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慶 癒 医学 ・so(3):TIS了 ～T211,2003

学位 論 文

抗体の制御す る細胞表面Rア ミロイ ド前駆体蛋 白の

新規神経細胞障害機能

慶晦義塾大学医学部薬理学教室

　　(指導:西 本征央教授)

　 　 す　　　どう　　　　　　　はるか

　　須　藤　　　遥

(平 成14ff　 81.】22日 受 付)

Key　Word amy]oid　 precursor　 protein,　 antibody-induced　 neuronal　 death,　 A(S　 polypeptide,

Alzheimer's　 disease.

　 アル ツハ イマー病 は,最 もよ くみ られ る袖経 変性疾

患 であ り,進 行性の神経脱落 と老人斑の沈着 により特徴

づけ られる.老 人斑 の主 な構成 要素 はAβ ア ミロイ ドで

あ り,そ れ はAmytoid　 precursor　 protein(APP)と

名付 け られ た膜貫通型前駆体蛋白質か ら切 り取 られ て産

生 され る,Kangら(1987)に よ って695残 基 で構成

され るAPP695が 同 定 され たPの に続 き,少 な くと も

10の アイ ソ フォームが同定 され,そ れ ら全 ては単一 の

遺 伝子の選択的 スプライシ ングか ら生 じているz:,

　 家 族性 アルツハイマー病(familial　 Alzheimer's　 dise・

ase;FAD)の 遺 伝学 的研究 は,　APPの 構 遭 変化が ア

ル ッハイマー病 を起 こすことを明 らかに したが,そ れは,

あ るFAD症 例 がAPP695のV642残 基 の1,　 Fあ るい

はG変 異,ま たはK595/M596残 基 のNL変 巽 を持 っ

てい るとい う発見 に基 づ いてい る3).こ れ らの変異 はア

ルツハ イマー病 の形質 に連 鎖 しの,そ れ らが アルツハイ

マー病 の遺伝 的原因 であることが示 された.し か しなが

ら,如 何 にFADに リ ンク した変 異がア ルツハ イマー病

の特 有の病態 を引 き起 こすか にっいてはほ とん ど理 解 さ

れていない.Yamatsujiら(1996)は,　 APPの3つ の

V642変 異 体が 神経細 胞毒性 を起 こすか を調 べ,　FAD

の 原 因 変異体 を不死化神経細 胞F11に 発 現 す ると,ア

ポ トー シスによ る細胞死 を誘導す ることを見 い出 した61.

この 知見は,他 の複数 の研究 グループによ って確認 され

た6鞠8,。更 に,APP,あ る いは,　Presenilin-2(PS2)

のFAD変 異 体 に よる細胞 死 は,制 御 され うる可能性 が

あ り,制 御標 的の少 な くとも一っ は,神 経細胞特 異的3

量 体G蛋 白質Goに よ る と考 え られ る こと も発 見 され

た1481こ れ らの観察 は,野 生型APPは 神 経細 胞 死の 調

節 に関連 して生理的 機能 を持 ってお り,そ の機能異常 が

FADの 大 脳 にお け る異常 な神経脱 落 に寄 与 して いるの

で はないか とい うことを示唆 していた.

　 このよ うな研 究背景 で,私 は,野 生型APPの 細 胞 死

関連機能を解折 す るため に本研究 を行 った,変 異 を持 た

ない全長 の野 生型APPのin　 vivaに お け る機 能 に つい

て は,従 来.ほ とん ど何 も知 られて いない.細 胞増 殖 と

神経突起伸 反機能が見 い出 され たがis-m、 そ れは可溶性

APP(sAPP),つ ま り,　APPの 細 胞外 部分 に関す るも

の.あ るいは,Aβ ポ リペプチ ドに関す るものであ った.

しか しなが ら,APP遺 伝 子 欠失 マ ウスが中枢 神経系 の

発 生異 常 を きた した こ と1"15レあ るい は,von　 Kochら

(1997)の 研 究16)で,APPとAPPに 非 常 に類 似 す る

Amyloid　 precursor4ike　 protein-2(APLP2)の 両 者

を破壊 した マウスの所 見か ら示唆 され るよ うに,野 生型

APPはnpの 前 駆 体 と しての役割 という病理 的側面の他

に,胎 生 期にお ける神経 発生において生理的 な機能 を も

　 本 論 文 は,Sudo　 H,]iang　 H,　 Yasukawa　 T,　 Hashimoto　 Y,　 Niikura　 T,　 Kawasumi　 M,　 Malsuda　 S,.Takeuchi　 Y,　 Aiso　 S,

Matsvoka　 M,　 Murayama　 Y,　 Nishimoto　 I　l　Antibody-regulated　 neurotoxic　 function　 o[cell・surface　 A・amyloid　 precursor

protein.　 Mol　 Cel]Neurosci　 16:708・723,2000の 一HIS,お よ びSudo　 H,　 Hashimoto　 Y,　 Niikura　 T,　Shao　 Z,　Yasukawa　 T,　 Ito

Y,Yamada　 M,　 Hata　 M,　 Hiraki　 T.　 Kawasumi　 M,　 Kouyama　 K.　 Nishimoto　 I:Secreted　 Ap　 does　 not　 mediate　 neurotoxicity

by　 antibody-stimulated　 amyloid　 precursor　 protein.　 Biochem　 Biophys　 Res　 Commun　 282;548.556,2001の 一 部 を 含 む,
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第 且図 　 本 研 究 で使 用 した 抗 体 の 認 識 部 位,お よ び 組 み 換

　 え 変 位 体APPの 構 造,　 APPの ドメ イ ン構 造.使 用 した

　 抗 体 はAlz90抗 体,　 APP695の 細 胞 外511-608残 幕 を

　認 識 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体;22C11,　 APP695

　 の細 胞 外66-81残 基 を認 識 す るマ ウ ス モ ノ ク ロー ナ ル 坑

　 体:a1680,　 APP695の 細 胞4}1-591残 基 を認 識 す る ラ ・7

　 ト{ノ ク ロ ー ナ ル抗 体;]onas　 t"iSA,　APP695の 細 胞 内

　fi43・695残 基 を 認 識 す る マ ウス モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 で あ

　 る。APP変 異 体 の 櫛造 に っ い て は.黒,灰 色,薄 い灰 邑

　 の 領 域 は そ れ ぞ れA僻 一42領 域 、His657-Lys676ド メ

　 イ ン(ド メ イ ン20:D20),　 Met677-Asp695ド メ イ ン

　 (ド メイ ン19:Dl9),に そ れ ぞ れ 一 致 して い る。　AlD及

　 びC31に 関 して は 本 文 をKneeな お,　APPエ ン ドサ イ

　 トー シス シ グ ナ ル配 列NPTVは ドメ イ ン19に 含 まれ,

　 ド メイ ン20にf31t在 しな い。(Sudo　 H　et　al=Biochem

　Biophys　 Res　Commun　 28215A8-5fi,200量 の 第3図 を

　許 可 を褥 て 転 載,一 部改 変)

っ可 能性が非 常 に大 きい.こ の考 えを支持 し,Qiuら

(1995)は 海 馬の神経細胞 において細胞 衷面のAPP　 I3

そ の アイソフォームに依存 した様式 で神経突起の伸長を

刺 激 す る こと を観 察 した」7}。Coulsonら(1997)と

Gillianら(1997)は 独 立 に細胞 表面 のAPPは 神 経 の

接 着 において機能を持っ ことを発見 した臥19'.Perezら

(1997)は 細 胞 に存在す るAPPが 神 経生存,軸 索形成,

樹状突起形成に寄与す ることを報告 したz。,.こ こに私 は,

抗APP抗 体 はAPP695を 過 剰発現す る不死化神経細胞,

な らびに,初 代培養神経細胞に細胞 死を誘導す ることを

報告す る.そ して,こ れ らの抗体が細胞 表而 のAPPに

作屠 している ことを明 らかに し,更 に.そ の根底にあ る

分子機 構について解析 した.

　 従来確立されたAPPの 持っ機能 とはnpの 前駆体 と

してのものであるため,そ のメカニズムとして考えられ

る最 も簡単な考え方は,抗 体の結合したAPPがApを

産生 し神経細胞死を起 こすというものである.従 来,

apは アルッハイマー病の病因と密接な関連性を有する

もの と して研究 され てきた.事 実,A(3X-42(Aβ

42)の 沈著 はアルッハイマー病患者大脳で最 も早期か

ら観察される異常でありxu,　to　vitroで 初代培養神経細

胞 をAβ で処理すると細胞死を生 じるxx.ni.し か し,

in　vivoで の神経脱落におけるAβ の関与は,こ れまで

証明されて こなか った距鋤,従 って,本 研究では,抗

APP抗 体の誘導する細胞死が,分 泌されたnpに よ っ

て介在されているかについても検討 した,そ して,複 数

の証拠が,抗APP抗 体の誘導する野生型APPを 介 し

た神経型細胞死は,Aβ の産生を介 していないことを明

らかに した.

　本研究は,細 胞表面の野生型APPが 神経細胞死を制

御するとい う新規の機能を見い出 し,か っ,野 生型

APPの 神経細胞死誘導機能がAβ を介 していないとい

う誠拠を与えるものである,

　なお,第i図 幻,に本研究で使用 した抗体の認識部位,

および組み換え変異体APPの 構造,　APPの ドメイン構

造について示 した.

実験方法

1.遺 伝子 と試 薬

　野生型APP遺 伝 子 は,　pcDNAJプ ラ ス ミ ドに挿入 し

た マ ウ スAPP695cDNA全 長 を 用 い た.APP・ED

(APPI-591)cDNAは 部 位 特 異 的 変 異 誘 導 キ ッ ト

(Stratagene,　 La　 Jolla,　CA,　 USA)に よ り作成 し,変

異DNA配 列 は シークエ ンスによ り確認 した.　APP620

お よ びAPP△Cに つ いては(Hashimotoら,2000)amt:.

記 述 されて いる.APP△Nに つ いて は(Nishimotoら,

1993)3Dに 記 述 されている.　APP△Ap41/92は(Yama・

tsujiら,1996)5,に 記 述 されて いるV6421・APP△41/42

か ら作成 した(第1図 参照).a1680抗 体 は協 和発酵

(町 田,東 京)の 好意 によ り提 供 され た.こ の抗体 は大

腸菌 で産生 させたGST融 合APPI-591組 み 換 え体 に

対 して作成 された抗体 で,GSTは 認 識 せずAPPI-591

を 特 異 的 に偲 繊す る.ｫ1680原 液 は全 蛋 白質 濃 度i

mg/m1の ハ イ ブ リドーマ培 獲上清 であ り実験 にお いて

は,特 に言及 しない限 り原液 の1/10濃 度 で これを使用

した,原 液 中のx1680の 濃 度 は約5ｵg,/m!と 測 定 され

た,a1680を エ ピ トー プ吸 着す るた め に大腸 菌産 生

一T且88一



須藤:β ア ミロイド前駆体蛋白の細胞死機能解析

GST触 合APPI-591蛋 白 質 を 用 意 し室 温 一ド8時 間

Glutathione-Sepharose(Amersham　 Pharmacia　 Bio-

tech.,　Uppsala,　 Sweden)と 混 合 してAPP1-591結 合

Glutathione・beadsを 得 た.室 温.ドで8時 間APP1-591

結 合Glutathione・beads,あ る いは,非 結 合Glutathi・

one-beads(そ れ ぞれ500ｵ!/tube)をa1680と 混 合 し

た.ビ ー ズを遠心 に よ り沈澱 させ た後,上 清 をF11/

APP細 胞 の培地i:.a1680を 加 えたの と同様に加 え た,

この上清は免疫染色 に も用 いた。 ブロ ッキ ングの後,染

色 され た シー トをHRP標 識 した抗 ラ ッ ト免疫 グロブ リ

ン抗体 で処理 し化学蛍 光 パ ン ドをECL　 detection　 kit

(Amershaln　 Pharmacia　 Biotech)に よ り探 知 した.

zzciiとAlz90抗 体 　(Alz90A6)　 はRoche　 Diagno・

stics(Bases,　 Switzerland)か ら購 入 した.ビ ー ズ に

不 動 化 したAlz90抗 体 を 作 成 す る た め に10μ の

Alz90　 Gi体 溶 液(100ｵg/m!)をProtein　 GSepharose,

あ る いは,対 照 のGlutathione-Sepharose(各 々500ｵ1)

と 共 にr　 で8時 間 保温 した.こ の溶 液 をrii/APP

細 胞 の培地 に全 て加え た(最 終 澱度1ml/well),培 養

プ レー トをlrpmでCO,培 養 器内 で6時 間震 轍 し,培

地をHamF-12に 交 換後,更 に66時 間 培養 した.抗 マ

ウ ス1gG抗 体 で あ る5183-1309抗 体 はBiogenesis

(Brentwood,　 NH,　 USA)か ら購入 した.こ の抗 体 は

PBSに よ る透 析を した後 に使 用 した.も う一つ の 【gM

型 抗 マ ウスIgG抗 体 はSANBIO(Uden,　 The　 Nether・

lands)か ら購入 し,こ の抗 体は透trを しないで使用 し

た.ビ オチ ン標識抗 マ ウスlgG(H+L)ウ サ ギlgGは

IBL(栃 木)か ら,ア ビジンはWako　 Life　Science(大

阪)か ら購入 した.22C11のFab断 片 はPierceの キ ッ

トにより作成 した.メ ーカーの指導書 に従 い,50ｵgの

22Cl1を 室 温下 で一晩持続 棍搾 によ り ビーズに不動 化

したパパ イ ンで処理 しその上清 をFab+Fc溶 液 と して

回収 した.免 疫 プロ ッ ト解 析 に よ り22C-ー はFabと

Fcに 切断 された ことを確認 した.こ れ によ ると酵 素処

理前 の2×11の 濃 度 と比較 して 切断 したサ ンプル は2

倍 濃度 のFab断 片 と 且倍濃度 のFc断 片を含ん で いた,

Glutathione・ethyl・ester　 (GEE)　 はSigma・Aldrich

(St　Louis,　 MO,　 USA)か ら購 入 した.　 Apペ プ チ ドは

Bachem(Bubendort,　 Switzerland)か ら 購入 した.

Ac・DEVD・CHO,お よ び,　 Ac・DEVD・MCAはPeptide

Inc.(大 阪)か ら購 入 した.　PTXはCalbiochem(San

Diego,　 CA,　 USA)か ら購入 した.　PTXの 不 活 化は90

℃,1時 間 加熱 して行 った.

2.細 胞 培 養

　 F11細 胞 は,過 去 の研 究(Yamatsujiら,1996)Siに

記 載 されて いるよ うにHamF-12(Life　 Technologies,

Gaithersburg,　 MD,　 USA)に18%FBS(FBS;Hy-

Clone,　 Logan,　 UT,　 USA)と 抗 坐物 質 を加 え た培 地

(HF・18%)に て 培餐 した、　 Bu695111胞 は 大阪 大 学K,

Yoshikawa博 士 の好 意 に よ る提 供 を 受 け,　 DMEM

(Life　Technologies)に10%FBSと 抗 生物質 を加 えた

培 地 に て 培 養 し た.野 生 型APP発 現F11細 胞

(Fl1APP)は 次 のよ うに して確 立 した.野 生 型APP

cDNAをpBabe/puro(puromycin　 flip:性 遺 伝 子)と

fir.にリポ フェ クシ ョン法(APP　 cDNA　 9　NS.　 pBabe/

puro　 l　pg,　LipofectAMINE(GIBCO,　 Gaithersburg,

MD,　 USA)10N!)に てrii細 胞 に遺 伝子 導入 した.

14yg/mlのpuromycinに よ り抵 抗性 を有 す る細 胞 を

選 別 し,4-5z5間 後 コロニ ーを5pg/m1の22Cllに

よ る免疫 染色にて解析,高 発現 の コロニーを限 界希釈に

てサ ブ クローニ ングした.野 生型APPあ るい は変 異型

APPのFn細 胞 に対す る一過性の遺 俵子導入で はFll

細 胞 を7×10`個/wellの 密 度で6-we11の プ レー トに播

き,HF-18%培 地 にて12～16時 間培 養 した.こ れに野

生型APPcDNAを 血narsi三frtE下 に て3時 間遺 伝 子導 入

した　 (且N6　 APPcDNA,2ｵ!LipofectAMINE,,4μ

Plus　reagent:GlBCO).さ らにHF-18%下 に18時 間

培養 した後,細 胞 を血 清非 存在下のHam's・F12培 地 の

もとで抗体 で処理 した.細 胞 死の測定 は抗体処理48時

間後に トリパ ンブルー染色 にて行 った.

