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綜 説

アルツハイマー病における神経細胞死機序 と細胞死抑制因子Humanin

　　慶慮義塾大学医学部薬理学教蜜
にい　　 くら　　たか　　　こ　　　にL　 　 もと　　 い く　　　z

新 倉 貴 子 ・西 本 征 央
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はじめに

　アルツハ イマー病(AD)は 記憶障害,認 知障害を主

後とする進行性の神経変性疾患である.患 者数は全世界

で1000万 人以上といわれ,老 人性痴呆の原因として最

も頻度が高い.罹 患率が加齢と共に増加するため,高 齢

化が進む現代においては,ADの 早期診断,予 防,治 療

法の確立は必須である.し か しながら,現 在のところ早

期診断および予防法は確立 していない.治 療薬について

は,ADで 最 も障害を受けるとされているコリン作動性

神経の活動を高めるためのアセチルコリン分解酵素阻害

剤が用いられているが,あ くまで対症療法であり根治性

はない.そ のため,ADの 病態機序を基盤とした治療薬

開発のための研究が数多く為されている.

　 Alois　Alzheimerに よる1907年 の最初の報告で,大

脳における神経細胞の脱落,ア ミロイ ド斑(ま たは老人

斑)お よび神経原線維変化が観察され,以 後これらが

ADの 病理学的三大主徴とされている.　ADの 病因は老

人斑の主成分であるベータア ミロイ ド(Ap)で あり,

その異常な凝桀によって神経細胞死が誘導されるという

仮説 に基づいて,npの 産生抑制や分解促進 によって

ADを 治療 しようとする方針での治療法開発が進行 して

いる.し か し.Apの 過剰発現により多数の老人斑の形

成を促 した トランスジェニックマウスにおいて神経細胞

死が全 く認められないことなどから,Aβ がAD病 態発

生の主因であるという説に異を唱える研究者も多く未だ

結論は出ていない.一 方,ADに よる痴呆などの臨床症

伏や顕著な脳の萎稲は,神 経細胞の脱落に起因するもの

であることから,神 経細胞死の阻止 によりADの 根治

が期待できる.こ の神経細胞死を標的とした治療法確立

のためには,ADに おける神経細胞死機序を解明するこ

とが必要不可欠である.そ こで,著 者 らのグループでは,

単一の遺伝子の変異によ りADが 引き起 こされる家族

性AD(FAD)の 原因遺伝子変異体を用いて,神 経細

胞死機序の解析を実施 した,さ らに,こ の神経細胞死を

抑制する因子の探索 を実施 し,新 規の細胞死抑制因子

Humanin(HN)を 同定 した.

FAD遺 伝子変異体による神経細胞死

　 FAD原 因 週 俵 子 と して は 現 在 ま で に,　Aβ の 前 駆 体

で あ る ア ミロ イ ド前駆 体 蟹 白 質(APP),ブ レセ ニ リ ン

1(PSI)お よ び プ レセ ニ リ ン2(PS2)が 同 定 され て

い る_,.FAD変 異 体 に よ り神 経 細 胞 死 が 誘 導 さ れ る

こ と は,ロ ン ド ン型APP変 異 体V6421-APPで 初,めて

報 告 さ れ た4'.そ の 後,PS2の 変 異 体5:,　PSIの 変 異体6'.,

そ して ス ウ ェ ー デ ン型APP変 異 体(K595N/M596L・A

PP;NL・APP)]1がinレf'mで 神 経 細 胞 死 を 誘 導 す る こ

とが 報 告 さ れ,全 て のFAD遺 伝 子 の 変 異 体 が 神 経 細 胞

死 を 惹起 す る こ とが 確 認 され た.

