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【はしがき】

この研究報告書は、平成9年 ～12年 度の4年 間 にわたる文 部省科学研究補

助金基盤研究(C)(2)「 ア ミロイ ド前駆体蛋 白質高発現ニューロンの作製 とその

変性過程の解析」(研 究課題番号09670099)の 成果 をまとめた もので ある。

本研 究 は、アミロイ ド前駆体蛋白質(APP)の 高発現細胞 の変 性 過程 の解析 を

通 して孤発性アルツハイマー病(SAD)病 態 モデル としての妥 当性 を検 討 し、

また、その解析か ら得 られた成果を同アルツハイマー病の予防や診断マーカー

探索研究にどのようにフィー ドバ ヅクするかを念頭においてなされた。一般に、

AD病 態 の分子 機構 を明 らか にす る研究は、この数年間アミロイ ドβプロテイ

ン(AR)の 生産 増大 に引き続 いて、老 人斑の形成、tau蛋 白質 の リン酸化異常

によ る神経原 線維変化の形成、さらには、神経細胞の変性死滅等が誘導される

カスケー ドを中心的にとらえた研究が多い。 また、家族性アルツハイマー病

(FAD)の 原 因遺伝子 の研究 か らAPP、 プ レシナ リン1やn、 アポ プ ロテイ ン

E4な どの分子 に変異が認め られてお り、これらがFADに お ける発症機序 にか

かわ るだけでな く、SADの 病態 にも何 らか の関わ りがある と期待 されていた。

しか しなが ら、私達は、これまでのSAD研 究か ら、APPの 発現 上昇 による

APP代 謝分子 の細胞 内蓄積 がお こった り、あるいは、何らかの原因によるAPP

代謝異常 がお こる ことで細胞 内ス トレスを誘導 され、それ らが神経細胞の変性

や死滅 に繋がると予測 していた。それゆえ、細胞外に放出されるAβ や老 人斑

の形成 、 あるいは、細胞内ス トレスによる神経原線維変化の形成な どだけでは、

必ず しもSADの 分子機構 を十分 に説明で きな い可能性があると予想 していた。

筆者 らは、本研究によ り、APP高 発現 による細胞変性がSADの 新たな側面 を

反映 して いる可能性 を示 した。同時に、APPに よるケモカイ ン分子 の誘導や、

ニ ュー ロン ・グリアの相互作用などな どを明 らかにし、APPに よ る発現高進や

代謝 異常 がお こ り続ける脳内微少環境では、周囲の神経細胞の変性や細胞死誘

導を広 げる分子機構が存在することを明 らかにした。また、本実験系を利用 し

た機能性食品開発研究等 による予防や変性阻止をす るための研究は、現在のと

ころは、その端をきったところであるが、予防や治療のための食物や治療薬の

スクリーニング系としても有用であると考えられた。

本研究は決 して十分な成果を上げたとは言えないが、SAD研 究 の一側面 を明

らか に した点 にお いて、さらには、裾野の広いSAD研 究 として発 展す るため

の可能性 を示 し得た 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13年3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。ア ミロイ ド前駆体蛋 白質(APP)遺 伝子高発現 ニュー ロンの細胞変性

