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論  文  要  旨 

 

Diosgenin による軸索再伸長を基盤とした 

アルツハイマー病の記憶障害回復メカニズムに関する研究  
 

氏名：楊 熙蒙 

 

背景 

 アルツハイマー病 (AD) では、脳でAβが沈着し神経回路網が破綻することで、記憶障害を始めと

した認知機能障害が引き起こされる。しかし、承認薬のコリンエステラーゼ阻害薬や NMDA 受容

体拮抗薬は、認知機能障害の進行を遅らせる対症療法にとどまっている。また、原因物質の除去を

狙った抗Aβ薬が新薬候補として開発されてきたが、たとえ脳内のAβは大きく減少しても認知機能

の改善はそれに相関しないことが数々の臨床試験で示されている。この理由は、AD発症よりも 20-

30年も前の無症状期から Aβが蓄積し、それに伴って神経回路が変性するため、発症後から原因物

質を除去するだけでは既に破綻した神経回路の修復は困難だからである。 

そこで当研究室では、“破綻した神経回路を再形成する”ことが、AD の根本的治療に必須であ

ると考え研究を進めてきた。神経回路の形成には、神経細胞の軸索が投射先の神経細胞の樹状突起

にシナプス結合する必要があるが、特に軸索は遠く離れた部位に向かっても長く伸長しなければな

らない。しかし成体の脳においては、一度変性した軸索は再伸長できないと長年考えられてきたた

め、治療戦略としてほとんど着目されてこなかった。近年、成体脳の軸索が少なくとも近位に自発

的に再伸長することが報告されたものの、遠く離れた投射先に向かって軸索が正しく再伸長するか

どうかは不明である。 

当研究室ではこれまでに、培養神経細胞において Aβ で萎縮した軸索を再伸長させ、また家族性

ADモデル (5XFAD) マウスの記憶障害を改善する薬物として、山薬中成分 diosgeninを発見した。し

かし、diosgenin の記憶改善に関わる分子メカニズムの詳細、及び AD 脳内での軸索再伸長作用につ

いては未解明であった。そこで本研究では、第 1章において、diosgenin の軸索再伸長及び記憶改善

に関わる神経細胞中のシグナル分子を探索した。第 2章では、5XFADマウス脳内における diosgenin

による長距離かつ方向特異的な軸索再伸長作用を評価し、軸索がつながるべき脳部位に正しく再伸

長するために機能する分子群を明らかにした。第 3 章では、diosgenin 高濃度山薬エキスの正常マウ

ス及び健常人の認知機能に対する効果を評価した。 

 

第 1章：Diosgeninの軸索再伸長及び記憶改善に関わるシグナル分子の探索 1, 2) 

当研究室の先行研究により、diosgenin による軸索再伸長及び記憶改善に関わる、diosgenin の受容

体タンパク質として1,25D3-MARRSを同定した。本章では、diosgeninによる1,25D3-MARRSの刺激後

に神経細胞内で引き起こされる分子シグナル変化を検討し、その分子の軸索再伸長及び記憶改善へ

の寄与を明らかにすることを目的とした。 

アルツハイマー病モデルの 5XFADマウスに溶媒または diosgenin (0.1 µmol/kg/day) を、野生型マウ

スには溶媒を 15 日間経口投与した。その後、大脳皮質からタンパク質を抽出し、二次元電気泳動

で 3 群間でのタンパク質の発現量を比較し、発現変化の大きなスポットを MALDI-TOF/MS 解析し

た。Diosgeninを投与した 5XFADマウスの大脳皮質中では、Heat shock cognate 70 (HSC70) が減少する

ことがわかった 1)。siRNA (300 nM) を用いて培養神経細胞中の HSC70をノックダウンすると、軸索

伸長が促進された 1)。 

神経細胞中でHSC70と結合するタンパク質を共免疫沈降法で探索したところ、軸索の骨格タンパ

ク質である α-tubulin が同定された 1)。Aβを処置した軸索上では α-tubulin が減少し、Aβ処置後から

diosgeninを処置すると軸索上のα-tubulin量が増加した結果 1)と、HSC70は結合したタンパク質の分解



 

を促進することが一般的に知られていることを考え合わせると、diosgeninは HSC70を減少させるこ

とで、HSC70による α-tubulinの分解を間接的に抑制し、軸索を伸長させるのではないかと考える。 

また、Aβを処置した培養神経細胞にHSC70の機能阻害剤VER-155008 (0.05, 0.5, 5 µM) を処置する

と、軸索が再伸長した 2)。また、VER-155008 (10 µmol/kg/day) の 18日間腹腔内投与により、5XFADマ

ウスでの物体認知記憶、空間記憶、及びエピソード記憶の障害が回復し、脳内の軸索終末の変性や

Aβプラーク、リン酸化タウの蓄積も減少した 2)。 

以上より、diosgeninによる神経細胞中での HSC70の発現減少が、軸索再伸長にとって重要な分子

シグナルであることが示された。また、HSC70の阻害が、5XFADマウスの記憶改善及び脳内の AD

病理の改善に寄与することが初めて明らかとなった。 

 

