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緒　言

　アルツハイマー病 (AD) の主な病理学的特徴として，神経細胞外に蓄積する老人斑（無症状の初期段階から蓄積）な
らびに神経細胞内に見られる神経原線維変化（老人斑蓄積から約 10 年後に形成）が知られている（図 1a）．老人斑の
構成成分である 42 残基のアミロイド β タンパク質 (Aβ42) は，２あるいは３量体を基本単位としてオリゴマー化（図
1b：２- 24 量体，2 × n-mer or 3 × n-mer）することによって神経細胞毒性（シナプス毒性）を示す（オリゴマー仮
説）1)．近年，毒性本体である Aβ42 オリゴマーは細胞外ではなく，細胞内に蓄積しやすいことが明らかになっている

（図 1b）．しかしながら，現在進行中の臨床試験の多くは，細胞外の Aβ 凝集体（老人斑：100 量体以上）を標的とし
た従来の戦略に基づいたものであり，重篤な副作用などによってあまり良い結果が得られていない 2)．近年，本研究者
らは，Aβ42 の Glu22，Asp23 付近でのターン構造をもつ「毒性コンホマー」（図 2）3) に対するモノクローナル抗体

（クローン名 11A1：米国および中国で特許取得，免疫生物研究所より販売中）を開発し，「毒性コンホマー」からなる
毒性オリゴマーの蓄積を神経細胞内で見いだした 4,5)．また，毒性コンホマーは図 2 に示す凝集過程を経てフリーラジ
カルを産生することを明らかにしている．しかしながら，毒性コンホマーが誘導する酸化ストレスだけでは，Aβ42
の細胞毒性を十分に説明できない．本研究では，「毒性コンホマー」という新しい切り口から細胞内結合タンパク質を
同定することによって，毒性オリゴマーの作用機序に関する知見を得ることを目的としている．

図 1． アルツハイマー病とオリゴマー仮説．
a) AD 病理の特徴と年齢の関係．b) オリゴマー仮説における Aβ42 の凝集過程（毒性本体はオリゴマー）．
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図 2． Aβ42 の神経細胞毒性発現機構と毒性オリゴマーの推定構造．
Aβ42 は，22 位付近における「毒性ターン」形成を引き金として，Aβ42 のラジカル化に重要とされる Tyr10
と Met35 が相互作用しやすくなった結果，Met 側鎖の硫黄原子がラジカル化される．生成した Met ラジカル
は，分子内 β シートを介して安定化される．その結果，C 末端コアを核として凝集が進行する一方，一部解離
したカルボキシルラジカルが持続的に細胞毒性を示す．毒性コンホマーは，折り重なった２量体構造，プロペラ
状の３量体構造を経て，毒性オリゴマーを形成するものと推定される．

方法および結果

１．毒性 Aβ42 プローブの合成と活性評価
　標的探索の戦略として，従来法の多くは，固相担体に Aβ40（Aβ42 に比べて凝集能が著しく低い）の N 末端アミ
ノ基を直接反応させるものであったことから 6)，毒性オリゴマー構造をとりにくいという問題点があった．さらに，凝
集能が高い Aβ42 での実験例もなかった．そこで本研究では，合成した Aβ42 プローブと細胞抽出液を液相で反応さ
せた後，固相担体を用いて結合分子を回収する方法をとることにした．まず Aβ42 の毒性コンホマー（図 2：毒性
Aβ42）のミミックとして，毒性ターン構造を形成しやすい E22P-Aβ42 7) を用いて，N 末端 (Asp1) をビオチン標識す
ることで毒性 Aβ42 プローブ（図 3）を得た．

図 3． 毒性 Aβ42 プローブの構造．
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　次に，ビオチン化による E22P-Aβ42 の凝集能および神経細胞毒性への影響を評価するために，凝集能をチオフラビ
ン T 蛍光法によって，神経細胞毒性をヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y 細胞）を用いた MTT 試験によって，それぞれ調
べた．その結果，ビオチン化 E22P-Aβ42 の凝集能ならびに神経細胞毒性は，E22P-Aβ42 とほぼ同等であり，ビオチ
ン化による影響はほとんどないことがわかった（図 4）．

図 4． N 末端ビオチン化による E22P-Aβ42 の凝集能および神経細胞毒性への影響．
a) Aβ (25μM) を 50 mM のリン酸バッファー (pH 7.4) 中でインキュベーション (37℃) し，経時的に凝集能をチ
オフラビン T 蛍光法で測定した．b) Aβ (0.01-10μM) を DMEM 培地中で培養した SH-SY5Y 細胞に添加した．
48 時間インキュベーション (37℃) 後，神経細胞の生存率を MTT 法で測定した．Veh 処理群の生存率を 100％
とした．Veh = Vehicle．n = 3．