:APP誘 導細胞死 とAβ による細胞死 の比較

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遺 伝子発

現上昇や代 謝異常そ の ものがニュー 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。

2.ExpressionPatternandNeurotrophicRoleofthec-fmsProto-OncogeneM-CSF

ReceptorinRodentPurkinjeCells

SADで は 、脳 炎 症 状 態 が もた らされ て い る と の考 え方 が あ り、 また 、 老 人 斑

の周 囲 には ミ ク ログ リア が 多 くの 場合 存 在 して い る。 そ こで 、 ミ ク ロ グ リア の

増 殖 因子 で あ るM-CSFが 脳 で働 く役 割 を 明 らか にす るた め に 、M-CSFが 生 産

され な い マ ウス の脳 を解 析 した と こ ろ、 小 脳 の プル キ ンエ 細 胞 の 数 の減 少 が 確

認 され た 。 そ れ ゆ え、M-CSFは そ の 他 の神 経 細 胞 の生 存 に 関 わ って お り、SAD

な どの様 々 な脳 の変 性 疾 患 に も重 要 な役 割 を にな って い る と考 え られ た 。

3.ア ミロイ ド前駆体蛋 白質(APP)に よ るグ リアにお けるIL-8生 産誘導 とニ ュ

ー ロンの細胞死

ア ミロイ ド前駆体蛋 白質(APP)の 遺伝子導 入 によ りニ ュー ロ ンは変性、死滅

するが、グリアは死滅 しない。 しか し、ある種のグリアは、ニュー ロンと同じ

ように細胞変性過程を示 した。 この際、IL8等 の生産が 増大す る ことが観察 さ

れ た。また、ニューロンとグリア間に認め られる相互作用がアルツハイマー病

の病態 においても深 く関わっていると考え られ、SADの 脳 の微小環境 にお ける

病態 変化(例 えば、脳の炎症性変 化)を 解析 す る ことが大 切 で ある と考 えられ

た。

4.ArcadlinisaNeuronalActivity-regulatedCadherinInvolvedinLongTerm

Potentiation

SADで ニ ュー ロ ンの変 性 や死 滅 が 著 しい海 馬 で は、 長 期 増 強効 果 を持 つ こ

とが知 られ て お り、 そ の反 応 に 関 わ る遺 伝 子群 を探 索 した と ころ 、新 た な 遺

伝 子Arcadlinを 見 い 出す こ とが で き た 。 この 遺 伝 子 産 物 は カ ドヘ リン フ ァ ミ
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リーメンバーの一つである細胞接着分子であった。ここではこの遺伝子の構

造や諸性質 をしらべて報告 したが、残念なが ら、本研究 のSAD病 態 モデル

細胞 の変性 時 にお ける発現上昇や低下を検出することができなかった。

5.ア ミロイ ド前駆体蛋白質(APP)に よる細胞変性系を用いた抗痴呆性植物資

源の探索

バラ科植物果実であるシュバイカには、抗酸化作用を有するビタミン類と同

様に、培養神経細胞に対する保護作用を認めるのみならず、アルツハイマー病

病態モデル細胞の細胞障害を軽減する作用が認められた。また、老齢チャイニ
ーズハムスターの生存日数を延長する作用が確認されたことから

、中枢神経系

細胞の保護や機能維持に関わる何らかの生理活性物質が含まれると考えられた。

シュバイカに含まれる抗痴呆性有効成分の同定やSAD予 防のための方策は、21

世紀の超高齢社会に求められる研究と期待される。
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【研究成果】

