと及び正常な神経伝達シグナルは維持すること

が求められる。一方で、認知症の原因は様々であ

ることから、認知症病態における多様な型の共通

現象（病態発症機構）を標的とした治療薬が有効

であると考えられる。 

 本研究では、認知症病態の共通現象である神経

細胞-支持細胞（アストロサイト）間のエネルギー

交換能低下による神経興奮毒性制御不全に着目し、

認知症治療薬に必要な条件の双方を評価するスク

リーニング系を構築し（業務主任者・担当責任者：

竹森）、漢方生薬エキスライブラリー（担当責任

者：渕野）を網羅的に評価することで、認知症根

本治療効果を発揮する生薬及びその成分を同定す

ることを目標とする。なお、評価に用いる高品質

細胞供給源として、ヒトiPS細胞由来アストロサ

イトを利用する（担当責任者：古江）。また、同定

する生薬及びその成分のマウスの記憶能力に対す

る効果を検証する（担当責任者：佐々木・田端）。

さらに、将来、製薬企業へ創薬シーズとして高機

能化生薬成分を導出するために、生薬成分の有機

修飾も行う（担当責任者：上里・竹森・渕野）。 

研究要旨  認知症の原因は様々ではあるが、多くは神経細胞のエネルギー代謝不全に密接に関係し

ており、ATP産生の最大の場であるミトコンドリアの機能異常を伴う。また、神経細胞内でのエネル

ギー代謝に加え、アストロサイトによる神経伝達物質の回収及び神経細胞への再分配や、乳酸等の供

給も記憶構築に重要であると示唆されており、神経細胞外からのエネルギー源等の供給制御方法の確

立が、認知症治療の新戦略になるとされている。本研究は、神経細胞エネルギー代謝制御に着目し、

内因性グルタミン酸による神経興奮毒性との相関を評価する新たなスクリーニング系とヒト

iPS細胞由来アストロサイトを用いて、漢方生薬エキスを網羅的にスクリーニングし、神経細胞

内エネルギー代謝異常を改善する生薬及びその成分を同定し、老化（認知症）モデルマウス等を

利用した記憶能力を評価する。 
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 また、本研究のスクリーニングの特徴は、これ

までの漢方抽出法では含有率が低かった脂溶性成

分を含めた広範囲の極性化合物を含む漢方生薬エ

キスをスクリーニングすることにある。本研究成

果の波及効果としては、同定される生薬成分の有

機修飾による新薬創製も期待される。本研究は、

神経細胞のエネルギー代謝を改善させる新たな創

薬手法を開拓し、治療法を提供することを目的と

する。 

 

