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Abbreviat　ions

本論文では以下の略語を用いる。

ABC

Aβ

AD

ApoE

βAPP

CM

CS

DMEM

DNA

EDTA

ELISA

FAD

HS

LSD

avi　dine－bi　ot　in　co㎜p1ex

a皿y1oidβProtein

A1zhei皿er，s　disease

apo1i　poprote　in　E

be　t　a－amy1o　i　d　precursor　prot　e　i　n

condi　t　i　oned　皿edium

ca1f　seru皿

Dむ1becco’s　modi　f　i　ed　Eag1e　皿ediu㎜

deoxyr　i　bonuc1e　i　c　ac　i　d

e　t　hy1ened　i　am　i　ne　t　e　t　ra　ace　t　i　c　ac　i　d

enzy皿e　1inked　i皿m皿nosorbent　assay

fa㎜i1i　a1　A1zhe　imer，s　di　sease

hor　s　e　seru聰

1eas　t　s　i　gn　i　f　i　cant　d　i　f　f　erence

アビチン。ビオチン複合体

アミロイドベータ蛋白

アルツハイマー病

アポリポ蛋白E

べ一タアミロイド前駆体蛋白

条件培地

幼牛血清

ダルベッコ変法イーグル培地

デオキシリボヌクレオチド

エチレンジアミン4酢酸

酵素免疫測定法

家族性アルツハイマー病

ウマ血清

最小有意差法

MAP－2　皿icrotubu1e　associated　proteins　type2微小管関連蛋白2型

NFT

PCR

PHFs

PBS

PS－1

PS－2

sAD

SDS

S．E．

TE

neurofibra1y　tang1e

po1y皿e　rase　cha　i　n　reac　t　i　on

paired　he1ica1　f　i1a㎜ents

phosphate　buffered　sa1ine

preseni1in　！

preseni1in　2

sporadicA1zhei㎜e〆sdisease

sodiu㎜dodecy1　sulfate

s　tandard　error

tris・HC1buffer　with　EDTA

神経原線維変化

ポリメラーゼ連鎖反応

ペアードヘリカルフイラメント

リン酸バッファー。生理食塩水

プレセニリン1

プレセニリン2

孤発性アルツハイマー病

ドデシル硫酸ナトリウム

標準誤差

EDTA入りトリスバッファー

（3）



TFA

TPK

tr　i　f1uoro　acetate

tau　prote　in　kinase

トリフルオロ酢酸

タウプロテインキナーゼ

（4）





1。アルツハイマー病の病理と生化学。

　　　アルツハイマー病（A1zhei皿er’s　disease；AD）は痴呆を主症状とする進行性

の神経変性疾患である。初期では正常老化による記銘力低下と区別することは難し

いが，徐々に長期記憶低下や高次機能障害（失計算。失行・空問認知障害）が出現

し，中期以降は明らかな異常症状を示す。すなわち，失見当，失語，俳個，夜間せ

ん妄や幻覚。妄想がみられる。さらに自発語も少なくなり，歩行障害が出現し，末

期には失禁状態となり，四肢が拘縮し，寝たきりとなる。最期は経口摂取の不能と

なり，衰弱し，感染症などの合併症で死亡する。ADは大部分を占める孤発性アルッ

ハイマー病（sporadic　AD；sAD）と数％の常染色体優性遺伝形式を示す家族性アルツ

ハイマー病（fa㎜i1ia1AD；FAD）からなっている．さらにFADは65歳以前に発症す

る早期発症型FADと65歳以降に発症する晩期発症型FADの2つに分類される．

　　　ADの剖検脳では幾つかの重要な特徴的な病理学的所見がみられる．特に高次

機能や記憶を司る海馬や連合野での神経細胞の脱落が顕著であるが，さらに神経原

線維変化（neurofibra1y　ta㎎1e；NFT）と老人斑（seni1e　p1aque）（図1）はADに

特徴的な2大病理所見である．変性神経細胞の細胞内蓄積物である神経原線維変化

はpaired　he1ica1fi1a㎜ents（PHFs）という二本の線維がねじれ合わさった構造物の

集合体である（1）．このPHFsは多量にリン酸化された，微小管関連蛋白である

タウ蛋白（異常リン酸化タウ蛋白）を主成分とする．タウ蛋白のリン酸化は2種類の

タウ蛋白キナーゼ（tauproteinkinase：TPK）によって引き起こされ，TPKIとTPK

1と呼ばれている．このうちTPKIが異常リン酸化に直接的に関与している（2）．

PHFのもう一つの主成分はユビキチンであり，異常蛋白としてのPHFを蛋白分解系

へと媒介する作用を示すことが知られているが，PHFの高度な不溶性のため脳内に

蓄積することが知られている。しかしながら，神経原線維変化はAD以外の神経変

性疾患にも認められ，疾患特異性は低い．

　　　一方，典型的老人斑は細胞外のアミロイド線維が中心に蓄積したCOre（核）は

軸索終末や樹状突起が変性した変性突起や活性化ミクログリアや反応性アストロサ

イトに囲まれている．神経原線維変化と違って，老人斑は，Down症侯群



（21trisomy），ADに多く認められるのと正常老人脳などに少量認められるだけであ

る。このことから老人斑は神経原線維変化と比較して疾患特異性が高い病理学的変

化であると言える．

　　　老人斑を構成しているAβ蛋白は主にAβ1－40とAβ1－42（43）の2種類の

分子種からなり，前駆体である膜糖蛋白のβAPPから未同定の酵素によって切断さ

れ，膜から細胞外へ分泌されている（3，4）。βAPPはアミノ酸数が751，770，

695の3isofomがa1temativesp1icingによって作られる．751と770の

