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Ⅰ　まえおき

2 0世紀初頭，ドイツのA . A l z h e i m e rが，5 5歳で亡くなった女性の脳を解剖して，初めてその

変化の特徴を学会に発表したいわゆるアルツハイマー病（これは元来，初老期に発症し，後に

述べるような，脳組織の病理変化を特徴とする痴ほう性疾患に対する名称であったが，今日で

は重い老人性痴ほうのうち，循環系障害と関係のない患者に対しても広く使われる）は，高齢

社会への推移とともに患者は増加し，我が国でも近年，老人性痴ほう患者の過半数を占めるよ

うになった。因みに6 0歳以上の老人性痴ほう患者の総数は正確にはつかみ難いが，我が国では

平成12年で160万人といわれる。

高齢発症にしろ初老期発症にしろ，今日までに，数少ない明らかに家族性（親族に多発する

ケース）の発症患者から何十種類もの関連遺伝子変異が発見されているが，大部分を占める弧

発性の患者には遺伝的要因はないものと考えられ，従って長期間にわたる後生的な環境因子，

あるいはトラウマ，栄養的因子，活性酸素種，および老化とある種の蛋白質あるいは脂質蛋白

質の有無によるリスクファクターなどの発症要因も重要であると現在推定されている。

以下，そのようなアルツハイマー病の直接的な病因と成因のメカニズム，ならびに治療薬の

現状について，要点をまとめ，考察するとともに，我々のモデル実験を紹介したい。

Ⅱ　病理変化

アルツハイマー病患者の死後解剖において，その脳に特徴的な次の三点の病理的変化がみら

れる。
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ａ　老人斑（senile plaque）と呼ばれる特異的な染色像（図１）が，大脳皮質連合野（特に

前頭葉，頭頂葉，側頭葉の新皮質）と海馬などの大脳辺縁系（古皮質といわれる）に極めて数

多く散在する。その部分の神経細胞は破壊されており，特殊なβアミロイド蛋白質を主とする

コア蛋白質を中心にした沈着物が共通して存在する。この沈着物は正常脳にも見られることが

あり，年令とともに数が増えるようである。その全体的な数は必ずしも痴ほうの進行とは関係

がないが，アルツハイマー病では斑紋が大きく，1 0年以上の長いスパンで徐々にβアミロイド

蛋白質が蓄積されるものらしい。高齢者では細動脈の血管壁にもアミロイド蛋白質が沈着する。

ｂ　神経原繊維様凝集体（neurofibrillary tangle）。これも特殊な染色法によって明らかに

された神経細胞死の病理像である（図１）。神経原繊維様凝集体というのは，一般の細胞や神

経細胞の軸索（アクソン）の中心部にある微小管の付随蛋白質であるタウ蛋白質が変性してで

きる，２本のフィラメント（P H F）がより合わさった凝集物のことである。タウ蛋白質は微

小管の重合，さらに細胞の形態保持に寄与しているが，これが変性すると神経細胞は破壊され

る。老人斑のみ多くても痴ほうの症状は現われず，痴ほう患者では更にこの神経原繊維様凝集

体が見られるのが普通である。

図１ アルツハイマー病患者（死後）の脳皮質切片の染色図。

特殊な染色で，老人斑が黒いしみ（５ケ所）のようにうき出ている。黒く細長

い多くの染色像は，神経細胞が変性して，神経原繊維様凝集体が残ったもので

ある。

平野朝雄（編著）カラーアトラス神経病理（２版），医学書院，1988年，96頁

ｃ　神経細胞の萎縮・脱落

上記のような神経細胞死が見られる一方，それらの周辺でも神経細胞やその突起の変性・脱

落や萎縮が見られる。従って脳皮質表面の溝の間隙が広くなり，脳実質が小さくなる（図２）。

図２ 脳前額断面図。左は正常脳。右はアルツハイマー病脳で，脳室および周辺の空

間が拡大している。図１と同じ出典（32頁および35頁）。
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Ⅲ　直接的な病因について

