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- 生物有機化学から アルツハイマー病へ –

Seeking “etwas neues”
- from Bio-organic Chemistry  to Alzheimer’s Disease -

大学院医学薬学研究部 細胞機能分子解析学分野
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「分子の組織化」 レベル と 研究分野のヒエラルキー

レベル 物質的単位 科学領域

生物個体 哺乳類（ヒト） 医学および臨床科学

組織集合 単離した心臓、筋肉など 生理学、組織学、細胞学、
（器官） 病理学、免疫学など

細胞集合体 組織

細胞 核、オルガネラ、ミトコンドリアなど 生化学、遺伝学、
微生物学など

サブ細胞レベル 超分子集合体 ・リボソーム
（MW. 106 - 109） ・酵素複合体

・筋収縮系 ＜生体機能化学＞

＜生物有機化学＞
多分子 高分子 ・タンパク質

（MW. 10 3- 106） ・核酸
・複合糖質

分子 分子 ・代謝中間体 有機化学
（MW. - 10 3） ・構成ユニット

原子 原子 物理学、物理化学

サブ原子レベル 電子、中性子など 素粒子物理学



研究の概要

I.   酵素タンパクの化学修飾 (1968 -1976)

II.  受容体、イオンチャネルの構造と機能 (1977 -1992)

III. 熊本大学薬学部での研究 (1993 - 2008)

(1)  CD36 との遭遇

(2)  脂肪細胞の新しい機能

(3)  ミクログリア・サブタイプの異なった機能と

アルツハイマー病治療応用への可能性
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Primary structure of electric eel Na channel
decuced from cDNA sequence

M. Noda, H. Nakayama, Y. Kanaoka,  N. Minamino, K. Kangawa,
H. Matsuo, M.A. Raftery, T. Miyata, S. Numa et al. Nature (1984)



Identification of TTX binding site by Photoaffinity Labeling



３つの代表的Ca拮抗薬の 薬理学性質



DHP結合サイト同定用の光アフィニティラベル試薬 [3H]diazipine の合成

M. Taki,  Y. Hatanaka,  H.Nakayama,  Y. Kanaoka (1990)



lipid
Bilayer

extracellular

Intracellular  

H. Nakayama, W.A. Catterall, H. Glossmann,
Y. Kanaoka, et al.  PNAS (1991)

Identification of the DHP
binding sites in the membrane
topology of L-type Ca2+ channel
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(2) ESI-MS/MS analysis of FNAK-labeled peptide of serum albumin



(2) ESI-MS/MS analysis of FNAK-labeled peptide of serum albumin



FNAK labeled Lys-414 and Lys-541 in the site-2 drug binding site of serum albumin

K. Kawahara, K. Masuda, M. Ishiguro, H. Nakayama, et al.  Biochem. J. (2002)



e.g., nitrenes, carbenes,
excited triplet ketones



Sulfonylurea
Receptor of

ATP-K+ channel ?



CD36=



１．CD36 と肥満、動脈硬化：

脂肪細胞の新しい役割

２．ミクログリア細胞の２つのサブタイプ：

中枢における異なった役割

3.  アルツハイマー病の新規治療法（薬）候補：

アミロイドβ選択的クリアランス能の誘導



単球

マクロファージ

泡沫化細胞

LDL

Ox-LDL

酸化

動 脈 硬 化

血管内皮細胞

スカベンジャー

受容体

ACAT
( acyl-CoA: cholesterol

O-acyltransferase )

動脈硬化の発症メカニズムー動脈硬化の発症メカニズムーRossRossの血管内皮傷害の仮説の血管内皮傷害の仮説ーー
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(A) オイルレッド 染色
(B) 蓄積コレステロールの内訳

(1) GBs や TMKs は “泡沫化細胞”生成を阻害する
(マウス滲出性 マクロファージ）
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負電荷をもつ GBsやTMKs は ACAT活性を阻害する
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ACAT Inhibitors as Anti-Atherogenic Drugs