第 2章：DiosgeninのAD脳内における方向特異的な軸索再伸長作用とその分子機序の解明 3, 4) 

成熟した成体脳では、軸索の再生は困難であると一般的に考えられてきた。しかし私は、

diosgenin 投与によって脳内の軸索がつながるべき正しい脳部位へと長距離にわたって再伸長し、そ

れが神経回路の再形成と記憶改善に寄与しているものと予想した。第 1章では α-tubulinの関与に言

及したが、それだけでは軸索の正しい再投射の機構までは説明できない。そこで本章では、軸索を

可視化する手法により、diosgeninが5XFADマウスの脳内において、萎縮した軸索を正しい脳部位へ

と再伸長させるかどうかを評価し、その現象を担う機能分子の動態を解明することを目的とした。 

記憶形成に関わる海馬から前頭前野に投射する神経回路に着目した。野生型マウス及び 5XFAD

マウスの前頭前野に赤色蛍光の逆行性トレーサーDextran Texas Red (3000 MW; 25 µg) を注入後、溶媒

または diosgenin を 14 日間経口投与し、同一部位に緑色蛍光の逆行性トレーサーDextran FITC (3000 

MW; 25 µg) を注入し、さらに 7日置いた後、脳を摘出した。Diosgenin 投与により、海馬 CA1及び

CA3において、Dextran Texas Red陰性かつDextran FITC陽性の神経細胞数が顕著に増加し、5XFADマ

ウスの海馬から前頭前野に向かう軸索が再伸長することが示された 3)。 

続いて、軸索が再伸長しなかった神経細胞と diosgenin投与により軸索が正しく再伸長した神経細

胞 1個 1個をレーザーマイクロダイセクション法にて、海馬切片より単離した。各神経細胞プール

より RNA を抽出し、マイクロアレイで遺伝子の発現量変化を網羅的に解析した。その結果、軸索

が再伸長した神経細胞中で発現量が増加した因子として、SPARC (Secreted protein acidic rich in cysteine) 

及びGalectin-1 (lectin, galactose binding soluble 1) を同定した 3)。 

神経細胞特異的に SPARCを過剰発現させるAAV9ベクター (1 × 1010 GC/µl) を 5XFADマウスの海

馬両側に注入した。SPARC の過剰発現が確認された注入 21 日目以降において、物体認知記憶及び

空間認知記憶障害が改善し、海馬から前頭前野に投射する軸索の再伸長も促進された 3)。また、

DREADDシステムを用いて、SPARCの過剰発現により 5XFADマウスの海馬から前頭前野に軸索を

再投射した神経細胞特異的に、その興奮性活動を抑制すると、SPARC 過剰発現によっていったん

示された記憶改善作用が消失した 3)。さらに、軸索再伸長中の軸索では、特に軸索膜上でSPARCが

増加すること、軸索に沿うように細胞外 I型 collagenが並ぶこと、軸索が萎縮しても I型 collagenは

残ること、SPARCは細胞外 I型 collagenをたどるように相互作用することで、元々伸びていた方向

に再び軸索を伸長させることを明らかにした 3)。 

Galectin-1についても SPARCと同様に、AAV9ベクターを用いて 5XFADマウスの海馬神経細胞に

過剰発現すると、マウスの物体認知記憶及び空間認知記憶障害が回復し、海馬から前頭前野に向か

う軸索の再伸長が促進された 4)。海馬神経細胞において、Galectin-1 は軸索の成長円錐膜上で高発現

していたことから、Galectin-1はその軸索がつながるべき脳部位より分泌される何らかの軸索誘導因

子を感知する受容体様に働く可能性を考えた。そこで、海馬神経細胞の軸索投射先である前頭前野

神経細胞からは分泌され、投射先ではない小脳神経細胞からは分泌されないタンパク質を銀染色で

網羅的に探索したところ、Secernin-1が同定された 4)。Galectin-1を過剰発現した海馬神経細胞の成長

円錐側にのみ遊離型 Secernin-1を処置すると、軸索長が増加した。また、遊離型 Secernin-1と成長円

錐膜上のGalectin-1の共局在を蛍光免疫染色で、直接結合を共免疫沈降法で確認した 4)。 



 

以上より、diosgeninが5XFADマウス脳内の萎縮した軸索を、遠く離れた投射先へと再伸長させる

ことを見出した。また、SPARCと 1型 collagen、Galectin-1と Secernin-1がそれぞれ相互作用すること

が、本現象の基盤となっていることを初めて明らかにした。さらに、海馬から前頭前野に軸索が再

伸長することが、記憶障害回復の直接的要因であることが機能学的に証明された。 

 