1 9 8 4年になって，カリフォルニア大学のG . G . G l e n n e r1）らによって，老人斑や血管壁アミロ

イドを形成する主蛋白質として，βアミロイド蛋白質（A P）が苦労の末同定されたが，この

蛋白質は40または42個のアミノ酸残基が連結した難溶性のペプチドである（図３）。

図３ ヒトβアミロイド蛋白質（AP）のアミノ酸配列

Ｃ末端側に疎水性アミノ酸が並んでおり，分光学的な研究から，この分子の重合体が緩衝液

（中性）中で時間的経過により順次βシート型の二次構造をとって，ますます難溶性の蛋白質

繊維を形成して，酵素により加水分解され難くなることがわかった。老人斑ではこれに数種の

付随蛋白質が共存しているようである。

しかし元々A Pはアミノ酸残基数6 9 5～7 7 0の前駆体（３種）蛋白質（A P P）として各組織の

細胞により生合成され，それが一部分解（プロセシング）を受けて，主に4 0残基のペプチド

（A P 4 0）として，体液にも分泌されていて，通常に存在するものである。A P Pの構造を決定

する遺伝子はヒトの第2 1番染色体にあることが分かっている。この遺伝子の祖先と思われるも

のはハエや寄生虫の仲間の線虫にもある。但しA P Pがプロセシングを受けて，その一部があ

る種の蛋白質加水分解酵素阻害物質になるという以外，A P Pの生理的な意義については不明

である。

アルツハイマー病や高齢者では，より難溶性の4 2残基のペプチド（A P 4 2）の割合がA P産生

の中で高くなり，脳に沈着し易くなるのではないかと言われている2）。脳のA Pは神経細胞だ

けではなく，それをとりまく細胞（一般にグリア細胞と言われる）でも産生される可能性があ

る。従って沈着し易いA P 4 2の産生増強がこれらの細胞のいずれか，あるいはすべてで起こる

のであろう。

A Pは生成の過程で他の分泌蛋白質と同じように，細胞のゴルジ体や形質膜（細胞膜）など

の膜構造（これらは共通して脂質の分子層が二層構造をとり，内部は疎水性で，レセプターや

蛋白質のプロセシング酵素もある）を経過していったん細胞外へ放出されるものと考えられる。

1 9 9 0年ハーバード大学のB . A . Y a n k n e rらはこのA P，あるいはＣ末端側の1 1残基（2 5～3 5位）

の疎水性フラグメントの重合体が，ラット大脳海馬の神経細胞の培養系に対して，直接致死毒

性を示すことを証明した3）。このように，本来産生されているA P Pなり，その分解物である

APペプチドが，神経細胞に毒性を示すのは何故か。
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考えられる一つの理由は，A P Pからβアミロイド蛋白質への変換の異常な亢進である。