isofomはKmitz型のserine　protease　inhibitor部位が分子内に存在し，全

身の臓器に発現している。一方，695は神経細胞に強く発現している。このAβ蛋白

の前駆体であるβAPPにはsecretory　pathwayとendos㎝a1／1ysos㎝a1pathway

の2つの代謝経路が存在する．secretory　pathwayにおいて，βAPPはAβのシー

クエンス内でα一secretaseという未同定の酵素で切断され90－10rkDaの分子量

の分泌型となり細胞外に分泌される。また，endos㎝a111ysoso㎜a1pathwayでは

βAPPはβ一secretaseとγ一s㏄retase（いずれも未同定）によって，上記の2種類

のAβ蛋白が作られる。Aβ蛋白は正常な細胞内代謝では可溶’性Aβとして分泌され，

血漿中や髄液中に健常者と同様にAD患者にも認められる．また，βAPPは

heterotri皿eric　GTP結合蛋白であるGoを調節している神経細胞受容体の可能性が

指摘されている（5）．分泌型βAPPは自己分泌因子として細胞増殖を刺激する作

用や細胞接着を媒介する作用があることが推察されている。このようにβAPPの作

用については多岐にわたる報告があるが，実際の生理機能は未だに不明である．

　　　いわゆるアミロイド仮説によれば，AβはADを起こす原因物質である．この

仮説は4つの重要な証拠に基づいている。①FADの一部の家系はβAPPの点突然変

異が原因である．②21番染色体上に存在するβAPPが過剰に発現するDown症侯群

では若年性にADが発症する。③Aβは神経細胞毒性を有し（4，6），この細胞

毒性により神経細胞死が多量に生じ，痴呆になる。④ADの最初期の病理変化はび

まん性老人斑と呼ばれる非線維’性のAβ沈着である（7）。と言うことである．合

成Aβを使った数々の研究の結果，Aβは自己凝集能を有し，線維化することがわか



った。加えてAβ分子種により，凝集速度が異なるという注目すべきseeding仮説

（nuc1eation　dependent　po1y㎜erization仮説）が提唱された．すなわちAβ1－

42（43）がAβ1－40に比べてきわめて重合しやすく，脳血管アミロイドや老人斑形

成において，まずAβ1－42（43）が重合し，それが核となってAβ1－42（43）のみな

らずAβ1－40も沈着し，アミロイド線維として増生していくという説である（8，

9）　（図2）．この説は初期老人斑のびまん性老人斑がAβ1－42（43）からできてい

ること（10）や，後述するFADが若年発症することもよく説明できる．このAβ

の凝集能はβ一sheet構造に密接に関係しており，各Aβ㎜on㎝erが互いに逆平行に重

合し，疎水性がより強くなり凝集・線維化すると考えられている（11）。Aβ神経

細胞毒性はAβが凝集して不溶’性アミロイド線維になることが必要である。非線維

化，無構造のAβは単一分子のAβと同様に毒性を示さないことがわかっている．A

β毒性の機序として，Aβがoxidative　stressを誘導し，培養神経細胞の細胞内イ

オン環境を破壊することが明らかになっている（12）．加えて，Aβはミクログリ

アを活性化し，このミクログリアは老人斑に関連した炎症過程で中心的役割を果た

すらしい（13）。Aβ線維が結合し，細胞膜にてfree　radica1産生を生じさせる

可能性があるレセプターとして，the　recep←or　for　advan㏄d　g1ycati㎝end

products（RAGE）とC1ass　A　scavenger　receptorの2つが侯補として挙がっている

（14，15）．また，Aβが神経細胞膜上でfree　radica1を発生し，不飽和脂肪

酸を酸化して過酸化脂質を増やし，細胞膜を傷害することが知られている（16）．

　　　正常の神経細胞内代謝ではAβ！－40の産生が大部分であり，Aβ1・42（43）は

殆ど産生されない．しかし，最近の研究ではADにおける老人斑ではAβ1－42（43）

を優位に多く含んでいることが判った（10，17）．ある病的状況の下ではAβ

！－42（43）の産生が増え，Aβ1－42（43）の増加は老人斑の形成を促進すると考えられ

る。なぜなら，Aβ1・42（43）はAβ1－40と比べて凝集しやすいからである（9）。

FADのβAPP717点突然変異において選択的にAβ1－42（43）の産生が増加し（18，

19），βAPP670／671の突然変異ではAβ1－40とAβ1－42（43）の両方が増加する

ことはこのモデルを支持する（20，21）。さらにβAPP717の点突然変異を過剰



発現させたtransgenic皿ouseはAβ蓄積に関連した神経変性変化を生じ（22），

血漿中の可溶性Aβ1－42（43）もβAPP717やPS1の変異では上昇しているが，大多

数を占めるsAD患者はAβ1－42（43）が増加していない。sADでは老人斑形成にお

いてAβとAβ修飾因子などが複雑に関与しているのかもしれない．Aβ修飾因子と

して，老人斑に関連した幾つかの蛋白質がin　ViVOで同定されている．例えば，β

APP，Ap・E，Ap・J（23），NAC（24），h・p・・・…　1ph・t・p・・t・・g1y・…　（25），

serm　amy1oid　P　c㎝ponent（26），α！－antichymotrypsin（27），や補体を含

む炎症関連蛋白質である．A1，Zn，Fe，Hg，Cuなどの金属との関係も指摘されて

いる．それらの多くはAβと結合しAβの凝集を促進したり，阻害したりすること

がin　vitroにて証明されている．またヨ反復する鈍的外傷（boxer’s　brain）も

ADの外的要因となりうる．

2．ADにおける分子生物学．

