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論文内容の要旨

アルツハイマー病の発症のメカニズムには不明な点が多いが、神経原線維変化の主要構成成分である異常リン酸化

タウ蛋白の生成はその重要な部分の一つで、あるo この異常リン酸化タウ蛋白は可溶性の状態でも微小管の重合を強力

に阻害し、さらに不溶性の状態となって神経細胞内に蓄積し、正常な神経細胞の活動を阻害することは既に知られて

おり、正常なタウ蛋白がどのようにして異常にリン酸化されるかを知ることは重要なことであると考えられる。この

ようにタウ蛋白をリン酸化するキナーゼのーっとして glycogen synthase kinase-3 (GSK -3 )があるが、これは

細胞増殖因子などの細胞外からの刺激が与えられない時に活性化状態を示し、老化に伴って徐々に神経細胞が変性し

ていくアルツハイマー病の場合このようなキナーゼの関与が考えやすい。細胞増殖因子のレセプターから GSK- 3 

に至る細胞内情報伝達系として phosphatidyl inositol-3 kinase (PI 3 K) から phosphoinositide dependen t 

kinase (PDK) へ、そして protein kinase B (PKB) へと続くカスケードが知られており、最終的には PKB の活性

化による GSK- 3 のリン酸化によって GSK- 3 は抑制される o そこで、我々は PI3 K 阻害剤である wortmannin を

用いて間接的に GSK- 3 を活性化させリン酸化タウ蛋白の変化をヒト神経芽細胞腫 SY5Y を用い検討した。そして、

さらにアポトーシスを含む細胞死のメカニズムとの関係についても検討した。

【方法ならびに結果】

ヒト神経芽細胞腫 SY 5Y を培養し、その培地に wortmannin (PI 3 K 阻害剤)、 Z -DEVD-fmk (caspase 3 阻

害剤)、 GFI09203X (protein kinase C (PKC) 阻害剤)を添加し各時間で採取した cell lysate の supernatant を

Western blot や kinase assay に使用した。タウ蛋白、 GSK- 3 、 PKB のリン酸化レベルは抗リン酸化タウ認識抗体、

抗脱リン酸化タウ認識抗体、抗リン酸化 GSK- 3 認識抗体、抗リン酸化 PKB 抗体を用いた Western blot にて検討

した。また、 GSK- 3 活性は特異な基質として phospho GS -2 peptide を用いて、 PKCδ 活性は抗 PKC 0 抗体

による免疫沈降後に基質として histon H 1 を使用し測定した。結果としては、 wortmannin を添加することにより、

PKB 活性が抑制され GSK- 3 活性が上昇しており、 Tau- 1 、 PHF-l 、 M4 各抗体認識部位ではタウのリン酸化

の充進が認められたが、その変化は一時的なものであった。それは PKB 抑制のためにアポ卜ーシスが起こり、結果

として caspase 3 活性の上昇によって PKCδ の制御ドメインの切断が起こり、この切断により活性化された PKC

δ が GSK- 3 をリン酸化するため GSK- 3 活性が抑制され、タウのリン酸化レベルも低下した。また、
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wortmannin と同時に caspase 3 阻害剤を添加するとPKCδ の断片化はおさえられ、 GSK- 3 活性は上昇したまま

高いレベルを保ち、タウのリン酸化レベルも高いレベルを保った。また、 wortmannin と同時にPKC 阻害剤を添加

しても、 GSK- 3 活性は上昇したまま高いレベルを保った。

【総括】

SY5Y 神経芽細胞腫では PI3 K から GSK- 3 のシグナル経路が、タウのリン酸化を制御していることを示したロ

また、アポトーシスにおける PKC ô の断片化は GSK- 3 活性を抑制しタウを脱リン酸化の方向へ誘導することを

示した。この現象は caspase 3 の関与するアポトーシスのメカニズムでは、大量に異常リン酸化タウ蛋白の生成が認

められるアルツハイマー病の病理を説明しにくいことを示唆しており、リン酸化タウの生成を伴う神経細胞変性過程

は単純なアポトーシスだけではないことを示唆した。

論文審査の結果の要旨

本研究ではヒト神経芽細胞腫 SY5Y に PI3K 阻害剤である wortmannin を用いて間接的に GSK- 3 を活性化さ

せることによるタウ蛋白のリン酸化の変化と、それと同時に起こるアポトーシスとの関係を検討したものであるo 結

果として、 PI3 K から GSK- 3 に至る経路がタウ蛋白のリン酸化を制御にとって極めて重要であることと、アポトー

シスという現象の中心に位置するカスパーゼ 3 の活性化はこの経路に関与していて、 PKC ô の制御ドメインの切断

を通した活性化から GSK- 3 活性が抑制すること、およびタウ蛋白の脱リン酸化が誘導されることを明らかにして

いる。この現象はカスパーゼ 3 の関与するアポトーシスのメカニズムでは、大量に異常リン酸化タウ蛋白の生成が認

められるアルツハイマー病の病理を説明しにくいことを示唆し、この神経変性過程にカスパーゼの関与があるかどう

かという論争のある中で意義のある報告をしているものと考えられる。本研究は将来の神経変性疾患に対する研究に

対しても、貴重な方向付けをした報告であり、学位論文に値すると判断される。
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