A P Pが細胞で産生されると，これは小胞体やゴルジ体，リソソーム（エンドソーム），形質膜

などの細胞小器官のいずれかにあると思われる三種の蛋白質分解酵素（α，β，γの各セクレ

ターゼ）（図４）によりA Pあるいは無害（生理活性があるという説もある）なペプチドとなっ

て細胞外に放出されるものと考えられる。A P産生の異常な亢進を起こす原因と考えられる事

実として，稀ではあるが家族性アルツハイマー病患者の一部からA P P遺伝子そのものの変異

（５種）が見つかった。遺伝子変異は，A P P蛋白質がA Pに変換する過程で酵素分解（特にβ

とγセクレターゼで）される部位の近くで起こっており，このことがA Pの産生を選択的に増

強すると考えられるのである。

図４ A P前駆体（A P P）から，種々加水分解酵素（セクレターゼ）によって，ペプ

チドが生成する模式図

その後関連遺伝子変異が多く発見されたが，それはヒト1 4番染色体のプレセニリン１遺伝子

の異常と，１番染色体のプレセニリン２遺伝子の異常である。この２種のプレセニリンも本来

正常な，互いに相同性の高い，形質膜内在蛋白質である。これらの蛋白質の生理的な役割も現

在のところ不明である。ともにA P PからA Pの切り出しに影響していることが考えられる（表

１，染色体と遺伝子）。プレセニリン１遺伝子の変異は4 0種以上家族性アルツハイマー病患者

から見い出されていて，すべての場合特にA P 4 2の産生を増強するらしい。家族性アルツハイ

マー病に関連した遺伝子変異では，現在プレセニリン１の変異の例が最も多い。プレセニリン

１の変異をもつネズミでもAP42の特異的な産生亢進が証明されている。

表１ 家族性アルツハイマー病関連蛋白質遺伝子と発症との関係
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蛋　白　質
遺伝子のある

染色体番号

21

19

14

１

発症との関連

βアミロイド蛋白質（AP）産生増強

50代で発症

老人斑形成の促進

60代以上で発症

β１－42産生増強

40代で発症

β１－42産生増強

50代で発症

βアミロイド蛋白質の前駆体

（APP）（変異体）

アポリポ蛋白質E4

プレセニリン１（変異体）

プレセニリン２（変異体）



最近の研究から，プレセニリン１はA PのＣ末端側切断酵素として想定されているγセクレ

ターゼそのものではないかと推定されている4）。しかし正常人にも多いA P 4 0とアルツハイマ

ー病老人斑に増えるA P 4 2とは，A PのＣ末端側でアミノ酸が切られる位置が少し違うだけであ

るから，それだけのためにプレセニリン１の4 0種以上のさまざまな遺伝子変異が必要なのだろ

うか。因みにプレセニリンの遺伝子は人の寄生虫に近縁の線虫にもあり，それより進化した動

物にもA P Pの遺伝子は広く受け継がれていると思われるので，これらの蛋白質が細胞毒性を

もたらすためだけにあるということも考え難い。

一方A PのＮ末端側切断に働くと想定されているβセクレターゼは神経細胞に活性が高いと

言われ，毒性の神経細胞特異性を説明するには好都合である。この条件に合致する酵素として

B A C E１とB A C E２という蛋白質が報告されており，特に前者が脳と膵臓に多いので，こちら

の方がβセクレターゼそのものではないかと言われている5）。

しかし，このようにA P産生亢進の原因が，A P Pとプレセニリン１，２の遺伝子変異にある

と考えられる家族性アルツハイマー病例は，全部合わせてもアルツハイマー病発症全体のごく

一部でしかない。大部分のいわゆる孤発性（家族に患者例がない），あるいは老人性の痴ほう

の根本原因はまだよくわかっていないのである。図５にアルツハイマー病発症の過程を簡単に

まとめた6）。

図５ アルツハイマー病発症過程

Ⅳ　リスクファクターとしてのアポリポ蛋白質E4

血中脂質やコレステロールを運ぶ役割をしている比重の小さなリポ蛋白質（脂質蛋白質）の

蛋白質成分の一つであるアポ蛋白質Ｅ（２～４の三つのタイプがある）のうちのE 4型という

のを多く持っている人は，高齢になったりA P産生過剰と重なると，アルツハイマー病になり
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易いことが，疫学的に明らかになった7）。その遺伝子ε4を1 9番染色体の対立遺伝子としてホ