アミロイ ド前駆体蛋白質(APP)遺 伝子 高発現ニ ュー ロンの細胞変性

:APP誘 導細胞死 とAβ による細胞 死の比較

研究要 旨

ア ミ ロイ ド前駆体蛋 白質(APP)か ら生産 され るア ミロイ ドAβ ペ プチ ドは、

老人斑 の主成 分で あり、アルツハイマー病の病 因に関わる重要な分子である。

本研究では、APP遺 伝子発現 アデ ノウイルスベ クターを用いて、初代培養ラッ

ト海馬ニュー ロンにおける変性過程を解析 した。先ず、初代培養ラット海馬ニ

ューロンを調整 し、1～2ヶ 月 の長期培養 を行った。 この培養系にアデノウイル

スベクタ0を 添加す る と、invitoroで 成 熟 したニ ュー ロンは、数 日間 のうちに

変性、死滅 した。同じ培養皿に存在する非感染ニューロンや共存するグリア細

胞は、ほとん ど死滅 しなかった。対照実験 として用いたβ一galactosideaseや他 の

遺 伝子 を発現す るアデ ノウイルスウイルス感染では、ニューロンの死滅が認め

られなかった。変性 しつつあるニューロンでは、突起の退縮や細胞体の膨潤な

どが認め られた。そ こで、 このニューロンの死滅過程 にどのよ うな分子が関わ

っているかを明らかにするため、細胞死に及ぼすカスペースの関与を検討 した。

ウイルス感染させた後 に培養ニューロンにペプチ ド性カスペース阻害剤 を作用

させたところ、幾つかのカスペースに作用す る阻害剤やカスペース3の 阻害剤

は、APPに よるニュー ロン死 の遅延 をもた らした。それゆえ、カスペース3を

含 むカ スペースカス ケー ドの一部が、本ニューロン死の過程に関わっている と

推測された。以上のことか ら、アデノウイルスを用いたAPP遺 伝子強制発現 シ

ステム は、アル ツハイマー病病因に関わる分子機構 を解析する上で、究めて興

味深い病態細胞モデル系であると考え られた。

A.研 究目的

21世 紀の超高齢社会到来を目前にして、アルツハイマー病(AD)な ど脳変

性疾患の増大は大きな社会的問題となりつつある。今日、この社会的状況に対

応するためには、ADの 病因を明らかにし、本質的な治療/診 断法を確立する

ことが急務である。患者数が少ない家族性ADに 関しては、現時点までのとこ

ろ、原因遺伝子や危険因子の特定など目覚ましい成果が得 られている。しかし

ながら、ADの 大部分を占める弧発性アルツハイマー病に対しては、同様な研

究を進めるためには大きな障害がある。その理由の一つには、ADの 病因研究 ・

臨床研究に必要な病態モデル動物やモデル細胞系が確立されていないこと等が
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挙げられる。

現在、ADの 病 因は、ア ミロイ ドAβ ペ プチ ドやその凝集塊 である老人斑にあ

ると考える研究者が多く、 これ らが脳神経細胞の変性/死 滅 の原 因で あると見

な されて いる。そのため、その作業仮説に立脚 した研究が中心に展開されてい

るのが現状である。近年、 これ らの孤発性ADの モデル系が注 目されている。

これ は、細胞変性に関わる分子機構解析が次第に進んでいるか らである。例え

ば、 ごく最近、システインプロテアーゼファミリーに属するカスペース2、3、

および12が ア ミロイ ドAβ ペ プチ ドによ る細胞死 に介在 しているというデータ

が相次いで報告 された。また、他方では、アミロイ ドAβ ペ プチ ド生産 に関わ

る と考 え られているプロテアーゼであるセクレターゼ類の遺伝子がクローニン

グされた こと等が挙げ られる。 しかしなが ら、この作業仮説には、問題点や矛

盾 もあり、 まだまだ、AD病 因の全容 を解 明す る上 では、究 めて多 くの不明点

が残 されている。

一方、私達は、これまで、APP遺 伝子の過剰発現やAPPの 代謝異常がニュー

ロンの細胞 死 を誘発するというデータを幾つかのモデル細胞系を用いた実験か

ら得てお り、む しろ、これがADの 病態 に近 いと予想 して いる。本研究におい

て この作業仮説の正否を確かめるために、これまで分裂期終了後のニューロン

にAPP遺 伝子導入 を可能 にす る実 験条件 を検討していた。その結果、第一に、

初代海馬ニューロンを長期培養する ことにより成熟ニューロンに近いモデル細

胞 として維持 されることが明 らか となった。第二には、アデノウイルスベクタ

ーを用いることによ り、それ ら脆弱なニューロンにAPP遺 伝子 を高効 率に強制

発現 させ る ことが可能になった。 これ らの手法を組み合わせたことによ り、上

記の目的 を評価する実験系が完成 した。本研究では、 この新たな変性モデル系

を用いた実験結果をここに報告する。

B.研 究方 法

材料 の入手

ア ミロイ ドAβ ペ プチ ド(1-43)は バ ッケ ム社か ら、 ヒ トアス トロサイ トーマ

細胞株(U373MG)はATCCか らそれぞれ購入 した。基礎細胞 培養液(DMEM

及 びNeurobasalMedium)、 無血清培 地添加物B-27、 イ ンシュ リン、 プロジェ

ステ ロン、 トランスフェ リン、及び、牛胎児血清は、オリエンタルキブコか ら

購入 した。妊娠 ラット(18・19日 齢 ラッ ト)は 、 日本SLC社 よ り入手 した。培

養皿塗布物質 であるポ リリジンはSigma社 よ り、 コラーゲ ンはUpsatate社(米

国)よ り購入 した。アデ ノウイル スベクターおよびヒ ト腎臓 由来の株化細胞(293

細胞)は 大 阪大 学蛋 白質研究所 吉川和 明教授 より分与された。カスペース阻害
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剤であるZ-VAD-fmkやY-VAD-fmkは フナ コシか ら、AC-DEVD-CHOやAC-