　 初 代培 養 マ ウス大 脳 皮質 神 経細 胞 の培 養 はpoly・L・

lysineと]amininの 両 者 で コー トされ た6-wellプ レー

ト(SUMILON,秋 田)に て行 った.こ の作成 法で は培

養細胞の98%を 神経細胞が 占める.Poly-L-lysineを コー

トされたプ レー ト(SUMILON)も 同 様に使 った.神 経

細胞 を125x10'1ｮ/WBIIの 密 度 で播 き,抗APP抗 体,

非 特異的1gG,　 Aβ1-42に て1血清非 存在下,高 濃度 グル

コー ス含 有DMEM(Life　 Technologies:)(hDMEM)

にN2　 supplementを 加 えた培地(hDMEM-N2).ド で

(4.5mg/m1　 glucoseを 含 むDMEM,　 N2　 supplement

5ｵg/ml　 insulin,100ｵg/ml　 transferrin,6.3　 ng/m1

progesterone,16ｵg/ml　 pulrescine.5.2　 ng/ml　 se1・

eniteを そ れ ぞ れ 最終 濃 度 と した:Gibco・BRL,　 Gai・

thersburg,　 MD,　 USA)処 理 した.抗 体処理72時 間後,

細 胞 死 を トリバ ンブル ー染 色 で測 定 した,N2　 supple・

mentに 代 えて5%馬 血 清(HS:HyClone)(hDMEM

HS)を 用 いた実験 もあ る.

　 初 代 培 養 ヒ ト ア ス トロ サ イ トはBio　 Whittaker
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(Walkersville,　 MD,　 USA)か ら 得 た.培 地 はABM

[Astrocyte's　 basal　 mediumあ る い はCCMD190

(Clonetics　 Media　 Department　 Laboratory)〕 に5%

FBS,20　 ng/m!EGF,25ｵg/m1　 progesterone,50

NS/ml　 transferrin,　 amphotericin/gentamicinを 加 え

た も の を 用 い た.実 験 に お い て は 細 胞 をpoly↓ ・lysine・

coatedプ レ ー ト(SUMILON)に1.25×105個/we】1の

密 度 で 播 い た.24時 間 の 成 長 培 地 で の 培 養 後,5%FBS

を 含 むhDMEMに 培 地 を 交 換 し抗APP抗 体 で 処 理 し

た.5%HSをFBSの 代 わ り に 用 い た 時 も 同 様 な 結 果 を

得 た.

3。 細 胞 死測定

　 F11細 胞,　 F11/APP細 胞,　 Bu695細 胞 の細胞死 は

血清非 存在下 にて測定 した.細 胞 死は トリパ ンブルー染

色 によ り以下 のように行 った.私 は,ト リパ ンブルー染

色法 が惹起 され た細胞死を正確 に反映 して いることを確

証す るために,こ の測定に二つの異 なるプロ トコールを

使 った.(i)細 胞 を ピペ ッテイングによ り傷め ないよ う

に剥が し,懸 濁液 と して回収 した.全 細胞 を正確に築 め

るためにPBSで 各we11を 洗 い洗浄液 も細胞懸濁液 に加

え た.位 相差顕微鏡下 にwellを 観 察 し,残 った細胞が

な い こ とを確 認 した後,0.1%ト リパ ンブ ル ー溶 液

(Sigma,　 A且drich)(最 終 濃度0.02%)を 懸 濁液に加え

37℃ で15分 保 温 した.(ii)細 胞 を ピペ ッテイ ングによ

り傷 めない ように剥 が した後,室 温 で50N!の0.9%ト

リパ ンブル ー溶液 を200p1の 細 胞懸濁 液に加 えた(最

終 濃度0.08%).染 色 した細胞 を トリパ ンブルー溶液を

いれ てか ら3分 以 内に数 えた.両 方 の プ ロ トコールは

同様な結果を与 えた.細 胞死率 は全細胞数 に対す る トリ

パ ンブルーで染色 された細胞数の割合(%)と して決定

した.し たが って,こ れ らの方法で測定 した細胞死率 は,

接 着 している細胞 と,接 着 していない細胞の両者を対象

として いる.抗 体処理を しなか った時 の基礎細胞死率 は

案際 に基礎 レベルで惹起 されている細胞死 を反映 し,細

胞を剥が したことによ り起 きた人為的 な もの ではない.

と い うの は,in　 SILUで 細 胞 を トリパ ンブルーで染 め る

と鏡検下に同様な割合の染色陽性の死細胞が見 い出 され

るか らであ る.さ らに,こ の方法で測 った細胞死率 は,

Cel且Counting　 Kit-8(Wako　 Pure　 Chemical　 Indu・

stries,東 京)を 使 っ たWS↑ 一8[2・(2・me[hoxy4・

nitrophenyl)曹3・(4・nitropheny1)・5・(2,4disulfophenyD・

2H-tetrazolium,　 monosodium　 salt〕 に よ って測定 した

生細胞率 と線型 に逆棺関 した;2).TUNELア ッセ イをす

るにあた っては細胞をpo且y・L・lysineで 破 覆 したス ライ

ドに播 いた.DNAラ ダ ー測定 はTakara(京 都)の キ ッ

トを用 いて 行 った.Hoechst染 色 で は細胞 はHoechst

33258(Sigma)(最 終 濃度5ｵM)で 一 分間 処理 した.

4.免 疫 染色

　 初代培養神経締胞 表面の蛋白質を免疫染色す るために,

細 胞 を氷冷2%パ ラフ ォルムア ルデ ヒ ド,お よび,0.2

%グ ル タルアルデ ヒ ド/PBSで4℃ で2.5時 間 処 理 し,

氷 冷PBSで10分 間 洗 浄 を3回 くり返 して固定 した,

さ らに3%BSA〆PBSに て 洗浄 後,細 胞 を室温 下 で2

時 間.3%BSA/PBS存 在 下にて1次 抗体(10ｵg/ml

抗APP抗 体 あるいは非特異的 マ ウスIgG)で 処 理 し.

PBSに よ る10分 間 の洗 浄 を3回 行 った.2次 抗 体 は

42μg/m'のFITC標 識 抗マ ウスIgG抗 体(Sigma,　 St

Loius.,　MO,　 USA)で,3%BSA/PBS存 在 下,室 温 下

で 且時間処理 し,4℃ で10分 間 のPBSに よ る洗浄 を3

回 くり返 した.株 化細胞 の細胞表面蛋白質の免疫 染色で

は,細 胞 を2%パ ラ フォルムアル デ ヒ ド,及 び,0.2%

グ ル タル アルデ ヒド/PBSで 室 温 で 且時間処理 し,室 温

下 にPBSで10分 間 の洗 浄を3回 くり返 す こ とによ り

固定 した.他 の点では初代培養細胞の染色 と同様に行 っ

た.株 化 細 胞 で も初代 培養 神経 細胞 にお い て も,is

N6/mlの22Cllを 処 理 す ると,細 胞 褒面 のAPPの 染

色は飽和 した.

5,免 疫 プロ ット解折

　 細 胞培 地中のAβ の免疫 プロ ッ トは以 下の よ うに行 う

た,細 胞 懸 濁 液 をTris/Tricineゲ ル 電 気 泳 動 を

(Giambarellaら,1997)0に 記 述 されて いるよ うに行 う

た.エ レク トロブロッテイング した後,プ ロットしたシー

トを 且ｵS/m'抗Aβ1-40ポ リ クローナ ル抗体(Phar-

mingen,　 San　 Diego.　CA,　 USA)及 び1us/ml抗npi-

42ポ リ クローナル抗 体(Pharmingen),お よ び,2次

抗 体[1/5000.HRP一 標 識 羊 抗 ウ サ ギlgG(H+L),

Bio・Rad]の 混 合物 で解折 した.細 胞APPの 免 疫 ブ回 ッ

テイ ングは以下の よ うに実施 した.各 細胞の細胞懸濁 液

を22C11,α1680,　 Alz90抗 体,を 且次抗 体 と し,2

次 抗 体 と して1/5000希 釈HRP標 識 ヤギ抗 マ ウスIgG

(H+L)(Bio-Rad,　 Hercules,　 CA,　 USA)を 使 うて,

SDSポ リア クリルア ミドゲル電気泳動にて行 った.

　 本研究 の 全て の実 験 は少 な くとも3回,独 立 した処

理 によ って くり返 され,そ れぞれが本賀的 に同 じ結製を

与えた.統 計学的解析 はStudent's　 t-test　rよ って行 っ

た.
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慶態医学　sod　 3号(乎 成且5年9月)

結　　果

1,抗APP抗 体 はrii/APP細 胞 に細胞死 を誘導す る

　 野生型APPの 機 能 を解析す るため に,神 経系 の神経

細胞 に発現 す る野生型APP695を 過 剰発現 したFn細

胞を確立 し(第2図A)vi,　 F11細 胞 の親株 と比較 した.

FlLX111胞 は 胎生13日 の ラッ ト初代培 愛神経細胞 をマ ウ

ス神経 芽細 胞腫N18TG2と 細 胞融 合す ることによ り不

死化 した細胞で,活 動電 位の発生 を含む神経細胞特異的

な機能を維持 し,初 代培養神経の モデルの中で最 もよ く

礁 立 した もの の 一 っ で あ る卸.モ ノク ロー ナ ル抗 体

α1680はAPPの 細 胞外 ドメイ ンで あるAPP1-591を

認 識 す る抗 体で あ るが,a1680でF11/APP細 胞 を処

理す ると処理 後72時 間で80^一90%の 細 胞が 死滅 した

(第2図B)",.死 細 胞 数 は24時 間後 では少 な いが48

時 間後 には顕著 に増 加 し始 めた♂ 野 生型APP695を 安

定発現 させた他のF11細 胞 ク ロー ンにお いて もa1680

は同 様 な時間経過で同様な程度の細胞死を誘導 した(デ ー

タは示 して いない).対 煕 として.た とえ処理 後72時

間 で あ って も,非 特 異的IgGは,ほ とん どFn/APP

細 胞 に細胞死 を誘 導せず,x1680をFn細 胞 に処理 し

て も細 胞死 は惹起 され なか った.F11/APP細 胞 を非特

異的IgGで 処 理す ると第2図B左 パ ネルに示すよ うに,

細 胞数 はむ しろ増加 し処理前よ り少 し高 い レベルの飽和

状態 に逮 した.こ の現象 は培地 を新 しくしたことに起閃

すると考え られ る.

　 次 に,Glutathione　 beads　 1:.不動 化 したGST融 合A

PP1-591抗 原 によ って吸 着処理 しf_a1680の 効 果を調

べ た .吸 着処理 を したa1680で72時 間 処理 したが細

胞死 はほ とん ど惹起 され なか った(第2図C)33〕.対 照

の モ ック吸 　 a1680を,　 a1680をGlutathione　 beads

に同 様 に吸着処理す ることにより作成 したが,こ れ は,

吸 着処 理前のa1680に 匹 敵 す る細胞死誘導 効果を示 し

た.HRP標 識 抗 ラッ ト1gG抗 体 を用 いて吸 着処理,あ

るいは,モ ック吸着処理後の抗体溶液を免疫 プロッ ト解

折 したが,こ の操作によ り,抗 体 は効果的 に吸着 されて

いる ことが判明 した(第2図C挿 入図).こ れ らの結果

によ りF11/APP細 胞 に細胞死 を誘導 したの は抗APP

抗 体 であ って,抗 体溶液の溶媒や他の不純物で はな いこ

とが明 らか とな った.

　 APP細 胞 外 ドメイ ンに対す る精製抗 体の効 果を第2

図D"'に 示 す.使 用 した抗 体 はAlz90抗 体,　 APP695

の 細 胞 外511-608残 基 を想識す るマ ウスモ ノクロー ナ

ル抗 体;2×11,APP695の 細 胞外ss-a且 残 基 を認 識

す るマ ウスモ ノクロー ナル抗 体:n1680,　 APP695の

細 胞外 且一591残 基 を認 識す る ラッ トモ ノ クo一 ナル抗

体:Jonas抗 体,　APP695の 細 胞 内643-695残 基 を認

識す るマ ウスモ ノクv一 ナル抗 体であ る.精 製 α1680

はF11/APP細 胞 に最 も強力 に細胞死を起 こ し,そ の 誘

導 効率 は72時 間で90%以 上 で あ った.そ の誘導 効率

は,0.5Ng/m'処 理 の場合,72時 間 で90%以isで あ う

た.Alz90　 fiii体と22Cllの 細 胞死 を起 こすefficacyは,

同 じ0.5ｵ8/mlで は,こ の約i/2で あ った.第2図B

に 示 した とお りAlz90抗 体 によ り誘導 されたFl1APP

細 胞 死の時 問経過 は,本 質的 にa1660の そ れ と同 じで

あ り,Alz90　 bi体 は,親 株 であ るF11細 胞 に細胞死 を

誘導 で きなか った.こ れ らの抗 体の中 で,Alz90抗 体

は,APLP2を 認 識せず,　APPの み を認 識す る抗 体 と し

て知 られ てお り]51,し た が ってAPPは これ らの抗 体で

共通 に認 識 され る唯一の抗原 である.し たが って,こ れ

らの結 果 は,抗 体のAPPに 対 する結 合が細胞死 を惹起

した ことを示 してい る.APPの 細 胞内領域 を認識す る

Jonas抗 体 の効果 も調べ たと ころ.　APP細 胞 外 ドメイ

ンを認識す る抗 体 と対照的 に,Jonas抗 体 はF11/APP

細 胞 に細 胞死を誘導 しなか った.こ の結 果は抗APP抗

体 はAPPの 細 胞 外領域 に作用 して,細 胞 死を誘導 して

い ることを示唆 している,

　 したが って,観 察 され た抗APP抗 体 の誘導す る神経

細 胞死 を起 こす機 序 と して2つ の可能 性 があ り うる.

抗 体は,(i)細 胞 表 面のAPPに 作 用 したか.あ るい は

(ii)培 地 中のAPPに 作 用 したかである.後 者の可能性

は,す なわち,抗 体が栄養因子 と して存在 していた分泌

型APP(sAPP)を 吸 収 す ることによ って細胞死 を誘導

した とい う意味 であ る.sAPPが,非 神 経細胞 に対 し

てではあ るが,細 胞 の栄養因子 として機能 す ることは以

前 か ら知 られて いるN.3i),し か しなが ら,私 は,こ の 可

能 姓 は低 い と推 測 した,培 盤上 清 中 のsAPP濃 度 は

Fl1APP細 胞 よ りFU細 胞 の方が低 いと惟測 され るた

め,も しその ような場合 であるな らば,抗APP抗 体 は

F11細 胞 に も同等 あ るいはそれ以 上に強 く細 胞死 を誘

導 しな ければ な らな い.に もか かわ らず,実 際 には,

FII細 胞 に効 果的 に細胞死 を誘導 で きる抗 体 はなか っ

たか らであ る.

2.抗APP抗 体 はsAPPで な く細胞 表面 のAPPに 作

用 してい る

　 どちらの 分子機構で,抗APP抗 体 が細胞死 を誘導 す

るのかを決定す るために,以 下の一連 の実験 を行 った。

最初に,培 地を くり返 し洗 うことにより可溶1'1三の 因7を

一T且92一
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取 り除 くことの効 果を調 べた(第3図A)鋤.実 験開 始

後最 初のiz時 間,　Fl1/APP細 胞 を1時 間 に1回 の割

合で培地 を交換 したが,こ の操作 によ って細 胞死率 はほ

とん ど増加 しなか った.一 方Alz90抗 体 で12B5間 処 理

す る と,ほ とん どの細胞 にお いて,そ の後3旧 間で細

胞死が 誘導 され た。 も し抗APP抗 体 が培地か らsAPP

を 吸 収 す ることで細 胞死を誘導 したな らば,APP由 来

の想 定 され る分泌牲因子の効果を極小 とす ると考え られ

る培 地の くり返 し交換 もまた,細 胞死 を誘導 したはず で

あ る.

　 次 に,Fl1/APP細 胞 か らは隔離 され てい るがsAPP

に 作 用 す ることは可能 なAlz90抗 体 の 効果を調 べた.

Protein・G・Sepharoseに よ って 前 処 理 したAlz90を

(ピ ーズを除去せず に),底 にマイクロフィル ターを持っ

ウェルィンサー ト上に積めた.Fn/APP細 胞 をこの ウェ

ルイ ンサ ー ト下 に72時 間処理 したが,細 胞 死は誘導 さ

れ なか った(第3図B)即.抗 体 を結 合 した ビー ズが

sAPPと 接 触 す る ことを保 証す るため に,処 理 最初 の

24時 間,培 養 プ レー トをCO,培 養 器 の 中で緩 やか に

(1rpm)震 塑 した.こ れ らの条件下で72時 間おいた後,

ウ ェル外 にあ る ピーズは見 い出され なか った.対 照 と し

て,Alz90抗 体 をGlutathione・Sepharoseで 前 処置 し

た混 合 物 を 積 め た コ ン トロ ール イ ンサ ー ト.下に,

Fll/APP細 胞 を同様に培養 した ところ細胞死が誘導 さ

れ た.そ れ は,Alz90　 tn{#を 単 に加 え ただ けの ウ2ル

イ ンサー トの下に誘導 され る細胞 死 と同程度 であ った.