モ（２倍）に持っている人が家族にいると，アルツハイマー病を高齢発症する確率が高い。そ

の理由は明らかではないが，E 4型のアポ蛋白質（あるいはそれを有するリポ蛋白質）が，A P

蓄積あるいはその毒性発現に働くと考えられる。アポリポ蛋白質E 4は他のタイプのＥよりも

抗酸化作用（酸化ストレスを抑える作用）が弱いということも関係しているかもしれない。因

みに，クロイツフェルト・ヤコブ病（牛の狂牛病に似たヒトの脳変性疾患）の発症にもアポリ

ポ蛋白質E4が関係すると言われる。

Ⅴ　その他のリスクファクターと生理的な要因

弧発性のアルツハイマー病患者について，またほとんどの家族性アルツハイマー病患者につ

いても，未だに上記のいずれが本当の原因であるのか決め難いのが実情である。これらの患者

では老人斑の数が同年輩の正常人の脳と変わらないにもかかわらず，神経細胞の萎縮・脱落が

見られることがある。その原因としてあげられるものは，過去の強度の頭部打撲（トラウマ），

精神的ストレス，過酸化脂質や活性酸素による酸化ストレスの蓄積，エストロゲン分泌減少

（女性），ビタミン（B 1，B 2，βカロチン，葉酸）や多価不飽和脂肪酸（リノレン酸，エイコ

サペンタエン酸，ドコサヘキサエン酸）の摂取不足などがある。

ところでアスピリンやその外の抗炎症剤で治療している人には，統計的に有意にアルツハイ

マー病の発症が少ないと言われる 8）。このことから，脳に何らかの原因で炎症が起こることが

その機能障害をもたらすのであろうという考えもある。しかし，結果的には炎症が起こるとし

ても，それが痴ほうの原因であるとする確証はまだないし，それぞれの薬には副作用もあるこ

とであり，不必要に抗炎症剤を予防的に使用することは別の障害をもたらすので，今のままで

その目的に使うことはできない。勿論その効果のメカニズムが明らかになれば，アルツハイマ

ー病の進行をとめる薬を開発するヒントにはなるかもしれない。一方日本人の研究者らによっ

て，A Pを分解する酵素（ネプリライシン，本来はエンドルフィンなどの脳ペプチドを分解す

ることで見つかった）の発現が少ないマウスでは　A P 4 2の脳（特に海馬）蓄積が多いことが

最近明らかにされた9）。ヒトでも老齢によってこの酵素の脳での活性が衰えることが，A P蓄

積のひとつの原因なのかもしれない。因みに男性ではネプリライシンの発現が多い。

また日本の他のグループは，A P P産生の過剰やプレセニリン変異などの原因で培養マウス

脳神経細胞が死ぬ条件を設定し，そこでヒューマニンと名付けた蛋白質を培地に加えると，細

胞死を防ぐことができることを発表した1 0）。この蛋白質は本来心臓，骨格筋，腎臓，肝細胞な

どから分泌されていると考えられるので，生理的に神経細胞の外から作用してその細胞死を防

いでいる可能性がある。また逆にパル４と名付けられた，細胞死を助長する蛋白質がアルツハ

イマー病脳（特に海馬）に多いことがわかり，この蛋白質とA Pによる神経細胞死との関係を

探るために，この蛋白質を発現する海馬細胞を培養し，培地からパル４を除いたところ，その

グループではA Pによる細胞死が著しく低下したとアメリカのグループが発表した1 1）。A Pは本

来身体の常成分であるから，その異常な増加によって起こされる細胞の障害が，さらに別の蛋

白質の存在により影響を受けるというメカニズムが生理的に備わっていることはあり得ること

であり，アルツハイマー病の予防と治療を考えるヒントになる事実である。一般的に，種々の
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神経細胞死（酸欠などによる）に際して防護的に働く蛋白質が誘導的，選択的に産生されると

