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論 文 概 要 
 
目的：アルツハイマー病（Alzheimer’s disease（AD））は慢性進行性の記銘力障

害を特徴とする最も頻度の高い認知症疾患である． AD は人口の高齢化に伴っ

て近年増加しており，その病態を治療への展望を持って解明することは非常に

重要である．AD の病理学的特徴の一つである老人斑には，amyloid-β蛋白（Aβ）
が凝集，蓄積しているが，現在のところ，この Aβが AD の病態の中心的因子で

あると考えられている．Aβはアミロイド前駆体蛋白（amyloid precursor protein
（APP））がβセクレターゼ（β-site APP cleaving enzyme 1（BACE1））とγセクレ

ターゼにより段階的に切断されて生成する．γセクレターゼは presenilin 1
（PS1）を活性中心として少なくとも他の 3 つの蛋白質である nicastrin，anterior 
pharynx-defective 1（APH-1），presenilin enhancer 2（PEN-2）が結合した複合体で

ある．これまでに，Aβを増加させる因子として酸化ストレスやコレステロール

が報告されてきた．さらに，脂質ラフトと呼ばれるコレステロールに富む膜微

小領域が Aβの産生，蓄積に重要な役割を持っていることが示唆されてきた．ま

た近年，酸化ストレスによりセクレターゼが変化する可能性も指摘されてきて

いるが，現在のところ詳細は明らかでない．本研究では，酸化ストレスによる

脂質ラフト内の BACE1，γセクレターゼの変化および Aβ産生の変化について

明らかにするため，ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に，酸化ストレス物質であ

る Ethacrynic acid（EA）を負荷した培養系を用いた検討を行った． 
 
対象と方法：SH-SY5Y 細胞に，EA（10～30 μM）を 20 時間負荷し、細胞内蛋白

質をウエスタンブロット法で検討した．次に，EA（30 µM）を 20 時間負荷後，

細胞を 1%CHAPS を含むバッファーで処理し，蔗糖密度勾配遠心法により分画

し，脂質ラフト画分と非ラフト画分をウエスタンブロット解析した．さらに，

RT-PCR 法により PS1 mRNA のレベルの解析を行った．EA による Aβ産生の変

化を検討するため，スウェーデン変異型 APP を発現する SH-SY5Y 細胞

（SH-swAPP 細胞）に EA（30 µM）を 24 時間負荷後，培養上清中の Aβ40, 42
レベルをサンドイッチ ELISA 法で測定した．また，抗酸化物質である

N-Acetylcystein（NAC）の効果を調べるため，細胞を NAC（2 mM）で 8 時間前

処理した後，EA（30 µM）と NAC を共負荷し，細胞内および脂質ラフト画分の

PS1 蛋白レベル，PS1 mRNA，培養上清中の Aβ40, 42 レベルを同様に解析した． 
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結果：細胞内蛋白質のウエスタンブロット解析の結果，EA（30µM）負荷時に酸

化ストレスマーカーである Heme-Oxygenase-1（HO-1）蛋白の明らかな増加が確

認された．EA 負荷により，細胞内の PS1 蛋白レベルは対照の約 1.4 倍へと有意

に増加したが，他のγセクレターゼ複合体因子である nicastrin, APH-1, PEN-2 お

よび，BACE1，APP の蛋白レベルには著変を認めなかった．蔗糖密度勾配遠心

法による分画では，PS1 を含めたγセクレターゼ複合体因子と成熟型 BACE1 は

脂質ラフト画分に主に分布していた．EA 処理した細胞の脂質ラフト画分におい

て，PS1 蛋白レベルは対照の約 1.4 倍へと有意に増加したが，他のγセクレター

ゼ複合体因子および，BACE1，APP の蛋白レベルには著変を認めなかった．半

定量的 RT-PCR 法による検討では，PS1 mRNA レベルは EA 負荷時に対照の約

1.4 倍へと有意に増加した．real-time PCR 法でも同様の結果を得た．SH-swAPP
細胞に EA（30 µM）を負荷した場合，培養上清中の Aβ40, Aβ42 のレベルが，そ

れぞれ対照の約 2 倍, 約 1.4 倍へと有意に増加した．同時に細胞内 PS1 蛋白レベ

ルは対照の約 1.3 倍へと有意に増加した．NAC（2 mM）を EA と共処理した際

には，上述の EA 負荷による HO-1 蛋白の増加が抑制されると共に，PS1 蛋白，

PS1 mRNA，Αβレベルの増加も抑制された． 
 
考察：本研究では，SH-SY5Y 細胞に EA を用いて酸化ストレスを負荷した際に，

PS1 発現の増加を認め，脂質ラフトにおける PS1 蛋白レベルの増加を認めた．

さらに SH-swAPP 細胞において EA 処理は Aβ分泌を増加させた．脂質ラフトに

おける PS1 蛋白レベルの増加は，γセクレターゼ活性の増加につながり，その

結果 Aβ産生が増加する可能性が考えられる．Aβはまた，酸化ストレスを誘導す

ることが報告されており，上述のように酸化ストレスにより増加したAβがまた，

酸化ストレスを誘導して悪性サイクルを形成し，病態を進行させると考えられ

る．従って，抗酸化物質などによりこのサイクルを阻止することは AD の治療

の一助になる可能性があり，さらに脂質ラフトにおける Aβ産生を標的とする治

療も有効になりうると考えられる．本研究では比較的強い刺激での急性期反応

を検討したが，より弱い刺激で慢性的な処理による検討も病態および治療を検

討する上で有用と考えられる． 
 
結論：酸化ストレスは，PS1 発現を増加させ，脂質ラフトの PS1 増加を介して

Aβ産生を促進する可能性が考えられた．本研究の結果は，酸化ストレスと Aβ
増加の関連，およびAβ産生における脂質ラフトの重要性を支持するものであり，

抗酸化物質による酸化ストレスの抑制や脂質ラフトにおけるAβ産生を標的とす

る治療が AD 治療に有効である可能性が示唆される． 
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1. 研究の背景 
 

