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は しが き

この研 究報 告書 は、平成15年 一17年 度の3年 間にわた る文部省 科学研 究補

助 金基盤研 究(C)(2)「 脳精 巣 に特異 的に発現す る新規免疫 グロブ リンスー パー

ファ ミリー メ ンバ ーの機能 解析 」(研 究課題番号15590219)の 成 果 を 中心

にま とめた ものであ る。

本研 究 は 先ず 、新規免疫 グロブ リンスーパー ファミリーメ ンバ ーの発 見 に至

ったアル ツハ イマ ー病病 態モデル 研究 を さらに進 め、病態モデル細胞死誘 導 に

抗す る機 能性食 物食材 のス ク リー ニ ングを行 った。その結果、ア ミロイ ド前駆

体蛋 白質(APP)の 高発現細胞 な どの孤発性 アル ツハイマー病(SAD)病 態モ デル

の細胞死 の抑制 に働 く食材 と して 、チ キンエ キスお よび大豆 ・米糠抽 出物 を明

らか に した。 さらに、チ キ ンエキ スの有 効成 分の一つ としてア ンセ リン ・カル

ノシ ンを明 らか にす るこ とができ た。 また、大 豆 ・米糠抽 出物 中の有効成分 の

同定 は完成 しなか った が、活性物質 はCu2+の キ レー ト剤 としての働 きが考 えら

れ た。

一方 、新規免疫 グロブ リンスーパー フ ァ ミリー メンバー であるBT・lgSFは 、

脳や 精巣 に特異 的な分子 であ るた め、両器 官 にお ける役割 を明 らか に した。 ま

ず 、免疫 グロブ リンスーパ ー ファ ミリー メンバ ー として の基本 的 な作用様 式、

即 ち、ホモ フ ィ リ ックな相互 作用 が働 くこ とを明 らか に した。精 巣 での遺伝子

発現や蛋 白質 の局在 か ら、精子形 成プ ロセス で遺伝子 発現 し、成熟精子 の機能

に 関わ るこ とを明 らかに した。脳 にお け る遺 伝子発現 を調べ るため、海馬 ニ ュ

ー ロンの遺伝子発 現や 局在 な どを調べ
、神経 突起 の伸 展 とい うニ ュー ロンの基

本 的 な形 態形成 に 関わってい る こ とを明 らか に した。 また 、過剰発 現 した細胞

では、周 囲細胞 との接着性 を低 下 させ る ことか ら、細 胞死誘導 にいた るこ とを

見 出 した。この現象か ら、BT・IgSFは 細 胞接着 を高 めた り低 めた りす ることで、

神経 突起 の成 長や方 向性 を調 節す る役 割 が存在 す る可 能性 を秘 めているこ とも

明 らかに した。

残念 な ことは、BT・lgSFが アル ツハ イマー病病 態モデル 細胞で どの よ うな働

きをす るか を明 らかにで きなかっ たこ と と、 アデ ノ ウイル ス作製 が進 まず 、研

究計画 の一部 を修正せ ざるを得な かった。 それ ゆ え、本研 究は、決 して十 分な

成 果 を上 げたプ ロジェク トとは言 えないが、SAD発 症 予防の可能性や、脳 ・精

巣 の細胞機 能 を解 析す る新 たな手殺 を明 らか にで きた と考 えてい る。 また、脳

や 生殖研 究 を発展 させ てい くための手段 を えた こ とは望外 の喜びで あ り、本研

究 による財政 的な支援 を頂 いた文部省 に心か らお礼 を 申 し上 げる。

平成18年5月

研究代表者 旭川 医科大学医学部生命科学

林 要喜知
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研究成果の概要

1.高 齢化 に ともな う痴呆症予防 のた めの機能性食 物食材 に関す る研究:ア ル ツ

ハイマー病病態モデル細胞系 を用いた探索

アル ツハイマー病病態モデル系 として知 られ る3つ の培養系 を用いて細胞死

を誘導 させ なが ら、食物食材 の保護 効果 を調 べ た。 す なわち、1)ア ミロイ ド

ペプ チ ド添加 に よ る培養海馬 ニ ュー ロンの変 性誘 導、2)ア ミロイ ド前駆 体蛋

白質(APP)遺 伝 子の過剰発 現に よる海馬 ニ ュー ロン死 の誘導 、さらには、3)