YVAD-CHOは ペプチ ド研 究所(大 阪)よ り購 入 した。 ヒ トIL-8お よびそのモ

ノクローナル 、ポ リク ローナル抗体およびU373MGの 亜株 は、鹿児 島大 学村 山

次哉博士か ら供与 された。その他の試薬は実験用市販品を用いた。

培養皿塗布

コラーゲン塗布皿を作製するために、コラーゲ ン原液 を培養皿 に薄 くのばし

て広げ、無菌的に保温(37℃ で30分 以上)し 、乾燥 させ た。 使用前 には、 生

理食塩水(PBS)で3回 洗浄 した。ポ リリジ ン塗布皿 を作製するために、先ず、

ほう酸buffer(pH8.6、150mM)に ポ リリジ ン(1mg/m1)溶 解 させ た もの を作

製 した 。無菌 フ ィルターで濾過滅菌 した ものを50倍 に希釈 し、培 養皿 に適量

加 え、37℃ で1時 間以上保温 した。 これ らの塗布皿も、PBSで3回 洗 浄 した後 、

細胞 培養 に用 いた。

ラッ ト胎児海馬ニューロンの初代培養

ウイスターラット胎児(18-19日 齢胎児)か ら海馬領 域 を無菌的 に取 り出 し、

0.25%ト リプシンおよび0.01%DNaseの 混 液で室温で15分 間処 理 し、分散細胞

を得た。10%牛 胎 児血清 を含んだDMEMに 懸濁 し、細胞 濃度 を105細 胞/ml

に調 整 した。そ の後 、予 めポ リオルニチン(20ｵg/ml)で 塗布 した24穴 マル

チウエル培養皿(あ るいは96穴)に1ml(あ るいは100ｵ1)ず つ添加 して培養

を開始 した。翌 日、B-27添 加物 を含むNeurobasalMediumに 置換 し、 さらに、

1～2ヶ 月 間ほ ど培 養 を継続 した。培養 は、37℃ 、5%CO2/空 気 中、十分な 湿度

条件下で行 った。培養液の交換は、培養皿の半量を1週 間 ごとに交換 した。

アデ ノウイルス感染

各実験には、超遠心法によ り精製 したアデノウイルスを用いた。 これ らは、

予め、ヒ ト293細 胞 に対す るアデ ノウイルス感染反応を利用 してウイルスタイ

ターを測定 しておいた。初代培養ニュー ロンをアデ ノウイルスで感染 させるた

めには、先ず、各マルチウエルの培養液を半分取 り出し、そ こに様々な量のア

デノウイルスを加えた。十分に撹搾した これ ら培養液をもとのマルチウエル に

戻し、12時 間培養 を行った。その後 、細胞 にとりこまれなかった遺伝子を取 り

除くために培養液を交換 した。

免疫染色と生細胞のカウント

培養細胞を固定するため、培養液と等量の固定液(PBSで 希釈した7.4%フ

ルムアルデハイ ド溶液)を 静かに培養系に加えた。室温で30分 固定後、メタ
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ノール/ア セ トン混液(-20℃)で3分 固定処理 を施 し、0.14Mグ リシ ンおよ

