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論文内容の要旨

【目的】

アルツハイマー病 (Alzheimer' s disease ;以下 AD) の病理過程に関してカルシウム (Ca) 動態異常について検討

され，特に AD 脳の特徴とされる神経細胞の変性消失過程に Ca の関与が推定されている。それを新鮮な脳材料を用

いて調べることはできないが最近，皮膚由来の AD 線維芽細胞について各種の異常が報告されている。そのため本

実験では，家族性 AD (FAD) の 2 家系を含む 8 例の AD 患者より採取培養した線維芽細胞を用い， AD における Ca

動態を中心に検討を行った。

【方法ならびに成績】

1)線維芽細胞株の樹立

FAD 患者 4 例 (2 家系 2 例ず、つ， 2 家系とも早発性 FAD ， 08-1 家系は APP 遺伝子に Hardy type の点突然変異

を有する， 08-2 家系は原因遺伝子不明)，孤発性 AD (以下 8AD) 患者 4 例(家族歴なし) ，健常対照者 4 例より本

実験の目的と意義を十分に説明し同意を得た上で皮膚を採取し線維芽細胞を得た。細胞は DMEM+ 10% FC8 にて継

代培養した。

2) Ca ピークの測定

細胞を Ca 測定用ディッシュに約3000個の割合でまき各種条件にて培養後，メリディアン社 ACA8470を用いて細胞

内 Ca 濃度を測定した。測定前に 1μM の indo-1-AM を30'"'"'60分間負荷した後， Hanks-HEPE8 EGT A buffer にて

十分に洗浄し， Hanks-HEPE8 buffer (Ca 2 +(+)or(-)) に交換後，細胞内 Ca 濃度を測定した。細胞はブラジキニ

ン (BK) 100nM，パソプレッシン (VP) 100nM，及び10% FC8 で刺激した。

細胞をディッシュにまいて48時間後に Ca2 + -free 状態で BK100nM で刺激すると， FAD 線維芽細胞のみ Ca ピーク

の低下が認められた。同様の傾向が VP100nM ， 10% FC8 刺激でも認められた。ところが外液に 1mM の Ca 2 + を加

えるとこの差は消失し全ての細胞が同等の反応を示した。

測定までの時間を 16'"'"'168時間と変化させ， Ca 2 + -free の状態で BK100nM で刺激すると， Ca ピークの変動が FAD

線維芽細胞に認められた。その変動は 5 日目にはほぼ消失し，それ以降は健常細胞と同様の反応を示した。変動の形

より細胞周期の関与が示唆された。

3) 同調細胞の Ca ピークの測定
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細胞の周期を無血清法により GO"-'Gl 期，過剰チミジン (2.5mM) またはヒドロキシウレア(1mM) により S 期，

卜リコスタチンA (150ng / ml)により G2 期，コルセミド(1.5μg/ml) または 3- ( 1-Anilinoethy liene) -5-

benzylpyrrolidine-2 , 4-dione (TN-16) (3μg/ml)により M 期にそれぞれ同調した。同調細胞を Ca 2 十 -free の状

態で BK100nM で刺激すると S 期において48時間後に認められたのと同様の Ca ピークの低下が FAD 細胞に認めら

れた。ところが， Gl 期， G2 期， M 期ではその様なピーク低下は認められず，すべての細胞が同等の反応を示した。

【総括】

1) AD (2 家系の FAD を含む)患者及び健常対照者より線維芽細胞株の初代培養を行った。

2) FAD 線維芽細胞では，測定外液を Ca 2 + -free にすると， BK100nM , VP100nM , 10%FCS 刺激時の Ca ピークが

低下していた。

3) Ca ピークの低下は測定外液に 1mM の Ca 2 + を加えると消失し，小胞体付近に異常が存在することが示唆された0

4) Ca ピークの低下は細胞周期に依存しており S 期に細胞を同調させた時，最も顕著に再現性よく出現した。

5) FAD 線維芽細胞において細胞周期依存性の Ca 動態異常が存在し，その異常が小胞体付近に存在することが示唆

された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，アルツハイマー病患者由来の線維芽細胞におけるカルシウム動態異常を蛍光画像解析装置を用いて解析

したものである。

以前より，アルツハイマー病線維芽細胞におけるカルシウム動態異常に関する報告はあるが，それらのデータに対

する否定的な報告も多く，確かな評価は得られていない。本研究は，それらを解明する目的で計画され，その結果，

カルシウム動態異常が家族性アルツハイマー病線維芽細胞に顕著に出現すること，それらが Ca2 + -free という測定条

件でのみ，増殖あるいは細胞周期に依存して出現することを初めて明らかにしたものであるO

本研究の結果は，遺伝的に負荷のある家族性アルツハイマー病患者の脳以外の末梢組織にカルシウム動態異常が存

在することを示し，アルツハイマー病の病理過程の理解に新しい示唆を与えた点に意義があり，本研究は学位の授与

に値すると判断される O
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