1-1. AD 脳に蓄積する Aβの生成 

アルツハイマー病（Alzheimer’s disease（AD））は最も一般的な認知症の原因

疾患であり，慢性進行性の記銘力障害をきたす．65 歳以上の人口の 10%以上が

罹患しており，また人口の高齢化に伴い近年増加している（1）．そのため，AD

の病態を治療への展望を持って解明することは非常に重要である． 

AD の神経病理学的特徴は，細胞外に見られる amyloid-β蛋白（Aβ）を含む老

人斑と，細胞内に見られる過リン酸化タウ蛋白を含む神経原線維変化である．

現在のところ，Aβの凝集，蓄積により老人斑が形成され，その後神経原線維変

化が誘導され神経細胞死を導くと考えられており（アミロイド仮説），Aβが疾

患の発生，進行に重要な役割を担っていると考えられている（2,3）．Aβは，膜

貫通蛋白であるアミロイド前駆体蛋白（amyloid precursor protein（APP））が 2

つの膜結合プロテアーゼであるβセクレターゼ（β-site APP cleaving enzyme 1 

（BACE1））とγセクレターゼに切断されて生成される（4,5）．図 1 に示すよ

うに，BACE1 は APP を Aβ領域の N 末で切断し，それにより生成する C 末断

片を，続いてγセクレターゼが切断して Aβが遊離される（5）．γセクレター

ゼは，presenilin 1（PS1）を活性中心として少なくとも他の 3 つの蛋白質である

nicastrin，anterior pharynx-defective 1（APH-1），presenilin enhancer 2（PEN-2）

が結合した複合体である（4）． 

 

 

 

 



 10 

1-2. Aβと酸化ストレスの関連 

Aβがどのように増加・蓄積し，疾患が進行するかについてはまだ不明な点が

多いが，Aβを増加させる因子として，酸化ストレスやコレステロールが報告さ

れてきている．これまで，AD 脳で酸化ストレスマーカーの増加が観察された

ことから，酸化ストレスが AD 病態に関与していること考えられてきた（6-9）．

さらに，酸化ストレスマーカーが AD の病初期より観察されることが報告され，

酸化ストレスが病初期より重要な役割を果たしていることが示唆されてきた

（10,11）．以前の報告により，Aβが酸化ストレスを誘導し（12-14），また反対

に酸化ストレスが Aβを誘導する（13-20）ことが示され，酸化ストレスと Aβ

が互いに増加させ合うことが分かってきた．また，抗酸化物質が Aβの毒性か

ら神経細胞を保護したり（12,13,23），Aβレベルを減少させる（24）ことも報告

され，酸化ストレスと Aβが密接に関連していることが明らかになってきた．

酸化ストレスが Aβを増加させるメカニズムとして，近年，酸化ストレスによ

る BACE1 やγセクレターゼの発現や活性の増加が報告されてきている

（17,19,20,22）が，まだ詳細は明らかになっていない． 
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1-3. Aβと脂質ラフトの関連 

遺伝学，疫学，生化学の研究から，AD とコレステロールとの関連も指摘さ

れてきた．中年期の高コレステロールが後年におけるアミロイド沈着や AD 発

達のリスクと強く関連することや（25-28），コレステロール低下薬であるスタ

チンを内服していた患者では，一般人よりも AD 発症率が低いことなどが報告

されてきた（29）．動物実験や培養細胞の研究では，高コレステロールと Aβ産

生増加の関連が示されてきた．高コレステロール食で栄養された動物は Aβ蓄

積が増加し（30-33），一方コレステロール低下薬の投与は Aβレベルを低下さ

せた（34,35）．培養細胞でもコレステロールの除去や追加によって同様の結果

が示されてきた（34,36,37）． 

コレステロールと AD との関連は 10 年以上前から報告されているが，その詳

細な機序はまだ分かっていない．最近その一つの仮説として，脂質ラフトとの

関連が提唱されてきている．脂質ラフトはコレステロール，スフィンゴ脂質，

飽和リン脂質に富む膜微小領域で，蛋白質が選択的に出入りし，特定の蛋白質

が群集する（1,38,39）．脂質ラフトは膜ソーティングや輸送，シグナル伝達な

どの過程において重要な役割をもっていると考えられている（40）．これまで

の研究で，脂質ラフトに BACE1 やγセクレターゼが局在し，そこで活性を発

揮していることや（41-47），Aβが AD 脳や AD モデルマウス脳の中で脂質ラフ

トに蓄積している（48,49）ことが報告され，脂質ラフトが Aβの産生・蓄積に

重要な場である可能性が指摘されてきた． 

以上より，酸化ストレスや脂質ラフトは Aβの産生に影響を及ぼしていると

考えられ，その詳細を解明していくことは AD の治療的展望に寄与すると考え

られる． 

 



 12 

2. 研究の目的 
 

 上述のように，AD 病態には病初期より酸化ストレスが深く関わっているこ

とや，コレステロールが AD の発症や進行に関与していることが明らかになっ

てきている．さらに，AD の病因の中心的役割を持つ Aβの増加に酸化ストレス

とコレステロールが関与していることが分かってきた．また，コレステロール

と関連して，脂質ラフトと呼ばれる膜微小領域が Aβの産生，蓄積に重要な役

割を持っていることが示唆されてきた．そして近年，酸化ストレスと Aβの関

係に関連して，酸化ストレスによりセクレターゼが変化する可能性が指摘され

てきたが，現在のところその詳細は明らかになっていない．そこで本研究では，

酸化ストレスによる脂質ラフト内の BACE1，γセクレターゼの変化および Aβ

産生の変化を検討することを主な目的とした．そのための実験系として，ヒト

神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞あるいは Aβを過剰産生する SH-SY5Y 細胞に，酸