　　　分子生物学の進歩によりFADに連関した4つの異なる遺伝子が見つかった．

第21番染色体に連関したβAPP，第19番染色体に連関したApoE，第14番染色体上の

新しい蛋白のプレセニリン1（Preseni1in1：PS1）と，第1番染色体上の新しい

蛋白のプレセニリン2（preseni1in2：PS2）である．FADの中にはこれら4つの遺

伝子に連関しない家系がまだ存在している。最近，第！2番染色体に連関している晩

期発症型FAD家系も報告され，また，連関が不明のFAD家系も多く残っていることか

ら，これらの家系から多くのAD原因蛋白質が発見される可能性を秘めている

（28）．

　　　第21番染色体に連関したβAPPはendos㎝a1／1ysosoma1pathwayで代謝さ

れると老人斑を構成するAβとなる。さらにDown症侯群（21trisomy）の患者は脳

病理上ADと区別できず，50歳までに痴呆になり，NFTや痴呆に先行してAβの蓄積

が生じる．このことはβAPPをコードしている第21番染色体の増幅転写が原因と考

えられる．βAPPの変化がADの原因である直接的証拠はβAPP717やβAPP670／671

（Swedish　type）の変異を有するFADやhereditary　cerebra1h㎝orrhage　with



a㎜y1oidosis　of　the　Dutch－type（HCHWA－D）のようにAβの異常蓄積を起こす家族

性疾患群にはAβのシークェンス内やその近傍に幾つかの点突然変異があることで

ある（図3）．先に述べたように，これらβAPPの点突然変異はsecretaseを介し

たβAPP代謝が変わり，Aβ全体の分泌量増加，Aβ1－42（43）比率の増加や，さらに

Aβ線維形成が尤進することが推察される。βAPPが原因のFADはごく一部ではあ

るが，βAPPの点突然変異がFADの原因であると言う事実はAβ原因仮説を強く支

持する．

　　　晩期発症型FADの連鎖解析の結果，第19番染色体長腕との連関が1991年に

Pericak－Van㏄らによって示された（29）。同年，これとは独立にNa㎜baらは，

ApoEがAD脳の老人斑・神経原線維変化・血管アミロイドにみられることを免疫組

織化学的に証明した（30）．そして，1993年A．D．Rosesらは，この第19番染色体

に位置するアポリポ蛋白E（ApoE）と晩期発症型FADとの関連を報告し（31），

晩期発症型FADとApoEとの関連が注目され始めた．

　　　ApoEは分子量約30K（アミノ酸299個）の血清脂質の輸送や代謝に関係した蛋

白で，主に3種の対立遺伝子型（ε2，ε3，ε4）が存在する。第19番染色体上のこ

れらの対立遺伝子は2箇所の多型性で区別される．蛋白質レベルでは112と158番の

アミノ酸がCysの場合はE2，112番がCysで158番がArgでは・E3，112と158番が

ArgではE4の表現型となる（図4）。ApoEは肝臓だけでなく中枢神経系のグリア

細胞（アストロサイトやオリゴデンドロサイト）でも産生されており，神経細胞の

維持・再生・修復に関与していると考えられている。FADの約80％，sADの約60％

以上が最低！個のε4を有し，対照者の3～4倍多いことから，ADではε4対立遺

伝子頻度が高いことが明らかとなっている（31）．ε4ホモ接合体はε4ヘテロ接

合体よりAD発症が若年化し，つまりε4の数がOから1，2と増えるに従って発病率

の上昇と発症年齢が約10年づつ低下することから，ε4の遺伝子用量効果が認めら

れた．逆にADではε2の頻度が低いことが確認されている。ApoEがAD発症にど

の様に関与しているかは正確には解っていない。ApoEとAβとの結合性を調べた結

果，E4はE3やE2に比べて様々な条件で非常に強い結合性を示すことがわかった



（32）．異常シャペロン仮説によるとApoE4がAβまたはβAPPにより強く結合

し，プロテアーゼ処理の異常やAβの不溶化が生じアミロイド線維形成を起こすと

考えられている．

　　　ApoEε4が晩期発症型FADの原因遺伝子として明らかになっただけでなく，

sADを含めたAD発症の危険因子として同定された。この点で，他のFADと比べて

質的にやや低い意味をもつ．事実他のβAPPやPS1の突然変異の有病率がほぼ100

％であるのに対しApoEε4の有病率が約50％である。ε4を有する頻度と相関

する疾患としてADの他にdiffused　Lewy　body　disease（汎発性レビー小体病）や脳

血管性痴呆がある．

　　　早期発症型FADの約70％は第14番染色体長腕に連関していることは1992年

Sche11enbergらによって報告された（33）が，この原因遺伝子PS1がわかった

のは1995年Sherringtonらによってである（34）．続けて早期発症型FADの

Vo1ga－Geman家系の原因遺伝子座が第1番染色体に存在することがわかり，調べた

5家系に突然変異が発見され，PS2と名付けられた（35）．PS1は467個のアミノ

酸からなり，膜貫通部位を7－9箇所に有する膜タンパクが想定されている（34）。

PS2はPS1と蛋白質レベルで約67％，膜貫通部分では約84％の相同性がある（3

5）．両者の違いは6－7番の膜貫通部位の間にある親水基部分がPS2ではPS1よ

りアミノ酸24残基分短いことと，N末端の80アミノ酸が異なる点である（36）。

現時点で第14番染色体に関連したFADでPS1上に20数箇所のmutationとexong

de1etionが，第1番染色体に関連したVo1ga・Geman家系のFADでPS2上に2つ

のmutationが発見されており，㎜tationは膜通過領域もしくは膜表面（特に第2

と第6膜通過領域及びループ部）に集中している（図5）．

　　　PS1は電位依存性カルシウムチャンネルのαsubunit，線虫C．e1egansの