び、2%過 酸 化水 素水 で処 理 した。そ の後 、通常の免疫染色を施 した。ニュー

ロンの生存率を測定するためには、抗Map2モ ノクローナル抗体 を、APP遺 伝

子 陽性 細胞 を検 出す るためには ウサギ抗APP抗 体 を1次 抗体 として用 い、発色

にはベ クター染色キッ トを使用 した。これ らの免疫染色細胞を位相差顕微鏡あ

るいは蛍光顕微鏡下で観察および写真撮影 した。形態学的指標によ り良好な生

存状態のニューロンと変性死滅 しつつあったニューロン割合を求め、各実験に

おける生存率を算出した。有意差検定はt検 定 によ り実施 した。一方 、 ヒ トア

ス トロサイ トーマの生存率測定は、扁平な接着細胞 を生細胞としてカウントし、

形態が崩れた細胞や 自己溶解 した細胞を変性死滅細胞 と見なし、両者の割合か

ら生存率を算出した。

C研 究結果

APP遺 伝子 高発 現 によ る海馬ニ ュー ロン死の誘導

私達は、これまで、アミロイ ド前駆体蛋白質(APP)遺 伝子 を過剰発現 させた

神経 系株化が、産生されたAPPの 細胞 内蓄積や代謝元進 と共 に、変性死滅する

ことを観察 してきた。そ こで、今回、まず、APPに よる細胞死滅が 、初代培養

神経 細胞において も同様に認め られる現象であるか否かを検討 した。 この目的

のため、先ず、 ラット胎児海馬ニューロンを調整 し、1-2ヶ 月間培 養 を継続 し

た。 この長期 培養によ り著 しい突起伸展やグルタミン酸に対する反応性 も認め

られたため、未熟な胎児ニュ._一_ロンか ら徐 々に分化成熟 したニ ューロンに変化

しつつあると考え られた。

そ こで、これ らニューロンにAPP遺 伝子 を発現す るアデ ノウイル スを感染さ

せ、その後数 日間培養を継続 した(図1、 図2)。 対照群 としてβ一galactosidase

遺伝子 を発 現す るベ クター を添加 した培養系では、ウイルス量を200moiま で

高めて も、顕 著なニ ュー ロン変性や死滅は観察 されなかった。一方、APP遺 伝

発 現 ウイルス の場 合は、処理後培養2日 間 あた りまではほ とん ど有為な変化が

観察 されなかったが、2～3日 にか けて急激な細胞 変性が誘導 され、それ らに引

き続いて著 しい細胞死が認め られた。培養系に添加するウイルス量を低下させ

ると、アデノウイルスに感染、あるいは非感染ニューロンをつ くり出す ことが

できるが、この場合、APP遺 伝子導入 された細胞 のみが変性死滅 した(図1B)。

非感 染 ニ ュー ロンは、 β一galactosidase遺 伝子発現 アデ ノウイルス で感染 した細

胞(図1C)と 同様 に何 らの変 化 も受けず に、良好な生存状態を続けた。また、

APPに よる死 滅ニ ュー ロンの培養上清 を他のニューロン培養系に添加 しても、

ニュー ロンの生存 には大 きな変化が検出できなかった。以上のことか ら、APP
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遺伝子強制発現によ り長期培養海馬ニュー ロンは、数 日間で変性、死滅するこ