Ｂ．研究方法 

 神経エネルギー代謝評価には、細胞外酸素消費

計Flax analyzer(Seahorse社)を利用してミトン

コンドリアでの酸素消費を指標とした。その他、

ATPはルシフェラーゼ測定システム、NADHは細胞

毒性Kitを活用して、細胞質とミトコンドリア内

を分けて測定した。 

 神経細胞は、ヒトはiPS由来、マウスは初代培

養細胞及び癌化細胞（ヒト神経芽細胞腫由来株 

SK-N-SH及びマウスNeuro2a）を利用した。 神経

培養培地及びB27 Supplement は、Miltenyi 社か

ら入手した。 

 神経薬理薬、ピルビン酸オキシダーゼ・乳酸オ

コキシダーゼは和光純薬から入手した。 

 
（倫理面への配慮） 

 本研究はマウス及びヒトiPS細胞由来材料を利

用する。マウス実験は医薬基盤研究所動物実験委

員会の承認のもとガイドラインに沿い、研修のう

え、十分に動物愛護上の問題点に配慮し研究を行

っている。また、ヒト iPS細胞の取り扱いも、医

薬基盤研究所の倫理委員会の承認を得て実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

 まずは、神経細胞とアストロサイトの細胞内エ

ネルギー利用度と、神経伝達物質との関係を解明

することにした。細胞としては、初代マウス神経

細胞、神経芽腫、初代マウスアストロサイト、ア

ストロサイトーマの4種を利用することで、機能

的な神経細胞とアストロサイトの特有な現象を導

きだすことにした。細胞内エネルギー利用度はミ

トコンドリアでの酸素消費量（OCR:oxygen 

consumption rate）を目安とすることにした。 

 下に細胞の酸素消費量がミトコンドリアの電子

伝達系に依存していることを確認するための試験

(ミトコンドリア機能試験/ストレス試験)の原理

を、試薬メーカーのHome Pageから引用して説明

する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ミトコンドリアでのATP産生は、エネルギー代

謝で合成されたNADHやFADHが酸化される際に、

H+をミトコンドリア内膜に貯留しておく。溜めら

れたH+は最終的にミトコンドリア内に戻りH2O に

変換され酸素（O2）消費に繋がる。H+がミトコン

ドリア内膜から内部へ移動するエネルギーが ATP

合成に利用される。oligomycinはH+がミトコンド

リア内膜から内部への移動を阻害することで、H+

のミトコンドリア内膜貯留を高める（このとき酸

素消費は抑制されている）。次に、脱共役剤（FCCP） 

でミトコンドリ内膜に穴を開けた様な状態にする

と、ATP 合成非依存的（脱共役）に H+が内部へ移

動し酸素が一気に消費される。この状態を最大酸

素消費量と定義し、ミトコンドリア最大機能と解

釈する。最後に、NADH や FADH の変換や電子伝達

経路上流を阻害し（rotenone･antimycin）、脱共役

時の酸素消費が電子伝達経路（ミトコンドリア）

に依存していることを確認する。 

 以上の操作で観察している酸素消費量の数値が

ミトコンドリアのエネルギー代謝量であることを

確認でき、以後の実験及び考察に役立てる。ちな

みに、メーカーが定義する、予備呼吸量（spare 
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capacity）は架空の概念であり、この数値は細胞

ごとに異なる（特に神経系の細胞）ため、評価ご

とに解釈を議論する必要があった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 アストロサイトーマは肝臓の細胞に似ており、

グルタミンの添加で酸素消費量が増えた。一方、

初代アストロサイトでは、グルタミン酸が酸素消

費を増加させる栄養因子であった。これは、アミ

ノ酸の取り込み効率に依存すると予想される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 元々、アストロサイトはシナプス間での余分な

神経伝達物質であるグルタミン酸の回収（クリア

ランス）において重要な役割を担っており、アス

トロサイト欠乏のシナプスは、グルタミン酸毒性

に感受性が高いことと一致する。また、神経毒性

を惹起するグルタミン酸トランスポーター阻害剤

(Way 213613)の存在下では、今回のグルタミン酸

依存的酸素消費量の亢進が観察されないことから

も、酸素消費量はアストロサイトでのグルタミン

酸の回収能力の評価に役立つ簡便な指標の一つで

あると結論した。 

 

 次に、神経芽腫と初代神経細胞を比較した。神

経芽腫細胞は、アストロサイトーマと同様にグル

タミン依存的に酸素消費が増加した。しかし、そ

の増加は僅かであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 初代神経細胞は、グルタミンで僅かながら酸素

消費が亢進しるが、グルタミン酸では低下した。

細胞染色で確認したところ、グルタミン酸処理で

細胞が死んでおり、酸素消費低下は神経細胞死に

よるものであった。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 これらのことから、酸素消費量は、培養集団中

の神経細胞の種類を見分けることができ、グルタ

ミン酸毒性も経時的に評価できる点で、神経毒性

評価に利用可能な一つの手法と結論した。本原理

を利用すれば、ヒトiPS細胞から神経を分化させ

る際に、どの程度均一な細胞集団かを事前に予測

することも簡便になる（詳しくは古江の項目）。 

 

 続いて、酸素消費計を利用して、神経ミトコン

ドリア活性における栄養素の重要性と神経毒性と

の相関を検討することにした。その結果、ピルビ
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ン酸が神経ミトコンドリア活性を上昇させること