一 方 ,イ ンサー トにG[utathione・Sepharose,あ る い

は,1gGを 加 えて もほとん ど細胞死 は生 じなか った.使

用 したイ ンサー トは,3ｵmの 孔 が あ り培地 中の可溶性

蛋 自が ビーズ結 合Alz90#n体 に相 互作 用す る こと は可

第1表 　Bu695細 胞 に対する抗APP抗 体の効果

細抱死鄭(%)

FLI/APP Bu695

]gG　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5.OtO.5

Alz90抗 体 　 　 　 　 　 　 　 　 　87.oｱ2.a

niZso　 体+Ac-DEVD-CHO　 25.0±6.4'

Alz90抗 体+Ac-DEVD　 　 　 　79.0ｱ5.2

Ac-DEVD-CHO　 　　　　　　　　　7211.8

Ac-DEVD　 　　　　　　　　　　　　7-0ｱ1-5

52ｱ1.0

5.8ｱ2.0

6.2tL6

5.7ｱ2.3

5.6ｱ1.0

7.6ｱ1.5

Bu695細 胞 に対 す る抗APP抗 体 の211　 Fll/APP細 胞 あ

る い はBu695細 胞 はLNS/m1の 非 特 異 的1gGあ るい は

Alz90抗 体 に よ りion　 Ac・DEVD£HOあ る い はAc-

DEVD(C端 修 飾 を 欠 くAc・DEVD)の 存 在下 ま た は 非 有…在

下 に72時 間 処 理 し細 胞 死 を トリパ ン ブ ルー 染 色 に よ り測

走 した 。10NM　 Ac・DEVD・CHOあ る い はAc-DEVDの み

も陰 性 対照 と して調 べ た。 。P<o.m;Alz90抗 体 の 誘導 す

る細 胞 死 に 比 校 してStudant'st・test　 t:よ って 有 意 差 あ り。

(Sudo　 H　e[al:Mol　 Cell　Neurosci　 16.708-723.2000の

第1表 を 許 可 を俘 て 転 載,一 部改 変)

能 だが,Alz90抗 体 がF11/APP細 胞 に作 用 す る こと

は,ビ ーズが孔を通 らないために不可能であ る.実 際,

培 養後 の培 地 を抗IgG抗 体 を用 いて免疫 プ ロッ トした

が,A】z90抗 体/Protein・G・Sepharoseを 積 めたイ ンサ ー

トによ って処理 した細胞 の(イ ンサ ー トを除 いた,72

時 間 後 の)培 地 中 に は測定可能 な量のAlz90抗 体 は含

まれ ていなか った.一 方,Alz90抗 体 とコ ン トロー ル

であ るGlutathione・Sepharoseを 積 めた イ ンサー トに

よ って処理 した細胞の(イ ンサ ー トを除 い た,72時 間

後 の)培 地中 には,ビ ーズの入 って いない インサー トに

単 にA1290抗 体 を加え ただけの処理 を した細胞 の培地

第4図 　 抗APP抗 体 に よ るFll/APP　 ma胞 死 の特 徴.(A)P↑Xの 効 果.　 Fll/APP細 胞 を 無 処 理(no　 PTX),0 .5

　μg/ml　 PTX(+PTX).0.5μg/mt不 活性 化PTX(+intactPTX)に よ って24時 間 処 理 し,さ らに1μg/ml　 Alz90

　抗 体 に よ り72時 間 処 理 し.細 胞 死 を ト1,パ ン ブル ー 染 色法 で測 定 した。 数 値 は独 立 した3回 の 実 験 の平 均 値 圭 標 準

　 偏差 を示 して い る.(B)TUNEL染 色Fll/APP細 胞 を非 特 異 的lgG(lpg/ml,左 上)あ る い はa1680(x1/10

　右 上)に よ って24時 間 処 理 し染 色 し これ をTUNEL法 に よ りFITCラ ベ ルdUTPで 染 色 した。 左 下 の パ ネ ル は10

pM　 Ac・DEVD・CHOの 荏 在 下 に α1680(x1/10)に よ7て 処 理 し たFll/APP細 胞 をTUNEL染 色 した.右 下 の パ

　 ネ ル はUV(320　 pJ/cm2　 x　10s)照 射 しt　Fl1/APP柵 胞 をTUNEL染 色 した.こ れ らの図 は少 な く と も3回 の 同 様

　 な実 験 か ら代 表 的 な 観野 あ る い は繕 果 を 示 した もの で あ る.(C)DNAの ラ ダー 化.　Fl1/APP細 胞 を 各 々 の濃 度 の

　Ac・DEVD・CHOの 厚 在 下 あ る い は非 存在 下[(一)ユ に24時 聞A!z90抗 体(1Fg/ml)に て処 理 し撮 られ た細 胞 サ ン

　 プ ルをDNAラ ダ ー ア7セ イ した.　Ac・DEVD・CHOの 毅 度 は0.1,1,10,100　 pM(左 か ら右 へ)で あ る.(D)抗APP

　抗 体 に よ り誘 導 さ れ たFll/APP細 胞 核 の 形 慰.こ の 図 はct1680処 理 し たFl1/APP細 胞 をTUNEL染 色 しそ の核　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 と

　を 示 した もの で あ る.ア ポ トー シ スを 起 こ した 細 胞 の 咳 に 典 型 的 な 核 濃 縮,核 切 断.核 断 片 化 が 罎 察 で き る.こ の よ

　 うな 形 態 変 化 はお お む ね,抗APP抗 体 処 理 後24～32時 間 で誘 鵜 され た,(E)Bu695,　 Fll,　 F}1/APP細 胞 浅 面

　APPの 免疫 染 色.膜 非 穿 孔 の 細 胞 を22Cll及 び非 蒋 異的lgGに よ り免 疫 染 色 した.　Alz90抗 体 によ る染 色 で も こ こ

　 に挙 げ た の と同 様 な染 色 像 を 得 た.こ れ らの 蛍 光 像 とBの 像 は同 じ条 件 下 に て 得 られ た.ス ケ ー ル パ ー は20μmを　示
す.(Sudo　 H　et　al:Mol　 Cell　Neurosci且6:708-723,2000の 第3図 を 許 可 を 得 て 転 載.一 部改 変)
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慶晒販学　80巻3号(乎 成15年9f1)

に 存 在 した 蹴 に匹 敵 す るAlz90抗 体 が含 まれ て いた

(デ ー タは示 して いない).以 上の免疫 プロッ トの結果は

次 の ことを示 している.(i)Alz90抗 体 はGlulathione・

Sepharoseを 積 め た ウェルイ ンサー トの マイ クロフ ィ

ル ターを実 際 に通過す る;(ii)Alz90抗 体/3　Protein・

G・Sepharoseを 租 めた ウェルイ ンサー トのマイクロフィ

ル ターを通過 で きない.抗 体の分子量 が約150kDaで

あ り,対 してsAPPは97　 kDaで あ るか らsAPPも ま

た,マ イクロフ ィルターを通 ると考 え られ る.ζ れ らの

結果 は細胞 死 を誘導す るには抗APP抗 体 と細 胞表面の

APPが 直 接 に相互 作用 す ることが必 要で ある とい うこ

とを示 している,

　 抗APP抗 体 がsAPPに 結 合 して細胞死 を誘導 しない

ことを直接 示す ために,次 に,APPの 細 胞 外 ドメイ ン

全長 に ほぼ相 当す るAPP1-591(APP・ED)を 過 剰発

現 したFll細 胞 における坑APP抗 体 の効果 を調べ た.

ζれ らの細胞 で はAPP・EDはF11/APP細 胞 にお け る

APPと 同 擢 度 に発現 して いたの で あ るが.2.5　 P8/ml

まで の濃度 の22C11で は,非 特 異的IgGと 同 様に,ほ

とん ど細胞死を誘導 しなか った(第3図C)調 〕.

　 これ ら複数の蓄 積 した証拠 に基 づ き,私 は,抗APP

抗 体 は,細 胞表面 のAPPに 直 接作用 して神 経細胞 死 を

惹起 す ると結論 した.こ の ことは,APPが 細 胞 表而 に

お いて受容 体様 の機能を持っ ことを示 して いる.

3.APPを 発 現 したグ1」ア系細胞 に対 する抗APP抗 体

の効 果

　次 に,抗APP抗 体 の細胞死 を もた らす効果 にっいて

別 の 細 胞 系 で 検 討 し た.こ の 実 験 に お い て は,

F11/APP細 胞 と同 程度 にAPP695を 発 現 してい る別

の タイプの 細胞 を調 べ るよ うに注意 した.Fl1細 胞 に

お ける内因性 のAPPは,抗 体依存性細胞死 を誘導 す る

に は撤 的 に不 十 分 と考 え られ るの で,細 胞 あた りの

APPの 発現 レベルは,抗APP抗 体 の細胞 死騰導作用 の

有無 を決定 す る重要な因 子であ ると考え られ る.私 は,

免疫 プロッ ト解析か ら,F11/APP細 胞 とそのAPP695

発 現 レベ ルが同等 で あ ったBu695細 胞 を使 った(第2

図A).Bu695細 胞 はGFAP陽 性 ヒ トanaplastic

astrocytoma由 来 細胞株にAPP695　 cDNAを 導 入 し安

定 発現 させた細胞であ るaei.

　 Bu695細 胞 にお いて,非 特 異的1gGに よ る処理 と比

較 して,Alz90抗 体 は細胞死 皐 を増 加 させ る ことはで

きなか った(第1表)33,.一 方 、 上 に記述 したよ うに,

Alz90　 i#.,　Fl1/APP細 胞 では高 い細胞死 誘導効果を も

っ ことが再度 確認 され た.こ れ らの データはAPPが 引

き金となるアポ トーシスは神経細胞系の細胞では働いて

いるが,グ リア細胞系の細泡では働いていない細胞内プ

0グ ラムによって介在されている可能性を示唆 している.

そうでなければ,抗APP抗 体誘導性細胞死を抑制する

グリア系細胞特有の分子機構が存在 している可能性が考

えられる.い ずれにせよ,抗APP抗 体誘導性細胞死が

神経系細胞 にみられ,グ リア系細胞でみ らなか ったこと

は極めて電要である.

4.抗APP抗 体 によ るF11/APP細 胞 死の特徴

　 次 に,抗APP抗 体 によるFI　 1/APP細 胞 の死の特 徴

を調べ た.第4図B33)はTUNEL染 色 の結 果 を示 して

いる.F11/APP細 胞 を非特異的IgGに よ って処理 した

時,S'`実 上 核がTUNEL賜 性 を示 した細胞 はなか った.

そ れに対 して紫外線 を照射す ると事実h照 射 され たすべ

て の 細 胞 に お い てDNA断i;化 が 生 じた.細 胞 を

a1680で 処 理す ると80～90%の 細 胞で処理後24時 間

にて核にDNA断 片 化を生 じた.も う一っの対照実験 と

して,膜 透 過 性 紬 胞 内 カスパ ーゼ阻 害 剤 であ るAc・

DEVD・CHOはa1680の 起 こすDNA断 片 化 能力 を消

失 させた.こ れは,抗APP抗 体 はFll/APP細 胞 にお

いて カスパ ーゼとカスパ ーゼ依 存性DNAaseを 含 む細

胞 内プログラムを活性化す るということを示唆 している.

更 に,Ac・DEVD・CHOの 存在 下,あ るいは,非 存在下

において,Fll/APP細 胞 をa1680で24時 間 処理 した

時 のDNAラ ダ ー リングにつ いて調べた.細 胞か ら抽 出

しf;.DNAが ヌ ク レオゾ ーム単位の断 片 に分 断 され,

180bp単 位 の ラダーを形成 す ることはア:r.卜 一 シスの

決定的な特 徴の一つで ある鋤.第4図Cmに 示 したよ う

にn1680をF11/APP;胞 に 処理 す る と180　 bpの

DNAラ ダ ー リ ングを生 じ,更 に,こ れ はAc・DEVD-

CHOを 加 え る ことに よ り阻 害 され た.高 濃度 のAc・

DEVD-CHOを 加 え るほどよ り強 いDNAラ ダー リ ング

の阻害 が観察 され た.ま た,alfi80でF11/APP細 胞

を処理 した時,TUNEL染 色 での細胞の核形態にっいて

も調べた.抗 体処理後24時 間 か ら36時 間 にか けて,

事実上,全 ての細胞 がその核を変化 させ た.観 察 された

核変化 は,核 濃縮,核 切断,核 断片化等で あ った(第4

図D)川.こ れ らの特徴 はすべて.ア:r'ト ー シスの特 徴

であ る。

Ac・DEVD・CHOに よ るDNA断 片 化の阻害 効果 に一致

して,抗APP抗 体 によ る細胞死 は この カスパ ーゼali

剤 で 抑制 された(第1表).]ONMのAc-DEVD・CHO

はA】z90抗 体 の誘導 す る細胞 死を顕著 に減少 させ た.

対 照 と して,C端 を アルデ ヒ ド修飾 していない細 胞不透
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須藤;β アミロイド前駆体蛋白の細胞死機能解析

過 性 のAc-DEVDは 同 じ濃度 で抗体 の誘 導 す る細胞 死

をRIImす る効 果 を持 たな か った,こ れ らの結 果 は抗

APP抗 体 がア ポ トー シスを誘導 す るこ とに よ り細胞 死

を起 こす ことだけで な く,DEVDペ プ チ ドの阻 害効 果

は細胞内の標的 に作用す ることによ って いる ことを示 し

ている.

　 一 方,Bu695細 胞 をAlz90抗 体 で処 理 して もDNA

ラ ダ ーは認 め られず,TUNEL陽 性 の核 もほ とん ど出現

しなか った(デ ー タは示 して いない).対 照 と して紫外

線 をBu695細 胞 に照射 す る と180　 bp単 位 のDNAラ

ダー形成を認 め,TUNEL陽 性細胞の増加 も認めた(デ ー

タは示 していない).こ れ は,a1680抗 体 の場 合 も同 じ

結果 であり,こ の抗体 はBu695細 胞 に細胞死 を誘導 で

きなか った(Bu695細 胞 にお いて非特 異 的IgGの 誘 導

す る生細胞率 を100%と した とき,a16801n体 の 誘導

す る細胞 死はAc・DEVD・CHOの 非 存在'ド,あ るいは,

存 在 下 にて 各 々,n9%±4%,及 び,104±2%).

Bu695細 胞 をa1680抗 体 で処理 して もTUNEL測 定 に

よるDNA断 片 化は生 じなか った(デ ータは示 して いな

い).こ れ らの結 果はHu695細 胞 はア ポ トー シスを誘

導 す る機構を傭えて いるが,抗APP抗 体 に は抵抗性 を

持っ ことを示 している.Bufi95細 胞 にお ける全APP　 fi4

と細 胞表面 のAPP発 現 はFl1/APP細 胞 や初代培 養神

経細胞 のそれ らと同等であ った ことは繰 り返 し強調 され

な ければな らない(第2図A及 び4E)vi.

　 A】z90抗 体はAPLP2を 認識せずにAPPを 選択的に

認識するので,こ れ らのデータは特異的APP刺 激が神

経細胞にアポ トーシス型の細胞死をもたらすことを示 し

ている.APLP2はAPPに 対する相同性が高 い分子で

APPと ほぼ同 じ組織分 布 や細胞 内発現 を示 す鮒.

2×11も また同様に,切 代培養大脳皮質神経細胞に神

経突起脱落,退 縮,プ レー ト面からの剥離等を伴うアポ

トーシス型の細胞死を もたらす.22C11とAlzgd共 に,

初代培養神経細胞に対 し,時 閻,用 避依存的に細胞死を

生 じる.し かるに非特異的IgGは ほとんど港性を持 た

ない(zzcuの 用量作用依存性の活性にっいては第5図

Cを 参照).対 照 として各々の濃度の2×11は,初 代培

養アス トロサイ トに対 して細胞死効果を持たなか った,

アス トロサイ トでは処理後72時 間での細胞死率は,0

及び2.5Ng/mlの22C11,2.5　 Ng/m1の 非特異的lgG

で,各 々,6.2±2.9%,3.2±0.4%,8.1ｱ1.9%(独 立

な3回 の実験の平均値±標準偏差)で あった.

　第5図B謝 は,2×11及 びAlz90抗 体による膜非穿

孔条件での,初 代培獲神経細胞の免疫染色を示 している.

初代培養神経細胞 は細胞体と神経突起の表面にAPPを

発現 していた.神 経細胞表面に有意にAPPが 存在 して

いることは複数 のグループ による報告 と一致 して お

り姻2),ま た初代培養神経細胞においてもやは り,APP

は抗APP抗 体による神経細胞死の細胞表面調節因子 と

して機能するという考えに も含致 している.

5,初 代 培養神経細胞の抗APP抗 体 による細胞 死

　次 に,初 代培 羨神経細胞が抗APP抗 体 に同 様 に反 応

す るのかを検討 した.初 代培 養神経細胞 は,F11/APP

細 胞 やBu695細 胞 と同程 度 のAPPを 発 現 して い る

(第2図A).初 代 培 養神経 細胞 を抗APP抗 体 で あ る

22Cl1,　 Alz90抗 体 で処理 す ると,　N2　 supplementを

含 む培地(hDMEM・N2)の 存 在 下に,有 意 に細胞 死率

が増加 した,対 照 の非 特 異的IgGは,　 hDMEM・N2の

み と比較 して,有 意 な効果 は観 られ なか った(第6図

A)NI。2×11に よ る細胞死誘導 はN2　 supplementに

比 較 してHSの 存在 によ って増強 され た[72時 間 後の

値で,hDMEM-HS　 fi在 下 での細胞 死率 は96。9圭0.5%,

しか るに同条 件でhDMEM-N2存 在 下での細胞死率 は,

TT.3ｱ3.fi%(3回 の 独立 した実 験 での平均 値 ±標準 偏

差)].第5図Au'は 。 初代培 養神経 細胞 を精 　 Alz90

抗 体 で処理す る と,非 特 異的IgGで は惹 起 されな い細

胞死が誘 導 されるこ とを示 している。誘導 され る細胞 死

は核分断,神 経突起変性,プ レー ト面か らの剥離等 の典

型的なアポ トー シスの特徴 を伴 う.