・ Long-awaited promising candidates for 20 years

・ Recent examples to decelerate the development

1.  Avasimibe (Pfizer, CI-1011)  2003
Increase CYP3A4 activity in liver, to reduce the effectiveness of Lipitor

J Pharmacol Exp Ther (2003)

2.  Pactimibe (Sankyo, CS-505) 2005
No apparent reduction/ rather increase in vascular atherome
by IVUS measurement after ACTIVATE study     New Engl J Med (2006)
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      Avasimibe  
       (CI-1011)
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(1)  分化した脂肪細胞は、CD36を介して Ox-LDL を貪食する

A. Kuniyasu,  S. Hayashi  et al. BBRC (2002)

mRNA expression CD36 protein expression

Cellular uptake of Ox-LDL                    CD36 antibody inhibits the uptake



+ anti-CD36

(2) ヒト脂肪細胞は AGE-BSA を貪食する
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Maillard Reaction and AGE in vivo
Early stage Advanced stage
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白色脂肪細胞の役割（生理的）

Adiponectin

Resistin
TNFα
IL-6

PAI-1

Leptin

＜内分泌システム＞＜エネルギー貯蔵庫＞

CD36
(FAT)

Fatty Acid

TG



白色脂肪細胞の役割 （病理的）

CD36

Ox-LDL
(or AGE)

クリアランス

TG ？



OxLDL

PAI-1 Resistin

Peroxylipids
X

LysoPC

メタボリック症候群

転写 翻訳

OxLDL による 脂肪細胞での

アディポサイトカイン産生促進の分子機序

CD36

A. Kuniyasu,  M.Tokunaga,
T. Yamamoto et al.

(in preparation)



「過剰なOx-LDL を取込んだ脂肪細胞からのアディポサイトカインの

異常分泌増大は、メタボリック症候群を引き起こす」

・ インスリン抵抗性
・ 動脈硬化

CD36

Adipocytes

Ox-LDL

クリアランス

“ 肥満 ”

メタボリック症候群:

・レジスチン

・PAI-1

・ レプチン

アディポサイトカイン:

TG

Peroxy-lipids

(AGE)



MCP-1

脂肪組織での 「脂肪細胞とマクロファージのクロストーク」
- Vicious circuit -

Ox-LDLLDL

LOX

レジスチンPAI-1

“ 侵入 “

単球

脂肪細胞

脂肪組織

マクロファージ



１．CD36 と肥満、動脈硬化：

脂肪細胞の新しい役割

２．ミクログリア細胞の２つのサブタイプ：

中枢における異なった役割

3.  アルツハイマー病の新規治療法（薬）候補：

アミロイドβ選択的クリアランス能の誘導



NO

 [Ca2+ ]ER ↓

pancreatic β cells

Oyadomari, S., et al., 
 PNAS, 2001

哺乳動物での 「小胞体ストレス（ER ストレス）」 応答反応
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phase cotrast Hoechst 

0 h

24 h

48 h

LPS / IFNγ treatment

LPS / IFNγ treatment induces apoptosis in MG5 microglia
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静止型
(ramified)

活性化型
(ameboid)

neurodegenerative 
stimuli

type-2

神経保護的 ? 神経傷害的 ? 

type-1

ミクログリアのサブタイプ と 機能の違い (仮説）

type-1 type-2

CD40

“classical activation” “alternative activation”



単クローン抗体 KM9F5 の開発 と その反応選択性（細胞染色）

KM9F5Iba1

macrophages

Type-2 μG

Type-1 μG

merge



LPS刺激したミクログリアの応答
（In vitro で これまでに観察したこと）

1型

静止型

iNOS +
TNFα +

2型

活性型

LPS

神経傷害的 神経保護的In vitro

In vivo ? ?

iNOS +++
TNFα +++



20 µm

炎症刺激側で活性化されるのは、
KM9F5+の 1型ミクログリアである。

LPS/IFNγ 投与した adult rat 脳のIba1/KM9F5の組織染色
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まとめ（I）
0 h 6 h 12 h 24 h 72 h

iNOS - - ++ +++ ±

Arginase I - - - + ++
KM9F5 - + ++ +++ ++++

(１型)

静止型

活性型

(２型)

ArgI

LPS/IFNγ

9F5- / Iba1+

? ?