いう報告はいくつかある。

Ⅵ　APの神経細胞に対する毒性メカニズム

上記のように間接的な原因，あるいはリスクファクターなどの影響によってアルツハイマー

病の発症が促進されることはあるのであろうが，結果的には患者の脳に必ずおびただしい数の

老人斑がみられることから，最近ではそこに存在するA Pがアルツハイマー病の直接の原因で

あろうというのが大勢の見方である。

前脳にあるアセチルコリン伝達系大型神経細胞が海馬や大脳皮質に常に刺激を送っていない

と，これらの支配領域の神経は退化，脱落する。アルツハイマー病患者においては，結果的に

その大型神経細胞が不活化しており，そのことから対症療法的にアセチルコリンを強化するこ

とを目的として，いままでは治療薬が考えられてきた。現在アルツハイマー病専門薬として実

用化されているアリセプト（ドネペジル）などはこのようなコンセプトから生れた1 2）。しかし

この薬は病気の原因を抑えるものではないので，アセチルコリン系の損傷の程度如何（重症度）

によって薬の効果は異なるようである。

前述したように，A Pには培養した海馬の細胞に対する直接的な致死効果があることが報告

されてから，我々の研究室では，その翌年（1 9 9 1年）にいち早くA Pやその毒性フラグメント

の神経作用の検討を始めた。当時はまだ日本ではA Pが市販では手に入らなかったので，短い

フラグメント（2 5～3 5位の1 1アミノ酸残基と2 2～3 5位の1 4アミノ酸残基からなる２種のペプチ

ド）を本学の生物薬品化学教室でペプチド合成していただき，それを用いて実験を始めた。後

で知ったことであるが，海馬神経細胞に対するA Pの直接作用を明らかにしたB . A . Y a n k n e rは

ハーバード大学医学部教授であるが，当時あまり学会に信用がなく，彼の研究業績はアメリカ

ではかなり叩かれていたらしい。

それは別にしても，同じ脳神経細胞（ラット）でも大脳新皮質や小脳の神経は海馬の神経に

比較してなぜかA Pの毒性に対して強いとか，培養神経に毒性を示すA Pの濃度はかなり高い

（1 0μモル以上）など不可解な実験事実が当時あった。またA Pあるいはそのフラグメントも，

合成したてのものはモノマーであり，そのままでは細胞に毒性を示さないということが初めは

わからなかった。当初そのような不明な現象がいくつか指摘されて，A Pの直接的な毒性効果

に対して一時は疑問がもたれた。その後A Pを塩類溶液（p H 7 . 4）中で約１週間放置する

（a g e i n gという）と沈澱が現れて，それを培地で薄めても大部分は溶けないが，むしろ海馬，

皮質に毒性が強くなることが経験的にわかってきた1 3）。沈澱には種々のオリゴマー，ポリマー

など重合の度合いの異なる分子が混在している可能性があり，毒性を示すのは低位の重合体で

はないかと思われる。

海馬は特にA Pの毒性に対する感受性が高い脳部位で，またこの領域は最近では大脳新皮質

とともに学習・記憶の形成（特に事実の認知，文言の記憶はまずここで保持され，整理され，

また増強されてから新皮質で貯蔵される）に重要な働きをしているものと考えられているので，

この領域の神経障害は，従って健忘症，痴呆症の成立に深くかかわっていると思われ，海馬を

含む大脳辺縁系は高度脳機能研究のポイントの一つである1 4）。大脳辺縁系はウサギ，ネコ，サ

アルツハイマー病に関する研究現状とその防御モデル実験 7
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ルの方がヒトよりも脳全体に占める割合が高く，このことは高等動物の基本的な学習・記憶の