6.APPの 抗体による活性化機序の検討

　細胞表面APPが 抗体によ って活性化されることは,

天然のAPPリ ガ ンドが存在 し,そ の作用を抗体が模倣

するという推測 を生む.し か しなが ら,APPの 抗体に

よる活性化が,抗 体特有のクロスリンクによるものなら

ば,APPの 活性化もまた,抗APP抗 体特有のものと考

え られ,天 然にAPPリ ガンド分子が存在する可能性 は

極めて低 くなる.抗 体によるAPPの 活性化が,抗 体に

よるクロス1,ン クによるものか,受 容体の リガンド分子

が誘導するような二ｱa体 化や多量体化によるものかを区

別することは通常容易ではない.し か し私は,以 下の検

討を行って両者の区別を試みた.抗 体による抗原分子の

クロスリンクとは典型的には1gMク ラスの抗体が誘導

する現象である.IgGク ラスの抗体は通常の条件では抗

原分子の クロス リンクをほとんど誘導 しないが,こ れに

IgMク ラスの抗1gG抗 体を添加することによ って,特

異的に誘導することがで きる.a.u,　zzci　tはIgGク ラ

スの抗体であるため,そ れがAPPを 活性化する作用機

序は,zzcnに よるAPP分 子の二量体化 もしくは多量

一T且97一
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須藻;β アミロイド前躯体蛋白の細胞死機能解折

体化であ って,ク ロスIJン ク とは異な るもの と推察 され

るが,こ の考え を更 に実証す るため,22Cl1単 独 の作

用 と,1gMク ラスの抗lgG抗 体 存在下 の2×11の 効 果

を比較 した.二 種類 の異 なる抗 マ ウス 夏gG抗 体(1gM)

の存 在下 で22C11に よ る初代培養 神経細胞 死湧導 が増

強 され ることは見い出 され なか った[第5図Cの 左パ

ネルは5183・1309抗 体:も う一っ の抗 マ ウスIgG抗 体

(lgM)の デ ー タは示 して いない].更 なる確詔 として,

10Ng/mlの ビオチ ン化抗IgG抗 体 と20ｵg/m!avidin

の 混 合物 の,zzcii誘 導 性 細胞死 に対 す る効 果 も検 討

した.avidityは9個 のbiotinに 結 合 で きるため22Cl1

に結 合 した ビオチ ン化 抗lgG抗 体 はIgMと 同 様 なク ロ

ス リンクを惹起す るか らであ る.こ の実験で も,ビ オチ

ン化抗 【gG抗 体 と20ｵg/m1　 av【dinの 混 合物添加 によ

る,2×11誘 導 性細 胞 死 の増 強 は観 察 され なか った

(デ ー タは示 して いない),こ れ らの結果 はzzcuに よ

るAPPの 活 控化 は,い わゆ る抗体 によ るク ロス リンク

ではな く,APPの 二 斌 体化 あ るいは多最 体化 で達 成 さ

れる ものであ ることを示 している.

　 APPの 二 騒体化が22C11に よ る活 性化 に必 要であ る

ことを示す ために,22Cl1のFab断 片 が,イ ンタク ト

な22Cl1と 同 様 に神縫細胞 死を誘導 で きるか 否か を検

討 した.第5図C謝 の右パ ネルは,初 代培養神経細 胞に

お いて,zzciiのFab断 片 は,神 経細胞死 を誘導 す る

能力 を失 った ことを示 してい る.Fab断 片 はAPPを 認

識できることは確認されている(デ ー タは示 して いない).

これ らのデー タは,IgGク ラ スの抗 体で ある22Cllは,

お そ らくAPPを 二 量体化 させ るが,二 凧体化 したAPP

と22C11の 複 合体が更 に クロス リンクされ て,細 胞 死

シグナルが惹起 されているわ けで はないとい う考 えを支

持 してい る.こ れ らの検討 か ら.抗 体に よるAPPの 活

牲化 は,抗 体特有 の クロス リンクによる ものではな く,

したが って,抗 体以 外 にAPPを 二 鼠体化 させ る リガ ン

ド分子 であれ ばAPPを 活 性化 で きる ことを示 し,　APP

の天 然 リガ ン ドが存在す る可能性 を示 して い る.

7.受 容 体様分子 と してAPPの 発 す る シグナルの特徴

　 APPが 細 胞 表面 の受容 体様 に機能 してい るかを 更 に

調べ るため に,細 胞表面 の受 容体 か らの シグナルを伝達

す る3母 体G蛋 白質 の特 異的阻 害剤 であ る百日咳毒素

(PTX)の,抗APP抗 体 誘 導性 細胞死 に対 す る効 果 を

調べ た(第4図A)錨.私 の所属 す る研究室 や他の研究

室 は,こ れ まで,哺 乳類 のAPP,及 び,シ ョウジsウ

バ エのAPP　 tモ ロ グであ るAPPLの 細 胞 内 シグナルの

一っ はPTX感 受 牲Go蛋 白 を介 した もの で ある と示唆

して きた91・`2・幅6,.rig/APP細 胞 をPTXの 存 在..ドに

Alz90抗 体 で処理 す ると,細 胞 死 は顕 著に抑制 された.

対 照 と してPTXを 処 理 前 に90℃ に て1時 間 処理 す る

とPTXの 抗 体 の誘導 す る細胞 死に対 す る阻害 効果 はほ

とん ど観察 され な くな った.こ れ はPTXに よ る阻 害 が

この 毒素 の触媒 活性 に よ って い ることを示 し,APPが

抗 体依存性 に発する細 胞内 シグナルをPTX感 受 性G蛋

白が介在 して いるこ とを示 してい る.

　 次 に,抗 酸 化剤 であ るGEEの 抗APP抗 体 によ る神

経細胞死 に対 する効果を検討 した(第7図 上)R9},　Rohn

ら は,22C1]の 誘 導 す る神経細胞 死はGEEに よ って抑

制 され た と報告 した`η.こ れ に一致 し,lmMのGEE

はIIIIr存 在 下(第7図A>zm,あ る い は,　 N2　 supp】e・

ment存 在 下 に て(第7図B)鋤,22Cl1に よ る神繰 細

胞死 を有 意 に抑制 した.GEEに よ る抑制 はN2　 supple一

第5図 　抗APP抗 体の初代培盤大臆皮質神経細胞に対する効果.(A)初 代培養大脳皮質}申経細胞を2μg/m!非 特 異的

　lgG(a.　 c)あ るいはAlz90抗 体(b,　 d)に よ って72時 問処理 した.　a及 びbで は4回 の同様な独立 した実験にお

　いて位相差顕微鏡で齪察された代表的な視野を示 した.cとdで はHoechst33258に よる染色で明らかとなった抗体

　処理細胞の代表的td核 の形を示 した.　eとtで は初代培費神経細胞を2ｵg/m'の 非特異的1gG(e)あ るいはAlz90

　抗体で24時 間処理 し.TUNEL法 に よって断片化 したDNAを 染色 した.3回 の独立 した実験の結果か ら代表的なも

　のを示 しr_.(B)初 代培養大脳皮質神経細胞衷面におけるAPPの 発現,膜 葬穿孔の初代培養神経細胞を10pg/ml

　zzcii(22Cll),　 Alz90(抗Alz90)あ るいは非特異的lgG(IgG)を 且次抗体とし,　FITCラ ベルゴー ト抗マウス

　】gG抗 体(VlOO希 釈)を2次 抗体として免疫染色した.さ らに別の対照実験として神経細胞を2次 抗体のみで染色

　した,ス ケールバーは20Nmを 示 している.(C)抗APP抗 体 を抗マウスlgG抗 体 にようてクロスリンキングする,

　あるいは{nAPP　 fn体 をFab断 片化することの効果.左 バネルでは初代培養神経細胞を5pg.ノml抗 マウスIgG抗 体

　5183-1304の 荏在下あるいは弗存在下に漸増する各濃度の2×11に より72時 間処理した.細 胞死を トリパンブルー

　染色法 にて測定 した.右 バネルでは初代培喪神経細胞を2.5ｵg/m!(≒17nM)22C11(2×11),非 特 異的マウス

　lgG(mlgG).　 zzcu酵 素切断断片である約34　 nMのFabと 約17nMのFc混 合液(Fab+Fc),醇 案処理用バッファー

　のみ(vehicle)に て7z時 間処理 した.細 胞死を トリパ ンブルー集色法で測定 した.ど ちらのパネルの値 も3回 の独

　立 した実験結果の平均値±標準偏差を示 している.(Sudo　 H　et　al:Mol　 Cell　Neurosci　 16,　roe-723,2000の 第n

　図を許可をi9て 転載.一 部改変)
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第6図 　Gi　APP抗 体 による神経細胞死はAPを 介 しているかの検討.　A:抗APP琉 体 の毒性.初 代培養神経細胞を無

　処理(hDMEM・N2),2-5N8/m!非 特 異的1gG(lgG),　 Alz90抗 体(Alz90),2×11に よってhDMEM・N2存 在下に

　72時 間処理 した.細 胞死測定は トリパ ンブルー染芭による.こ の桔果の全ての値は独立 して行った3回 の実験の平

　均値±標準偏差を示 している.pく0.OlはStudent's　 t・testによった.　B:抗APP(n体 処理 した神経細胞の培養上清

　中に含まれるnpペ プチ ドの免疫プロット解析.初 代培養大脳皮質神経細胞を2.5　NS/m!22CII,Yn　 Alz90抗 体(Alz

　90),非 特異的IgG(IgG)に より72時 間 処理した.さ らにもう一っ別の対照として抗体による処理を していない神

　経細胞の培養上清(hDMEM・N2)も 同様に調べた.培 養上清はTris/Tricineゲ ル堀気泳動 しfn`Apl-40抗 体 と抗

　npi-42抗 体の混合物で解折 した.培 地に含まれるnpペ プチドを半定母化するために濃度既知の合成api-az　 液

　を同じゲルの中で偲気泳動 した.同 様な実験を互いに独立に処理 した実験由来のサンプルを用いて4回 行うたが桔果

　は同様であった.C:APベ ブチ ドの毒性効果.初 代培費神経細胞を表示 した濃度のapp-aa.　 Aβ1-42.　Apl-43で 血

　清非 存 在hDMEM・N2下 に72時 間 処 理 した,細 胞死 を トi)パ ンブルー染 色測 定 で測 うた.。P〈0.05,

　'p<0.OlはStudent's　 t・!estによ る,　n.S,有 意 差なし,　D:抗 体処理 した神経細胞由来培養上清の新たな神経細胞に

　対する効果.初 代培養神経細胞を2.5Ng/m!2×11あ るいは非特異的1gG(【gG)に より24時 間処理 した.培 地を

　hDMEM・N2に 交換 した後,細 胞を48時 間培餐 しr_.　zzcuあ るいはIgG処 理による神経細胞の緬胞死串はトりパ

　 ンブルー染色法によって抗体処理後72時 間で測定 した(左 パネル,細 胞死率A).22Cllあ るいは!gG処 理細胞の

　培地交換後48時 間培養 しその後回収 した培養上清に4.5mg/ml　 glucoseを 加えた,こ の培養上清を新 しい細胞に

　処理 し72峙 間後,細 胞死を トリパ ンブルー染色法で測定 した(右 パネル。細胞死B).同 様 な実験を3回 行った.

　 (第6図B以 外13Sudo　 H　et　al:Biochem　 Biophys　 Res　Commun　 282:548-56,　 zoosの 第 且図を許可を得て転載,

　一部改変)
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:rig;Dア ミロイ ド前駆体蛋白の細胞死機能解折

ment　 r在 下 にお いて減 弱 して いた,1血1清 存 在 下 にi

ｵs/ml　 2×11が 誘 導 す る神経細胞 死 はGEEの 存 在 ド

にて ほぼ完 全に抑制 された.

　 これ らの結 果 は,APPが 抗 体 依存性 に誘導 す る細 胞

死 シグナル伝逮経路に は,PTX感 受 性3Ji体G蛋 白の

活性化 とフリーラ ジカルの産 生が含 まれ ている ことを示

して いる.そ して,APPが,　 fηvitroでG蛋 白共 役受

容体様の様式 で機能 するこt　 を考え ると,細 胞表面 の

APPM'"}は 細 胞表面受容体 のよ うな機 能を持 って いる

可能牲が高 い.

8.細 胞 外 に分泌 され るnpは,　 APP誘 導 性 神経細 胞

死を介在 しない

　 次 に,以 下 に述 べ る一連 の実験 で,APPが 抗 体m

性 に誘導す る神経細胞 死をAPPか ら分泌 され るAβ が

介在す るか否か にっ き検討 した.

1)抗APP抗 体 の誘導す る細胞死に伴 う培地中 のAp

　 抗体処理 した神経細胞 か ら分泌 され たnpペ プチ ドの

濃度が神経細胞死を生 じるに十分 な濃度で あ るか を調 べ

た.第6図A"'の 実 験 において,抗Aβ40、 及 び、 抗A

β42抗 体 による免疫 プ ロッ ト解析の結果,zzcii,及 び,

Alz90抗 体 処理 し細胞 死を お こ した神 経細 胞 の培 地 中

に はnpペ プチ ドは検 出され なか った,本 免疫 プロッ ト

で は,Aβ は100　 nMの 濃 度 まで は確実 に検 出され るた

め,こ の結 果は,同 培地 中にはApは,　 Aβ40,　 Ap42

の いずれ も,100nM以 上 には含 まれ ていない こと示す

(第6図B).一 方,Apl-40,　 Aβ1-42,　 A(3]一40の い

ずれ も,3ｵM以 下 の濃度で は初代培 養神経細胞 に細胞

死 を誘導 しなか った(第6図C)29〕.Ap1.4aで は よ り

高濃度 で も神経 毒性 は観察 され なか った.10ｵM以 一ヒ

の濃度 にお けるApi-42,　 Aβ1-n3の 神 経細胞 灘性 は本

質的に は同等であ った,

　 z2cuと は対照 的に,　Apペ プ チ ドの毒性 は血清の(F

在 下で弱め られ たことは特an己に値す る[Aβ 処 理 によ り

72時 間での時点で,80.2±6.0%の 初 代培 養神経細胞 が

細胞死 を惹起 す るが,hDMEM-HS存 在 下 で は,　AP処

理 後72時 衙 での時点で,57.4-4.9%へ 細 胞 死串 が有意

に減少す る(3回 の独立 した実験 での平均 値±標準偏差)

第7図Cと 第7図Dを 参照 〕.こ れ までの報 告 にt3　Ap

1-42に よ る細胞死 の用 堆作用曲線 を岨li清存 在下 で調 べ

た もの はない,本 研 究で観 察 され たN2　 supplement

存 在 下 でのAβ1-42の 誘 導す る細胞 死の用 置作 用曲 線

は他の研究室 のデー タと一致す る鋤.

　 これ らの デー タは抗APP抗 体 の誘 導す る細 胞死 は神

経細胞か らの分泌 されたApに よ って介在 され てい るの

ではないことを示す第一の証拠を提示する.

2)細 胞死を発生 した袖経細胞由来の培養上清の効果

　次に,抗APP抗 体処理された神経細胞の培養上清が

神経毒性を持っか否かについて検討 した.こ の目的のた

めには.そ れ自身神経毒性のある抗APP抗 体を培養上

清から除去しなければならない.予 備的検討により,抗

APP抗 体を処理 しないで72　B$間 培養 した神経細胞か

ら回収 した培養上清に抗体除去のための処理を行 うと,

もはや培地 は神経細胞を健常 に維持で きず,3日 間で

70%以 上の細胞死を誘導 してしまうことが明 らかとなっ

た.こ のため,他 の方法でこの課題を解決することを試

みた.

　まず.初 代培養神経細胞を2.5ｵg/m!22C1]に て24

時間処理 し,培 地を新 しいものに交換することで抗体を

除去した.そ して細胞死を抗体処理開始か ら72時 間後

に測定 した.こ れと共に,培 養後半2/3に 当たる24時

間から72時 間の聞の48時 間分の培養上ratを回収 し,

これを新躰な神経細胞に処理 し,培 養上rAに よる処理開

始後72時 間で細胞死を測定 した,こ の培養上清は,

22C11を 処理され,確 かに,高 度の細胞死を起 こした

神経細胞か ら得たものであ ったが(第6図D"',左 パ ネ

ル),対 照の培養上清で処理 したものと比較 して,こ の

2×11で 処理 した神経細胞 由来の培地で処理 した新た

な神経細胞において細胞死の増加は,ほ とんど観察 され

なかった(第6図D右 パ ネル).抗 体の誘導する細胞死

の大部分は,抗 体処理後24時 間 と72時 間の問の培養

後米2/3で 埜 じており(抗 体処理後の細胞死率は24時

間後で2.5ｵg/m!の1gGで3L6±6.7%,2.5　 Ng/m!