SPE－4（34）との類似性が示されたが、さらに線虫C．e1egansのSEL－！2と高い

ホモロジーを持つことがわかった（37）。se1－12は11η一12遺伝子の発現を抑制

する遺伝子として発見された．LIN・12は細胞問シグナル伝達に関わるレセプターで

あるNotchファミリー（哺乳類ではNotch1）に属しているが，se1・12は1加・12



の細胞表面のレセプターの段階，または細胞内輸送や細胞膜からのreCyC1ingの段

階に影響を及ぼしていると考えられている（37）。このPS1蛋白の生理機能はま

だ明らかになっていないが，SEL－12の機能から推察したり，PS1の突然変異に関連

している患者細胞でAβの分泌が増加しているとの報告（38）などから，PS1の

Aβ産生やβAPP代謝への関与が考えられている。これまで明らかになった突然変異

部位は膜通過ドメインもしくは膜表面に集中しており，膜機能および膜表面上の部

位においてPS1は重要な役割を果たしていることが予想される．Aβが1ate－Go1gi

画分からエンドゾームにおいてβAPPから産生されているが，膜蛋白であるPS1の

突然変異が結果としてβAPPの膜画分での蓄積を生じ，Aβ産生を尤進させているの

かもしれない（36）。残念ながらβAPPはLIN－12やNotch1とはホモロジーがな

い．しかし，PS！はLIN－12とホモロジーの高い未知の蛋白を介してβAPPの代謝

に関わっているかもしれない．

　　　以上のように，AD研究はAD脳の異常蓄積物の分析からAβ，タウ蛋白の解

析が生化学的にはじまり，1980年代後半からは常染色体優性遺伝を示すFAD家系の

分子生物学的研究から原因遺伝子のコードする4つの蛋白（βAPP，ApoE，PS1，PS2）

が同定された。それぞれの原因蛋白の生理機能はいまだに解明されていないため，

原因蛋白の機能解析という研究方向も重要であろう．しかし同時に，環境要因など

多因子の影響をうけていて，ADの中でも大多数を占めるsADを視野に入れ，研究

をすすめていく必要があると思われる．本論文は，Seeding仮説とアミロイド原因

仮説に沿ってAβと他の原因蛋白質間の相互作用を調べることを目的とした．第1

章ではアミロイド原因説の根拠となっているAβ神経細胞毒性の実験系を確立し，

第2章ではApoE　genotypeがAβに及ぼす効果を明らかにし，第3章ではPS1の

異常がAβに及ぼす効果を調べた．
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図1A）典型的老人斑

　（AD患者側頭葉海馬のビルショウスキー染色×150）

　神経細胞外の構造物で中心部のコアと周辺部のハロー

　からなる．

B）神経原線維変化

　（AD患者側頭葉海馬のビルショウスキー染色X180）

　神経細胞内にみられる糸くず状の構造物．
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　　　　　　第I章

Aβ1－40及びAβ25－35の神経細胞毒性

20



！．目的

　　　初代神経細胞培養系におけるAβの神経細胞毒性はすでに認められてはいるが，

その培養条件やAβ毒性結果などは報告により様々であり，実験条件を明らかにして

ない報告も非常に多い。我々は初代神経細胞培養系におけるAβ毒性を確認するとと

もに，Aβ毒性を消去する治療薬開発などを視野に入れた初代神経細胞培養系確立を

目的とし実験を行った。またこのAβ毒性は本研究全体がアミロイド仮説にその基盤

を求めることから，極めて重要な位置づけがされている。

2．対象と方法

初代神経細胞培養：

　　　ICR系マウス（Japan　SLC　b1eeding）胎生16－17日齢の大脳皮質神経細胞をO．05

％trypsin（Gibco・BRL），O．2％DNase　I（Worthington）150μ1，15分間37℃の条件

でdissociateしたものを用いた。培養液はDu1be㏄o’s㎜odified　Eag1e皿edi㎜

（DMEM）（Gibco－BRL）に5％ho・sese・m（HS）（heati・acti・ated；Bioce11），5％

f・t・1b・・i・・…㎜（FBs）（h・・ti…ti・・t・d；Hy・1…），5μ9／狐1N・2s・o3，100

μMputrescine，1μMprogesterone，5μ91㎜1transferrin，5μ9／皿1iηsu1inを

加えて用いた．ただし，4日目に添加するAβを希釈するための培養液はHSとFBSを

除いたものである（1）。

　　　細胞密度は，神経細胞数測定用として2．5μ9／㎜1po1y・L－1ysine（sig㎜a）コ

ートした24we11（2㎝2／we11）組織培養皿（Fa1con）に1×104／㎝2（400μ1／we11）の

細胞密度で播種し，5％Co2，95％roo㎜air，37℃の条件で細胞培養した．4日間培

養後の細胞にAβを添加した．

Aβの調製：

　　　human　Aβ1－40（DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV；Bache㎜

：Lot＃76H49611），human　Aβ25－35（GSNKGAHGLM；Bache皿：Lot堆514718）を2皿M

HC1（Wako精密分析用）で溶解し，各200μgに分注し，凍結乾燥後に使用前まで一80

℃で保存した．また，使用直前に再度，2皿M　HC1で溶解し凍結乾燥を行い，TFAを完

全に取り除いた（2）。Aβは最初o．！μ9／μ1の濃度で培養液（ser㎜free）に溶
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解し，さらに超音波細胞破砕器（Seiko7040）で10秒間，4回超音波破砕を実施し