化ストレス物質である Ethacrynic acid（EA）を負荷した培養系を用いた．EA

は，細胞内の主要な抗酸化物質であるグルタチオンを欠乏させることにより酸

化ストレスを誘導する物質である（50）． 
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3. 対象と方法 
 

3-1. 細胞培養および薬剤処理 

ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を，以前の報告を参照して（51），DMEM/F12

に 10%胎児ウシ血清を加えた培養液で，5%二酸化炭素/95%空気の環境下で培

養した．細胞は 60 mm または 145 mm-dish に，それぞれ 1.7x106 または 8.5x106

個の濃度でまいた．翌日，EA を加えた培養液に交換し，~24 時間反応させた．

EA は，エタノールに EA 50 mM を溶解した溶液を，適宜培養液で希釈した．

対照細胞は，溶媒（エタノール）のみを溶解した培養液に交換した．

N-acetylcystein（NAC）の効果を評価するため，細胞を NAC（2 mM）で 8 時間

前処理し，その後 EA（30 µM）+ NAC（2 mM），または NAC（2 mM）のみを

~24 時間投与した．NAC は培養液に直接溶解した．Aβ分泌に対する EA の効果

を評価するために，スウェーデン変異型 APP を過発現し，Aβを十分量産生す

る SH-SY5Y 細胞（SH-swAPP 細胞）を用いた（51）．スウェーデン変異は，家

族性アルツハイマー病の遺伝子異常の一つであり，APP のβ切断部位近傍の 595，

596 位のアミノ酸が KM→NL に置換され，β切断が起こりやすくなるため Aβ

産生が増加する（52）． 
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3-2. 抗体および薬剤 

PS1 に対するポリクローナル抗体（CX, AB444）は，荒木亘博士より供与し

て頂いた（53,54）．nicastrin と APH-1aL に対するポリクローナル抗体は，それ

ぞれ Sigma（St. Louis, MO）と Covans（Berkely, CA）より購入した．APP（R37）

と PEN-2（PNT2）に対するポリクローナル抗体はそれぞれ亀谷富由樹博士（55）

と Dr. Thinakaran（56）より供与して頂いた．heme oxygenase-1（HO-1），BACE1，

flotillin-1 に対する抗体はそれぞれ Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz, CA），

Chemicon（Temecula, CA），IBL（Gunma, Japan）より購入した． 

 

3-3. ウエスタンブロット解析 

細胞を，蛋白分解酵素阻害剤を含むRIPAバッファー（10 mM Tris, pH 8.0, 150 

mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 5 mM EDTA）に溶解

し，bicinchoninic acid assayを用いて蛋白量を測定した．サンプルはそれぞれ等

量の蛋白量ずつ，8%または12%ゲルで泳動，分離し，PVDF膜に転写した．0.05% 

Tween-20と5%スキムミルクを含むphosphate- buffered saline（PBS）でブロッキ

ングした後，1%ウシ血清アルブミンと0.05% Tween-20を含むPBS中に溶解した

一次抗体と室温で2時間反応させた．続いてペルオキシダーゼで標識された二

次抗体（抗ラビットまたは抗マウスIgG）と室温で2時間反応させ，

chemiluminescence試薬（Parkin-Elmer, Boston, MA, USA）を用いて蛋白発現を検

出した．蛋白質のバンドはイメージアナライザー（LAS-1000, Fuji Film, Tokyo, 

Japan）を用いて定量した．各蛋白質の定量値はβ-actinの定量値で補正した． 
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3-4. 脂質ラフトの分離 

脂質ラフトの分離は，以前に報告された方法を参照して蔗糖密度勾配遠心法

により行った（41,57）．具体的には，145 mm-dish 1 枚の細胞を冷却した PBS

で洗浄し，スクレーパーではがした後，低速遠心によりペレットにした．ペレ

ットは，蛋白分解酵素阻害剤を含む 0.25 ml TNE バッファー（25 mM Tris，pH 7.4，

150 mM NaCl，2 mM EDTA）中で，25G 針を用いて粉砕した．そして 2% CHAPS

を含む等量の TNE バッファーを加え，30 分氷上でインキュベートした．次に，

その抽出液に 90%蔗糖を含む TNE バッファーを等量加えて蔗糖濃度を 45%に

し，1 ml を超遠心管に入れた．35%蔗糖を含む TNE バッファー（1 ml）をその

上に入れ，さらに 5%蔗糖を含む TNE バッファー（1 ml）をその上に入れた．

SW 60 ローター（Beckmann，Fullerton，CA）を用い，190,000g，4℃，16 時間

超遠心した後，上面から 0.3 ml ずつ全 10 画分を採取した．脂質ラフトは，35%

と 5%蔗糖の界面に，白い帯状に浮遊していた．各画分を等量ずつ用い，ウエ

スタンブロット解析を行った． 
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3-5. 半定量的および定量的逆転写（RT) - PCR 