とが明 らかになった。 また、 この結果 は、ニ ューロンが放出した何 らかの液性

物質、例えば、アミロイ ドAβ ペ プチ ドな どが細胞外 か ら作 用 しているもので

はないと考え られた。

APPと ア ミロイ ドAβペ プチ ドによるニ ュー ロン死の比較

APP分 子 の細胞 内代 謝 によ り生産 され るアミロイ ドAβ ペプチ ドは老 人斑の

主成分 であ り、 これまで、アミロイ ドAβ ペ プチ ドによる初 代培養 ニ ュー ロン

の変性誘導が広 く解析されてきた。そ こで、長期培養海馬ニュー ロン系にアミ

ロイ ドAβ ペプチ ド(Aβ1-43)を 添加 し、APPに よる細胞死 と比較検 討 した。

先ず 、Aβペプチ ドを無菌蒸留水 に懸濁 し、凝集塊を形成させて培養系に添加

した。その結果、これまでの多 くの報告 と同様に、加えたペプチ ド凝集塊の用

量に依存 して細胞死が誘導された(図3A)。 この場合 には、ペ プチ ド添加後

約12-24時 間 ほ どで急 激な細胞死 滅が誘 導 された。不思議な ことに、ペプ

チ ド処理 日数を更に3～4日 延長 して も、細胞 死の割合 には、それ程、大 きな

影響が認められなかった(図3B)。 凝集ペ プチ ドで細胞 死 を誘導 した培養上清

を回収 して新たな培養系 に添加 したが、 この場合は全 く細胞死が認められなか

った。次に、培養期間と細胞変性の誘発 の関係 を調べたが、これ らでは、ニュ

ーロンの培養期間に関係なく、Aβ によ る細胞死 が誘導 された。

一方、APPに よる細胞死誘導 の場合 には、 ウイルス処理前の培養期間に大 き

く影響 した(未 発表デー タ)。 培養期 間 を4週 間までの培養 日数 では、 アデ ノ

ウイルス感染ニュー ロンは細胞変性 をお こさなかった。 しかし、1～2ヶ 月培

養 した 場合、APP発 現 ウイル ス にの み細胞 毒 性が認 め られた。β一galactosidase

やそ の他 の遺 伝子 では、細胞死 は誘導されなかった。 これ らの ことか ら、アミ

ロイ ドAβ ペ プチ ドによるニ ュー ロンの細胞死 は、ニューロンの成熟や分化状

態 とは関わ りな くお こる急激な細胞変性であると考え られた。

カスペース阻害剤 によるAPP誘 導海馬ニ ュー ロン死の遅 延効 果

様々な細胞死の過程に不可逆的に活性化 されるシステイ ンプロテアーゼが介

在していることが明 らかにされてお り、 ごく最近では、Aβ によ るニュー ロン死

滅 の系 で も関与が報告されている。そ こで、本実験系におけるニューロン死 に

どのよ うなカスペースが関与 しているかを検討 した(図4)。 幾 つかの 阻害剤

を培養系 に添加 してウイルス感染の1～2日 後 に、様 々なカスペー ス阻害剤を

添加 した。対照群 として これ ら阻害剤を溶解 させたDMSOや カスペース1,4,5

な どの阻害剤で あるY-VAD-fimkは 、APPに よ る細胞 死 を全 く阻止す る ことが

で きなかった。 しか しなが ら、カスペース3の 阻害剤AC-DEVD-CHOや 非特

11



異的に多種種類のカスペースを抑制する阻害剤Z・VAD-f血kで は、程度 の差 は

ある もが 、APPよ る細胞 死 を遅 延 させた 。 また 、カスペース1の 阻害剤AC-

WAD-CHOに も同様 な傾 向 が あったが、抑制効果は極めて弱かった。しかし

なが ら、これ らのカスペース阻害剤処理では、培養 日数をさらに延長 させると、

どの場合 も細胞変性が進みニュー ロンは死滅 した。それゆえ、カスペース3を

含 むカス ペース カス ケー ドの一部が、本ニューロン変性、死滅の過程 にも関わ

っていると推測された。

D.考 察

本研究において、APP遺 伝子 高発 現が長期培養 した成熟 ニューロンで誘導さ

れると、そのニューロンは死滅することを明 らかにした。アデ ノウイルスによ

るAPP遺 伝子 発現の誘導は、細胞 が持つ固有の発現 レベルに比べて数倍以上上

昇 していると考えられる。 このこと自体が、実際のアルツハイマー病における

病因あるいは病態 と相関しているとは考えにくい。しか しなが ら、APPの 細胞

内代 謝活 性が低下 した り、APP分 子 を含 めた細胞 内輸送機構 に変 化が出てきた

場合には、APP遺 伝子発現 の上昇時 と似 た変 化が細胞内で起 こりうると推測 さ

れる。それゆえ、本実験モデルは、アル ッハイマー病病態の何 らかの変化を反

映 しているAD病 態モデル系 と考 え られ る。

長期培養 を施 した胎児海馬ニューロンを用いた場合、アデノウイルスによる

APP遺 伝子導入効果 が細胞変 性 と して観察 されたが、培養期間が1～2週 間で

ある場合 、非特異的 な毒性 がさまざまな遺伝子 を発現するウイルスでも認め ら

れた。 この理由の一つ として、培養期間が短いと神経突起の伸展が必ずしも十

分ではなく、また、培養基質への結合 も不十分であるためであろうと推測され

る。そのため、特 に高濃度のアデノウイルス感染時には接着能が低下 し、細胞

がはがれてしまったのであろう。何故な ら、アデノウイルスが細胞に感染 し、

内部 に運び込まれる機構に細胞接着分子であるイ ンテグ リン類(αvβ5や αvβ3)

な どを利用 して いるか らであ る。ただ、中枢神経系ニューロンでは、必ず しも、

これ らのインテグ リンが十分機能 しているわけではない。他の一つの可能性は、

胎児 由来の幼弱なニューロンが機能的 にも成熟分化していることが、APPの 細

胞 毒性が発 現す るため には必要 であるのかも知れない。グルタ ミン酸の受容体

などの機能は培養1～2週 間 のニュー ロ ンで形成 され るが、さらなる成熟条件

として、あるいは、加齢や老化の条件 としての何かが、病態細胞 モデルには必

要であるのかも知れない。実際、家族性アルッハイマー病やダウン症でにおけ

る痴呆の発症 には加齢要因が関係 していると見なされている点は、この可能性
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を示唆している。