APPに 対す る抗体 による海馬 ニ ュー ロン死の誘 導系 であるが、 これ らのすべ て

にチキ ン抽 出物 が細胞保 護的 に働 いた。 そ の抽 出物 か ら活性物 質 を分離精製 し

た ところ、一つ の活性 物質 と してア ンセ リン ・カル ノシンであ るこ とが判 明 し

た。

2.ア ミロイ ドに よる神経細胞死 に関す る研究:ア ミロイ ド前駆体蛋 白質 に よる

細胞死誘 導

孤発性 アル ツハ イマー病(SAD)の 病態 は、老人斑 の主成 分で あ るア ミロイ

ドAβ ペ プチ ドの生産や細胞外 蓄積 、 さ らにはそ の細胞 毒性 と深 く関 わってい

ると考 え られ てい る。 しか し、ア ミロイ ドAβ ペプチ ドをつ く り出すAPPの 発

現 上昇や代謝異 常そ の もの もニ ュー ロンの変性 、死滅 を誘 導す る ことを、本研

究で明 らかに した。 この発見 は、SAD病 態 の新 たな側 面 を示 してお り、Aβ の

作用 とともにアル ツハイマー病 の症候 群 としての多様 な一面 を反映 してい る と

考 え られ る。

3.ア ミロイ ド神経毒性 に及 ぼす抑制効果測 定

アル ツハイマー病 な どで形成 され る老人斑 の主成 分で あるア ミロイ ド(Aβ)

は、Cu2+存 在 下でニ ュー ロンに対す る細胞毒性 を増強 させ るが 、この毒性 を大

豆や米糠抽 出物 が著 明に抑制 した。 また、 これ らの抽 出物 はAβ の凝集 を も阻

害す る傾 向 をあわせ 持っ こ とか ら、アル ツハ イマー病 に抗す るニ ュー ロン保護

作用が存在す る と考 え られ た。

4.BT-IgSF,anovelimmnoglobulinsuperfamilyprotein,functionsasacell

adhesionmolecule

BT・lgSF遺 伝 子 を恒 常 的 に 発 現す る 白血 球 が ん細 胞 を作 成 し、BT・lgSFに よ

る細胞 凝集 塊 の 形 成 を調 べ た と ころ、BT・lgSF発 現 量 に応 じて 凝 集 塊 の大 き さ

が 対応 して い た 。次 に 、発 現 誘 導 で き るベ ク ター にBT・IgSF遺 伝 子 を組 み 込 み 、

NIH3T3細 胞 に遺 伝 子 導 入 した。ホ ル モ ン に よ りBT-IgSFの 発 現 量 を上 昇 させ
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た ところ、その量 に応 じて細胞塊 が形成 され た。 しか し、BT・lgSFの 発現 の有

無 にかかわ らず 、細胞増殖 にはなん の影 響 も認 め られ なか った。イ ンテ グ リン

β1の 阻害抗 体処理で は、細胞塊 の形成 には何 ら影響 は及 ぼ さなかったのみ な

らず 、CaやMgイ オンの依 存性 も検 出 され なか った。以 上の こ とか ら、この細

胞塊 は、BT・IgSF同 士のホモ フ ィ リックな結合様 式 に よ り形成 された もの と考

え られ た。

5.精 子形成 、お よび精子成 熟 に伴 う細胞 接着 分子BT-lgSFの 発 現 と局在

BT・lgSFの 遺伝子 をラ ッ トか らクローニ ング し、イ ンサ ツハイ ブ リダイゼ ー

シ ョンや免 疫組織化学 によ り精 子形成 にお け るBT・IgSFのinvivoお よびin

vitroの 遺伝子発現 を調べ た。BT・IgSFのmRNAは 、先 体形成 期 を中心 とした

限 られた時期 に対応 す る 円形精 子細胞 で認 め られた が、他 の精 子形成 細胞やセ

ル トリ細胞 では認 め られ なか った。BT・lgSF分 子 は、精巣 上体尾 の成熟精子 で

は、頭部 、頭部 と中片 の 中間部 、お よび 、尾 部 で、BT・lgSFの 陽性 反応 が確 認

できた。人 工的な先体反応 の惹 起 に よ りBT-IgSFが 消失 した こ とや、受精 に及

ぼす抑制効果 が認 め られ た。 以上 の こ とか ら、BT-lgSFは 、精 子形 成、お よび

精子成熟過 程 、 さらには、受精 時 のイベ ン トに も何 らかの作用 す る分子 と考 え

られた。

6.脳 精巣 に特異的 な免 疫 グ ロブ リンBT-IgSFは ニ ュー ロンの細胞接着 に関わ

ってい る。

BT-IgSFは 、脳 精巣で発現す る免疫 グロブ リンスパー ファ ミリメンバー の一つ

であ る。今 回、BT-IgSFに 対 す る抗体 を作製 し、そ の局在 や作用 をニュー ロンや

神経組織 で検討 した。培養 ニュー ロンでは、BT-IgSFは 細胞膜 に存在 していたが、

長期培養 に よ り一 部の分子 が局在 化 して きた。海 馬組 織切片 で は、錐体細胞層

や歯状 回穎粒細胞層 のニ ュー ロンに存在 して いた。BT-IgSFは 培養 ニュー ロンの

接着や 突起伸展 を促進 させ た ことか ら、ニ ュー ロンの接着や突 起伸展 を制御 す

る分子 の一っ と考 え られ た。

7