Gene Elute Mammalian Total RNA Miniprep Kit（Sigma）を用い，細胞から全

RNA を抽出した．全 RNA 1 µg に 25 µg/ml oligo（dT）を 15 µl 加え，全量を 20 

µl とし，Improm II Reverse Transcription System（Promega, Madison, WI）を用い

て逆転写反応（RT）を行った．半定量的 RT - PCR では， RT 産物（cDNA）1 µl

を 200 µM dNTPs，0.5 µM primers，1 µM Advantage 2 Polymerase mix（Stratagene, 

La Jolla, CA）に加えて全量を 50 µl とし，PCR 反応を行った．Primer は，PS1

に は 5’-AGGAAGAAGATGAGGAGCTGA-3’ と

5’-ACTCAGGTGTAGAGCGATGAG-3’ を ， vimentin に は

5’-GCAGGAGCTGAATGACCGCT-3’と 5’-CCGTGAGGTCAGGCTTGGAA-3’を

用いた．vimentin は，EA 処理で変化しない対照遺伝子として使用した．PCR

反応は，PS1 は変性 95℃1 分，アニーリング 62℃1 分，伸長 72℃2 分を 27 サ

イクル，vimentin は変性 95℃1 分，アニーリング 64℃1 分，伸長 72℃2 分を 23

サイクル施行した．増幅産物は 0.9%アガロースゲルで分離し，ethidium bromide

で染色した後，イメージアナライザー（LAS-1000, Fuji Film）を用いて検出，

定量した．上記 PCR 条件において，増幅産物の定量値は使用した cDNA 量に

比例することを確かめ，実験の定量性を確認した． 

定量的 RT-PCR には，LightCycler 1.5 Instrument（Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Germany）を用いて real-time RT-PCR を行った．Primer は，PS1 には

5’-ACTGTTGCACTCCTGATCTGG-3’ と 5’-ACTCAGGTGTAGAGCGATGAG-3’

を，vimentin には上記と同じものを使用した．PCR 反応は LightCycler-DNA 

Master SYBR Green I（Roche Molecular Biochemicals）を用いて，標準的なプロ

トコールで行った．最初の変性を 95℃10 分行い，次に変性 95℃10 秒，アニー

リング 58℃（PS1）または 60℃（vimentin）10 秒，伸長 72℃20 秒を，40 サイ
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クル施行した．PS1 mRNA 量は，vimentin mRNA 量で標準化して評価した． 

 

3-6. Aβ測定 

SH-swAPP 細胞を 12-well plate に 5 x 105 cells/well の濃度でまき，翌日，新し

い培養液に交換し，EA（30 µM）を 24 時間負荷した．負荷後，培養液を回収

し，以前の報告を参照し（51,58），sandwich ELISA kits（Wako, Osaka, Japan）

を用いて Aβ40 と Aβ42 の濃度を測定した．具体的には，Aβの capture 抗体とし

て BNT77 抗体が塗布された 96-well plate に，サンプルと Aβのスタンダード溶

液を 0.1 ml ずつ入れ，4℃で一晩反応させた．洗浄後，ペルオキシダーゼで標

識された BA27 抗体（Aβ40 特異的）または BC05 抗体（Aβ42 特異的）と 4℃

で 3 時間反応させた．洗浄後，TMB Microwell Peroxidase Substrate System

（Kirkegaard & Perry Laboratory, Gaithersburg, MD, USA）を用いて酵素活性を測

定した．スタンダード用の Aβ40, Aβ42 は Bachem（Bubendorf, Swizerland）より

購入した． 

 

3-7. 統計学的解析 

全ての結果は平均± SEM で表した．有意差検定は，one-way ANOVA と続いて

Bonferroni multiple comparison test，または Student’s t-test を行い，p<0.05 を有意

とした． 
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4. 結 果 
 

4-1. EA は PS1 蛋白発現を増加させる 

BACE1 とγセクレターゼ複合体因子に対する EA の効果を検討するため，

SH-SY5Y 細胞を EA で 20 時間処理し，細胞内蛋白質の変化をウエスタンブロ

ット法で解析した．酸化ストレスマーカーである HO-1 が，EA 20 µM でわずか

に増加し，EA 30 µM で著明に増加したことより（図 2A），EA 20 µM 以上の濃

度で酸化ストレスが誘導されることが確認された．PS1 蛋白レベルは，EA 30 

µM負荷で対照より約40%増加した（図2A,B）．しかし，nicastrin，APH-1，PEN-2，

BACE1，APP の蛋白レベルには有意な変化を認めなかった（図 2A,B,C）．次に，

HO-1 と PS1 蛋白レベルの経時変化を検討したところ，HO-1 は EA 30 µM 負荷

後 12 時間で著明に増加し，その後減少した（図 3A）．PS1 は 12 時間後より増

加し，24 時間後にはさらに増加して，0 時間と比べ約 1.4 倍に増加した（図 3A,B）．

以上の結果より，SH-SY5Y 細胞において，EA が PS1 蛋白レベルの増加を誘導

することが示された． 
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4-2. γセクレターゼ複合体因子と成熟型 BACE1 は主に脂質ラフトに分布する 

BACE1 とγセクレターゼ複合体の，脂質ラフトおよび非脂質ラフトへの分布

と EA 処理による分布への影響を検討するため，SH-SY5Y 細胞に EA 30 µM を

20 時間負荷し，蔗糖密度勾配遠心法を用いて分画した．各分画のウエスタンブ

ロット解析の結果を図 4A に示した．脂質ラフトマーカーである flotillin-1 が

fraction 4 に主に分布していた．EA によって誘導された HO-1 蛋白の多くは

fraction 4 と 8-10 に分布していた．γセクレターゼ複合体因子のほとんどは

fraction 4 に分布し，BACE1 は成熟型が主に fraction 4，未熟型が主に fraction 8-10

に分布していた．APP は fraction 4 と 8-10 の両方に分布していた．これらの分

布には，EA 処理による変化を認めなかった． 

 

4-3. EA は脂質ラフトにおいて PS1 蛋白を増加させる 

次に，脂質ラフト内のγセクレターゼ複合体因子と BACE1 に対する EA の効

果を定量的に検討するため，対照と EA 処理サンプルの脂質ラフト画分（fraction 

4）と非脂質ラフト画分（fraction 8-10 の混合物）をウエスタンブロット解析し

た．PS1 の N 末断片（NTF）と C 末断片（CTF）の蛋白レベルがいずれも対照

の約 1.4 倍に有意に増加した（図 4B,C）．その他のγセクレターゼ複合体因子

である nicastrin，APH-1，PEN-2 の蛋白レベルには変化を認めず（図 4B,C），

BACE1，APP，flotillin-1 の蛋白レベルにも変化を認めなかった（図 4B,D）．以

上の結果より，EA により増加した PS1 蛋白の多くは脂質ラフトに存在してい

ると考えられた． 
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4-4. NAC は EA による PS1 蛋白の増加を抑制する 

