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審 査 の 結 果 の 要 旨
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病 ( A D ) は 初老期に 発症 し ､ 進行性 の 認知記憶障害を主症状とする神経変性疾患 で

ある
｡

A D 患者脳 で は 広汎 な神経細胞死 に 加 え老人斑と呼 ばれ る ア ミ ロ イ ド蓄積が 出現する｡ 老人斑 ア

ミ ロ イ ドは主に a m yl oid β-

p e p tid e (A β) が凝集 ､ 線維化 して 蓄積 し たも の で ある｡
A βは そ の 前駆体蛋 白

ÅP P よりまず β-s e c r et a s e
､ 次 い で y- s e c r et as e に よ っ て 2 段 階の 切断 を受け分泌され たも の で あり ､

y- s e c r et a s e の切断部位の 多様性 に より主 に 4 0 番 バ リ ン で終わ る A β4 0 と 4 2 番ア ラ ニ ン で 終わる A β4 2

の 分子種 が 存在する o
A β42 は A β4 0 に 比 べ 凝集性 が 高く ､

A D 脳 に お い て 最初期 に 蓄積す る分子種 で

ある
o

さら に A D の 一部 に存在す る常染色 体優性 遺伝形式 を示す家族性 A D の 病因遺伝子と して A P P

及 び y-s e c r et a s e の 活性中心 で あ る p r e s e n ili n 1
, p r es e nili n 2 が同定され

､
それ ら の 変異 が A β4 2 の 産生 を

克進 さ せ る効果 を持 つ こ と が わ か っ た
｡

これ ら の 知 見 か ら A D 発症 メ カ ニ ズ ム と し て 細胞外 に分泌 さ

れ た Aβが凝集､ 線椎化す る の に 伴 い 神 経細胞 死 が生 じ る と考え る ア ミ ロ イ ド仮説 が 提唱 され て い る ｡

免疫組織化学的な検討 か ら老人斑 に は A β以外に多く の非 A β成分が蓄積 して い る
_
こ とが 知 られ て お

り ､ こ れ ら の 成分 は Aβ の 凝集､ 蓄積 ､ また は代謝 に 影響を与 え て い る
｡
A p olip o p r ot e in E ( a p o E) ば i n v i v o

レ ベ ル で Aβの 凝集 を加速す る こ とが知 られ ､ また疫学調査 か ら ap o E に存在す る E2
,
E3

,
E 4 の 3 つ の 遺

伝多型 の う ち e 4 ア レ ル が A D の 危 険因子 となる こ とが 示 され て い る
o

こ の よう に 老人斑 に 蓄積す る 非

Aβ成分 は A βと の相互 作用 を介 して ア ミ ロ イ ド蓄積に 影響 を与 えて い る こ とが考えられ ､ そ の 研究 は

ÅD 発症 メ カ ニ ズ ム を明ら か に す る 上 で 重要 で ある ｡

申請者は老人斑 に含まれ る非 A β成分を同定する こ と を目的 と し て ､ A D 脳老 人斑 ア ミ ロ イ ドを マ ウ

ス に 免疫 し
､

モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 m A b 9 D 2 を得た｡
M A t)9 D 2 は 老人斑 ア ミ ロ イ ドを特異的 に 認識 し

､

生化学的解析 に より A D 脳老人斑 の 不溶な ア ミ ロ イ ド画分に 約 5 0 k D a と 1 0 0 k D a の バ ン ドを認識 した
｡

そ し て A D 脳 老人斑 ア ミ ロ イ ドを精製 し
､ そ の 抗原 として 新規蛋 白質 C L A C ( c oll a g e n o u s A I zh ei m e r

a m yl o id pl a q u e c o m p o n e n t) を同定 し た
o さ ら に ヒ ト脳 c D N A lib r a ry より C L A C を コ

ー

ドする前駆体蛋 白

C L A C-P ( C L A C p r e c u r s o r p r o t ei n) を ク ロ ー

ニ ン グ し た
｡

C L A C-P は 膜貫通領域を持ち ､
ⅠⅠ 型 の 配向性 を

持 つ 膜 貫通 型 コ ラ
ー

ゲ ン で あ り ､ 神経細 胞特異的 な発現が確 か められた
o

また C L A C の 老人斑 - の 蓄

積 は A β4 2 の 蓄積に 次 い で 生 じる早期病変で あ る が ､ A β4P がそ の 後蓄積 し形成す る 蛍光色素thi ofl a vi n