のzzcuで37.9ｱ8.0%〔3回 の独立 した実験の～F均fdi

±標準偏差]に 過 ぎず,こ れ らの細胞死率の間に有意差

はない),こ れらの結果は,抗APP抗 体が誘憩ず る神

経細胞死を可溶性因子が介在している可能挫は極めて低

いことを示 している.

3)Apl-42に よ る神経 細胞 死 に対 す るGEEと 血 清の

効果

　 次 に,膜 透過型抗 酸化剤 であ るGEEのApl-42に よ

る神経細 胞死 に対 す る効果 を調 べ,こ れを抗APP抗 体

による神経細 胞死 に対 するGEEの 効 果 と比 較 した(第7

図..ヒと第7図 下を参無)esi.第7図 上 に示 した馬 血清.

お よび,N2　 supplement下 のGEEのzzcuの 誘 導 す

る細胞 死を抑制す る効 果 とは対照的に,血 消 荏在 下(第

7図C),あ る い は,N2　 supplement存 在 一ド(第7図

D)の 両 条件 で,GEEはA/i1-42に よ る毒性を弱 めな
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第7図GEEのApl-42あ るいはGi　APP抗 体による神経

　細胞死に対する効果,初 代培養神経細胞を漸増する各濃

　度のApl-42でlmM　 GEE$在 あ るいは非存在下.

　hDMEM・HS(C)あ るいはhDMEM・N2(D)俘 在下に

　処理した.細 胞死を トリパ ンブルー染色法にて処理後72

　時間で測定 した.こ れと平行 してm代 培養神経細胞をE

　mMのGEEの 存在下あるいは非存在下にて各々の濃度

　の2×11で 処理し,72時 闘後に細胞死を トリパ ンブルー

　染色によって測定した.こ の実験 もhDMEM・HS(A)

　 あるいはhDMEM・N2(B)の2条 件で行 った.(Sudo　 H

　et　al:Biochem　 Biophys　 Res　Commun　 282:548-56,

　 200璽 の第2図 を許可を得て転哉,一 部改変)

8

か った.こ れ らの結 果 は抗APP抗 体 はApl-42と は 異

な るメカニ ズム,あ るいie,少 な くと もAR1-42に よ

るメカニズムに含 まれない機構 をその下流 に含む ことを

示 して い る.こ の結 果 は,抗APP抗 体 は分泌 され た

ARI-42を 介 さず神経 毒牲 を発揮 するとい う考え に対す

る もう一つの有 力な証拠 を与え ると考え られ る.

8.APP誘 導性神経細胞死の貨任を担 うAPP領 域は

apazド メインではなく,　APPの 細胞内 ドメイ ンであ

る

　抗APP抗 体処理で細胞死が惹起されない不死化神経

細胞株であるFII細 胞に,一 過性に野生型APP　 cDNA

を導入 した時,抗APP抗 体は細胞死を誘導できるか.

もしそうならAPPの どの ドメインが細胞死誘導に寄与

しているのかを調べた.既 に上に記載したように,Flt

細胞に野生型APPを 安定的に発現 した場合,　F11細 胞

は抗APP抗 体依存性 の細胞死誘導能を獲得するため,

野生型APPを 一過姓に発現 して も抗APP抗 体は細胞

死を誘導できると予想される.

　 Fl1細 胞にos　Ne/m!の 野生型APP　 cDNAを 発現す

ると,2×11に よって有意に細胞誰性が誘導された.

この細胞死 は,同 じ条件で,非 特異的IgGで は誘導さ

れなかった(第8図A右 パネル)四〕.野生型APP　 cDNA

を0.あ るいは,o.zNs'4入 した時,あ るいは,0,2,

0.5ｵgの 空 ベクター(pcDNA)だ けを導入 した時,

22C11依 存性の細胞死は誘導 されなか った(第8図

A)乃).22Cn依 存性の細胞毒性は,細 胞生葎率測定法

であるMTTア ッセイの改良法であるWST-8ア ッセイ

で確認 した.私 の所属す る研究室では,WST-8が もた

らす細胞生存率は トリパ ンブルーによる細胞死率と高度

に逆相関す ることを確立 してい る.0.5Ngの 野生型

APP　 cDNAを 細胞 に導入すると,22CUに よる処理で

WST-8細 胞生稼畢 に有意な識少を生 じた(第8図B

d下 段パネル左か ら3番 目のカラム)M1.細 胞生存串の

低下は非特異的iscで は観察されなか った.細 胞死の

精果に一致 して,APPはos　 Naの 遺伝子導入の時 は十

分に発現 していたが,0あ るいは0.2ｵ8を 遺伝子導入

した時は全 くあるいはほとんど発現していなかった(第

8図A挿 入図)19》,これ らの結果は,野 生型APPを 安

定発現させたF11細 胞には抗APP抗 体は細胞死を誘導

するが,も とのF11細 胞では誘導 しなか ったという第

2図 の実験結果に合致 し,こ こで再び,APPが 抗APP

抗体の誘導する細胞死を介在する直接的な証拠を確認 し

た.

　 LOpgの 野生型APP　 cDNAを 遺伝子導入 し組み換

え野生型APPが 過剰発現 した時,抗 体が荏在 しなくて

も有意な細胞死を生 じたことは特記に値する(0.5ｵg

野生型APPを 遺伝子導入 した時 と比較 して約20%の

増加;第8図A右 パネル).同 じ条件下でpcDNAを 同

様に遺伝子導入 して も細胞死率は増加 しなか うた(第8

図A左 パネル).し たが って,野 生型APPの 過剰発現

は,抗 体を必要とせずに細胞毒性を発揮することになる.

これ と並んで,1NSの 野生型APP　 cDNAを 遺伝子導

入 した時.抗 体依存性の細胞死串は更に上昇した(0.5

ｵ8)野 生型APPを 遺伝子導入した時と比較 して約20

%の 増加).既 に別の研究で,こ の野生型APPの 過剰

発現による細胞毒性 はAPPのC端 ドメインMet677-

Asn695(Domain19:)に よることが明 らかにされてい
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第8図 　 一 過 性 に野 生 型APP及 び 変 異 型APPを 導 入 し たF11神 経 系 細 胞 に 対 す る22C11の 毒 性.　 A=抗APP抗 体 毒

　 性 の遺 伝 子 導 入 依 存 性.Fll神 経系 細 胞 に表 示 した量 のpcDNA(左 パ ネ ル)あ る い は野 生 型APP全 長(右 パ ネ ル)

　 を導 入 しr.こ れ ら をPBSの み(ビ ー クル,黒 樺),2N6/m1マ ウ スIgG(lgG,灰 色 棒),2V8/m122CL(22C11.

　 斜 線 棒)に よ って処 理 した.抗 体処 理48時 間 後,細 胞 死測 定 を ト リバ ン ブ ル ー染 色 に て 行 った,挿 入 図 はU-2N6/m∫

　 DNA(レ ー ンL　 何 もいれ ず:レ ー ン2.　pcDNA;レ ー ン3,野 生 型APPcDNA),0.5　 Ng/m1　 DNA(レ ー ン4,何

　 もい れず:レ ー ン5,pcDNA:レ ー ン6,野 生 型APPcDNA)あ るい は1pg./ml　 DNA(レ ー ン7,何 もい れ ず;レ ー

　 ン8,pcDNA;レ ー ン9,野 生 型APPcDNA)をFll細 胞 に 導 入 し て そ の 細 胞 懸 濁 液 中 のAPPを2.5ｵg/

　 m122C11に よ って 免 疫 プ ロ ッ トした 結 果 で あ る.左 の 数 値 は 分子 最 を 示 して い る.　B:さ ま ざ ま なAPP組 み 換 え 変

　 異 体 の抗APP抗 体神 経 毒 性 を媒 介 す る 効 果.　F11細 胞 に,遺 伝 子 導 入 な し(no　 T),0.5μgのpcDNA(v㏄),野

　 生 型APP　 cDIJA,各APP変 異 体cDNAを そ れ ぞ れ 遺 伝 子 導 入 し,こ れ ら をPBS(ビ ー クル,黒 棒),　 z　Na/mlマ

　 ウ スIgG(lsG,灰 色 棒),2Ng/ml　 2×11(22CU,斜 線 棒)で 処 理 した.細 胞 死 を抗 体 処 理 後48時 間 で トリパ ン

　 ブ ル ー染 色 法 に よ り測 定 した(中 の パ ネ ル).細 胞 生 存 串 も ま た抗 体 処 理 俵48時 間 でWST-8測 定 に よ り測 定 し た

　 (下 の パ ネル).上 の バ ネ ルはF11細 胞 に0.5　NgのpcDNA(レ ー ン2),野 生 型APP(レ ー ン3),野 生 型APP/hAp

　 (レ ー ン4).APPd20(レ ー ン5),　 APP△C(レ ー ン6),　APPムN(レ ー ン7).　 APPpA(S41/42(レ ー ン8)を そ れ ぞ れ

　 遺 伝 子 導 入 し,そ の 細 胞 懸 濁 液(各 レー ン20pg)の 中 に 含 まれ るAPPを2.5　 N8/mlの2×11で 免 疫 プ ロ ッ ト した

　 桔 果 で あ る.レ ー ン1は 増 殖 期 に あ るFll細 胞 の サ ンプ ル を 示 して い る.左 の 数 値 は分 子 量 を 示 して い る.(Sudo　 H

et　al:Biochem　 Hiophys　 Res　Commun　 282:648-56,2001の 第3図 を許 可 を 得 て 転 載 ,一 部 改 変)

るas}.

　 次 に,抗 体依存性 の野生型APPの 毒 性 のみ観察 され

る0.5ｵgcDNA導 入 プ ロ トコールを使 って,抗 体依存

性 に神 経細 胞 死 をお こすAPPの ドメ イ ンを調 べ た.

(第i図 お よび第8図B参 照)F11細 胞 にAβ 領域で あ

る41番 と42番 残 基を欠 いたAPPを 導 入 し,(wtAPP

△Aβ41/42),22Cllで 処 理す ると,　FL11細 胞 に野生型

APPを 遺 伝子導入 し,22C11で 処 理 した時 にみ られ た

の と同等 の強 さの細胞死 が生 じた.こ の ことは,ヒ ト化

Apド メ イ ンを持 っ マ ウス野生 型APP(wtAPP/hAβ)

の場合 も同様 であ った.マ ウスと ヒ トのAPP695のAp

領 域 は3残 基 が異 な ってい る[各 々,601残 基(Aβ 第

5残 基)のGlyとAla,606残 基(Aβ 第10残 基)の

PheとTyr,609残 基(Aβ 第13残 基)のArgとHis].

今 回 の結 果 は野 生 型APP,お よ び.野 生 型APP/hAβ

と もに22Cl1依 存 性細胞 毒性 を同程 度発揮 す る ことを
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示 してい る.対 照的に,野 生型APP　 cDNAで 細 胞内 ド

メイ ンHis657-Lys676(ド メ イ ン20)を 欠 いた もの

(wtAPP△20)を 細 胞 に導入す ると,22Cllは 細 胞死 を

全 く増強 しなか った.こ れに対 して,22C11は ドメイ

ン19を 欠いた野生型APP(wtAPPムC)を 導 入 した細

胞 に細胞死 を誘導 し,そ の強度 は,野 生 型APPを 導 入

した細胞 に22C11処 理 が もた らすの と同等 であ った.

対 照 のIgGで は,　 wtAPP△Cを 導 入 した細 胞 に細胞 死

を誘導 で きなか った.こ れ らの結 果は,ド メイ ン20が

APPの 抗 体刺激 による細胞 毒性の責 任領域 であ ること

を示 して いるが,こ の考 えに合致 して,野 生 型APPの

His657以 降 のC末 端 を欠 いた もの(wtAPP△N)を 導

入 した細胞 にお いて,や は り,22C11は 細 胞死 を誘 導

で きなか った.導 入 された野生型APPと その変異体は,

F11細 胞 に同程 度発現 して いた(第8図B上 パ ネル)謝.

これ らの結果 は,細 胞 死誘導 の責任 を担 う ドメイ ンは

Aβ1-42領 域 で はな く細胞内 ドメイ ンの特定の領域であ

る ことを示 している.

考　　察

　私は,本 研究で,抗APP抗 体が細胞表面のAPPに

直接作用 し神経細胞死を引き起こす ことを示 した.そ の

知見は,神 経細胞において膜貫通型の野生型APPは 分

子 レベルで細胞表面細胞死調節因子 として,抗 体依存性

に受容体様機能を発揮することを意味 している.こ れま

でのところ野生型APPの 機能にっいての情報は極めて

限 られたものであった.APPは 増殖 と神経突起伸長に

関わるかもしれないが(緒 言参照),そ の効果は可溶性

APPの ものである.膜 結合型APPが 選択的に シナプス

に局在することは膜貫通型APPが 正常神経生理におい

て何らかの機能を持っことを示唆 している.Storeyら

(1996)は,APPが,神 経突起の活発に動 く部分では

な く静的な神経細胞表面 に存在することを報告 してい

るaUが,こ れはAPPは 比較的安定 した機能を神経細胞

表面で営んでいることを示唆 している.こ れまで,複 数

のグループが,各 々独立 してAPPが 神経において細胞

表面受容体様機能を担 っていることを言及 した.APP

の受容体様機能について知見を見い出したのは,私 が所

属する研究室のチームである31,.その後,同 グループは,

in　vitroの リボソーム系を用いて,(i)野 生型APPは,

共に再構成されたGoを,抗 体依存性に活性化する機能

を持つこと,(ii)GiをAPPと 共 に再構成 した場合は

Giを 活性化で きないこと,(iii)家 族性アルツハイマー

病の原因となる3種 類のV642変 異体において(抗 体

の必 要 な く)恒 常的 にGoを 活性化 す る こと.を 示 し

たaS.w,　 Russoら(1998)は,同 様 な概念 を見 っ けた

が,そ れは,野 生型APPは 核 内転写因子 を活性 化 す る

細胞質 アダプ ターであるFe65と 相 互作用 し,家 族性 ア

ル ッハイマ ー病 に関係 したAPPはFe65と の相 互作 用

が変化す るというものであ った5。}.Brouilletら(1999)

は,1993年 のNishimotoら の 発見(APPは,　 His657-

Lys676を 介 してGoに 結 合 し,　Gi　isは 結 合 しな い)]1)

を 再 確認す ると共 に,脳 の細胞 膜標本 において,野 生型

APPを22C11で 処 理す るとG蛋 白の 活性化状 態 が変

化す ることを明 らかに した.v.こ れ らの報 告か ら明 らか

にされて きた知見を更に掘 り下げて,本 研究 は,野 生型

APPは 神 経細胞 死を細胞 外か ら調節 する細胞膜 表面分

子 と して の機能 を持 つ ことを示 してい る.FI1細 胞 に

おける内因 性APPが この機能を示せ ない ことは存在珊

が足 りな く細胞死が生 じるほど細胞 内メカニズムを活性

化 し続けることがで きない ことに起因すると考え られ た.

　 本研究 で検出 された野 生型APPの 機 能 の生理的関連

性 は,現 在の と ころ不明であ る.抗APP抗 体 が初 代培

養 神経 細胞 にお いてその作用 を持 つ ことは,こ のAPP

の機 能が何 らかの生理的関連性 を持っ ことを示唆す るが,

この機能 を活性化す る天然の リガ ンドが見っかるまでそ

のよ うには結論 で きない.最 近,Torrojaら(1999)

は,シ ョウジ ョウバエのAPPホ モ ログであ るAPPLが

そ の細胞内 ドメイ ンのAPPに お けるGo結 合 ドメイ ン

に相 当する領域 を介 して細胞表面受容体様機能を持つ こ

とを明 らかに し　 d6).彼 らはまた,　APPLの 細胞 内 ドメ

イ ンの生理的 機能を調節 する天然 の リガ ンドが存在 して

い ること も推 定 した.本 研究 は,APPも ま た,天 然 の

リガン ドによ って調節 される生理機能を持つ ことを支持

している.天 然 の リガン ドの存在 に関わ る議論 として,

このAPPの 介 在す る細胞死誘導機 構が,抗 体特有 の ク

ロス リンキ ングによ るものであるか否かを議論す ること

もまた重要であ る.抗 体による分子 クロス リンキ ングは

細胞表面Fc受 容体(FcR)に っ いて最 もよ く調 べ られ

て きた,FcRにIgGが 結 合 して もFcRの ク ロス リンキ

ングはほ とん ど生 じないが,1gMか,あ る いは,　IgG

及 びIgGの 二 次 抗体(lgM)の 混 合物 に よってFcRの

ク ロス リンキ ングが最 もよ く誘導 され ることが示 されて

きた,従 って,本 研究では,22CIl(マ ウス 璽gG)の 誘

導す る神経細 胞 死が,抗 マウ スIgG抗 体(IgM)を 加

え た時に増強 され るか否か,更 に,4分 子 の ピオチ ンに

結合 す るavidinを 使 って クロス リンク した2×11の

細 胞死誘 導作用 が増 強 され るか否 かを検討 し,APPが

抗 体依存憾 に神経細胞死を誘導す るには、IgGク ラ スの
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抗APP抗 体がAPPに 結合することで十分であること

を明らかにした.抗APP抗 体をFab断 片化すると細胞

死を起 こす能力が消えるという結果 とあわせると,こ れ

らの実験桔果は,APPの 抗体による刺激はおそらく2

駈体化を促進 し,cの 状態のAPPを 更にクロス1」ンク

してもほとんど増強効果はないことを示唆 している.し

たがって,こ のAPPの 機能は抗体だけがクOス リンキ

ングによって誘導で きるような限定的なものではなく,

EGFがEGF受 容体に誘導する80よ うにAPPを2鑓 体

化するよう1d　7　fi'ンドが,活 性化で きる生理的な機能で

ある可能性が高い.細 胞死が抗体にはよらないAPPの

2量 体化にようて誘導できるか否かを調べることは魅力

的であ り,そ れは2量 体化が誘導可能な分 子とAPP

cDNAを 融合 した遺伝子を作成することで可能である,

現在,私 の研究室では,そ のような検討が進行中である.