NAC は，細胞の主要な抗酸化物質であるグルタチオンの前駆物質であり，細

胞内のグルタチオンを増加させて抗酸化作用を発揮する（59）．EA による酸化

ストレスを NAC により抑制することで，PS1 蛋白の増加を防ぐことができる

かどうかを検討した．細胞を EA と共に NAC（2 mM）で処理し，細胞内蛋白

をウエスタンブロット解析したところ，EA による HO-1 の誘導はほぼ完全に抑

制され，NAC の共処理が EA による酸化ストレスの誘導を抑制することが確認

された（図 5A）．また PS1 蛋白の増加も有意に抑制された（図 5A,B）．NAC

のみの処理では PS1 蛋白レベルを変化させなかった．次に，脂質ラフト画分に

おける NAC の効果を検討するため，EA と NAC で共処理した後，蔗糖密度勾

配遠心法で分画した．脂質ラフト画分をウエスタンブロット解析したところ，

脂質ラフト画分においても NAC の添加が EA による PS1 蛋白レベルの増加を

抑制することを確認した（図 5C,D）．以上より，NAC は EA による酸化ストレ

スを抑制し，PS1 蛋白レベルの増加を抑制すると考えられた． 
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4-5. EA は PS1 mRNA 発現を増加させる 

EA による PS1 蛋白増加の機序を検討するため，RT-PCR 法を用いて PS1 

mRNA を測定した．細胞を EA 30 µM で処理したところ，PS1 mRNA レベルは

12 時間より増加し，24 時間で未処理の細胞と比べ約 1.4 倍に増加した．対照と

して用いた vimentin の mRNA レベルには著変を認めなかった（図 6A,B）．そし

て NAC 2 mM の添加により，EA による PS1 mRNA の増加が有意に抑制された

（図 6D,E）．real-time RT-PCR 法においても，PS1 mRNA/vimentin mRNA 比が

EA 負荷後 12 時間および 24 時間で有意に増加し，その増加は NAC の添加によ

り抑制された（図 6C,F）．以上の結果より，EA が PS1 mRNA 発現を誘導し，

NAC によりその誘導が妨げられることが示された． 

 

4-6. EA は Aβ産生を増加させる 

次に，EA の Aβ産生への影響を検討した．SH-SY5Y 細胞は Aβの産生量が少

なく検出が困難であるため，スウェーデン変異型 APP を過発現する SH-SY5Y

細胞（SH-swAPP 細胞）を用いた．SH-swAPP 細胞に EA 30 µM を 24 時間負荷

し，培養上清中の Aβ40 と Aβ42 レベルをサンドイッチ ELISA 法で検討した．

Aβ40 は対照の約 2 倍，Aβ42 は約 1.4 倍に増加した（図 7A）．ウエスタンブロ

ット法で細胞内蛋白を検討したところ，EA 処理により HO-1 蛋白が誘導され，

また PS1 蛋白レベルが約 1.3 倍に増加した（図 7B,C）．BACE1 や APP 蛋白レ

ベルは著変なかった．NAC 2 mM を添加したところ，Aβレベルの増加と細胞内

PS1 蛋白レベルの増加は抑制された（図 7D,E,F）．以上の結果より，EA は Aβ

産生を増加させ，NAC によりその増加が抑制されることが示された． 
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5. 考 察 
 

5-1. 酸化ストレスにより PS1 の発現が増加する 

本研究では，酸化ストレス刺激が神経系細胞の BACE1 およびγセクレター

ゼ複合体に及ぼす影響について検討した．細胞内のグルタチオンを欠乏させて

酸化ストレスを誘導する EA を，神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に負荷し，PS1

の mRNA，蛋白レベルが有意に増加することを示した．そして PS1 蛋白レベル

の増加は脂質ラフト画分においても観察された．また，SH-swAPP 細胞におい

て，EA 処理が Aβ分泌を増加させた．これらの EA による PS1 mRNA, 蛋白レ

ベルの増加や Aβ分泌の増加は，抗酸化作用を有するグルタチオンの前駆体で

ある NAC を添加することにより抑制された．以上より，酸化ストレスは PS1

蛋白発現を増加させ，脂質ラフトの PS1 蛋白の増加を導き，それが Aβ産生増

加に寄与している可能性が考えられる． 

EA 20 µM 処理により酸化ストレスマーカーである HO-1 はわずかに増加し，

30 µM で HO-1 は著明に増加した．以前の報告で EA 濃度とグルタチオン枯渇

の程度が直線的ではないことが示されており（50），そのため HO-1 誘導も直線

的でない可能性が考えられる．HO-1 と PS1 蛋白レベルの経時的変化の検討で

は，HO-1 蛋白レベルは 12 時間で最高となったが，PS1 蛋白レベルは 24 時間

まで増加した．PS1 は，転写後に presenilinase と呼ばれる酵素により切断され

て安定型の NTF と CTF になる．HO-1 蛋白と PS1 蛋白の経時変化の違いは，

PS1 蛋白が上記の転写後切断を受けるためである可能性がある． 

これまでに，酸化ストレスとγセクレターゼおよび BACE1 の関連について

いくつか報告されている（表 1）．神経細胞や非神経細胞において，過酸化水素

や 4-hydroxynonenal（HNE）を負荷して酸化ストレスを誘導した場合，BACE1
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やγセクレターゼの活性が増加することなどが報告されているが，必ずしも結