て完全に溶解させた．L　O×105nM（Aβ1－40は2．O×10㌦M）から2nMの希釈系列を

作成し，培養細胞4目目に培養液を半分（200μ1）置換するという方法で添加した．

従って，Aβの最終濃度は0．5×105nM（Aβ1－40はLOXl04nM）から1nMである．

seru㎜free鵬diumのみを添加したコントローノレも同時に作成した．さらに2目間

培養後に神経細胞毒性を測定した．

細胞毒性測定：

　　　生存する神経細胞数を計測する目的で神経細胞特異蛋白であるMAP－2（a，b，c）

を認識する抗MAP－2抗体で免疫染色し，神経細胞数をカウントし，コントローノレと比

較して求めた．まず，培養細胞の固定はO．3％Triton－X1OO，4％Paraforma1dehyde

／O．12M　sucrose／PBSにて室温で30分間行い，20％ca1f　seru㎜（CS）／PBSにてブロ

ッキング後，抗MAP－2抗体㎜onoclona1antibody　（x200；Sigma）／10％CS／PBSを1

次抗体として用い，一昼夜，4℃で反応させた．PBSにて3回洗浄後に2次抗体の

biotinized抗mouseIgG抗体（x500；Vector）／10％cS／PBSを用い，一昼夜，4℃

で反応させた．ABC．法（Vectastain　e1ite　ABC　kit：Vector）で発色後に写真撮影を行

った．1つの軸索を持ち，幾つかの神経突起を有する形態的に正常な神経細胞をカ

ウントした．各we11平均200個以上の神経細胞をカウントした．各Aβ濃度に3we11

を使用し，各濃度のce11の平均神経細胞個数を求めた．コントローノレとの平均神

経細胞個数との比を計算し％c㎝tro1とし，標準誤差（S．E．）も同時に求め，同じ実

験を3回行った．

3；結果および考察

　　　1×106／㎝2の細胞密度でAβの毒性を調べると1x1oソ㎝2の細胞密度と同程度の

細胞毒性を得るのに，約10倍のAβ濃度が必要である（未発表データ）。つまり，細

胞密度が高すぎてもAβの神経毒性が出にくいことが判っている．至適細胞密度は

1～5（x104／㎝2）の細胞密度である．この細胞密度でのsemm　free培養液による

神経細胞の生存維持は不可能であり，Serum入りの培養液を使わねぱならない．
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　　　本研究の培養条件にて神経細胞数計測時に全細胞に占める神経細胞（MAP・2

陽性細胞）の比率は90％以上であった。Aβ濃度によって，軸索及び神経突起の伸

長が阻害される（図1）。Aβ1－40及びAβ25・35において濃度依存的に神経細胞

毒性が認められた（図2）。毒性は過去の報告にほぼ一致していた（2，3）．Aβ

1－40はAβ25－35に比べて同濃度で毒性が強いと考えられた。
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1。目的

　　　ApoEε4a11e1eは晩期発症型FADの関連が指摘されている（1）。また，

sADにおけるリスク因子であることもわかった（2）．sADも晩期発症型FADも臨

床症状や脳の病理所見は同じである．しかるにこれらsADとFADでは，病態機構

や既知の原因遺伝子から作られる蛋白問の相互作用が非常に類似しており，同じ現

象をみている可能性が高い。近年，sADで，ApoEのgenotypeと老人斑におけるA

β分子種の関係が免疫組織学的に明らかになった（3）．しかしながら、免疫組織

学的手法は既に手元にあるパラフィン切片を使用し簡便に行える利点はあるが，組

織を2次元でしかも1部分のみを検討しており，結果が全体を反映しない危険性が

大きい。我々は凍結剖検脳を使い，生化学的手法で，ApoEのgenotypeとAβ分子

種の関係を調べることを目的とした。

2．対象及び方法

Aβの定量：

　　　sAD患者剖検脳の側頭葉で・80℃凍結保存された36例（死亡時平均年齢76．4

歳；56～98歳）を対象にした。

　　　凍結剖検脳（約O，5g）に5体積量の蟻酸を加え，テフロン製ホモジェナイザ

ーにて懸濁し，さらに超音波細胞破砕器（Seiko7040）で10秒間，3回施行した．

次に100，OOOXg，4℃にて30分間の遠心分離（Hitachi　hi㎜ac　CS120，RP80AT　rotor）

を行い，上清（蟻酸可溶’性画分）を得た。その上清をNaOHで中和後にsandwich

ELISA法にて各Aβを定量した。sandwich　ELISA法のN末認識抗体（固相抗体）とし

てBAN50（anti－Aβ1－！6）またはBNT77（anti－Aβ11－28）を使用した。また，C末認

識抗体（標識抗体）としてBA27（anti－Aβ1－40）またはBC05（anti・Aβ35・43）を使

用した（図1）。Aβ！－40及びAβ1・42ペプチドの用量反応曲線から，サンプルの

各Aβ量を計算した（4）。

ApoEの型決定：

　　　凍結剖検脳に1㎜1buffer（10mM　Tris・HC1pH8．O，O．1M　EDTA　pH8．O，20

μ9／μ1RNAase，O．5％sDs）を加えテフロン製ホモジェナイザーにて懸濁後，37℃
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1時間反応させた．次に100μ9のproteinase　K（Boeri㎎er　Mamhei皿）を加え，