が明らかとなった。古くから、神経細胞へのエネ

ルギー供給は乳酸が重要と考えられた来た。この

説は、アストロサイトに蓄積されているグリコゲ

ンが、ピルビン酸まで分解され、乳酸脱水素酵素

で乳酸へと変換され神経細胞へ渡されるという説

で、アストロサイト-神経-乳酸シャトル説として

定着している。しかし、神経への物質輸送に関わ

る乳酸トランスポーターとピルビン酸トランスポ

ーターは同一の物であり、また、一般的に細胞か

ら分泌される乳酸：ピルビン酸比率は10：1と、

ピルビン酸が圧倒的に低いため、実際に乳酸とピ

ルビン酸のどちらが神経細胞のエネルギー源とし

て重要かは測定できない。そこで、酸素消費量で

予測すると、乳酸には神経のエネルギー代謝を改

善させる作用は無かった。 

 

 次に、ピルビン酸が神経保護作用を発揮できる

か否かを検討した。神経細胞は神経活動に伴って

イオンが流入し脱分極を起こす。脱分極が持続す

ると、Ca2+イオンの流入が増加し、Ca2+毒性により

ミトコンドリア機能が破壊される。これが、神経

活動に伴う興奮毒性の発生機序の一つである。神

経細胞の流入イオンをくみ出すポンプとして、

Na+/K+ATPaseが存在し、神経細胞で生産される70%

の ATP が、Na+/K+ATPase により消費されている。

すなわち、神経エネルギー代謝（ミトコンドリア

を含む）が低下して ATP 産生能が低下すると、

Na+/K+ATPase 活性の低下による Ca2+毒性がさらに

ミトコンドリアを破壊し、最終的に神経障害を惹

起する。このカスケードを擬似化するために、

Na+/K+ATPase 阻害剤で強心配糖体であるウワバイ

ンを利用してミトコンドリア障害回避実験を行っ

た。 

 その結果、ピルビン酸（Pyr）は濃度依存的にウ

ワバイン毒性を低下させ、神経細胞死までの時間

を倍に延長できることが示唆された。同様な神経

保護作用は、グルタミン酸毒性でも観察され、Ca2+

毒性発現に必要なグルタミン酸濃度を 10 倍以上

上昇させる作用があった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 さらに、本測定系は、神経伝達に重要なシグナ

ルの成熟度も予想可能であることが示唆された。

例えば、Grid2（グルタミン酸トランスポーター

delta2）欠損である（詳しくは田端の項目）。Grid2

を欠損させることが神経保護的に作用するかの結

果を得たが、これは、NMDA-R機能低下によるCa2+

毒性抑制作用であった。同様な現象は、認知症関

連病態治療薬メマンチンでも再現できた。一方、

メマンチン存在下で神経を培養すると、正常なシ

ナプス形成が阻害された。すなわち、メマンチン

は、本研究計画の正常な神経シグナル伝達を阻害

しないという前提にそぐわない薬と予想され、

Grid2 機能阻害の方向性も同様に目的にはそぐわ

ないと予想される。事実、Grid2 欠損マウスの運

動記憶は殆ど構築されず、メマンチンも同様であ

った（詳しくは、田端の項目）。 

 また、塩誘導性キナーゼSIKの欠損マウス（詳

しくは佐々木の項目）も、神経シグナル伝達機能

の撹乱で神経毒性への耐性変化が起こっている結

果を得ている。ピルビン酸代謝が関わっているか

は現在検討中である。 

 

 これらの結果から以下の作業仮説を立てた。 

 

 （仮説） 

アストロサイトからのピルビン酸供給を高めれば、

新たな神経保護効果を発揮し、認知症（神経老化）

に役立つ薬を創製できるのではないか。 

 

 本仮説を証明するために、まずは、アストロサ

イトからのピルビン酸/乳酸測定系を構築し、それ
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を HTS（ハイスールプットスクリーニング）対応