APPに よ る細胞毒性 は、細胞 内で生産 されたアミロイ ドAβ ペプチ ドが 関わ

っている と考 え られる。何故な ら、APPに よ る本長期培養 海馬ニュー ロ ンの死

滅 時に、細胞 内にアミロイ ド部分を含むフラグメン トが蓄積 されているか らで

ある。 また、APP分 子か らア ミロイ ドAβ ペ プチ ド領域 を除去 した変異体では

細胞毒性が著 しく減少した(未 発表 デー タ)か らで あ る。 しか しなが ら、細胞

死がお こるためには、さらに、細胞内における何 らかの変化が引き金になって

いると考えられる。 このような変化の実体 は現時点ではあきらかではないが、

一つの可能性 としては、アミロイ ドAβ ペ プチ ドが作用す る標的 分子が細胞内

にある程度蓄積する必要があるのことなのかもしれない。あるいは、細胞内の

アミロイ ドペプチ ドを分解する能力の低下が必要なのであろう。

アデノウイルスで感染 したニュー ロンが死滅するのは、APPの 生産 が 充進 し

た ものだ けで あ り、その近傍の非感染性ニュー ロンは、決 して同じようには死

滅しなかった。また、アデノウイルス感染 によって死滅 したニューロンの培養

上清を、未処理ニューロンの培養系に添加 して も、細胞死がみとめ られなかっ

た。 これ らのことは、APPに よる細胞 死誘導 は、細胞 毒性物質が細胞外液 に放

出されてお こるのではないと解釈 される。それゆえ、本実験系の細胞死には、

アミロイ ドAβ ペ プチ ドが細胞 外か ら働 くという可能性は低 いと考え られた。

また、 この結果は、APP発 現 アデ ノウイル ス を直接 ラ ッ ト脳内に注入 した実験

では、対側に逆行性(あ るいは順行性)にAPP分 子が運 ばれ たニュー ロンにお

いて主 として細胞変性が認め られたという吉川 らの事実と矛盾 しない。

それでは、なぜ、アミロイ ドAβ ペ プチ ドが細胞 培養 系ニ ュー ロンに対 して

細胞毒性を示すのであろうか。一般に、細胞毒性が短時間であ らわれる条件で

は、これ らのペプチ ド濃度は10ｵMほ どで あ り、 これ は脳脊髄液 中の濃度と比

べ3か ら4オ ー ダー高い濃度 と考 え られ る。実際培養系に添加 した場合、ペプ

チ ド凝集塊で細胞が うめ尽 くされるほどの濃度である。しかも、不思議な こと

に、これ らの実験ではペプチ ドをニュー ロンに暴露 した時間に比例 して細胞死

がお こるのではなく、12～24時 間 ぐ らいで認 め られ 、そ の後 は あまり細胞死の

割合が増えないと結果が得 られた。則ち、アミロイ ドAβ ペプチ ドがニ ュー ロ

ンに始 めて接 した時、ある確率でアミロイ ドペプチ ド分子塊が細胞内に取 り込

まれた結果、細胞変性がお こったのではないか とも考えられる。何故な ら、ア

ミロイ ドペプチ ド塊はニューロンの周囲にいくら長時間存在 しても、これ らは、

次々に細胞死を誘発 しないか らである。 もし、 この考えが正 しいとすれば、ア

ミロイ ドAβ ペ プチ ドの作用点 は細胞内 に あるのかも知れない。APPの 細胞 死

が数 日必要 なの は、案外 、 この分子塊に相当す る分解産物の蓄積に時間を要す

るためかもしれない。現在、この ことを明 らかにす るため、標識ペプチ ドを用

13



いた細胞 内取 り込み実験 を試みている。

APPに よる細胞 死 をカスペース3の 阻害剤な どが遅延 させたが 、完全に細胞

死 を抑制することができなかった。 この理由は定かではない。長期培養海馬ニ

ューロンは極めて脆弱であり、ペプチ ド性阻害剤の処理により、様々な非特異

的な作用 を受けるため、生存率が低下するためかもしれない。あるいは、 これ

らのカスペース作用が細胞死に直結しているのではなく、変性死滅過程に同時

にお こる変化の一つかもしれない。もし、そ うであれば、明解な結果が出てこ