さらに55℃3時間反応させ，フェノール。クロロフォルム抽出後に10M

CH3COONH4，100％ethano1にてgenomic　DNAを沈殿させた。9en㎝ic　DNAをTEで

溶解後にO．D．260㎜を測定し，各サンプルのDNA量を決定した。

　　　pri皿erとしてprimer！ApoE23：5㌧TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA－3’pri鵬r2

ApoE31：5’一ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA－3’を用いて95℃30秒，64℃1分，

72℃1．5分を！cyc1eとして40cyc1es行った（ASTEC，PC－700）．Positive

c㎝tro1としてpEFbos－h㎜an　E2，PEFbos－human　E3及びpEFbos－h㎜an　E4（100

㎎）を用いた．次にPCR産物を制限酵素HhaI（Takara）にて37℃，2時間の条件で

消化した．Hha　I消化産物を8％acry1a皿ide　ge1にて電気泳動（！00V，40分，室温）

し，Positive　contro1のパターンと比較して，各サンプルのApoEのゲノム型決定

を行った（5）　（図2）。

3．結果及び考察。

　　　ApoEのゲノム型はε3／ε3：20例，ε3／ε4：12例，ε4／ε4：4例であった。

fu11－1ength　formAβ1・40～よ　ε3／ε3：o．641±o．17！，　ε3／ε4：8．09±4．32，　ε

4／ε4：13．5±8．29（㎜ean±S．E．；n㎜o1／9）であり，Aβ1・42は14．7±3．41，14．8±

3．33，34．5±11．6（mo1／9）であった。N末が切断されているtruncated　fomはA

βx－40：ε3／ε3：4．39±3．33，ε3／ε4：14．7士7．04，　ε4／ε4：4L6±24．4

（㎜o119）であり，Aβx－42は78．3±14．5，76．2土12．4，185．O±69．9（mo1／9）であ

った。各群において標本分布が偏っていたため，全データを対数値に変換し，1og（A

β1－40）＝［Aβ1－40］と表記して，以後の統計処理を行った．

すなわち，ε3／ε3，ε3／ε4，ε4／ε4の各群のfu11－1ength　fo岬である［Aβ1－

40］は2．42±O．16，3．13士O．29，3．89±O．33（1o9（㎜o1／9））で，　［Aβ1－42］は順

に3．80±o．18，4．10±o．28，4．46±O．19（1og（nm1／9））であった（図3）．また，

truncated　fomの［AβX－40］は2．89土O．！5，3．56±O．23，4．29±O．41（1og（n皿o1／9））

で，　［Aβx－42］4．65士O．13，4．71土O．17，5．20±O．16（1og（n㎜o1／9））であった
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（図4）．［Aβ］の平均値に各群間で差があるかFisher’s　LSD（1east　significant

difference）法を用い統計学的に調べたところ，［Aβ1－40］と［AβX－40］は危険率

P〈o．05でε3／ε3群とε3／ε4群間およびε3／ε3群とε4／ε4群間において有意

差がみられた．［Aβ1－42］および［AβX－42］は各群聞において有意差は認められなか

った（図3，4）．さらに有意差をより確実なものとするために［Aβ1－40］／［Aβ1・

42］および［AβX－40］／［AβX－42］を求め各群間で比較したところ，同様に危険率

P〈o．05でε3／ε3群とε3／ε4群間およびε3／ε3群とε4／ε4群間において有意

差がみられた（図5）。

　　　以上をまとめると，ApoEε4はsAD脳内における［Aβ1－40］及び［AβX－40］を

有意に増加させる。ApoEε4はsAD脳内における［Aβ！・40］／［Aβ1－42］及び［AβX・

40］／［AβX－42］の比を有意に増加させる。N末が切断されているtrmcated　fomと

fu111ength　fomの結果が同じ事から，ApoE　genotypeのAβ沈着に及ぼす効果は

AβのC末端に関連し，N末端は影響されないことがわかった。

　　　我々の結果はAβ1－40（Ter－40）及びAβ1－42（43）（Ter－42）末端認識抗体を

用いて各々老人斑の個数と面積比を免疫組織学的に定量した報告結果をさらに強固

に支持するものである（3）．また，ApoEε4は老人斑や血管へのAβの蓄積を増

加させるという，これまでの報告を同時に支持するものであり，従来の主張とも矛

盾しない（6，7，8，9）。

　　　脳内に沈着するAβ分子種は早期発症型FADと晩期発症型sADとでは異なる

ようである。PS1やβAPPの関連したFADは血漿や細胞上清にAβ1・42（43）が増

加しているとの報告がある．一方，晩期発症型ADの危険因子であるApoEε4がA

β1・40と関係していることをこの研究で示した。知る限りにおいて，早期発症型

FADにおけるApoEε4とAβの関係を生化学的に調べた報告はない．Aβ1・40にお

けるApoEε4a11e1e効果はsADだけでなく；FADにも認められる可能性があり，

今後の重要な研究課題であるといえよう。
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　　　　　　　第皿章