NO↑

9F5+ / iNOS+

9F5+ / iNOS- /ArgI+

NO↓
9F5+ / iNOS- /ArgI-



１．CD36 と肥満、動脈硬化：

脂肪細胞の新しい役割

２．ミクログリア細胞の２つのサブタイプ：

中枢における異なった役割

3.  アルツハイマー病の新規治療法（薬）候補：

アミロイドβ選択的クリアランス能の誘導





アルツハイマー病(AD)発症の要因

1. 「Aβの過剰産生と不溶化・沈着」

APP Notch 2. 「神経原線維の変性」

secretase presenilin kinase による

(α, β, γ) (PS-1, 2) 過剰リン酸化

Aβ1-42 ＞ Aβ1-40 tau

・ApoE inflammation

・cholesterol                              / oxidation

・metal
Aβ plaque                                    “アルツハイマー病”

inflammation / oxidation



NSAID

Metal Chelators
β-Sheet Disruptors
Aβ Immunotherapy

β, γ-secretase inhibitor
NSAID

Anti-oxidants
NMDA Receptor
inhibitors

β, γ-secretase

Cell Death
Neuron

o-Aβ

Aβ

APP

Oxidative 
Stress

Neurotoxicity

Activation

Microglia (type-1)
ApoE

Aβ

Aβ 仮説に基づき、現在検討中の AD 治療戦略

Cholesterol-lowing
drugs

Induction of Aβ clearance

Microglia (type-2)



2型ミクログリアによる Aβの選択的とりこみ (in vitro)

Aβ1-42



type-1 μG type-2 μG

サイトカイン類の CD36, ネプリライシン (NEP), インスリン分解酵素 (IDE) 発現への効果
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88 kDa

85 kDa

43 kDa

97 kDa

110 kDa

SRA

CD36

β-actin

NEP

IDE

co
nt

ro
l

IF
N-

γ
M

-C
SF

PP
AR

 li
ga

nd
LP

S
PCIL

-4

co
nt

ro
l

IF
N-

γ
M

-C
SF

LP
S

PCIL
-4 PP
AR

 li
ga

nd



２型ミクログリアによる Aβ オリゴマー(o-Aβ) クリアランスの分子機構

CD36 ↑

神経保護効果

Cell Death
Neuron

o-Aβ

Aβ

APP

Oxidative 
Stress

Neprilysin ↑ (proteolysis)
Insulin degrading enzyme ↑

Aβ分解

+ IL-4, IL-13

２型ミクログリアによる

“Aβクリアランス”

+ IL-4, IL-13

貪食作用

E. Shimizu, K,Kawahara, M. Kajizono, 
H, Nakayama et al, J Immunol. (in revision)



アルツハイマー病モデルとしての APP23マウス
- 月齢に伴ってAβの脳内蓄積が増大 -
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(1) モリス水迷路試験

(空間認知能力)

脳内微量投与
(IL-4/IL-13)

APP23マウスを用いた in vivo での評価

G

1

2

3

(2) (2) 組織染色組織染色

AAββ 染色染色

＜注入部位＞
Bregmaから
AP (前後方向) = - 0.6 mm
ML (側方向)    = - 1.6 mm
DV (深さ)        = - 0.8 mm

Day 0 1 2 3 4 5 6 7

hippocampus

反対側 (contra) 注入側 (ipsi)

cortex



: IL-4/IL-13 : saline

saline (WT) :  (n=7) 

IL-4/IL-13 (WT) :  (n=7) 
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RXR PPARγ

・ CD36
・ NEP
・ IDE

retinoids

IL-4
PPARγ ligands
(prostaglandins)

(thiazolidinediones)

T0         Th2

IL-4R

STAT6

type-2
microglia

Th1

(1)

(2)

co-activators

Possible mechanism for enhancing the clearance activity
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永い間、お世話になりました。

熊薬の ますますの発展を 祈り上げます。
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