２. 毒性 Aβ42 の細胞内標的タンパク質の探索
　Aβ42 は疎水性が高いペプチドであることから，従来法のように標的探索に細胞全抽出液を用いた場合，Aβ42 と
標的分子が非特異的に結合する可能性が懸念される．実際にこれまで報告された Aβ42 標的分子の多くは，脂溶性の
高い膜タンパク質であり，その多くは Aβ42 が誘発する神経細胞死の病態機序を十分に説明できるものではなかった．
また，Aβ オリゴマーを細胞内に取り込むための受容体タンパク質の報告例もいくつかある．Laurén らは Aβ42 オリ
ゴマーの結合分子として，脂質ラフトと会合した細胞膜糖タンパク質であるプリオンを報告したが 8)，シナプス毒性発
現への関与を否定する報告 9) が相次ぐなど，問題点も多い．そこで，本研究では SH-SY5Y 細胞の膜成分を除去した細
胞質画分を用いることにした．
　固相担体には，半田ら（東工大）が開発した機能性ナノ磁性微粒子（FG ビーズ）をアビジン化したものを用いた．
毒性 Aβ42 プローブと細胞質画分を４℃で２時間インキュベーションした後，アビジン化 FG ビーズを加えて標的候
補タンパク質を回収した．なお，細胞質成分の抽出には，界面活性剤として 1% Triton X-100 を含む HEPES バッファ
ーを用いた．続いて，電気泳動･銀染色を行うとともに，E22P-Aβ42 を過剰量加えることによる競合実験も併せて行
った結果，プローブに特異的な標的バンド（20 kDa，40 kDa 及び 100 kDa 付近）を複数検出した（図 5）．バンド①か
ら③は，E22P-Aβ42 によって競争的に阻害されたことから，毒性 Aβ42 を認識していると考えられる．一方，バンド
④は E22P-Aβ42 の添加によって，バンド強度が増大したことから，④は E22P-Aβ42 の凝集体を認識している可能性
がある．現在，これらのバンドを脱染色した酵素消化反応液について，MALDI-TOF-MS/MS 測定により，標的タン
パク質の解析を進めている
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図 5． 電気泳動・銀染色法を用いた細胞質画分における毒性 Aβ42 の標的探索．
毒性 Aβ42 プローブと SH-SY5Y 細胞抽出液 (0.5 mg/mL) を２時間反応 (４℃) させた後，結合タンパク質を FG
ビーズで回収し，電気泳動解析（NuPAGE Novex 10% Bis-Tris ゲル）を行った．泳動後，SilverQuest を用い
て銀染色を行った．実験は，それぞれ２連で行った．

３. Aβ42 の神経細胞内への取り込み
　これまで Aβ42 の神経細胞内への取り込みについて，経時的な定量実験はあまり行われておらず，顕微鏡観察を中
心とした報告が多い．そこで，予備実験として野生型 Aβ42 を SH-SY5Y 細胞に添加し，経時的に細胞質抽出液を調製
した後，Aβ 量を ELISA 法で定量した．その結果，１～４時間の間に野生型 Aβ42 が速やかに細胞内に取り込まれる
ことが明らかになった（図 6）．今後，毒性コンホマーと細胞内取り込みとの関係を明らかにするために，E22P-Aβ42
ならびに毒性ターンをとりにくい E22V-Aβ42 を用いた検討が必要である．

図 6． 野生型 Aβ42 の細胞内取り込み．
野生型 Aβ42 (25μM) を SH-SY5Y 細胞 (105 cells/well) に添加した後，経時的に細胞質抽出液を調製した．な
お，細胞質成分の抽出には，界面活性剤として 0.05% NP-40 を含むトリス塩酸バッファーを用いた．タンパク質
定量を行った後，抽出液に含まれる全 Aβ 量を ELISA（IBL 社 No. 27729）で定量した．n = 1．
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考　察

　図 5 の標的探索の結果，推定される分子量の大きさから，細胞内取り込みあるいは細胞内輸送に関わるタンパク質が
標的分子の候補の一つとして予想される（図 7）．また，E22P-Aβ42 はオリゴマー化しやすいことから，「毒性オリゴ
マー」形成は細胞内に取り込まれ，毒性を発現するために必要であることが示唆された．一方，これまで本研究者ら
は，スーパーオキシドディスムターゼ (SOD1) 欠損による細胞質酸化ストレスが，Aβ オリゴマー形成能を促進させる
ことを動物実験で明らかにしていることから 10)，Keap1 等の酸化ストレス誘導に関連するタンパク質である可能性も
考えられる．

図 7． シナプスにおける Aβ オリゴマーの形成機序と細胞内動態の推定経路．
Aβ42 は，シナプス前膜内でアミロイド前駆体タンパク質から２種類の切断酵素反応によって産生され，単量
体として神経細胞外に分泌される．その後の凝集過程によって蓄積する場所が異なると考えられており，Aβ42
オリゴマーは細胞内（シナプス後膜）において長期増強 (LTP) を抑制することで，シナプス毒性（神経細胞死）
を誘導する．従来の標的分子として，オリゴマーを細胞内に取り込むための受容体タンパク質の報告例がいくつ
か知られている 8)．
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