　　アルツハイマー病におけるAβと

　preseni1in1のミスセンス変異効果

（参考文献2；Neuroscience1etters228．1997：17－20）
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1。目的

　　　大部分のADはsADであり，遺伝性を示すFADの割合はたかだか数％では

あるが，FADのもつ意義は逆により重要である。両者の臨床像と病理に本質的な差

はなく，むしろFADが遺伝性である点から染色体上の異常に的を絞りきれる点でも

完結的な結論が得られる。さらに，遺伝的に均質なことからADの原因を探る上で

非常に有利であることがその主要な根拠である。よって，このFADに対する研究の

成果が，環境要因が複雑に関与しているsADの原因解明にも繋がると考えられてい

る．

　　　FADのうち，βAPP717とβAPP670／671では免疫組織学的検索で老人斑にお

けるAβ1－42（43）が増加している（1）。さらにPS1の点突然変異のあるFAD家

系の患者血漿中及び線維芽細胞の培養上清中のAβ1－42（43）濃度が正常コントロー

ルと比較して有意に上昇しているという報告もある（2）。これら事実からPS1点

突然変異患者の剖検脳における老人斑においてAβ1－42（43）が増加していることが

推察される。我々はPS1（H163R）点突然変異患者及びPS1（exon　g　de1etion：△9）

患者の剖検脳を用い，免疫組織学的手法で定量的にAβ1－42（43）の増加を確認する

ことを目的とした．

2．対象及び方法

対象：

　　　sAD（75歳，女性，罹病期間16年間；63歳，男性，罹病期間11年間；62歳，男

性，罹病期間8年間）3例の側頭葉（中側頭回）切片。PS1（H163R）点突然変異患者

（62歳，女性，罹病期問11年間）の側頭葉（中側頭回）切片（3）．PS1（△9）患者

（64歳，男性，罹病期間！9年間）の側頭葉（中側頭回）切片（4）。

抗体の作成：

　　　Aβ！－40とAβ1－42の各々C末端5アミノ残基のVGGVVとGVVIAの合成ペ

プチドを作成しkey　ho1e1i叩et　hemcyaninを結合した後，ウサギに免疫し，各々

をTer・40及びTer－42とした．それらの抗体価と反応性はAβのC末端Aβ1・40

及びAβ1－42（43）を使って調べた（5，6）。
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免疫組織染色：