S 陽性 の βシ ー

ト構 造が 豊 富な ア ミ ロ イ ド線推 に は 蓄積 し な い こ とも分か っ た D こ れら の 結果 は C L A C

が A β線推 に 対 し高 い 親和性 を持 ち ､ 早期 か ら A D の 病態に 関与 し て い る こ とを示唆 したが
､

ア ミ ロ イ

ド蓄積 に 対 し どの よ うな影響を及 ぼ し て い る か は 不 明 で あ っ たc そ こ で 申請者 は C L A C が A D 発症 に

及 ぼす影響を検討す る こ とを目的と し
､ まず c L A C フうミc L A C -P か ら産生 す る代謝様式 に つ い て検討 し ､

さら に C L A C と A β の 相互 作用 メ カ ニ ズ ム を明 ら か に し
､
C L A C が A β の 凝集過程 に 与え る影響 に つ い

て検討 し たo



( り C L A C の 産生様式 に 関す る検討

A D 脳 ア ミ ロ イ ド画分か ら粗精製 し た C L A C に 対 し C L A C-P の 各 N C 領域 を抗原 と して 作製 し た特異

抗体 で イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析 したと こ ろ ､ 細胞 外領域に対す る抗体 で は 5 0
,
7 0

,
1 0 0 k D a の バ ン ドを認識

し た の に 対 し ､ 細胞 内領域 に 対す る抗体 で 認識 される バ ン ドは 認 められ な か っ た
｡

ま た ヒ ト C L A C_P

遺伝子 を恒常発現 した H E K 2 93 細胞 で は 約 8 0 k D a の C L A CIP 全長 蛋白質に 加 え
､ 培養上清中に 約 7 0 k D a

の 分泌型 c L A C-P ( S C L A C) を認 めた
｡
これ ら の結果か ら一回膜貫通型蛋 白で ある C L A C_P がプ ロ テ ア ー

ゼ作用 に より切断 を受け ､ 細胞 外領域を分泌 する可能性が示唆され た
｡ そ こ で C L A C- P の 細胞外部分

の
10 ,

K I R I A R
l1 2 領域 に 注目 した

｡
こ の 配列 は p r o p r ot ei n c o n v e rt a s e f a mi ly の 1 つ で あ る f u ri n の 認識配列

(B X B X B B ; B は リジ ン または ア ル ギ ニ ン 残基) で あり
､
C L A C- P は f u ri n に よ っ て 1 1 2 番 ア ル ギ ニ ン と 1 1 3

番 グ ル タ ミ ン 酸 の 間で 切断 を受けカ ル ポキ シ 断片が s C L A C と し て分泌 される可能性を考えた ｡

そ こ で f u ri n 活 性 を欠く C H O - K l 由来細胞株で ある R P E .4 0 細胞 に ヒ ト C L A C- P ｡ D N A を遺伝子 導入

した と こ ろ ､ 培養上清中 の s C L A C 分泌が消失 し
､ さら に f u ri n を レ ス キ ュ

ー

すると分泌が回復する こ

とが示 され た. ･ また 1 ｡ , K I RI A R
‖ユ

を K I Al A A と置換 し た変異型 c L A C- P ( R A m t) を C O S- 1 細胞 に遺伝子

導入するとや は り s C L A C の 分泌 が消失 し
､
C L A C- P は f u ri n に よ っ て 切断 を受け ､ 細胞外領域を分泌す

る こ とが 確か められ た
｡

s c L A 亡 の ア ミ ノ 末端 に は グ ル タ ミ ン 酸残基 が露出す る こ と か ら､ 翻訳後修飾

を受けア ミ ノ末端 が ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸化す る可能性 を考えた
｡

そ こ で 1 1 3 番 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸断端特

異抗体を作製 し検討 した と こ ろ A D 脳 ア ミ ロ イ ド画分 で 5 0
,
1 0 0 k D a の ポリ ペ プチ ドが認識 され ､ A D

脳 内 に お い て C L A C の 一 部 は 1 1 3 番 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 か ら始 ま っ て い る こ とがわ か っ た ｡

さら に i n v i v o レ ベ ル の 検討 を目的と し て
､ 神 経細胞特異的発現 が 知 られ る T h y l .2 プ ロ モ

ー タ ー

を用

い ヒ ト C L A C -P 遺伝子 を神経細胞 に 過剰発現す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス( C L A C T g) を作出 した
｡

C L A C T g に お い て C L A C -P m R N A は 脳 特異 的に 発 現 し
､

マ ウ ス 脳 の 膜画分に C L A C- P 蛋白 の 発現が認

められ た
Q また免疫組織化 学的 な検討 で C L A C -P の 細胞 内領域に 対す る抗体で は 神経細胞 の 細胞 体が

染色され た の に 対 し ､ 細胞 外領域 に 対す る抗体で は 細胞体 の 染色 に 加 え細胞外 に 斑状 の 蓄積物 が 観察

され た
o

こ の 構造物 は 1 1 3 番 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸特異抗体 に お い て も陽性 で あ っ たo
こ の 結果 は マ ウ ス