にしていく必要がある。また、測定系から可能な

限り擬陽性を外す工夫も必要である。そこで、ピ

ルビン酸/乳酸測定を可能な限り同一系で測定で

きるように調整した。 

 ピルビン酸と乳酸測定に、ピルビン酸酸化酵素

と乳酸酸化酵素を利用して、H2O2 を発生させた。

次にH2O2をHRP(パーオキシダゼ)でH2O で O2に変

換させる際に、非蛍光物質アセチルレゾルフィン

をHRP反応で蛍光物質レゾルフィンへ変換させ、

変換後の蛍光で元のピルビン酸と乳酸の量とした。 

 

ピルビン酸/乳酸 → 酸化 → H2O2 

          H2O2 → HRP → 蛍光 

 

 この系は最初の酸化酵素に費用がかかるものの、

培地中のピルビン酸と乳酸を nM レベルで測定で

きる高感度測定系である。また、H2O2 以降の反応

系が同一であるた、被験薬に蛍光物質が含まれて

いてもその作用が補正されるため、擬陽性が僅か

である点が優れている。 

 まずは、模擬スクリーニングして、認知症に効

果があるとされる生薬のアルコール抽出物を試験

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 その結果、チョウトウコウ（Chou）のエキスに

アストロサイトからのピルビン酸分泌促進作用が

あることが示唆された。次に、医薬基盤研究所の

薬用植物資源研究センターの別ロットを、ATP 量

を元にした神経毒性評価から,どのロットに目的

成分が多く含まれるかを予測した（詳しくは渕野

の項目）。渕野による多項解析結果から、成分が同

定でき、その成分にはミトコンドリ機能亢進活性

が検出できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ATPと同時に、細胞毒性試験に利用されるNADH

を測定してみると、本成分にはNADH量を高める活

性が存在していたが、その活性は毒性負荷を行わ

ないコントロール細胞よりも高かった。乳酸脱水

素酵素 LDH がピルビン酸を乳酸に変換する際に

NADHをNADに変換することから、チョウトウコウ

成分は、LDH 阻害剤である可能性が示唆された。

そこで、LDH 活性を測定したところ、やはり、チ

ョウトウコウ成分はLDH活性を30％ほど抑制した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 一般的に、LDH 阻害は神経障害を惹起すると考

えられるが、これは、LDH 完全欠損患者でのこと

で、LDHの30%活性阻害は、ピルビン酸供給量を高

める手段そしては有用かもしない。今後の解析が

期待される。 

 

 その他、ピルビン酸の認知症への有用性を老化

促進・脳萎縮モデルマウスSAMP10で検証中である。
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評価に1年かかるため、平成27年6月頃に結果が

出る予定である。また、スクリーニングは平成27

年2月時点で2000点のエキスが終了し、チョウコ

ウトウエキスを超えてピルビン酸分泌を促進する

エキスを20点ほど同定した。平成27年6月には、

数点に絞りこみ、マウスを活用した評価に移る予

定である。また、解糖系を促進する作用として、

ヒストンデアセチラーゼ（HDAC）阻害があげられ、

複数の候補低分子を合成した（詳しくは上里の項

目）。一方で、乳酸がHDAC阻害活性を有しており、

ピルビン酸/乳酸比率変動に、ヒストンアセチル化

を利用するとよいことも示唆された。 

 

Ｄ．考察 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 チョウトウコウエキス成分から予想される新た

な神経保護戦略を図示した。これまで、神経チャン

ネルに作用する化合物やbeta—アミロイド蓄積阻

害に作用する化合物/抗体などが認知症に有効と考

えられたが、本研究から神経細胞のエネルギー代謝

を改善させることも重要な戦略であると示唆され

た。今後、多くの候補をスクリーニングし、認知症

の根本治療に役立つ戦略を構築したい。 
 
Ｅ．結論 

 神経細胞のエネルギー代謝を改善し、神経毒性耐

性を獲得させるためにピルビン酸が重要な役割を

担っていることが示唆された。ピルビン酸の高感度

測定計を樹立し、生薬エキスライブラリーのスクリ

ーニングを開始した。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 該当せず 
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