　　　組織ブロックをfoma1inにて固定，脱水後にparaffinに包埋し，ミクロ

トームで5μ皿の切片にした。切片を脱paraffin処理後に99％蟻酸にて10秒間前処

置を行った（7）．20％cs／PBsにてb1ocking後に1次抗体のTer－40または

Ter－42（×400：Po1yc1ona1antibody）／10％cs／PBsを用い，一昼夜4℃で反応さ

せた。2次抗体のbiotinized抗rabbit　IgG抗体（x500；vector）／10％cs／PBsを

用い，一昼夜，4℃で反応させた。次にABC法（Vectastain　e1ite　ABC　kit：

vector）で処理し，O．2㎎／皿13，3’一dia脳inobenzidine，o．01％H202で発色した。

老人斑の形態学的解析：

　　　形態学的解析はまず免疫染色切片で関心領域を100倍で5領域，写真撮影した。

写真撮影に際し，Ter・40とTer－42の免疫染色切片上で同一領域を選んだ。キャビ

ネ大の写真をscamer－c㎝puter　syste脳（Hew1ett　Packard　scanJet4c／T，Power

Macintosh8100／100）でgray　sca1e　digita1i㎜ageに変換した。コントラストと

明るさを標準化した後，artifactsを画像解析ソフトウエアー（NIH　i皿agi㎎1．52，

Adobe　Photoshop3．OJ）にて除去した。この時，同時に血管アミロイドを含む老人

斑以外の染色部位を取り除いた。Ter－40及びTer－42染色部分の面積を計測し，全

画面に対する比率として求めた（area；％）。また，顕微鏡用sca1eから画像の実

面積を計算し，老人斑の個数を単位面積あたりの個数（個／㎜2）で求めた。

3。結果及び考察

　　　Ter－42陽性老人斑を面積比（area）及び単位あたりの個数（density）の両方で

sAD（L80±1．38％，247士43個／㎜2；mean土S．E．）と比較したところ，

PS1（H163R）（4．74士O．38％，633±54個／㎜2）及びPS！（△9）（6．17±O．16％，641±5

個／㎜2）では有意に増加していた（Fisher’s　LSD法：＊P＜O．O01）　（図1，2）。

　　　Ter－40陽性老人斑は単位あたりの個数（d㎝sity）についてsAD（69±22個／

㎜2），PS1（H163R）（51土9個／㎜2）及びPS1（△9）（92土！3個／㎜2）の3群間で平均値

に差は認められなかった。しかし，Ter－40陽性老人斑の面積比はsAD（O．414±

40



O．15％）とPS1（△9）（O．90±O．17％）間で面積比の平均値でP＝O．07’とPS1（△9）

の面積比が増加している傾向がみられた。さらにPS1（△g）とPS1（H163R）（O．1g土

O．04％）間では面積比がPS1（△9）で有意に増加していた（Fisher’s　LSD法：＊P＜

O．O01）（図1，3）．

　　　Ter－42陽性老人斑は面積比及び単位あたりの個数の両方ともsADと比較す

るとPS1（H163R），PS1（△9）の両方で増加していた。この結果はPS1点突然変異を

有する患者で血漿中のAβ1－42（43）の濃度が増加していたとする，最近の報告に一

致する（2）。

　　　Ter－40陽性老人斑は面積比に関してsADやPS1（H163R）と比べて，PS1（△9）

にて増加傾向がみられた。このことからAβ蓄積に及ぼすPS1の効果はPS1点突

然変異の部位によって変わる可能’性が考えられた．βAPP717の遺伝子を導入した培

養細胞の上清ではAβ1－42（43）のみが増加し（8），βAPP670／671ではAβ1－40

とAβ1－42（43）の両方が増えていた（9）．しかし，βAPP717及びβAPP670／671

の剖検脳の免疫組織学的検索では，Aβ1－42（43）のみの蓄積増加がみられた。PS1（△

9）はPS1（H163R）やβAPP点突然変異と比べてAβ1－40の蓄積傾向が認められる

ことから，PS1点突然変異の部位特異的効果が存在するのかもしれない．さらに

PS1にはAβ分泌とは異なった，Aβ沈着に関する変異部位特異的な作用があると

考えられる。

　　　PS1と相同性が高い蛋白であるSEL－12やSPE－4からPS1の機能を推察す

るとPS1は膜のrecyc1i㎎やtrafficki㎎に関係しているのかもしれない（10）．

eX㎝9部分は点突然変異が集中している重要部分であり，ループ部分の前半を形成

する親水領域でもあることから，膜上で他の蛋白や細胞器官に影響を及ぼすことが

考えられる（2，4，11）．PS1の点突然変異はβAPPの㎜aturationやβAPP

のtrafficki㎎に障害を及ぼし，結果として異常なAβが産生されるのかもしれ

ない。PS1の生理機能及び病的機能を理解するためにも，PS1とAβまたは他の蛋

白質との相互作用は解明されなければならない．さらに第2章で述べたように

PS！（△9）とPS1（H！63R）はApoEのTypeはまだ決定されていないので，PS1（△9）
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のAβ1－40増加はApoE4効果が原因である可能性も考えられ，両症例のApoE型

を決定しなければならない。また，凍結脳から生化学的方法を用いてAβ分子種の

定量を行う必要がある。
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　　　本研究の成果を㎜c1eation－dependent　po1y皿eration仮説（1，2）に基づ

いて解説する。Aβ1－42が多量体化するのは図1より比較的速やかに進行するがA

β1－42のnuc1eati㎝相が律速段階になっている．PS1やβAPPの点突然変異では

血漿中や脳内でAβ1－42が増加しており，核（mc1ear）となるAβ1－42が多く産生

されることから9rowth相への移行が早くなり，つまりAD発症が若年化すること

が説明できる（図2）．次にgrowth相ではAβの核にAβ1－42だけでなくAβ1－

40も沈着してアミロイド線維を形成する（図1）。ApoEε4はAβ1－40との結合

がApoEε3より強いとする報告もあるのでAβ1－40に結合してAβ1－40の核への

蓄積を促進するのかもしれない．これはnuC1eatiOnまで正常人と同様な速度で進

行し，ApoEε4が存在するとgrowth相で蓄積が促進されるので発症が比較的加速

される．sADでもApoEε4のdoseが増えるごとに発症が8－10年早くなることが

報告されており，分子レベルでの説明に合う結果である．本研究は，早期発症の

PS1（△9）及びPS1（H163R）脳内でAβ1・42が増加していること，ApoEε4の

a11e1e　doseが増えるに従いAβ1－40が脳内で増加していることを証明した。

　　　我々の結果はnuc1eation－dependent　po1y皿eration仮説の一部を証明したの

みならず，今後の治療薬開発への手がかりを与えている。ほとんど多くのADは

sADであり，晩期発症である。すなわち，nuc1eation相は正常人とあまり変わらな

いことが想像される．問題はgrowth相で，ここでは他の様々の外的。内的要因が

影響を及ぼしている可能性が大きい．このgrowth相が促進されている（傾きが大

きい；図2）ためにsADとして発症するのであろう．従って，このgrowth相を促

進させる要因（物質）を阻害することが分子レベルでのより現実的な治療薬になる

と考えられる。また，凝集Aβによって生じる酸化ストレスを軽減させる一部の抗酸

化剤も治療薬としての可能’性を秘めている。Aβ線維形成による神経細胞毒性実験系

も確立していることから，抗酸化作用を持ち，Aβに結合し，Aβの凝集。線維形成

を防ぐ可能1性を秘めているChrysamine　G（コンゴレッドのカルボキシル酸類似体）

（3，4）のAβ神経毒性阻止効果をこの系で調べる予定である．今後はこの系を用

い，他の治療薬候補物質を探索していきたい．
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　　　本稿ではAβによる神経細胞死を中心に研究をすすめ，Aβが毒性を発揮する

凝集Aβの分子種と原因蛋白との関係について明らかにしてきた。しかし，AD脳内

で起こっている事象はより複雑なはずで，神経一神経間または神経・グリア問のシグ

ナル伝達異常や，局所のautocrine，paracrineなどの液性因子による相互作用の

異常などは全くわかっていない。原因蛋白の生理機能が解明され，神経細胞単独の

異常ではなく神経細胞間のneura1net　workやグリア系細胞との相互作用における

機能異常についても近い将来，目を向けられると思われる。
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