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論文内容の要旨

〔目的〕

アノレツハイマー病の主要な神経病理学的所見のーっとして神経原線維変化があげられ，アルミニウム注

入により実験的神経原線維変化 (ENFC) を生じた家兎脳はアルツハイマー病のモデルのーっとして使

用されている。アノレミニウム注入家兎脳では，神経細胞核周囲に異常な線維性構造物の蓄積が多量に観察

され，実験的神経原線維変化と呼ばれている。本研究は，そのような線維性蛋白の蓄積の原因が蛋白分解

酵素の異常にあるのではなし可かと推測し，アルミニワム注入家兎脳および、アノレツハイマー病脳のライソゾ

ーム酵素の変化を検討することにより，神経原線維変化の形成におけるライソゾーム蛋自分解酵素の関与

を明らかにしようとするものである。

〔方法〕

1. 実験的神経原線維変化の作製とライソゾーム酵素活性の測定

成熟家兎の大脳皮質内にアノレミニウム塩を注入して ENFC を作製し， 11 日後に大脳皮質・海馬・頚

髄を摘出し，ホモジェネイト中のライソゾーム酵素 (cathepsin D , -゚glucu ronidase , acid 

phosphatase , acid DNase , alkaline DNase) の活性をそれぞれ，山本ら， Fi shrnan , Kindｭ

King , Sung の方法に従い測定した。

2. 人脳における cathepsin D活性の測定

剖検にて確認されたアノレツハイマー病脳，対照、脳の前頭葉における cathepsin D活性を前述の方法

で測定した。
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3. ca thepsin D によるニューロフィラメント蛋白の分解

牛の脳から cathepsin Dを，脊髄からニューロフィラメント蛋白を，それぞ、れBenuck ，徳武の方

法にて分離精製した。 cathepsin Dのニューロフィラメント蛋自に対する作用を pH 2.7 から pH7.2

の範囲で検討した。また， in vitro で再構成したニューロフィラメント線維に対する cathepsin D 

の作用を形態学的に検討した。

4. cathepsinD酵素蛋白の精製と酵素学的検討

ENFC脳，アノレツハイマー病脳から cathepsin Dを硫安分画および、ペプスタチンをリガンドとす

るアフィニティクロマトグラフィーにより精製した。 ENFC 脳から精製した cathepsin D について

は，その分子量・至適pH ・ Km 値・熱安定性・等電点・アミノ酸組成を検討した。

[成績〕

1. ENFC 脳のライソゾーム酵素活性: {3 glucu ronidase 活性は大脳皮質・海馬・頚髄で増加した

(それぞれ395ぢ， 54% , 86箔) 0 acid phospha tase 活性は有意の変化を認めず， alkal ine DNase 

活性は大脳皮質・海馬で減少し， acid DNase 活性は 3 部位全てで上昇していた(大脳皮質28%，海

馬36%，頚髄 122%) 0 ca thepsin D活性は大脳皮質・海馬で増加しており，特に頚髄での増加が顕

著であった(それぞれ，54% ， 28% , 103労)。アノレツハイマー病脳においても cathepsin D活性は，

対照脳と比較して有意に上昇していた(それぞれ 13.7 U/mg protein , 9.5 U/mg protein) 。

2. cathepsin Dの細胞骨格蛋自に対する作用: ca thepsin D はニューロフィラメント蛋白を中性領

域 (pH 6.2) においても分解し， 68K サブユニットが最もよく分解された。また，再構成線維に対する

ca thepsin Dの作用については， 68K サブユニットのみからなる線維は， トリプレッ卜全体から再構

成された線維よりもよく分解された。

3. ENFC脳・アルツハイマー病脳の cathepsin D の酵素学的特性:精製酵素蛋白あたりの活性は低

下していた (ENFC脳で14% ， アルツハイマー病脳で12%の減少) 0 EN FC 脳から精製した cath -

epsinDでは，等電点電気泳動でαバンドが酸性側に偏位しており，また熱安定性にも変化が認められ

た。分子量・至適 PH ・胎nfj直・アミノ酸組成については変化を認めなかった。

総括〕

1. アノレミニウム注入家兎脳およびアノレツハイマー病脳におけるライソゾーム酵素の活性を調べ， ca thｭ

epsin Dの活性上昇を認めた。

2. ca thepsin Dはニューロフィラメント蛋白を中性領域で分解し，その構成サブユニットの中でも68

K サブユニットが最も作用を受け易いことを示した。

3. アノレミニウム注入家兎脳における cathepsin D活性の上昇は酵素蛋白量の増加によるものであり，

精製酵素蛋白あたりの酵素活性は低下していることを示した。

4. 実験的神経原線維変化およびアルツハイマー病脳の神経原線維変化の形成にライソゾーム蛋白分解酵

素の異常が関与している可能性が示唆された。
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論文の審査結果の要旨

アルツハイマー病に認められる神経原線維変化の構成蛋白の一部は明らかにされているが，その形成機

序に関しては未だ不明なと乙ろが多い。本研究は，家兎脳内にアルミニウム塩を注入して実験的神経原線

維変化 (ENFC )を作製し，細胞骨格蛋白の代謝異常という観点から神経原線維変化の形成機序を解明

しようとしたものである。

まず， ENFC 作製家兎の脳内ライソゾーム酵素活性の変動を調べ，特に，ライソゾーム内蛋自分解酵

素のひとつであるカテプシンD活性が上昇していることを明らかにした。カテプシンD酵素の脳内細胞骨

格蛋白の代謝における役割に関しては，実験的神経原線維変化を構成しているニューロフィラメント蛋白

のいず、れのサブ、ユニットもカテプシン D'とより中性領域で分解されることを証明した。本研究では，さら

に，アノレミニウム注入家兎脳からカテプシンD酵素を精製し，その酵素分子について酵素活性の差異，酵

素分子の熱安定性の変化，一つのアイソマーの等電点の差異を明らかにし，アノレミニウムの作用により正

常とは性質の異なるカテプシンD酵素分子が合成されていることを示した。

以上の成績は，実験的神経原線維変化の形成時にはライソゾーム酵素の異常が関与している乙とを示唆

するものであり，アルツハイマー病における神経原線維変化の形成機序の解明に手掛かりを与えた点で意

義が大である。
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