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論文内容の要旨

【目的】

アルツハイマー病 (Alzheimer's disease : A D) 脳の大脳皮質では大量の老人斑と神経原線維変化をともなう神経

細胞の脱落が認められる O 老人斑に沈着するアミロイド線維の構成蛋白はアミロイド 3蛋白前駆体 (amyloid βpro­

tein precursor : A P P) から切り出される 38・43アミノ残基のアミロイド β蛋白 (amyloid βprotein: Aβ) であ

ることが明らかにされ， APP のプロセシングにより Aβ が生成されアミロイド線維を形成することがADの重要な

病理過程と考えられている。

APP は脳以外の多くの組織においても発現しており，生理的条件では少量のAβ も産出されているが，大部分の

APP は異なるプロセシングを受けており C端部分が切断された N端側の分子は細胞外に放出され，プロテアーゼ阻

害剤相同部分を有する分泌型APP はプロテアーゼネキシン E として細胞の増殖や分化を調節しているO しかしなが

ら，細胞内に残存する C端断片の動態や機能に関する知見は少なし、。 APP は l 回膜貫通型の受容体蛋白としての構

造を有しており，膜表面に存在する全長型APP が細胞外からのシグナルに対応、して機能しているとも考えられるが，

受容体蛋白としてのAPP分子の機能を考える場合にも細胞内に位置する C末端側部分の動態を明らかにすることが

重要である。本研究では，このような知見に基づき AD脳における APP の C端部分の分布について検討した。

【方法ならびに成績】

APP分子C末端断片の動態を検討するために， Multiple Antigen Peptide (M A P) 構造をもっ APP分子の C

末端アミノ酸14残基合成ペプチド (APP 682-695 , YENPTYKFFEQMON) に対するモノクローナル抗体

5E12 (IgG) , 5E10 (IgM) , 6H12 (IgM) 及びポリクローナル抗体 (R 2 B) を作製した。これらの抗体はい

ずれも ELISA法でAPP の C末端14残基のMAP ペプチド及び単鎖ペプチドと反応し，ウエスタン法で血小板及

び培養皮膚線維芽細胞中の全長型APP に対応すると考えられる共通の140KDa バンドを認識した。これらの抗体を

用いてAD脳の海馬を含む側頭葉領域での免疫組織化学的検索を行ったところ， R 2 B及び 6 H12に陽性所見が認め

られた。

抗血清R2Bでは皮質の神経細胞及びその周辺に多数の頼粒状蓄積物が染色された。またAD脳の血管壁周囲も陽

性に染色された。

一方，モノクローナル抗体 6 H12では海馬周辺を中心に典型的な老人斑とは異なる斑状の細胞外構造物が認められ
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た。この構造物は健常者脳では殆ど認められず， AD に特徴的と考えられた。また， R 2 B の認識する構造物とは形

態，出現頻度，部位ともに異なっていた。 AD脳連続切片を用いた検討では，このAPP分子C末端14残基配列に対

するモノクローナル抗体で染色された異常構造物は抗Aβ抗体では染色されず，老人斑に関連すると考えられるカテ

プシンD に対する抗体及び神経原線維変化に関連すると考えられるシナプトフィジンに対する抗体でも染色されなかっ

fこo

AD脳ホモジネートの各抗体を用いたウエスタンプロットによる検討では，白質において 5 E 10 , 5 E 12 , 6 H 12 

抗体は50KDa 及び、45KDa の共通するバンドを認識した。皮質では， 6 H12 は他の 2 抗体では殆ど認識されない23 ，

29 , 30KDa のバンドを染色した。この結果から， 6 H12の染色する構造物の成分としてAβ を含んだAPP の C端部

分断片が存在する可能性が示唆された。

免疫組織化学的検討による結果の相違が 6 H12がAPP の C端部分エピトープの特殊な二次構造を認識している

ことにより生じている可能性について APP の C端部分アミノ酸14残基の単鎖合成ペプチドの再構成物に対する免

疫電顕による検討を行った。 APP分子C末端14残基配列は in vitro においてフィラメント様構造物及びアモルファ

ス構造物を形成した。この構造物の免疫電顕の結果， R 2 B は直径 7 -10nm のフィラメント様構造物と結合したが，

6 H12はフィラメント様構造物ではなく，むしろアモルファスな構造物を強く認識した。これは 6 H12 と R2B の認

識するコンフォメーションが異なることを示しており免疫組織化学の結果と一致した。

【総括】

1) AP P の C端部分14残基のMAP ペプチドに対するモノクローナル抗体及び‘ポリクローナル抗体を作成した。

2) AD脳を用いた免疫組織化学では，ポリクローナル抗体R2B は神経細胞及びその周辺の頼粒状沈着物を染色

した。

3) モノクローナル抗体 6 H12による免疫組織化学では， AD脳内に老人斑とは異なる斑状細胞外構造物が認めら

れた。この構造物中にはAβ部分を含んだAPP の C端部分が存在する可能性が示唆された。

4) 連続切片を用いた検討では， 6 H12により染色される斑状細胞外構造物は，抗Aβ抗体，抗カテプシン抗体，

抗シナプトフィジン抗体で染色されなかった。

5) AD脳ホモジネートを用いてウエスタン法で検討したところ，モノクローナル抗体 6 H12は23 ， 29 , 30KDa の

バンドを認識した。

6) AP P の C端部分14残基の単鎖ペプチドは in vitro でフィラメント構造を形成したが免疫電顕による検討で

は 6 H12抗体はこのフィラメント構造と反応しなかった。

論文審査の結果の要旨

アルツハイマー病脳の老人斑中に β アミロイド蛋白が蓄積していることは周知の事実であるがその生成過程につ

いてはよくわかっていなし、。本研究は，アミロイド前駆体蛋白 (AP P) の C末端14アミノ酸残基をリジン残基で架

橋した Multiple Antigen Peptide 構造をもっ合成ペプチドを抗原としてポリクローナル抗体とモノクローナル抗体

を作成し，アルツハイマー病脳の海馬を含む側頭葉領域での免疫組織化学的検索を行ったものである。

モノクローナル抗体 6 H12は海馬の歯状回周辺を中心に老人斑と異なる斑状の細胞外構造物の集積像を染色し，こ

の構造物は健常者脳では認められずアルツハイマー病に特徴的と考えられた。

また，アルツハイマー病脳ホモジネートのウエスタン法による検討では， 6 H12 は20-30KDa の分子量を示す特徴

的なバンドを認識したことから，アルツハイマー病脳では S アミロイド蛋白部分を含んだAPP の C末端部分断片が

集積し異常構造物を形成している可能性が示唆された。

これらの知見は，アルツハイマー病の病態を理解する上で重要であり，学位に値するものと考える。
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