　 FAD遺 伝 子 変 異 体 に よ る神 経 細 胞 死 は.　FAD変 異体

蛋 白 質 を 過 剰 に 発 現 さ せ る こ とで 誘 導 され る.そ の 機 序

を 解 析 す る際 に,過 剰 発 現 で は な く内 在 牲 の 発 現 無 と同

程 度 のFAD変 異 体 蛋 白 質 で も神 経 細 胞 死 を 誘 導 す るの

だ ろ うか,と い う疑 問 が 起 こ った 。 そ こで,昆 虫 ホ ル モ

ンで あ る エ ク ジソ ンに よ る誘 導 発 現 系 を用 い て,且 細 胞

あ た りのFAD変 異 体 蛋 白質 の 発 現 壷 を安 定 的 に 自在 に

調 節 で き る系 を 確 立 した,つ ま り,エ ク ジソ ンの 最 に比

例 して 目 的 蛋 白 質 の 発 現 量 を 変 化 させ る こ とが 可 能to系

で あ る.こ の系 を 用 いてFAD変 異 体 の 誘 導 す る神 経 細

胞 死 に っ い て 検 討 した(第 且図)9レ.

　 まず,ロ ン ド ン型APP変 異 体V6421・APPは,内 在

性 蛋 白質 と同 程度 の 低 発 現 最 で も細 胞 死 を 誘 導 す る こ と

が 分 か っ た η.そ こ で,1細 胞 あ た り の 変 異 体 蛋 白 質 の

量 が 内在 性 と同 程 度 の 低 発 現 と過 剰 発現 と同 程 度 の 高 発
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第1図FAD原 因 遺 伝子 変 異体 に よる神 経 細胞 死 機序

　APP.　 PSIお よびPS2の それぞれ の変異体を,培 養神経

　細胞 に内在性 と同 樫度のae発 現(低)と 過 剰発現 と同程度

　の高発現(高)し た際 に惹起 され る坤経 細胞 死の,カ スペー

　 ス阻害 剤 と抗酸化 剤 に対 す る感受 性 を示 した.0:感 受

　性あ り,X:感 受性 な し.抗 酸 化剤が抑制す る活性酸 素禰

　醗生因子 は細胞死機序によ り異な る.or細 は本文参照.