ないと考え られる。最近、ア ミロイ ドAβ ペ プチ ドによる細胞死 にカスペース

3だ けで はな く、カスペース2や12な どが重要な分子で ある との報告が出さ

れたが、細胞死 のシグナルの入 り方の違 いによ り、関与するカスペースカスケ

ー ドも異なるのかも知れない。

H.図 の 説 明

、

,

.藷

1謬 緊 舗
.蓉

・黙 許 、!

欝舗
図1培 養海 馬ニ ュー ロンの位 相差 顕微鏡写真。長期培養 したラッ ト胎児海馬ニ

ュー ロンをアデノウイルスで12時 間感染 させ た。ウイルス含有 培養液を除去

し、新たな培養液で更に4日 間培養 した。そ の後 、 これ らの細胞 を抗map2抗

体(A)や 抗APP抗 体(B)で 免疫染色 した。 また、β一galactsidaseを産 生する

アデ ノウイル スを感 染 させた細胞 には、β一galactsidasc発色法 にて染色 した(C)。

写真Aは 、ウイル ス未 処理 の細胞 、写真Bは ア ミロイ ド前駆体蛋 白質(APP)

遺 伝子 を発現す るアデ ノウイル ス(70moi)で 各々感染 させ た もの、写真Cはb-

galactsidaseを 産生す るアデ ノウイル スで感染(200moi)さ せ た もの。
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図2APP遺 伝子高発現 によ る海馬ニ ュー ロン死の誘導。A,マ ルチ ウエル(フ ァ

ル コン96穴)で 培養 した ラ ッ ト胎児 海馬ニ ュー ロンに様々な量のアデノウイ

ルスを感染させ、APP遺 伝子 あるいはβ一galactsidaseを強制的 に発現 させた。感

染後4日 目に各 々の実 験群 にお けるニ ューロンの生存率を算出した。B,長 期 培

養 した ラッ ト胎児海馬ニ ュー ロンにのアデノウイルス(100moi)を12時 間感 染

させ、APP遺 伝子 を強制的 に発現 させ た。培 養液 を交換後、1週 間培養 を継続

した。経 時的 に一部のニュー ロンを固定 し、各培養時間における生存率を測定

した。
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図3ア ミロイ ドAβ ペ プチ ドによる初 代 培養海馬 ニューロン死誘導。図1と 同

じよ うに海馬 ニュー ロンを長期間培養 し、アミロイ ドAβ ペプチ ドを添 加 した。

そ の後 、培養液 を交換せずに、培養 を継続 した。A)で は、細胞死 誘 導す るア

ミロイ ドAβ ペ プチ ドの用 量依存 カー ブを調べた。細胞はペプチ ド添加後4日

後 に固定 した。B)で は、ア ミロイ ドAβ ペ プチ ドを20mM添 加 し、ニ ュー ロン

の生存 率 を経時的変化に調べた。
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図4カ スペース阻害剤 によるAPP誘 導海 馬ニュー ロン死 の遅延。 ラッ ト胎児

海馬ニューロンにアデノウイルスを感染 させた後、様々な濃度のカスペース阻

害剤を添加 した。A)で は、カスペー ス3の 阻害剤 によるAPP誘 導細胞死 の遅延

効果 を調 べた。 ウイルス添加後3日 目に細胞 の生存 率 を求 めた 。B)は 、そ の

他 のカスペース 阻害効 果 をA)と 同様 に しらべた。サ ンプル1は ウイルス未感

染、サ ンプル2はAPPア デ ノウイル ス処理 のみ、サ ンプル3～6は 、サ ンプル

2に 、各 々カ スペー一ス 阻害剤,AC-DEVD-CHO(10ｵM)、AC-WAD-CHO(10ｵM),

Z-VAD-f血k(50ｵM)、Y-VAD-fmk(100ｵM)を 各々添加 した もの。
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