果が一致していない．この原因として，細胞種の違いの他，使用薬剤の違いや

濃度および処理時間の違いの影響が考えられ，全ての酸化ストレスが同じ結果

を生むわけではないことが示唆される．酸化ストレスと PS1 に関する報告とし

ては，神経芽細胞腫 SK-N-BE 細胞に過酸化水素や HNE を負荷した際に，PS1，

PEN-2，BACE1 の mRNA レベルが増加し，BACE1 およびγセクレターゼの活

性が増加したという報告がある（19）．本研究では，EA刺激によりPS1のmRNA，

蛋白レベルは増加したが，他のγセクレターゼ複合体因子は変化しなかった．

この相違は刺激薬剤の違いによって生じた可能性が考えられる．酸化ストレス

による PS1 mRNA の増加の機序は現時点ではまだ不明である．PS1 の発現を調

節する転写因子には，cAMP response element-binding protein（CREB）や Ets related 

molecule（ERM）の報告があり（60,61），CREB の一つである activating transcription 

factor 4（ATF4）は，小胞体ストレスやアミノ酸枯渇などで誘導されるが，神

経細胞において酸化ストレスにより誘導されたという報告もある（62）．以前

に，必須アミノ酸欠乏により ATF4 が PS1 の発現を増加させるという報告（63）

もあるため，本研究においても ATF4 の関与を疑い，ATF4 の蛋白レベルをウエ

スタンブロット法で検討した．しかし ATF4 蛋白レベルは少なくとも 6~24 時間

の範囲においては EA 処理で変化しなかった．今回観察された EA による PS1 

mRNA レベルの増加については，ATF4 以外の転写因子が関与する可能性も考

えられる．最近，酸化ストレスで活性化される転写因子 nuclear factor erythroid 

2-related factor 2（Nrf2）が EA によって活性化されることが報告され（64），本

研究の系でも Nrf2 が活性化している可能性がある．Nrf2 は antioxidant response 

element（ARE）に結合するが，PS1 における ARE についてはこれまでに報告

さ れ て い な い． Wasserman ら に よ り ARE consensus sequence と して
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（TA/CAnnA/GTGAC/TnnnGCA/G
A/T

A/T
A/T

A/T）という配列が提唱されており（65），

PS1 の転写開始部位の-2171～-2152 にある（CCACCGTGACCAGGCGTTCA）

が部分的に ARE に合致する．しかしその位置は ARE の確認されている

NAD(P)H:quinine oxidoreductase 1（NQO1）や glutamate-cysteine ligase modulatory 

subunit（GCLM）（ARE は-300～-440 程度）に比較して大きく異なっているた

め，PS1 の転写が Nrf2 により直接制御されるかについては不明である（66,67）． 

以前の報告で，過酸化水素，HNE，Ascorbate/FeSO4，H2O2/FeSO4 により酸化

ストレスを誘導した際に，BACE1 の mRNA や蛋白レベル，活性の増加が指摘

された（17,19,20）．しかし今回の実験では，EA による BACE1 蛋白の変化は認

めなかった．この差は，酸化ストレス刺激に用いた薬剤や細胞種の違いによっ

て生じる可能性が考えられる．また別の報告では過酸化水素処理によっても

BACE1 活性が変化せず，その著者らは，以前の報告との解離の原因を過酸化

水素の濃度と処理時間の違いから生じたものと推察している（22）．このよう

に，全ての酸化ストレスが BACE1 レベルや活性を変化させるわけではないと

考えられる． 
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5-2. 酸化ストレスにより脂質ラフト内の PS1 蛋白が増加する 

これまで，脂質ラフトはアミロイド産生性 APP 切断の主要な場であることが

示唆されてきた（1,39,41-47）．本研究で行った CHAPS を用いた蔗糖密度勾配

遠心法による分画でも，PS1 をはじめとするγセクレターゼ複合体因子や成熟

型 BACE1 は主に脂質ラフト画分に局在しており，上記を支持する結果であっ

た．さらに EA 刺激によって，脂質ラフト画分における PS1 蛋白が増加した．

増加したPS1蛋白は，γセクレターゼ複合体を形成していない nicastrin，APH-1，

PEN-2 と結合して新たにγセクレターゼ複合体を形成し，γセクレターゼ活性

を増加させる可能性がある．そしてそれはアミロイド産生性 APP 切断の増加を

介し，Aβ産生の増加を導く可能性が考えられる．この仮説を支持する所見とし

て，本研究で SH-swAPP 細胞に EA を負荷した際に，Aβ40，Aβ42 の分泌の増

加が観察された．また，他の報告でも，SK-N-BE 細胞に過酸化水素や HNE を

用いて酸化ストレスを負荷した際に PS1 と PEN-2 の mRNA 増加と共にγセク

レターゼ活性の増加が観察されたり（19），SH-SY5Y 細胞や HEK293T 細胞に

過酸化水素を用いて酸化ストレスを負荷した際に，γセクレターゼ活性の増加

が観察されている（22）． 
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5-3. 酸化ストレスと Aβは悪性サイクルを形成する 