メカニズムにおいて，辺縁系が重要な器官であることを示している。

我々はラットの妊娠後1 8日目の胎仔の海馬（神経細胞が分化しつつある段階の細胞）を切り

出し，トリプシン処理によって細胞を分離し，D M E M培地（牛血清を添加）を入れて，培養

プレートに付着させて培養した1 5）。インキュベーターは1 0％のC O 2を含む空気を流す。温度は

3 7℃である。神経組織には神経細胞とそれをとりまくグリア細胞があり，後者はより速く増殖

するので，cytosine arabinosideを加えて，増殖細胞（D N A合成が盛んである）を押さえて神

経細胞を残した。そこで培地を取り替えて（血清を除く）A Pを加え，約１週間培養した。数

日後に細胞は死んでいった。

その毒性のメカニズムとしては主に次のようなことが報告されている。

１　A Pはまず形質膜に吸着する。A Pの一部に疎水性のコアがあり，この部分が重ね合わさっ

て重合しβシート構造をしたものは，脂質二分子膜である形質膜に組み込まれることが考え

られる。膜の特定の蛋白質と結合するという説もある。形質膜に蓄積することは我々の実験

によっても証明された 1 6）。我々は2 5～3 5位のフラグメント（A P 2 5－3 5）に蛍光色素ダンシ

ル基が付加したものを適当に混和し，A P 2 5－3 5の細胞への分布を追跡した（図６）。最近形

質膜中のコレステロールの分布と生体組織におけるA Pの沈着部位とが関係あるという報告

があり，A P分布の細胞膜構造への影響とともに，それらの因果関係とA P毒性の引き金とし

てのコレステロールの意味は検討すべき問題である。

位相差顕微鏡像　　　　　　　蛍光顕微鏡像

対照

ダンシル基ラベル

AP添加

図６ 蛍光ラベルAPの細胞への分布

２　A Pは形質膜中でイオンチャンネルを形成する。A Pを加えると神経細胞内のカルシウムイ

オン濃度調節に異常をきたす。これは膜に取り込まれたA Pの重合体が，カルシウムなどの

陽イオンに対する通路となり，イオンの自由な流入を助ける（細胞外の濃度が高いので）こ

とによるという。その結果小胞体やミトコンドリアに保持されているカルシウムも放出され，

非特異的な蛋白質分解酵素（カルパインなど）が活性化されて，細胞の破壊がおこることが

考えられる。
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Ⅶ　タウ蛋白質の変性

神経細胞体やその軸索（最も長い神経突起で，神経刺激を伝える）にある微小管の重合，分

解を調節し，神経細胞の成長，刺激伝達機能，栄養維持に働くのがタウ蛋白質で，通常でもそ

のセリン残基の一部はリン酸化（水酸基にリン酸が付加）されて，微小管に結合して存在して

いるのであるが，アルツハイマー病脳ではリン酸化が過剰に進み，タウ蛋白質自身が互いに凝

集して，P H Fという異常な微細繊維構造を作る。この構造物は軸索だけではなくて細胞本体

にも生じ，微小管は分解して，神経細胞は死んでしまう。P H Fは細胞がなくなっても繊維状

のまま残る。

リン酸化を行なう酵素はタウ蛋白キナーゼと呼ばれるが，特にA Pによって活性化されるキ

ナーゼはグリコーゲンシンターゼキナーゼ３Bと同じである1 7）。このキナーゼはブドウ糖をエ

ネルギーに変える重要な酵素，ピルビン酸デヒドロゲナーゼをもリン酸化して不活性化してし

まうので，結果的に細胞のエネルギー産生不足をもたらすこともA Pが細胞を殺す要因であろ

うと考えられる。因みに，ネズミでもA P（人のA Pと比べて３つのアミノ酸が入れ代わってい

るだけである）を産生する能力（A P Pの遺伝子）は備わっているが，老齢ラットの脳には

P H Fは見い出されていない。また老人斑に相当するA P沈着も普通見られない。A P蓄積にはそ

の構造以外の要因が働くことを示唆している。

Ⅷ　APとRAGEとの結合

血液中などブドウ糖の多いところでは，ブドウ糖が非特異的に蛋白質に結合することがあり

（糖尿病患者の血液では実際起こり易い），これがさらに変化して異状物質を形成すると，細胞

にあるR A G Eと呼ばれるレセプターにとりついて，細胞にとってさらに悪い反応を誘導する。

A PもR A G Eに結合して，それが神経組織にあるミクログリアを刺激してその貪食作用

（R A G Eを持つ細胞を捕食する）を強め，またミクログリアはT N Fや活性酸素種，一酸化窒素

をたくさん放出して，やはり周りの神経細胞を攻撃する。死んだ細胞の蛋白質は別の細胞の

R A G Eに結合して連鎖反応をくり返す。いわゆる傷口で起こる炎症の連鎖反応に似ている。こ

れも組織の中でおこるAPの細胞毒性発現機構の一つと考えられる。

Ⅸ　AP自身が活性酸素をつくる

活性酸素種にはスーパーオキサイド，ヒドロキシラジカル，過酸化水素などがあり，これら

は呼吸に使われることはなく，むしろ過酸化脂質，変性蛋白質などをつくって細胞を破壊する。

普通の代謝反応にともなって活性酸素は日常発生するが，それを分解する酵素があったり，還

元して酸素や水にするので通常は問題にならない。A Pは細胞の脂質に入って金属イオンとと

もに過酸化水素を発生することが実験的に示されたが，その特異性とともに発生量と毒性との

関係をもっと検討する必要があろう。ただ還元性（抗酸化作用）の強いビタミンＥの摂取はア

ルツハイマー病の進行を遅らせるという報告がある。
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Ⅹ　APは神経細胞のアポトーシスを起こす