脳神経細胞 に お い て も C L A C-P は 1 1 2 番 ア ル ギ ニ ン と 11 3 番 グ ル タ ミ ン 酸 の 間 で 切断 を受け､ 細 胞外

領域を分泌す る こ とを示唆 した ｡

以上 の結果 か ら C L A C-P は細胞 内 に お い て f u ri n に より切 断 を受け
､

そ の 細胞外領域を s C L A C と し

て 分泌す る こ と
､ 分泌され た s C L A C は 凝集 し

､ C L A t と し て 老人斑 に蓄積す る こ と
､

また C L A C･ の 一

部はテミ ノ末端 ピ ロ グ ル タミ ン 酸化修飾を受ける こ と を明 ら か に し た
｡

( Ⅱ) s C L A C と A β と の 相互 作用 に 関する検討

c L A C は A D 脳 に お い て老 人斑 ア ミ ロ イ ドに 蓄積す る こ と か ら ､ 線維化 し た A βと直接 相 互 作用す る

こ とが予 測された
｡

そ こ で 両者 の 結合 を評価するi n vi t r o A β結合ア ッ セ イ 系 を樹立 した
o

予 め凝集さ

せ た合成 A β ペ プ チ ドを マ ル チ タイ タ
ー プ レ

ー

トに 固定 し ､ C L A C-P を恒常発 現 さ せ る こ と に よ り



s C L A C を分泌する H E K 2 9 3 細胞 の培養上清を ア プ ライ しイ ン キ ュ べ -

ト後 ､ 両者の 結合を抗 c L A C_P

抗体で 評価 した
｡

そ の 結果 s c L A C は 凝集 A β と結合す る こ とが 示 され た
｡

そ こ で s C L A C を含む培養

上清 を､ 凝集 A βある い は 可溶な A βで 前吸収 さ せ た後 A β結合 ア ッ セ イ を行 っ たと こ ろ ､ 凝集 A βは

s C L A C と固定 した A β と の 結合を阻害 し た の に 対 し
､ 可溶な A β は 阻害で き な か っ た｡ こ の 結果 は

s C L A C が凝集 した A βと特異的 に結合する こ と を示唆 した ｡

次 に s C L A C の コ ラ ー ゲ ン 様 3 重 ら せ ん 構造 の 重要性を検討す るたや､
s C L A C を含ん だ培養上 清を

加 熱 こより構 造を変性さ せ た後に A β結合ア ッ セ イ を行 っ た
.

s C L A C の コ ラ
ー

ゲ ン 様 3 重 ら せ ん 構造

の 変性 は トリプ シ ン 消化実験 に より評価 し ､ s C L A C は コ ラ ー

ゲ ン 構造が 変性 すると同時 に A β と結合

で き な く な る こ と が わ か っ た
o

さ ら に C L A CI P は膜貫 通 型 コ ラ
ー

ゲ ン フ ァ ミ リ
ー

で 保 存され た

c oil e d- c oil ドメ イ ン を膜貫通領域 の 近傍及び N C 3 領域に保持 し て お り ､
こ れら の ドメ イ ン は コ ラ

ー

ゲ

ン 様 3 量 ら せ ん 構造 を形成する の に 重要 で あると考えられ て い る o そ こ で c oil e d- c oil ドメ イ ン に 重要 な

1 位及び 4 位 の 疎水性 ア ミ ノ 酸をリ ジ ン 残 基 に 置換 し た変異体を作製 し検討 し たと こ ろ ､ や は り構造

が保 持 で き なく なり ､ ま た A βと の 結合能も失われた
｡

こ れ ら の 結果 か ら s C L A C の コ ラ
ー

ゲ ン 様 3 重

ら せ ん 構造 は A βと の 結合 に 必須で あるとわ か っ た
｡

さ らに s C L A C と A β の 相 互 作用 の 機序 を明ら か に す る ため
､
まず Aβ結合 ア ッ セ イ の 反応液中 に 0 .5

M N a Cl を添加 し たと こ ろ結合 は 阻害され た
o

また こ れま で に s C L A C は - パ リ ン と結合する こ と を見

出 し て い た こ と か ら､ A β結合 ア ッ セ イ の 反応液中 に - パ リ ン を添加 し たと こ ろ
､ 濃度依存的 に 結合が

阻害され た
｡

- パ リ ン は 塩基性 ア ミ ノ 酸が豊富 な領域 に静電 的 に 結合す ると考えられ て お り
､

S C L A C

と Aβと の 結合 は s C L A C の コ ラ
ー

ゲ ン 配列 の 塩基性 ア ミ ノ 酸 クラ ス タ
ー

領域を介し て い る こ と が 予 測

され たo

また s C L A C と Aβ の 鷹合が
､ 培養 上清中 の 爽雑 物 を介 し て い な い こ と を確認す る た め ､ C L A C-P の