第 3章：Diosgenin高濃度山薬エキスによる正常マウス及び健常人の記憶亢進作用の検討 5, 6, 7) 

Diosgeninの基礎研究を社会実装するにあたり、化合物 diosgeninではなく diosgeninを含有した山薬

エキスで臨床研究まで展開する戦略を立てた。本章ではまず正常マウスに対する山薬エキスの記憶

亢進作用を検討し、diosgenin が脳に作用できる山薬エキスの条件を検討した。続いて、山薬エキス

を用いて、健常人の認知機能に対する効果を臨床研究で評価した。 

山薬エキスは、Dioscorea batatasを熱水抽出した「常法山薬エキス」と、D. batatasの含水エタノー

ルエキスを酸加水分解し diosgenin含量を 16%に高めた「diosgenin高濃度山薬エキス」を用いた。正

常 ddYマウスに溶媒（オリーブオイル）または各山薬エキス (100 mg/kg) を 7日間経口投与すると、

diosgenin 高濃度山薬エキス投与群では物体認知記憶が亢進したが、常法山薬エキス投与群では無効

であった 5)。エキス中の diosgenin含量を LC-MS/MSで測定すると、常法山薬エキス中には diosgenin

が検出されなかった。また、diosgenin高濃度山薬エキス投与後では diosgeninが血漿、脳どちらにも

移行したが、常法山薬エキス投与では diosgenin はいずれにも移行しなかった 5)。よって、diosgenin

を脳に作用させるには、熱水抽出エキスではなく、diosgenin 含量を高めたエキスを用いることが必

須であることと、山薬エキス中の diosgenin以外の成分は記憶亢進には関与しないことが示された。

また、diosgenin高濃度山薬エキスの溶媒をオリーブオイルではなく、水に溶解して正常 ddYマウス

に 7日間経口投与しても、記憶亢進作用が見られず、diosgeninの脳移行性も低かった 6, 7)。 

これらの知見に基づき、diosgenin高濃度山薬エキスをオリーブオイルに溶解した独自開発製剤 (特

許権利化) を用いて、健常人の認知機能に対する効果を臨床研究で評価した。20-81歳の被験者 28名

をランダムに2群に分け、プラセボまたは diosgenin高濃度山薬エキスを12週間服用する二重盲検ク

ロスオーバー試験を行った。その結果、プラセボ群と比較して diosgenin高濃度山薬エキス群では、

認知機能が亢進した 7)。 

 

結論 

本研究により、AD モデルマウス脳内において、萎縮した軸索がつながるべき投射先に向かって

再伸長する現象と、それを引き起こす薬物 diosgenin の有用性を初めて明らかにした。また、

diosgeninによる脳内での軸索再伸長に関わる機能分子として、HSC70, SPARC, 及び Galectin-1を見出

した。さらに、脳での軸索再伸長が記憶改善の直接的な要因であることを機能学的に証明し、軸索

再伸長をターゲットとした AD の根本的治療戦略の有用性を証明した。一方、山薬エキスとして

diosgenin を脳に作用させるための製剤の条件を明らかにし、diosgenin 高濃度山薬エキス製剤が健常

人の認知機能を亢進させることを示した。以上より、diosgeninやdiosgenin含有山薬エキスは、ADに

対する新しい根本的治療薬になりうるものと期待される。 
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合格 