アポトーシスというのは，細胞死の中でも，例えば皮膚の表面の細胞がケラチン化して失わ

れてゆくとか，植物では枯れ葉が落ちるように，言わば生理的な必要性から特異的に一部の細

胞が死んでゆく場合に見られるものである。まず増殖が止まり，自分で持っているD N Aや蛋

白質を壊して細胞内小器官が分裂し，細胞機能は停止する。オタマジャクシの尾が切れるとき

のように，普通は組織の急激な破壊は起こらず，循環系や体全体の生存機能，ホメオスタシス

を乱したり，苦痛をもたらすことはない。ところが実験的に神経細胞にA Pを加えた場合は，

非特異的にまず細胞核が凝縮してD N Aの分解を起こし，さらに細胞小器官なども破壊して，

アポトーシスに近い現象が見られ，不可逆的に細胞死にいたる1 8）。なぜそのような現象が起こ

って，必要な神経細胞まで失われてしまうのか。またその最初のきっかけとなる反応は何か。

これがアルツハイマーの予防医学にとって重要なポイントである。

ⅩⅠ 神経細胞毒性の評価

まずA Pの神経細胞に対する毒性を評価するために，A Pを加えたときの細胞の反応の何を測

定するかが問題であった。比較的早い時期の変化を測定することは，毒性発現のメカニズムを

探る上で有用であるが，明らかな細胞死も確認しなければならない。そこでA P処理後早い時

期の細胞活性を測定するために，M T Tという色素（細胞に取り込まれ，細胞活性の程度に応

じて還元反応を受け，吸収波長が変わる）の化学変化を追跡，あるいは定量する方法を用い，

また細胞死が進んで細胞膜の構造までが崩れ，その選択的透過性が失われてしまうことを測定

するために，L D H（細胞内にある酵素）の細胞外流出を定量する方法を用いた。視覚的な細

胞膜の透過性測定法として，トリパンブルーという黒色色素を細胞外に加えて，色素が細胞を

染めれば（生きている細胞は色素を中に入れない）細胞死として数え，細胞数全体の中の死細

胞の割合で細胞毒性を評価することも行なった。

ⅩⅠⅠ APの細胞毒性の防御とそのメカニズム

ラットにおいても海馬は学習・記憶能力の重要な器官であり，A Pの毒性を受け易いことも

あって，我々はこの海馬の神経細胞を培養して，A P毒性の防御物質の試験を行なった。1 9 9 3

年，高寺らは2 2～3 5位のA Pフラグメントが1 0，2 0，4 0μg / m lの濃度で，濃度依存性に神経細

胞のL D Hの流出を増加させることを初めて報告した（図７）。同時に血清，インスリン，サイ

クリックA M Pを添加すると，A Pのこの毒性はかなり抑えられることも見い出した（図８）。

この結果により，A Pによる毒性は防御できる可能性がでてきた。その後2 5～3 5位のA Pを用い

てもその毒性は，血清，IGF－IIおよびニフェジピンにより防御できることが分かった。

そこで本格的に，アルツハイマー病患者脳で増加すると言われる完全なA P 4 2を用いて，ラ

ット培養海馬神経に対する毒性を先に述べた二つの方法で評価し，ホスホジエステラーゼ阻害

作用（サイクリックA M Pの分解を抑える）のあるプロペントフィリンの防御効果を試験した。

このプロペントフィリンは以前に日本では脳代謝改善薬として治療に用いられていたものであ
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るが，その後薬事審議会の最評価によりそれほど臨床的に効果が認められないとされた。しか

し私達の動物脳細胞実験による研究結果では，神経伝達機能を調節していると言われるアデノ