生理的関運性と同様にこの機能の病理的関連性,す な

わち,ア ル'ソハイマー病との関連牲 もまた調べるに値す

る課題である.孤 発性アルツハイマー病はAPPの いか

なる突然変異とも関係していないため,APPの 突然変

異以外のしかるべき原因が大多数の孤発性アルッハイマー

病の根底にはあるに違いない.Aβ の産生がすべてのア

ルッハイマー病にみられることを考えると,APPを め

ぐる異常がすべてのアルツハイマー病に存在 しているこ

とは確実である.し たがって,野 生型APPを 持っ個体

に起きる孤発性アルツハイマー病でのAPP異 常は弧発

性アルッハイマー病の中心的原因である可能性が高い.

これまで,そ のようなAPP異 常は結果 として認められ

るAβ の産生でありAβ の沈着と考えられて来た.そ の

最大の理由は,Aβ 産生がAPPの 唯一の機能と考え ら

れて来たからである.し か し,本 研究 により,APPは

Aβ を産生する以外の機能を持っことが見い出された.

孤発性アルツハイマー病の可能な原因の一っが,こ の機

能におけるAPP刺 激システムの異常である可能性は高

い,野 生型APPが 抗体依存性に誘導する出力は,家 族

性アルッハイマー病の原因となるAPP変 異体の出力 と

同 じであるからである.し か し,in　vivoに おいてこれ

を支持する証拠はまだない.今 後,マ ウスやサルの脳室

内に抗APP抗 体を投与 して,　in　vivoで 神経脱落や大脳

萎縮が起こるか否かを検討することが重要である.抗

APP抗 体による神経細胞死は同期して発生す ると考え

られるため,脳 炎様異常が起こると予想 される.

　 本研究は,APPの 抗体依存性細胞死誘導機構 を詳 し

く検討するものではないが,特 異抗体の結合 したAPP

による細胞死はPTXに よって阻霧され,不 活化された

PTXで はanyさ れず,　Ac・DEVD・CHOで 阻害されるが,

細胞不透 過性DEVDで は阻 害 されず,細 胞透過 性抗酸

化剤GEEに よ り抑制 され るこ とを明 らかに してい る.

これ らの デー タｫ,抗 体に よって ひき起 こされ る野生型

APPに よ る細胞 死 は,　PTX感 受 性G蛋 白質 と活性 酸

素種が 介在 して,DEVD感 受 性 カスパ ーゼ,す なわ ち

ア:r.トー シスを実行 す るシスティ ンプロテアーゼが遂行

す る細胞死であ るこ とを示 して いる、 この ことは,家 族

性 アル ツハ イマー病 変異体のAPPやPS2が 誘 導 す る細

胞 死がPTX感 受 性G蛋 白質 を介 した ア:rｰ卜 一 シスであ

るとい う報 告443D1に よ く一致 して い る.し たが って,

APPの 抗 体 依存 憐細胞 死 誘導 機 能 を介在 す るPTX感

受 性G蛋 白質 は3種 類 のGiと1種 類のGoの 内 のいず

れであ るか,PTX感 受 性G蛋 白が如何 に して カスパ ー

ゼを調節 す るか,そ して活性化 され るカスパ ーゼのア イ

ソフォームは何かなどを明 らか にす ることは重要 であ る.

そ の 後 の私 の所 属 す る研 究 室 に お け る研 究 に よ り,

APPの 抗 体依 存性細 胞死 誘導 機構 と して,ま ずGo蛋

白質 を介す ることui,単 量 体型G蛋 白質 であ るCdc42,

Rac,　 MAPキ ナ ーゼ キ ナ ーゼ キ ナ ーゼ の一 つ で あ る

Ask-1,広 義MAPキ ナ ーゼの一 っc-Jun　 N端 キ ナー

ゼ,NADPHオ キ シダーゼ,カ スパ ー ゼ9お よび3の

活性化 を介 してい ること(投 稿中)が 明 らか にされた.

一 方
,Mbebi(2002)ら に よる研究細においては,　APP

の 抗 体依存性細胞 死誘導機構 はカルモ ジaリ ン,カ ルパ

イ ンの活性 化,カ ルモ ジュ リン依存性 キナーゼーIVお よ

び転写 因子 で あ るCREBの ダ ウ ンレギsレ ー ショ ンを

介す るとされ てい る.

　 また野 生型APPを 発 現 す る と神経生 存に正 あ るいは

負 いずれ に影響 す るかは論争 され ている段 階であ ること

は附記 してお くべ きであ ろ う.Perez(iss7)ら は野生

型の神経細 胞 はAPPを 欠 いた神経細胞 よ り も細胞 死 に

抵抗性で ある ことを観察 した鋤,Xuら(1999)は,野

生型APPの 発 現 は神経細 胞株B103のP53に よ る細胞

死に対 して防御効 果があ ること,家 族性 アル ッハ イマー

病APP変 異 体 に は この作用 が ない ことを報 告 したa,.

一 方
,本 研究以外 に,野 生 型APPの 発 現 は,非 刺激伏

態で ア:r卜 一 シスを増加 させ ることが い くつ かの グルー

プか ら報告 され てい る.Nishimuraら(1998)弱},お よ

び,Bursztajnら(1998)56}は そ れ ぞ れ 独 自 に野 生 型

APPを ウ イル スによ る過 剰 発現 す ると初代培 養神経細

胞 に変 性 を生 じ る こ とを報 告 した.ま たWolozinら

(1996)01,お よ び,Zhaoら(1997)弓,は,野 生 型APP

の安 定的過剰発現 はPC12細 胞 の血清除去によ るアポ トー

シスの促進 を,穆 度 は小 さい ものの,有 意 に増強す るこ

とを観察 した.し たが って また,本 研究 が明 らか に した
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抗 体 の結合 した野生型APPに よ って誘導 され る細胞死

を,抗 体の結合 していない野生 型APPが 恒 常的に持 っ

て いる機能 と区別す ることは必 要であろ う.

　 抗APP抗 体 が,初 代培養 神綴細胞 において細抱死を

起 こす とい う研 究 は 他 に もあ る(Rohnら,2000;

Mbebiら,2002),　 Rohnら の研究'Df3,私 の 研究 とは

独 立 に行 われ,Mbebiら の研究 日,は私 の研究 に基 づい

て行わ れている.Rohnら の 研究 と私の研究の比較で は

次の ことが重要 である,(且)Rohnら の研究 で は,　APP

に もAPLP2に も親和性の ある抗APP抗 体 が使 われた

た め.抗APP抗 体 はAPPを 介 して細胞死 を誘導 して

い るのかAPLP2を 介 してい るのか不明であ る.私 の研

究 で は,APPを 認 識 しAPLP2を 認 識 しない ことの確

立 した抗 体が使 わ れて いるので,抗APP抗 体 はAPP

を 介 して細胞死を誘導 していることが証明 されてい る.

後 に,Mbebiら の 研究 で,ノ ックア ウ トマ ウス由来 の

神経細 胞 を使 って,抗 体 は,APPを 介 して もAPLP2

を 介 して も細 胞死を誘導 できることが明 らかに された.

(ii)私 の研究 では,抗 体の作用 は細胞表面のAPPに よ っ

て伝達 され,可 溶性APPを 介 す るもので はないこ とが

証 明 され てい るが,Rohnら の 研究 で は,標 的 となる

APPに つ いて不明の ままとされ てい る.(s)Rohnら

の 研究 では,APPの ク ロス1」ンキ ングが細胞 死 を引 き

起 こす可能性 に言及す るのみで,細 胞 死誘 導機能が抗体

によ るAPPの ク ロス リンキ ングに限定 され る可能性 が

高いか否かの検討 はなされて いない.既 に議論 したよ う

に,私 の研究 で は,APPの2厳 体化が本質的 で あり,

抗 体 によるク ロス リンキ ングはAPPの2颯 体 化以 一ヒの

効果 を もた ら して はいない と考 え られ る.Gv)Rohn

らの 研究 は,し か しなが ら,本 研究 には欠 けてい る価値

あ る情 報を与え ている,彼 等 は,22C1113,神 経 細胞

死以 外に,神 経突起の特定の領域に限定 して局在化 した

神経 突 起 変 性 を もた らす こ とを見 い 出 した.こ れ は

APPの 神 経障害性 シグナ ルの少 な くと も一 つ は核 を通

過 しな いとい うことを示唆 してい る,彼 等 はまた,APP

の シグナルに対 してPTXが 阻 害効果 を持 っ ことを未発

表 デー タと して記 載 して いる.APPに よ る神経突起退

繍 にPTXが 阻 害 効果を持 つ ことは大変興昧深 い.成 長

円誰 には特 にGoが 多 く存在 している.ま た,神 経突起

伸長時 にグアニ ンヌク レオチ ドに よ ってGoを 活性 化す

る,あ るい はGoを 過 剰発現す る と,突 起伸艮が促進 さ

れ る ことが報告 されて いるSll.璽 に,軸 索修復過程には

GAP・43が 亟 要で あ り,こ れ は成長 円錐 に局在 し,　Go

を活 性化す る駆,.逆 に,軸 索ガイ ダ ンスにお いて,成 長

円錐 が反 発因子 であ るコラプ シ ン1やN135と 出会 うと

コラプ スす る現象が知 られているが,こ のよ うな コラプ

スす る現 象 もPTXに よ って阻 害 される とす る報 告69.60》

が あ る.つ まり成長円錐,あ るいは,そ の分化 したプ レ

シナプ スには,神 経突起 の伸長 と退縮,あ るいは,軸 索

ガイダ ンス,シ ナプスの発 芽と退縮 を制 御す るGoの 介

在す る機樽がfr在 し,抗 体 の結 合 したAPPが そ の機 構

を制 御 しうろ可能性が考え られ る.ネ トリンーDCC系 の

機能欠損マ ヴスで脳梁欠#Aが み られたよ うに,神 経 発生

における成長円錐機能の亜要性を考 えれば,こ のことは.

マ ウスstrainに もよ るが,　APPノ ッ クアウ トマ ウスの

形質の一っが脳梁の欠損であることに関係 して いるの は

な いか と考え られ,極 め て興味 深 い.(v)私 の研究 で

は,抗 体 の結 合 したAPPはApの 分 泌 を介 して神経 細

胞死 を誘 導 す る ので はな い ことを 明 らか に したが,

Rohnら や,　 Mbebiら の 研究 で は検討 されて いな い。

抗APP抗 体 に よ る処理 に ひき続 き70%以 上 の神経 細

胞が死 んだ時.分 泌 され ていたAp42は せ い ぜい100

nMで あ り,し か るに,　Aβ1・40,　 Aβ1-42,　 Aβ1-43は

いずれ も3ｵM未 満 の濃度では細胞 死を誘導 しない.事

実.wtAPP/nnpを 遺 伝子導 入 したF11細 胞 の培 地中

の ヒ トAβ42は 非 刺激 で は4.7±1.5pM(3回 の 独立 し

た実験 に お ける平均 値 士標準 偏差)で あ り,2NS/ml

の2×11刺 激 下 でi#9.6ｱ0.7pMで あ った.加 えて,

継 胞膜透過性 抗酸 化剤 であ るGEEは,抗APP抗 体 に

よる神経細胞 死を抑制す るが,Aβ1-42に よ る細胞死 は

抑制 しないとい う結果 は.APP誘 導性細胞死 をApが 介

在 しないこ との証拠 の一 つであるが,GEEがAβ の誘導

す る神経細胞死 を抑制で きない ということはLockhart

ら011によ り報告 されて いる.

　 本研究 が,Rohnら の 研 究。 あ るい は,　Mbebiら の

研究に対 して,優 れているその他 の点 は、本研究で は組

み換えAPP導 入 を使 った実験 によ り,抗 体依存性 細胞

死誘導機能の貴任 ドメイ ンを同定 している点であ る.す

なわ ち,抗APP抗 体 の撮性をAPPが 伝 達 するにはAβ

領域の 第41残2aと 第42残 基 は必 要で はない,必 要 な

の は細胞 内の ドメイ ン20と 呼 ばれ るHis657-Lys676

領 域 であ り,更 にC端 の ドメイ ン 且9(Met677-Asn

695)も 必 要 で{aidい.最 近じ野生型APPの 最C端 の

31残 基 の ドメイ ン,C31と 呼 ばれ る部分が,神 経毒性

を持つ ということが報告62〕されて いるが,抗 体が結合 し

たAPPは 神 経 毒牲 を生 じるのにC31ド メ イ ンを使 って

は いな いよ うで あ る.な ぜ な らば,C31の 約2/3が

(19残 基/31残 基)が この機能 に関 しては必要で はない

か らで ある.こ れ らの結果 は以下の ことを示 したこれま

での複 数の研究 室によ る研究 に矛盾 しない.(1)野 生 型
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APPは ドメイ ン20を 介 してPTX感 受 腔G蛋 白質Go

と相 互 作用 するill.;(iD野 生 型APPが ドメイ ン20を

介 してGoを 活性 化す るに は抗APP抗 体 処理 が必要 で

あ るt5:が,家 族性 ア ルツハ イマ ー病 原因 遺 伝子 であ る

V6421/F/G・APPは ドメイ ン20を 介 してGoを 恒常的

に活性化 す る能 力が あ る`DI.(ass)APPのv6421変 異

体 は ドメイ ン20を 介 しPTX感 受 性 の神 経細胞 死を起

こす細'.(iv)最 近.　 Passerら は,　C31で は な くAp

領 域 以 降のAPP細 胞 内 ドメイ ン(AID)が 細 胞 毒性を

持 つと報告 した醐.ま た.最 近,細 胞内 に蓄 機 したAp

凝 集体が神経細胞 死を惹起 しているのではな いか という

研究が い くっか報告 された.LaFerlaら24〕 は,細 胞内 に

A(i]一42を 過 剰発現 した トラ ンスジェニ ックマ ウスにお

いて顕 著な神経細胞 死を生 じた と報 告 した .Chuiらzx

は家 族性 アルツハイマ ー病原 因遺 伝 子で あ るPS　 1変 異

体を過剰に発現 した トランス ジェニ ックマ ウス にお いて

Aβ の細 胞外 沈着 で はな く,む しろ細 胞 内 に蓄 積 した

Aβ42ペ プ チ ドに相関 して細胞死が生 じることを示 した.

細 胞内Aβ によ る介在 は魅力 あ る考え であ るが,し か し

なが ら,本 研究にてwtAPP△A(i41,/42か ら得 られたデー

タは,明 らか にAβ1-42領 域 は,抗 体依存性 にAPPが

誘 導す る細胞死 には必要で はな く,し たが って,更 に細

胞内Aβ42蓄 積 もまた介 在 して いな いで あ ろ うこと も

示唆 している.

　 この ように,本 研究fi+,野 生 型APPはApに 起 因 し

ない神経細胞 毒性機能を持つ ことを示 したことは極めて

重要 であ る.Aβ ペ プチ ド,そ の 中で も特 に よ り長 い

Aβ42が アル ツハイマー病 の病 因 に関係 して いることは

以 前か ら示唆 されて きた.実 際,Ap42の 沈 着 はアルツ

ハイマー病 で最 も早 期か ら観察 され る異前で ある21〕.し

たが って,A/il-42を 含 むAβ ペ プチ ドがin　 vitroで 神

経細胞 を殺す ことantや,細 胞 のA(f42分 泌 が家 族性 ア

ルッハイマー病 の原因迫伝子であ るAPP ,　PSI,　 PS2の

変 異体 を細胞 に発現す ると細胞 のnp分 泌 が増 加す ると

い うことが確立 されて きた661.そ れ に もか かわ らず,

Aβ 沈着 がア ル ツハ イマー病 大脳 で お きてい る神経細胞

死の真の原因であるかど うかはいまだに決定 されていな

い.細 胞外のAp　 着を過剰 に産生す る トラ ンスジェニッ

クマウスの研究 は,Aβ 沈着 は神 経 シナプ ス数 を減少 さ

せ るが,神 経細胞脱落 を誘導 しない こ とを示 した26.2]1.