本研究の結果とこれまでの報告を基に，酸化ストレスと Aβの関係を悪性サ

イクル仮説として図 8 にまとめた．Aβや他の因子により誘導された酸化ストレ

スが，何らかのメカニズムを介して PS1 の mRNA を増加させ，脂質ラフトに

おける PS1 蛋白レベルが増加する．この脂質ラフトの PS1 の増加は，おそらく

γセクレターゼによる APP 切断を増加させ，Aβを増加させる可能性がある．

また，他の報告では酸化ストレスによる BACE1 蛋白発現の増加，活性の増加

を指摘しており，それによって Aβが増加する可能性もある（17,19,20）．この

ようにして増加した Aβがまた，酸化ストレスを誘導して悪性サイクルを形成

し，AD 病態を進行させていくことが考えられる． 

アミロイド仮説によると，Aβは疾患発症の主要な原因物質であり（2,3），そ

のため Aβが治療の標的になってきた．ワクチンによる Aβの除去や，βセクレ

ターゼ，γセクレターゼの阻害剤による Aβ産生の抑制などが検討されてきて

いるが（68），これらはまだ成功していない．酸化ストレスが早期より AD 病

態へ関与している可能性を受け，ビタミン E などの抗酸化物質による治療も試

みられてきたが，現在のところ有効と無効の報告が混在している（69）．本研

究の結果は，酸化ストレスと Aβの悪循環を支持し，さらに Aβ産生における脂

質ラフトの重要性を支持するものである．従って，抗酸化物質により酸化スト

レスと Aβの悪循環を阻止することや，脂質ラフトにおける Aβ産生を標的とす

る治療は，抗 Aβ療法の有効性を高める可能性があると考えられる．本研究で

は，比較的強い刺激での急性期反応を検討したが，より弱い刺激での慢性的な

処理による検討も病態の解明や治療法の検討において有用であると考えられ

る． 
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6. 結 論 
 

本実験系において，EA 負荷により PS1 mRNA の増加，脂質ラフトの PS1 蛋

白の増加，Aβ分泌の増加が観察された．以上の結果より，酸化ストレスが PS1

発現を増加させ，脂質ラフトの PS1 増加を介して Aβ産生を促進する可能性が

考えられた．本研究の結果は，酸化ストレスと Aβ増加の関係および Aβ産生に

おける脂質ラフトの重要性を支持するものであり，抗酸化物質による酸化スト

レスの抑制や脂質ラフトにおける Aβ産生を標的とする治療が AD の治療の一

助になる可能性があると考えられた． 
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9．図 表 
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APP

β-secretase
(BACE1)

γ-secretase複合体(PS1複合体)

cytosol

Aβ

PEN-2
Presenilin1 (PS1) nicastrin

APH-1

β-CTF

membrane

lumen

NTF CTF

 
図 1．Aβの生成．APP は BACE1 によって切断されてβ-CTF を生じる．続いてβ-CTF
がγ-secretase により切断されて Aβが生成される．γ-secretase は PS1, nicastrin, APH-1, 
PEN-2 から成る複合体である．PS1 は，N 末断片（NTF）と C 末断片（CTF）に別れ

て存在している． 
（図の一部は Laudon et al., 2007 より引用（4）） 
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図 2．EA によるγセクレターゼ複合体因子および BACE1 蛋白レベルの変化．（A） 
SH-SY5Y 細胞を EA 10-30 µM で 20 時間処理し，ウエスタンブロット解析を行った．

EA 30 µM 処理で HO-1 蛋白レベルが著明に増加した．EA 30 µM 処理で PS1 蛋白レベ

ルの増加を認めたが，その他のγセクレターゼ複合体因子や BACE1 蛋白は著変なか

った．（B,C）（A）におけるγセクレターゼ複合体因子（B）および BACE1（C）のバ

ンドを定量し，control に対する相対値を示した．EA 30 µM 処理で PS1 蛋白レベルが

control より約 40%増加した．結果は 3 回の実験の平均値±SEM で表した．*p<0.05
（control との比較）C：control，NTF：N-terminal fragment，m：mature, i：immature． 
（図は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
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図 3．EA 処理後の PS1 蛋白レベルの経時変化．（A）SH-SY5Y 細胞に EA 30 µM を 12
時間および 24 時間処理し，HO-1，PS1，β-actin の細胞内蛋白レベルをウエスタンブ

ロット解析した．HO-1 蛋白は 12 時間で著明に増加し，その後 24 時間でやや減少し

た．PS1 蛋白は 12 時間で増加し，24 時間後さらに増加した．（B）（A）における HO-1
と PS1 のバンドの定量．PS1 は 24 時間後に 0 時間の約 1.4 倍に増加した．結果は 4 回

の実験の平均値±SEM で表した．*p<0.05（0 時間との比較）． 
（図は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
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図 4．脂質ラフトのγセクレターゼ複合体因子および BACE1 蛋白への EA の効果．（A）

SH-SY5Y 細胞に EA 30 µM を 20 時間負荷し，1% CHAPS を含むバッファーで溶解し

た．control および EA 負荷サンプルをそれぞれ等量の蛋白量ずつ蔗糖密度勾配遠心法

で分画し，ウエスタンブロット解析した．flotillin-1 が主に fraction 4 に分布していた．

HO-1 は主に fraction 4，8-10 に分布し，EA 処理により増加を認めた．γセクレターゼ

複合体因子および成熟型 BACE1 は主に fraction 4 に分布していた．（B）control と EA
負荷サンプルのそれぞれ fraction 4（脂質ラフト画分）と fraction 8-10 の混合物（非脂

質ラフト画分）をウエスタンブロット解析で比較した．PS1 蛋白レベルが NTF，CTF
共に有意に増加した．その他のγセクレターゼ複合体因子や BACE1，APP，flotillin-1
蛋白レベルには著変なかった．（C,D）（B）における脂質ラフト画分のγセクレターゼ

複合体因子（C）と BACE1（D）のバンドを定量した．PS1 蛋白レベルが NTF，CTF
共に control の約 1.4 倍に増加した．結果は 3 回以上の実験の平均値±SEM で表した．

*p<0.05（control との比較）C：control，NTF：N-terminal fragment，CTF：C-terminal fragment． 
（図は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
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図 5．EA による PS1 蛋白増加に対する NAC の効果．（A）SH-SY5Y 細胞に EA 30 µM
を 20 時間，または NAC 2 mM，8 時間の前処理後に EA + NAC または NAC のみで 20
時間処理し，細胞内の HO-1 および PS1 蛋白レベルをウエスタンブロット解析した．