カ ル ポ キ シ 末端 に F L A G t a g を付加 し
､ 抗 F L A G 抗体 ア フ ィ ニ テ ィ

ー

カ ラ ム を用 い て s C L A C を精製 し､

A β結合 ア ッ セ イ を行 っ た ｡ そ の 結果精製 s c L A C は凝集 し た A βと結合 し ､ さら に C O L l 領域 の 塩基性

ア ミ ノ 酸 ク ラ ス タ
ー

領域を欠 い た変異体 s c L A C ( C O L l m t) で は結合が低下 し た｡

以上 の 検討 か ら s C L A C は コ ラ ー ゲ ン 様 3 量 ら せ ん 構 造を と っ て 凝集 し た Aβと結合 し
､ そ の 結合 に

c o L l ドメ イ ン の 塩基 性 ア
_
ミ ノ 酸 ク ラ ス タ ー 領域が重 要な役割を果 たす こ と が 分か っ た

o.

( Ⅲ) s c L A C が A βの 凝集 に与 え る影響 の 検討

s c L A C は A βと直接結合す る こ と か ら Aβの凝集 ･ 線維化 に何ら か の 影 響を与 え る 可能性 が考えられ

た . そ こ で βシ ー

ト構造を特異的に 認識す る蛍 光色 素thio fl a v i n T (th i o T) を用 い た定量的な i n vi t r o A β

凝集 ア ッ セ イ に より検討 し た
｡

D E A E カ ラ ム
､

- パ リ ン カ ラ ム
､ 逆相 Ⅲp L C を組み合わ せ 培養上清中 か ら精製 した sC L A C を合成

A β ペ プチ ドと混和 し3 7 ℃ で イ ン キ ュ べ -

卜 し たと こ ろ
､

Aβの 凝集が抑制 され る こ とが わ か っ た
o
l n

v it r o に お け る A β の凝集過程 は
､ 可溶な Aβ が緩徐 に 立体構造 変化 し て凝集核を形成する n u cl e ati o n

p h a s e と
､

一

旦 形成された凝集核 に A βが次 々 に結合 して に 線維 を伸長さ せ る el o n g a ti o n p h a s e か らなる
o



A βi14 2 ペ プチ ドは凝集核形成龍が高 い こ と か ら こ の 両過程 が同時 に 進行 し
､ s c L A C の凝集抑制効果が

A β凝集過程 の ど こ に 作用 した か判断する こ と が 困難で ある
o

そ こ で凝集核形成能 の 低 い A βト4 0 を用

い た A β凝集 ア ッ セ イ を行 い
､

A β凝集 の n u cl e ati o n p h as e に 及 ぼす s c L A C の 影響に つ い て 検討 した
｡

そ の 結果 s c L A C は ア ッ セ イ 開始数時間における n u cJ e atio n p h a s e で は A β凝集 に影響を与えな い が､ そ

の 後 の el o n g ati o n p h a s e に お い て凝集を抑制す る こ とがわ か っ た
Q

さ ら に こ の ア ッ セ イ 開始 時 に 予 め作

製 し た Aβ 線推 を凝集核と し て 添加 した
o

こ の 方陰に より n u cl e a d o n p h a s e を バ イ パ ス し て el o n g ad o n

p h a去岬 ナを評価す る こ と が可能で ある D そ の 結果や は り s C L A C は A βの凝集を elo n g atio n ph a s e に お

い て 抑制す る こ とが示され た
｡

以上 の 検討か ら
､
i n vi t r o に お い て s C L A C は A βの 凝集過程 を特に el o n g a ti o n p h a s e に お い て 抑制す る

効果が あ る こ とが分か っ た
｡

s c L A C は凝集 し た A βと結合す る こ と か ら ､ s C L A C は A βが凝集する際

に 形成され る何ら か の 特異 な立体構造変化 を生 じた凝集中間体に結合 し
､ そ の 後の 凝集を抑制す る 可

能性 が考えられた
｡

以上本研究に お い て
､ 申請 者は A D 脳 老人斑 に 特異 的 に 蓄積す る新規老人斑 ア ミ ロ イ ド蛋白 c L A C

に つ い て
､

C L A C が 前駆体蛋白 c L A C - P か らf u ri n に よ っ て 切 断され分泌 された断片 で あ る こ と
､ 凝集

し た A βと特異的 に結合す る こ と
､
A βの凝集を特 に el o n g ati o n p h as e に お い て 抑制す る こ とを明 ら か に

した
｡

こ れ ら の 結果 は C L A C が βア ミ ロ イ ド形成に 対 し抑制 的 に働く可能性 を示唆す る ｡
こ れ ら の 成

果 は ア ル ツ ハ イ マ ー

病 の 分子 病態解明な らび に新規治療法開発 に 大 きな示唆を与 え る も の で あり ､ 博

士 ( 薬学) の学位 に相応 し い も の と判定 し た
｡