（論文審査の要旨）（２頁以内） 

 アルツハイマー病 (AD) では、脳でアミロイドβタンパク質（Aβ）が沈着し神経回路網が破

綻することで、記憶障害など認知機能障害が惹起される。申請者は本研究において“破綻した神

経回路を再形成する”ことが、ADの根本的治療に必須であると考え研究を進めた。これまでにA

βで萎縮した軸索を再伸長させ、また家族性ADモデル (5XFAD) マウスの記憶障害を改善する

薬物として、山薬中成分diosgeninを発見したが、diosgeninの記憶改善に関わる分子メカニズムの

詳細、及びAD脳内での軸索再伸長作用については未解明であった。そこで、diosgeninの軸索再伸

長及び記憶改善に関わる機能分子を探索し、次いで5XFADマウス脳内における長距離かつ方向

特異的な軸索再伸長作用を評価し、軸索がつながるべき脳部位に正しく再伸長するために機能す

る分子群を明らかにし、さらにdiosgenin高濃度山薬エキスの健常人の認知機能に対する効果を評

価した。 

第1章：Diosgeninの軸索再伸長及び記憶改善に関わるシグナル分子の探索 

申請者は本章において、diosgeninの受容体タンパク質である1,25D3-MARRSの刺激後の分子シ

グナル変化を検討し、その分子の軸索再伸長及び記憶改善への寄与を明らかにすることを目的と

した。5XFADマウスにdiosgeninを経口投与したところ、diosgeninを投与群の大脳皮質では、Heat 

shock cognate 70 (HSC70)の発現が減少した。HSC70をノックダウンすると、軸索伸長が促進され

た。HSC70と結合するタンパク質を探索したところ、α-tubulinが同定された。また、Aβ処置細

胞にHSC70の機能阻害剤VER-155008を処置すると、軸索が再伸長した。また、VER-155008の腹

腔内投与により、5XFADマウスでの認知記憶障害が回復し、脳内の軸索終末の変性やAβプラー

ク、リン酸化タウの蓄積も減少した。以上より、diosgeninによる神経細胞中でのHSC70の発現減

少が、軸索再伸長にとって重要な分子シグナルであることが示された。また、HSC70の阻害が、

5XFADマウスの記憶改善及び脳内のAD病理の改善に寄与することが明らかとなった。 

第2章：DiosgeninのAD脳内における方向特異的な軸索再伸長作用とその分子機序の解明 

申請者は本章において、軸索を可視化することで、diosgeninが5XFADマウスの脳内において、

萎縮した軸索を正しい脳部位へと再伸長させるかを評価し、その現象を担う機能分子の動態を解

明することを目的とし、記憶形成に関わる海馬から前頭前野に投射する神経回路に着目した。

5XFADマウスの前頭前野に赤色蛍光の逆行性トレーサーDextran Texas Redを注入後、diosgeninを

経口投与し、同一部位に逆行性トレーサーDextran FITCを注入し、さらに7日後、脳を摘出した。

Diosgenin投与により、海馬CA1及びCA3において、Dextran Texas Red陰性かつDextran FITC陽性の



 

 

神経細胞数が顕著に増加し、5XFADマウスの海馬から前頭前野に向かう軸索が再伸長すること

が示された。続いて、軸索が再伸長した、あるいはしなかった神経細胞をレーザーマイクロダイ

セクション法にて、海馬切片より単離し、遺伝子の発現量変化を解析し、軸索が再伸長した神経

細胞中で発現増加した、SPARC (Secreted protein acidic rich in cysteine) 及びGalectin-1 (lectin, 

galactose binding soluble 1) を同定した。SPARCならびにGalectin-1を過剰発現させるAAV9ベクタ

ーを5XFADマウスの海馬両側に注入した。これらの過剰発現により認知記憶障害が改善した。 

以上より、申請者はdiosgeninが5XFADマウス脳内の萎縮した軸索を、遠く離れた投射先へと再

伸長させることを見出した。また、SPARCと1型collagen、Galectin-1とSecernin-1がそれぞれ相互

作用することが、本現象の基盤となっていることを明らかにした。さらに、海馬から前頭前野に

軸索が再伸長することが、記憶障害回復の直接的要因であることが機能学的に証明された。 

第3章：Diosgenin高濃度山薬エキスによる正常マウス及び健常人の記憶亢進作用の検討 

申請者は本章において、まず山薬エキスの記憶亢進作用を検討し、diosgeninが脳に作用できる

山薬エキスの条件を検討した。山薬エキスは、diosgeninを脳に作用させるには、熱水抽出ではな

く油溶媒に溶解すること、diosgenin含量を高めたエキスを用いることが必須であることと、山薬

エキス中のdiosgenin以外の成分は記憶亢進には関与しないことが示された。これらの知見に基づ

き、diosgenin高濃度山薬エキスをオリーブオイルに溶解した独自開発製剤 (特許権利化) を用い

て、健常人の認知機能に対する効果を臨床研究で評価した。被験者28名をランダムに2群に分け、

プラセボまたはdiosgenin高濃度山薬エキスを12週間服用する二重盲検クロスオーバー試験を行

い、diosgenin高濃度山薬エキス群では、認知機能が亢進することを明らかにした。 

 

申請者は本研究により、ADモデルマウス脳内において、萎縮した軸索がつながるべき投射先

に向かって再伸長する現象と、それを引き起こす薬物diosgeninの有用性を初めて明らかにした。

また、diosgeninによる脳内での軸索再伸長に関わる機能分子として、HSC70, SPARC, 及び

Galectin-1を見出した。ついで、脳での軸索再伸長が記憶改善の直接的な要因であることを機能学

的に証明し、軸索再伸長をターゲットとしたADの根本的治療戦略の有用性を証明した。さらに、

diosgenin高濃度山薬エキス製剤が健常人の認知機能を亢進させることを示した。以上より、

diosgeninやdiosgenin含有山薬エキスは、ADに対する新しい根本的治療薬になりうるものと期待

される。 

 

主査及び副査は、申請者 楊 熙蒙氏に面接試験を行うとともに論文内容を綿密に審査し、本

論文が博士（薬科学）を授けるに十分に値すると判断した。 
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