本 研究 の提示す る知見 においては,抗APP抗 体 によ る

神経細胞 死の機序 に関 し,抗APP抗 体 が作 用 した神経

細胞 か ら分泌 され たAβ の神経細胞 死活性 につ いて は完

全 には否定で きないが,本 研究 において観察 された細胞

死 にお いて は限 られた役割 しか持 って いない,

　 また,抗APP抗 体 による細胞死 が神経 細胞 に特 異的

に惹起 され るのか,あ るいは グ リア細胞 に も惹起 され る

か とい う命題 は極 めて重要であ る.初 代培 養ア ス トロサ

イ トにつ いて はtota且 のAPP発 現 量がFll細 胞 と同程

度(未 発表 デ ータ)な ので,細 胞表面 のAPPも 極 めて

少 ないので はな いか と考 え られ るが,厳 密 には初代培養

神経細胞,初 代培 養 アス トロサ イ トに対 して(お よび後

述 のBu695細 胞 に対 して も)細 胞 表 面APPを ビオ チ

ン標識抗APP抗 体 によ って染色 し,　cell　sorterに よ っ

て細胞表面APPを 発 現す る細胞 の割 合を決定す るflow

cytometric　 assayが 必 要 であ る.し か しなが ら,　total

の 免 疫 プロッ トによるAPP発 現{辻はF11細 胞 と同程度

なので,お そ らく初代培 餐 アス トロサ イ トにおいて細 胞

死が起 こ らなか った ことの主因 は,細 胞 表面APPの 発

現亘が,FIl/APP細 胞 や初代培養 神経細胞 に比較 して

極 め て 少 な か っ た た め で あ る と考 え られ る.次 は

Bu695細 胞 の所見 であ る.　Bu695細 胞 は既 に記述 した

がGFAP陽 姓anaplastic　 astrocytoma由 来 細胞 株 に

APPを 安 定 発現 した細胞 で あ る.[Bu695細 胞 その も

のの グ リア細胞 マー カー につ いて はわか って いない.ま

たBu695細 胞 にお け るGo蛋 白質 の発 現量 はF11細 胞

と同程度で あ る.(未 発表 デ ータ)]F11/APP細 胞 や初

代培養 神経 細胞 と総APP量,細 胞 表面APP皿 が 同 じ

グi)ア 系細 胞 であ るBu695細 胞 に お いて,抗APP抗

体 が細胞 死を誘導 しなか った という結果 に基づ けば,グ

リア系細胞 にはAPPが 引 き金 とな るアポ トー シスを伝

達す る細 胞内 プ ログラムが働 いて いないか,あ るいは,

そ のよ うな細胞内 プ ログラムは存在 す るが,さ らにこの

細胞 内プ ログラムを抑制す るグ リア系細胞 特有の分子機

構が存 在 して い る,な どの可能 性 が考 え られ る.ま た

Bu695細 胞 で のみ細胞死 が起 きな い現 象 は,　Bu695細

胞特異 的な現象であ る ことは厳密 には否定 で きない.神

経細胞 の特 異性 につ いては さらに今uの 詳 細な検討が必

要であろ う.

　抗APP抗 体 によ る細胞死 の機序 にお いて,エ ン ドサ

イ トー シス とラフ トの関与 について検討す る ことは重要

な課題 であ る.抗 体が細胞膜 表面に存在す る蛋白質に細

胞外か ら結合 す るとラフrへ 移行 しやす いことが報告 さ

れてい る56】.本 研究 において,抗 体の標的 とな ってい る

APPが ラ フ ト内 に存在 す るの か,あ るいは ラ フ ト外 に

存在 す るのか,あ るいは ラフ ト外 にr在 す るAPPが 抗

体結 合後 ラフ ト内に移行す るのかは不明であ る.ま た膜

表面抗原 は抗 体結合後,急 速 にエ ン ドサ イ トー シス され

ること も知 られて いる66」.し たが って,抗 体を結合 した

APPが 細 胞死 シグナ ルを出力 す る部 位 は細胞 内か も'し
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れない.

　神経細胞のどのような機能的分画が抗APP抗 体によ

る細胞死に関して感受性を持 っているかという検討もま

た蚕要である.本 研究ではこれを直接検討 してはいない.

しか し,私 の使用 した初代培養神経細胞は各種の機能を

持つ神経細胞を含むので,お そらくはほぼ全ての細胞が

死滅する結果とあわせて考えると,機 能の差は,抗 体に

対する感受性に関与しないのではないかと考えられる.

いない.し か し,こ れまで,Aβ 以外には,変 異のない

APPと アルツハイマー病の病態 とを直結する分子機構

は知 られていなか った.変 異のないAPPの 機能を初め

て明らかにした本研究の持っ意義は極めて大きいと考え

られる.本 研究で見い出されたAPPの 新規機能の生理

的関辿性及び病理的関連姓を明らかにすることは,正 常,

あるいは,ア ルツハイマー病という病理的状態における

神経細胞の機能を理解するのに新しい道を開くと期待 さ

れる.

総　　括

　以上,本 研究 により以下のことが結論される.(1)

抗APP抗 体は,神 経細胞,お よびAPPを 発現 した神

経細胞株に細胞死を誘導する,(2)抗APP抗 体はAPP

の細胞外 ドメインに結合することにより細胞死を誘導す

る,(3)標 的となるAPPは,培 養液巾の可溶性APP

ではな く細胞表面のAPPで ある,(4)抗APP抗 体が

誘導する細胞死は,神 経細胞特異的である可能性が考え

られ,た とえ同程度のAPPが 発現していて もグリア系

細胞では誘導されない可能性が高い.(5)抗APP抗 体

が誘導する細胞死は,典 型的なアポ トーシスである,

(6)抗APP抗 体が誘導する細胞死 は,　APPの 二獄体

化,あ るいは。多癒体化によると考えられ。抗体特有の

クロス りンクに限定 されるものではない,(7)A(3t3,

APPが 抗体依存性に誘導する細胞死を介在しない,(8)

前項に一致 して,APPが 抗体依存性 に誘導する細胞死

の貴任を担 うAPPの ドメインはApl-42　 fiG域ではなく

細胞内のHis657-Lys676領 域である,(9)細 胞死誘導

責任領域として同定されたHis657-Lys67fi領 域を介し

てAPPはGoと 相互作用するというこれまでの複数の

報告に一致 して,抗APP抗 体が誘導する細胞死は百日

咳毒素で抑制される.

　 APPが 抗体依存煙に細胞死を誘導する分子機構が,

神経細胞特異的な可能性が大きい点,抗 体特有のクロス

リンクに限定 されるものではないと考えられる点.Ap

が介在 しない点,そ の代わり,細 胞内の生理的 シグナル

伝達機構を使っている点などは,す べて、生理的な天然

のAPPリ ガンドが存在し,こ の リガンドの受容体とし

てAPPが 生理的な機能を発揮 している可能性が高いこ

とを示 している.更 に,APPの 家族性アルツハイマー

病変異体と同 じ出力を,APPが 抗体依霧性に惹起でき

ることは,こ こに見い出 されたAPP機 能の異常 として

アルツハイマー病の病態が発生 しうることを示唆するも

のである.本 研究で見い出されたAPPの 機能がアルツ

ハイマー病と関係 している直接の証拠はまだ見つかって

　本稿を終えるにあたり,本 珊究の機会を与えて頂き。御

指導御校閲を賜 りました慶雁義塾大学医学部薬理学教室西

本征央教授.松 岡正明助教授に,深 甚なる謝意を表します.

また勧尽力頂きました薬理学教室員の方々に深謝致します.

文　　献

1)Kang　 J,　 Lemaire　 HG,　 Unterback　 A,　 Salbaum)M,

　 Masters　 CL,　 Grezeschik　 KH,　 Multhauy　 G,　Beyreuther

　 K,Mullet-Hill　 B:The　 precursor　 of　Alzheimer　 disease

　 amyloid　 A4　 protein　 resemb】es　 a　celi7surface　 receptor.

　 Nature　 325:733-736,1987

2)SandBrink　 R.　Mas吐ers　 CL.　 Beyreuther　 K:pA4-amy・

　 loid　 protein　 precursor　 mRNA　 isotorms　 without　 exon

　 15are　 ubiquitously　 expressd　 in　rat　tissues　 including

　 brain,　 but　 not　 in　 neurons.　 J　Biol　 Chem　 269:1510-

　 1517,1999

3)Hardy):Framining　 4-amyloid.　 Nat　 Genet　 1:233-

　 234,且992

4)Karlinsky　 H,　Vaula　 C,　Haines　 J1.,　Ridgley　 J,　Bergeron

　 C,Mortilla　 M,　 Tupler　 RG,　 Percy　 M&Robitaille　 Y,

　 Noldy　 NE,　 et　al:Familial　 Alzheimers　 disease　 and　 a

　 missense　 mutation　 in　 codon　 7量70f　 theβ ・amylOid

　 precursor　 protein　 gene.　 Neurology　 92:1445-1453,

　 1992

5)Yamatsuji　 T,　 Okamoto　 T,　 Takeda　 S,　 Fukumoto　 H,

　 Iwatsubo　 T,　 Suzuki　 N,　 Odaka　 A,　 Ireland　 S,　Kinane

　 TI乳Nishimoto　 I:G・protein・mediated　 neurone且DNA

　 fragmentation　 by　 familial　 Alzheimers　 disease

　 associated　 V642　 mutants　 of　 APP.　 Science　 272

　 1349-1352,1996

6)Wolozin　 B,　Iwasaki　 K.　 Vito　 P ,　Ganjei　 IK,　 Lacana　 E,

　 Sunderland　 T,　Zhao　 B,　Kusiak　 J　W,　 Wasco　 W,　 D●Ada・

　 mio　 L:Participation　 of　 presenilin2　 in　 apoptosis

　 Enhanced　 basal　 activity　 conferred　 by　 an　 Alzheimer

　 mutation.　 Science　 279:1710-1713,1996

7)Zhao　 B,　Chrest　 F).　HorlonJr　 WE.　 Sisodia　 SS.　 Kusiak

　 JW:Expression　 of　 mutant　 amyloid　 precursor　 pro

　 teins　 induces　 apoptosis　 in　 PC12　 cells.　l　Neuroxi　 Res

　 47:253-263,1997

8)Luo　 JJ,　Wallace　 W.　 Riccioni　 T.　Ingram　 DK,　 Roth　 GS
,

　 Kusiak　 JW:Death　 o[PC12　 cells　 and　 hippocampal

一T208一



須藤:Pア ミロイ ド前駆体蛋白の細胞死機能解折

　　　　　　　　　　　コ

　　　neurons　 lnduced　 　by　 　adenoviral・media吐ed　 　FAD

　　　hUman　 amyloid　 preCUrSOr　 prO1ein　 gene　 expression.」

　　　Neurosci　 Res　 55:629-642.　 i999

9)Giambarella　 U,　 Yamatshuji　 T,　 Matsui　 T,1ke2u　 T,

　　　Murayama　 Y.　 Levine　 MA,　 Katz　 A,　 Gautam　 N.

　　　Nishimoto　 I:G　 protein　 βγ　 compIex・media亀ed

　　　apOPtosis　 by　 familial　 Alzheimer's　 disease　 mutant　 of

　　　APP,　 EMBOJl6:4897-4907,1997

且0)Schubert　 W,　 Prior　 R,　 Weidemann　 A.　 Dirckesen　 H,

　　　Multhaup　 G,　Masters　 CL,　 Beyreuthr　 K:Localization

　　　of　AI2heimerβA4　 amyloid　 precursor　 protein　 at　cen・

　　　【ral　and　 peripheral　 synaptic　 sites,　 Brairl　 Res　 563:

　　　184P194.1991

11)Milward　 EA,　 Papadopoulos　 R,　 Fuller　 SJ.　 Moir　 RD,

　　　Sma11　 D,　 Beyreuther　 K,　 Masters　 CL:The　 amy]oid

　　　protein　 precursor　 of　 Alzheimeゼs　 disease　 is　a　media-

　　　to「of　 the　 effecこs　 of　 ne「ve　 g「owth　 facto「on　 neurite

　　　outgrowth.　 Nevron　 9=129-137,巳992

12)Ma賦son　 MP,　 Cheng　 B,　 Culwall　 AR,　 Esch　 FS,

　　　Liebergurg　 i.　Rydel　 RE:β ・Amyloid　 precursor　 pro・

　　　tein　 metabOlites　 aロd　 loss　 o了neuronal　 Ca2+homeo・

　　　stasis　 in　 AIzheimeゼs　 disease.　 Trends　 Neurosci　 16:

　　　409-414,1993

13)Sma髄DH,　 Nurcombe　 V.　 Reed　 G,　 Clarris　 H.　 Moir　 R.

　　　Beyreuther　 K,　 Masters　 CL:Aheparin・binding　 do・

　　　main　 in　the　 amy且oid　 protein　 precursor　 o「Alzheimer●

　　　sdisease　 is　invo且 Ψed　 in亀he　 regula吐ion　 or　 neurite　 ottt・

　　　growth.　 J　Neurosci　 14:2重17-2皿27,1994

14)Muller　 U,　 Cristina　 N,　 Li　 Z・W,　 Wolfer　 DP,　 Lipp　 H・P,

　　　Rulieke　 T,　 Bra"dner　 S,　 Agu2zi　 A,　 Weissmann　 C:

　　　Behavioral　 and　 anatomical　 defici電s　 in　 mice　 homozy・

　　　gous　 fo「　a　 mOdified　 β一amy　 loid　 Pre{=urso「 　protein

　　　gene,　 CeLI　 79:755-765,1994

15)Zheng　 H,　 jiang　 M,　 Trumbauer　 ME,　 Sirinathsinghji

　　　DJS,　 Hopkins　 R,　 Smith　 DW.　 Heavens　 RP,　 Dawson　 GR,

　　　Boyce　 SHY,　 Van　 Der　 Ploeg　 LHT;β ・Amy【oid　 precur・

　　　sor　 proteindeticient　 mi㏄show　 reactive　 gLiosis　 and

　　　decreased!㏄omotor　 activity.　 Cell　 8且=525-531,

　　　1995

16)Von　 Koch　 CS,　 Zheng　 H,　 Chen　 H,　 Trumbauer　 M.

　　　Thinakaren　 G.　Van　 Der　 Ploeg　 LH,　 Price　 LH,　 Price　 DL.

　　　Sisodia　 SS;Generation　 of　 APLP2　 KO　 mice　 and　 early

　　　postnatal　 lethali1y　 in　 APLP2/APP　 double　 KO　 mice.

　　　NeurobioI　 Aging　 18:661-669,1997

17)Qiu　 WQ,　 Ferreira　 A.　 Miller　 C.　KQo　 EH,　 Selkoe　 Dj=

　　　Celトsurface　 beta・amyloid　 precursor　 pro【ein　 stimu・

　　　Iates　 neurite　 outgrotiwth　 of　hipPocampal　 nettrons　 in

　　　an　 isofom・de脚dent　 manner.　 J　Neuroscl　 I5:2157-

　　　2且67.ig95

ユ8}Coulson　 Ej,　 Barrett　 GL.　 Storey　 E,　 Bart且elt　 PF.

　　　Beyreuther　 K.　 Masters　 CL:Down・regu]ation　 of　 the

　　　amyloid　 protein　 precursor　 of　 A】zheimer's　 disease　 by

　　　antisense　 oligonucleotides　 red1】ces　 neuronal　 adhe・

　　　sion　 to　 specific　 substrata.　 Brain　 Res　 770　 ;72-80.

　　　1997

19)Ginian　 AM,　 Mcfar】ane　 I,　 Lucy　 FM.　 Overly　 C,

　　　 McConlogue　 L,　Breen　 KC:Individual　 isofoms　 oれhe

　　　 amyloid　 he[a　 precursor　 protein　 demonstrate　 ditlcr-

　　　 ential　 adhesive　 potentials　 to　 constituents　 of　 the

　　　 extracellular　 matrix.　 J　Neurosci　 Res　 A9:154-160,

　　　 iss7

20)Perez　 RG,2heng　 H,　 Van　 Dcr　 Ploeg　 LH.　 Koo　 EH:The

　　　 β・amyloid　 precursor　 protein　 of　 Alzheimer's　 disease

　　　 enhances　 neuron　 viability　 and　 modulates　 neuronal

　　　 polarity.　 J　Neurosci　 I　7:9407-9414.1997

21)Iwatsubo　 T.Okada　 A,　 Suzuki　 N .　Mizusawa　 H,　 Nuking

　　　 N,]hara　 Y:Visualization　 of　 Ap42(43)and　 A/i40　 in

　　　senile　 plaques　 with　 end-specific　 A/i　 monoclonals

　　　Evidence　 that　 an　 initially　 deposited　 species　 is　 A/i

　　　42(A3).　 Neuron　 13:A5-53,1994

22)Loo　 DT,　 Copani　 A,　 Pike　 CJ.　 Whittemore　 ER,

　　　Walencewicz　 AJ.　 Cotman　 CW:Apoptosis　 is　induced

　　　byβ ・amybid　 in　 cultured　 central　 nervm」s　 system

　　　neurons.　 Proc　 Natl　 Acad　 Sci　 USA　 90:795卜7955,

　　　 1993

23)Gschwind　 M,　 Huber　 G:Apoptotic　 cell　 death　 induced

　　　by　 A・amy且oid　 I-42　 peptide　 is　cell　 type　 dependent,　 J

　　　Neurochem　 65:292-300.1995

24)LaFerla　 PM,　 Tinkle　 HT,　 Biebcrich　 C],　 Haudenschild

　　　CC.　 Jay　 G:The　 Alzheimers　 Appeptide　 induces

　　　net」rodegeneralio「1　 and　 apoptotic　 cen　 death　 in　bans・

　　　genic　 mice.　 Nat　 Genet　 9:21-29.1995

25)Mcechars　 D,　 Lorent　 K,　 De　 Strooper　 B,　 Dewachter　 I,

　　　Van　 Leuven　 F=Expression　 in　brain　 of　 amyloid　 pre・

　　　cursor　 protein　 mutated　 in　 the　 a-secretase　 site　 causes

　　　disturbed　 behavior,　 neuronal　 degeneration　 and　 pre

　　　mature　 death　 in　Iransgenic　 mice.　 EMBO　 J　IS:1265-

　　　 1274,1996

26)Irizarry　 MC,　 Soriano　 F,　 McNamara　 M.　 Page　 KJ.