EA と共に NAC を加えると，EA でみられた HO-1 蛋白の誘導が抑制されると共に，

PS1 蛋白レベルの増加も抑制された．（B）（A）における PS1 蛋白のバンドを定量した．

EA により PS1 蛋白が control の約 1.4 倍に増加したが，NAC の添加によりその増加は

抑制された．結果は 3 回の実験の平均値±SEM で表した．*p<0.05（control との比較），
#p<0.05（EA 処理との比較）．（C）（A）と同様に薬剤処理した後，蔗糖密度勾配遠心

法で分画し，脂質ラフト画分をウエスタンブロット解析した．脂質ラフト画分におい

ても，EA による HO-1 の誘導および PS1 蛋白の増加が NAC の添加により抑制された．

（D）（C）における PS1 蛋白のバンドを定量した．EA により PS1 蛋白が contorol の
約 1.4 倍に増加したが，NAC の添加によりその増加は抑制された．結果は 3 回の実験

の平均値±SEM で表した．*p<0.05（control との比較），#p<0.05（EA 処理との比較）．

C：control． 
（図は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
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図 6．EA および NAC の PS1 mRNA レベルに対する効果．（A）SH-SY5Y 細胞に EA 30 
µM を図に示した時間負荷し，細胞より全 RNA を抽出した．RT-PCR 法により PS1 
mRNA レベルを検討した．control として vimentin mRNA レベルを測定した．EA 負荷

後 12 時間より徐々に PS1 mRNA レベルが増加した．（B）（A）のバンドを定量し，0
時間の値に対する相対値をグラフに示した．EA 負荷後 24 時間で PS1 mRNA レベルが

0 時間の約 1.4 倍に増加した．（C）（A）で抽出された細胞の全 RNA を用い，real-time 
RT-PCR 法で PS1 と vimentin の mRNA レベルを測定し，PS1/vimentin 比の 0 時間に対

する相対値をグラフに示した．EA 負荷後 6 時間より徐々に増加し，12 時間および 24
時間で 0 時間の約 1.5 倍に増加した．結果は 3 回の実験の平均値±SEM で表した．

*p<0.05（0 時間との比較）．（D）細胞に EA 30 µM を 16 時間，または NAC 2 mM，8
時間の前処理後に EA + NAC または NAC のみで 16 時間処理し，細胞より全 RNA を

抽出した．RT-PCR 法により PS1 および vimentin の mRNA レベルを検討した．EA に

よる PS1 mRNA レベルの増加が NAC により抑制された．（E）（D）のバンドを定量し，

PS1/vimentin 比の相対値をグラフに示した．EA により PS1 mRNA レベルが control の
約 1.4 倍に増加したが，NAC により抑制された．（F）（D）で抽出された細胞の全 RNA
を用い，real-time RT-PCR 法で PS1 と vimentin の mRNA レベルを測定し，PS1/vimentin
比の相対値をグラフに示した．EA により PS1 mRNA レベルが control の約 1.6 倍に増
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加したが，NAC により抑制された．結果は 3 回の実験の平均値±SEM で表した．*p<0.05
（control との比較），#p<0.05（EA 処理との比較）．C：control． 

（図の A, B, D, E は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
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図 7．EA および NAC の Aβ分泌に対する効果．（A）スウェーデン変異型 APP を過発

現する SH-SY5Y細胞（SH-swAPP）に EA 30 µMを 24時間負荷した．培養液中の Aβ40，
Aβ42 レベルをサンドイッチ ELISA 法で測定した．EA 負荷により，Aβ40 が control
の約 2 倍，Aβ42 が約 1.4 倍に増加した．（B）（A）で処理した細胞の cell lysate をウエ

スタンブロット解析した．EA により HO-1 が著明に増加し，PS1 蛋白レベルも増加し

た．（C）（B）における PS1 のバンドを定量し，control に対する相対値をグラフに示

した．EA により PS1 蛋白レベルが control より約 30%増加した．結果は 3 回の実験の

平均値±SEM で表した．*p<0.05, **p<0.01（control との比較）．（D）細胞に EA 30 µM
を 24 時間，または NAC 2 mM，8 時間の前処理後に EA + NAC または NAC のみで 24
時間処理し，培養液中の Aβ40，Aβ42 レベルをサンドイッチ ELISA 法で測定した．

NAC の添加により，EA による Aβレベルの増加が抑制された．（E）（D）で処理した

細胞の cell lysate をウエスタンブロット解析した．EA による HO-1 蛋白の増加が抑制

されると共に，PS1 蛋白の増加も NAC の添加により抑制された．（F）（E）における

PS1 のバンドを定量し，control に対する相対値をグラフに示した．EA により PS1 蛋

白レベルが約 30%増加したが，NAC の添加により抑制された．結果は 3 回の実験の平
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均値±SEM で表した．*p<0.05（control との比較），#p<0.05（EA 処理との比較）．C：
control． 
（図の A, B, C は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
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表 1．酸化ストレスと BACE1, γ-secretase に関する過去の報告 
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図 8．酸化ストレスと Aβの悪性サイクル仮説．Aβや他の因子によって誘導された酸

化ストレスは，何らかの機序を介して PS1 mRNA 発現を増加させる．それにより脂質

ラフトでの PS1 蛋白レベルが増加し，それは APP のγ切断を増加させ，Aβ産生を増

加させる可能性がある．また，酸化ストレスが BACE1 蛋白を増加させるという報告

もあり，それにより APP のβ切断が増加して Aβが増加する可能性もある．このよう

に増加した Aβはまた，酸化ストレスを誘導し，悪性サイクルを形成する． 

（図は参考論文 Oda et al., 2010 より引用） 
 
 

 

 

 

 

 