シンの濃度を上げ，また神経の培養モデル細胞（P C 1 2 h）の分化誘導を起こすなどの作用が認

められた。

A Pの毒性に対するプロペントフィリンの防御実験の結果，M T Tの還元測定法とL D H流出

測定法によって毒性の評価が著しく異なり，2 0μMのA P添加により，M T T法では培養２日目

で明らかな還元力低下の毒性が現れ，L D H法では３日目では毒性はまだ弱く（図９），５日以

後強く毒性が現れた 1 9）。培養２日では細胞のミトコンドリアあるいは小胞体によるM T Tの還

図７ 2 2－3 5位のアミノ酸ペプチド（A P 2 2－3 5）の毒性。海馬の培養神経細胞に

A P 2 2－3 5を添加して，３日間培養してから，L D Hの流出を測定した。斜線入

りのカラムはAPのＣ末端を変形して無効にしたものを添加した結果を示す。

図８ A P 2 2－3 5の毒性に対する防御物質。神経細の培養液に，A P 2 2－3 5とともに，

牛血清，インスリン，サイクリックA M P，F K（サイクリックA M P合成促進

物質），サブスタンスＰ，グルタミン酸拮抗物質などを添加して培養した。血

清，インスリン，サイクリックAMP，FKは毒性を抑えている。

アルツハイマー病に関する研究現状とその防御モデル実験 11
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元力がA P添加により阻害されるが，細胞膜の選択的な透過性はまだあまり影響を受けていな

いものと考えられる。この間に細胞の代謝酵素系がまず障害を受けていることが示唆された。

これらの毒性発現に対して2 0μg / m lのプロペントフィリン添加は，L D H流出に対しては完全

に，またM T T還元に対しては，完全ではないがA Pのみ存在時よりも約２倍にそれぞれ回復し

た（図1 0）。プロペントフィリンを添加（1 0～4 0μg / m l）して神経細胞を培養すると，細胞内

にサイクリックAMPが著しく増加することも分かった（図11）。

図９ AP42の毒性評価法２種の比較。左はMTT還元測定法。右はLDH流出測定法。

AP42の濃度 －×－　０　μM

－□－　５

－■－　10

－○－　20

図1 0 A P 4 2（β4 2）の毒性に対するプロペントフィリン（P P F）の防御効果。A P 4 2

およびPPFと７～８日培養した。

従ってサイクリックA M Pの細胞内上昇が多分プロペントフィリンの毒性防御効果に寄与し

ているのであろうと考えられるが，この結果は先の，サイクリックA M P添加よるA Pの毒性防

御実験の結果と一致する。さらにこの効果がサイクリックA M Pのどんな作用機構によるもの

か，現在検討中である。

前にも述べたように，A Pは常在の蛋白質であり，遺伝子変異があるヒトにしろ，ないヒト
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にしろ，それがゆっくりと異常に脳に蓄積することがアルツハイマー病の根本的な原因である

と考えられるので，その蓄積による脳細胞の障害あるいは死は，薬物，あるいは細胞を活性化

するような内部的因子の働きにより防御することが可能であると思われる。A Pのワクチンな

どを注射してその分解を促進させる免疫療法も動物では成功している20）。
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