　　　Shenk　 D,　Games　 D,　Hyma　 BT;Apdeposition　 is　asso・

　　　ciated　 with爬uropil　 changes,　 but　 not　 withovert　 neu・

　　　ronal　 loss　 in　 the　 human　 amyloid　 precursor　 protein

　　　V717F(PDAPP)transgenic　 mouse.　 J　Neurosci　 17

　　　7053-7059,1997

27)Irizarry　 MC.　 McNamara　 V1.　 Fedorchak　 K.　 Hsiao　 K,

　　　Hyaman　 BT:APPsw　 transgenic　 mice　 deve且op　 age・

　　　related　 Apdeposits　 and　 neuropil　 abnormalities,　 but

　　　no　 neuronal　 loss　 in　 CA　 1.　J　Neuropathol　 Exp　 Neurol

　　　56:965-973,1997

28)Chui　 DH.　 Tanahashi　 H,　 Ozawa　 K,]keda　 S,　Checler　 F,

　　　Ueda　 O,　 Suzuki　 H,　Araki　 W,　 Inoue　 H.　 Shirotani　 K,　et

　　　a1=Transgenic　 mice　 with　 Alzheimer　 pressenilin且

　　　mutations　 show　 accelerated　 neurodegeneration　 with・

　　　out　 amyloid　 plaque　 formation.　 Nat　 Med　 5:560-564,

　　　 亘999

29)Sudo　 H,　 Hashimoto　 Y,　 Niikura　 T,　 Zongjun　 shao,

　　　 Yasukawa　 T,　 Ito　 Y,　 Yamada　 M.　 Hata　 M.　 Hiraki　 T,

　　　 Kawasumi　 M,　 et　 al:Secreted　 Ap　 does　 not　 mediate

　　　 neurotoxicity　 by　 antibody-stimulated　 amyloid　 pre-

　　　 cursor　 protein.　 Biochem　 Biophys　 Res　 Commun　 282

　　　 548-556,2001

30)Hashimoto　 Y,　 Niikura　 T,　 Ilo　 Y.　 Nishimoto　 I:Multi・

一T209一



慶匪医学　80巻3号(平 成15年9月)

　　　ple　 mechanisms　 underlie　 neurotoxicity　 by　 di[ferent

　　　types　 of　 Alzheimer's　 disease　 mutations　 of　 amyloid

　　　precursor　 protein.　 J　BiolChem　 275:34541-34551,

　　　zoos

31)Nishimoto　 I,　Okamoto　 T,　 Matsuura　 Y,　 Okamoto　 T.

　　　Murayama　 Y.　 Ogata　 E:Alzheimer　 amyloid　 pro!ein

　　　precursor　 forms　 a　complex　 with　 brain　 GTP　 binding

　　　protein.　 Nat凹re　 362:75-79.且993

32)Hashimoto　 Y,　Jiang　 H.　 Niikura　 T,　Ito　Y,　 Hagiwara　 A,

　　　 Umezawa　 K,　 Abe　 Y,　 Murayama　 Y,　 IVishimoto　 l

　　　 Neuronal　 apoptosis　 by　 apolipoprotein　 EA　 through

　　　 low-density　 lipoprotein　 receptor-related　 protein　 and

　　　 heterotrimeric　 GTPases.1Neurosci　 20:BAOI-8AO9,

　　　 2000

33)Sudo　 H.　Jiang　 H,　 Yasukawa　 T,　 Hashimo[o　 Y,　 Niikura

　　　 T.Kawasumi　 M.　 Matsuda　 S,　 Takeuchi　 Y.　 Aiso　 S,

　　　 Matsuoka　 M,　 et　al:Antibody-regulated　 neurotoxic

　　　 function　 of　ce1甚・surface　 P・amyloid　 precursor　 p【o【ein・

　　　 Mol　 Cell　 Neurosci　 I　6:708-723,2000

34)Platika　 D,　 Boulos　 MH,　 Baizer　 L,　 Fishman　 MC

　　　 Neuronal　 traits　 of　 clonal　 cell　 lines　 derived　 by　 fusion

　　　 of　 dorsal　 root　 ganglia　 neurons　 with　 neuroblastoma

　　　 cells.　 Proc　 Natl　 Acad　 Sci　 USA　 82:3499-3503,1985

35)Clarris　 HJ,　 Key　 B,　Beyreuther　 K.　 Masters　 CL,　 Small

　　　 DH:Expression　 of　 the　 amyloid　 protein　 precursor

　　　 Alzheimers　 disease　 in　 the　 developing　 rat　 olfactory

　　　 system.　 Brain　 Res　 Dev　 Brain　 Res　 88:87-95.1995

36)Roch　 IM,　 Masliah　 E,　Roch-Levecq　 AC,　 Sundsmo　 MP,

　　　 Otero　 DA,　 Veinhergs　 I,　Saitoh　 T:Increase　 of　synap

　　　 tic　density　 and　 memory　 retention　 by　 8　pep嘔ide　 repre・

　　　 renting山e　 trophic　 domain　 of　 the　 amybidβ ノA4

　　　 protein　 precursor.　 Proc　 Nati　 Acad　 Sci　 USA　 91

　　　 7450-7454,1994

37)Jin　 LW,　 Ninomiya　 H,　 Roch　 IM,　 Schubert　 D,　 Mastiah

　　　 E,Otero　 DA,　 Saitoh　 T:Peptides　 containing　 the

　　　 RERMS　 sequence　 of　amyloid　 p/AA　 protein　 precursor

　　　 bind　 cell　 surface　 and　 promote　 neurite　 extension.　 J

　　　 Neurosci　 14:5461-5470,1994

38)Hayashi　 Y,　 Kashiwagi　 K,　Yoshikawa　 K;Protease　 in・

　　　 hibitors　 gener飢e　 cytotoxic　 Uagments　 from　 Alz-

　　　 heimer　 amyloid　 protein　 precursor　 in　 cDNA　 trans・

　　　 tected　 glioma　 cells　 Biochem　 Biophys　 Res　 Commun

　　　 I87:1249-1255,1992

39)Wyllie　 AH=G且UW◎orticoid・induced　 thy【nocyte

　　　 apoptosis　 is　 associated　 with　 endogenous　 endonu・

　　　 clease　 activation.　 Nature　 284:555-556,1980

90)Jung　 SS,　 Nalbantoglu　 J,　Cashman　 NR:Alzheimer's

　　　 (bamyloid　 precursor　 protein　 is　expressed　 on　 the　 sur・

　　　 face　 of　 immediately　 ex-vivo　 brain　 cells:Aflow

　　　 cytometric　 study.]Neurosci　 Res　 46:336-348.1996

41)Storey　 E,　Spurck　 T,　 Pickett・Heaps　 J,　Beyreuther　 K.

　　　 Masters　 CL:The　 amyloid　 precursor　 protein　 of　 Alzh

　　　 eimers　 disease　 is　found　 on　 the　 surface　 of　 static　 but

　　　 not　 activity　 motile　 portions　 o[neurites.　 Brain　 Res

　　　 T35:59-66.199fi

42)Brouillet　 E,　Trembleau　 A,　 Galanaud　 D,　Volovitch　 M.

　　　Bouillot　 C,　 Valenza　 C.　Prochiantz　 A,　 Allinquant　 B

　　　The　 amyloid　 precursor　 protein　 interacts　 with　 Go

　　　heterotrimeric　 protein　 within　 a　 cell　 compartment

　　　specialized　 in　 signal　 transduction.　 J　Neurosci　 19

　　　 1717-1727,1999

43)Teti　 G,　 Misetari　 A,　 Venza・Teti　 D,　 La　 Via　 M　 F:Re・

　　　ditribution　 of　mouse　 spleen　 cell　 Fc　 receptors　 follwing

　　　treatment　 with　 mouse　 or　 human　 aggrega豊ed　 immu・

　　　noglobulin　 G.　J　Reticuloendothel　 Soc　 33:287-292,

　　　 1983

44)Aida　 Y,　 Onoue　 K:Triggering　 of　the　 superoxide　 gen・

　　　eration　 of　macrophages　 by　 crosslinking　 of　Fc　 gamma

　　　receptor,　 J　Biochem　 95:LO67-1072,1984

45)Okamoto　 T,　 Takeda　 S,　 Murayama　 Y.　 Ogata　 E,

　　　Nishimolo　 I:Lisand-dependent　 G　 protein　 coupling

　　　function　 ofamyloid　 lransmembrane　 precursor.　 J　Biol

　　　Chem　 270:4205-4208,1995

46)Torroia　 L.　Packard　 M.　 Gorczyca　 M.　 White　 K.　Budnik

　　　 V:The　 drosophi】a　 beta・amyloid　 precursor　 protein

　　　 homolog　 promotes　 synapse　 differentiation　 at　 the

　　　 neuromuscular　 junction.　 J　Neurosci且9:7793-7803.

　　　 且999

47)Rohn　 TT,　 Ivins　 KJ,　 Bhar　 HA.　 Cotman　 CW,　 Cribbs

　　　 DH:Amonoclonal　 antibody　 to　 amyloid　 precursor

　　　 protein　 induces　 neuronalapoptosis.　 J　Neurochem　 7A

　　　 2331-2342,2000

48)Giovanni　 A,　 Wirtz-Brugger　 F,　Keramaris　 E,　 Slack　 R,

　　　 Park　 DS;Involvement　 of　cell　 cycle　 elements;,cyclin・

　　　dependent　 kinases,　 pRb,　 and　 E2FxDP,　 in　S-amyloid-

　　　 induced　 neuronal　 death.　 J　Biol　 Chem　 274:19011-

　　　 19016,1999

49)Okamoto　 T,　 Takeda　 S,　Giamharella　 U,　 Matsuura　 Y.

　　　 Katada　 T.　Nishimoto　 1:Intrinsic　 G-coupling(action

　　　o「amyloid　 precursor　 protein　 as　 a　 novenar9飢or

　　　 V642　 mutations　 linked　 to　familial　 Alzheimer　 disease.

　　　 EMHO　 J　15:3769-3777,1996

50)Russo　 T,　 Faraonio　 R,　 Minopoli　 G,　 De　 Candia　 P.

　　　 Derenzis　 S,　Zambrano　 N:Fe65　 and　 the　 protein　 neb

　　　 work　 centered　 around　 the　 cytosolic　 domain　 of　 the

　　　A[zheimer●s　 IレBmyloid　 precursor　 pro吐ein.　 FEBS　 Lett

　　　434:1-7,1998

51)Lemmon　 MA.　 Schlessinger　 J:Regulation　 of　 signal

　　　transduction　 and　 signal　 diversity　 by　 receptor

　　　oligomerization.　 Trends　 Biochem　 Sci　 19:459-463.

　　　 1994

52)Hashimoto　 Y.　 Tsuji　 O,　 Niikura　 T,　 Yamagishi　 Y,

　　　 Ishizaka　 M,　 Kawasumi　 M.　 Chiba　 T,　 Kanekura　 K,

　　　 Yamada　 M,　 Tsukamoto　 E,　et　 al:Involvement　 of　 c-

　　　 Jun　 N・terminal　 kinase　 in　amyfoid　 precursor　 protein・

　　　 mediated　 neuronal　 cell　 death.　 J　Neurochem　 84:1-

　　　 14,2003

53)Mbebi　 C,　 See　 V,　 Mercken　 L.　 Pradier　 L,　 Muller　 U,

　　　 Loeffler]P　 Amyloid　 precursor　 protein　 family-

　　　 induced　 neuronal　 death　 is　mediated　 by　 impairment

　　　 of　 the　 neuroprotective　 calcium/calmodulin　 protein

　　　 kinase　 Ndependent　 signaling　 pathway.　 J　Biol　 Chem

一T210一



須藤:Pア ミロイド前駆体蛋白の細胞死機能解析

　　　277:20979-20990.2002

54)Xu　 X,　 Yang　 D,　Wyss-Cosy　 T,　 Yan　 J,　Gan　 L.　Sun　 Y,

　　　Mucke　 L:W醜d・type　 b山not　 Alzheimer・mutant

　　　amyloid　 precursor　 protein　 confers　 resistance　 against

　　　p53-mediated　 apoptosis.　 Pros　 Natl　 Acad　 Sci　 USA

　　　96:75A7-7552.1999

55)Nishimura　 I,　Uetsuki　 T,　Dani　 SU,　 Ohsawa　 Y.　 Saito　 I,

　　　Okamura　 H.　 Uchiyama　 Y,　Yoshikawa　 K:Degenera・

　　　lion　 in　vivo　 of　rat　 hippocampal　 neurons　 by　 wild-type

　　　Alzheimer　 amyloid　 precursor　 protein　 overexpressd

　　　by　 adenovirus・mediated　 gene　 transfer.　 J　 Neurosci

　　　 18:2387-2398,1998

56)Bursztajn　 S,　 Desouza　 R.　 Mcphei　 D.　 L　 German　 SA,

　　　Shioi　 J.　Robakis　 NK,　 Neve　 RL:Overexpression　 in

　　　neurons　 of　human　 pressei髄rl　 or　 a　preseniliロ ーl　fa・

　　　milial　 Alzheimer　 disease　 mutant　 does　 no[enhance

　　　apoptosis.　 J　Neurosci　 l　S:9790-9799,1998

57)Xie　 R,　 Li　 L,　Goshima　 Y,　 Strittmatter　 SM:An　 acti・

　　　 valed　 mutant　 of　 a　 subunil　 of　 Go　 increases　 neurite

　　　outgrowth　 via　 protein　 kinaseC.　 Dev　 Brain　 Res　 87

　　　77-86,1995

58)Strittmatter　 SM,　 Igarashi　 M,　 Fishman　 MC:GAP-43

　　　amino　 terminal　 peptides　 modu】ate　 growtLcone　 mor・

　　　phology　 and　 neurile　 outgrowth.1　 Neurosci　 l4

　　　5503-5513,且994

59)Goshima　 Y,　Nakamura　 F,　Strittmatter　 P,　Strittmatter

　　　SM　 l　Collapsin　 induced　 growth　 cone　 collapse　 medi・

　　　algid　 by　 an　 intracellular　 protein　 related　 to　 UNC-33.

　　　Nature　 376=509-514.1995

60)Igarashi　 M,　 Strittmat[er　 SM,　 Var[anian　 T,　 Fishman

　　　MC:Mediation　 by　 G　 proteins　 of　 signals　 that　 cause

　　　collapse　 of　growth　 nines.　 Science　 259:77-79,1993

61)Lockharl　 BP,　 Beniwurl　 C.　 Junien　 JL,　 Privat　 AJ:In-

　　　hibitors　 o[tree　 radical　 formation　 tail　 to　 attenuate

　　　direct-amyloid25-35　 peptide-medeiated　 neurotoxi-

　　　city　 in　rat　 hippocampal　 cultures.　 J　Neurosci　 Res　 39

　　　494-505.1994

62)Lu　 DC,　 Rabizadeh　 S,　Chandra　 S.　Shayya　 RF,　 Ellerby

　　　LM.　 YeX.　 Salvesen　 GS,　 Koo　 EH,　 Bredesen　 DE:Asec

　　　and　 cytotoxic　 proteolytic　 peptide　 derived　 trom

　　　amyloid　 p-protein　 precursor.　 Na[Med　 6:397-AO4,

　　　2000

63)Yamatsuji　 T,　 Okamoto　 T,　 Takeda　 S,　 blurayama　 Y.

　　　Tanaka　 N,　 Nishimoto　 I:Expression　 of　 V642　 APP

　　　mutant　 causes　 cellular　 apoptosis　 as　 Alzheimer　 lrai4

　　　1inked　 phenotype.　 EMSO　 J　15:498-509,1996

6A)Passer　 B,　Pellegrini　 L,　 Russo　 C,　 Siegel　 RM,　 Lenardo

　　　;utJ.　Schettini　 G.　Bachmann　 M.　 Tabaton　 M,　 D'Adamio

　　　 L:Generation　 o「an　 apop!otic　 i飢racellular　 peptide

　　　 by　 y-secretase　 cleavage　 of　 Alzheimers　 amyloid　 a　pre

　　　 cursor　 protein.1Alzheimers　 Dis　 2:289-301,2000

65)St.George・Hyslop　 PH:Molecular　 genetics　 o「A12-

　　　 heimer　 disease.　 Semin　 Neuro口9;37レ383,1999

66)Verkade　 P,　 Harder　 T,　 Latont　 F.　 Simons　 K:【nduc・

　　　 tion　 of　 caveolae　 in　 the　 apical　 plasma　 membrane　 of

　　　 btadin-Darby　 Canine　 Kidney　 cells.　 J　Cell　 Diol　 l48

　　　 727-739.1999

一7211一