現 で のFAD変x体 蛋 白質 が 誘 導 す る神 経 細 胞 死 機 序 を

明 らか に す る た め,細 胞 死誘 導 に関 与 す る因 子の 阻 害 剤

を 用 い て そ の 効 果 を 検 討 しi_.そ の 結 果,V6421変 興

に よ る神 経 細 胞 死 は,低 発現 量 で も高 発 現 蹴 で も,カ ス

ペ ー ス 阻 害 剤DEVDと 抗 酸 化 剤GEE(glutathione

ethyl・ester)に よ っ て抑 制 さ れ る ア:r.ト ー シ ス 型細 胞

死 で あ っ た、 さ ら に,GEEに よ り抑 制 され る活 性 酸 素

種 産 生 に関 与 す る 分 子 の うち,V6421変riが 活 性 化 さ

せ るの はNADPH酸 化 酵 素 で あ る こ とが.特 異 的 阻 害

剤 ア ポ シ ニ ンを 用 い て 確認 で きた.こ の 細 胞 死 に は また,

百 日咳 毒 素PTXで 抑 制 され る三 罎 体G蛋 白質Goが 関

与 す る こ とが 明 らか と な った.一 方,ス ウ ェー デ ン型

APP変 異 体NL・APPも,低 発 現 量 で 神 経 細 胞 死 を誘 導

し,こ の 細 胞 死 機 序 はV6421-APPと 同 様 で あ る こ とが

分 か った.し か し,V6421変 異 と は異 な り,高 発 現f置

で はDEVD,　 GEEど ち らの 阻 害 剤 で も抑 制 され な い細

胞 死 を誘 導 し,非 ア ポ トー シス 型 細胞 死 機序 を活 性 化 さ

せ る と考 え られ た.ま た,野 生 型APPは 低 発 現 量 で は

細 胞 死 を 誘 導 しな いが,高 発現 で は弱 い細 胞 毒性 を示 し,

こ の 細 胞 死 はDEVD及 びGEEで 鋤 制 さ れ な い非 ア ポ

トー シ スで あ っ た.NL・APPの 高 発 現 時 に は,こ の 野

生 型APPの 非 ア ポ トー シ ス型 細 胞 死 と 同 じ経 路 が 活 性

化 され る こ とが 推 測 され る.V6421・APPの 高 発 現 に よ

る細 胞 死 は,DEVDな どの ア ポ トー シ ス阻 害 剤 を 添 加

す る と,野 生 型APPと 同 等 の 細 胞 死 率 を 示 した,こ の

桔 果 は,V6421・APPの 高 発現 に よ る細 胞 死 の一 部 は こ

の 野 生 型APPの 高 発 現 に よ る 細 胞 死 を 含 ん で お り,

DEVDな ど の 阻 害 剤 で 抑 制 さ れ る 神 経 細 胞 死 機 序 は

FAD変 異依存性に特異的に起 こることを示唆 している.

また.APPの 変異体のうち、　npの 過剰産生をもたらす

がADは 起 こさず脳1(ll管障害を起 こす 才ランダ型遺伝

ri:アミロイ ド症の変異体A617G・APPは,野 生型APP

と同様に,低 発現景では細胞毒性を示さず高発現で砥頻

度の細胞死を誘導 した.こ のことか らも,FAD変 異に

より,APPがADの 病態に関連 した神経細胞死を誘導

していることが推察される.

　APP同 様,　PSのFAD変 異体についても,そ の細胞

死磯序を検討 した91.PS2の 変異体であるN1411・PS2

も,低 発現raで 細胞死を惹起 し,そ の細胞死はDEVD,

GEE,ア ポシニ ンで抑制されたことから,　V6421・APP

と同一の細胞死機序を活性化させると考えられた,し か

し,高 発現による神経細胞死はDEVDで は抑制されず

GEEで 抑制 されるものの,そ の標的はNADPH酸 化酵

素ではなくキサ ンチン酸化酵素であることが分かった.

さらに,PS1の 変異体MM6L・PSIで は,低 発現,高

発現 ともにDEVDで は抑制 されない細胞 死を誘導 し

たP.こ の細胞死機序では,活 性酸素種産生分子のうち

一酸化窒素合成酵素が活性化され,PTXで 抑制される

がPTX感 受性三量体G蛋 白質Go/i以 外の分子が関与

することも分かった。

　これらの結果から。FAD　 Is;![9i8伝子変異体はその樋

穎や発現鼠の違いによって,異 なる細胞死経路をrh性 化

させて神経細胞死を誘導することが明 らかとなった.こ

のことは,こ れらのFAD変 異体によってADと いう同

一の疾患が発症することと矛盾するようだが
,ADの 臨

床病態の本質が神経脱落であることを鑑みると,た とえ

細胞死機序が異なっていても,特 定の脳の部位の禅経細

胞が特定の時期に細胞死を起 こすならば同一の症状をも

たらしても不思議ではない,ま た,FAD変 異体はいず

れも細胞灘性の高いA(i42の 座生量 もしくは細胞jai:

のないA(i40に 対する産生量比率を .L昇 させることが

報告されており.npが 老人斑の主成分であることと合

わせると,神 経細胞死そのものは異なる機序で起こって

も,病 理所見は同様となると准考される,

神経細胞死抑制因子の探索

　ADに おける神経脱落の原因がこのように多様で擾雑

であると.特 定の経路を標的として細胞死を抑制する治

療薬や治療法では.孤 発性ADは おろかFADす らも完

治することは不可能であると予想される.そ こで,細 胞

死機序にはこだわらずに,細 胞死抑制のみを評価基準と

して抑制因子の同定を行う機能的スクリーニングを実施

一 亘0一
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第1表 　HNの 細 胞死抑制 スペ ク トル

HNが 有効な神縫細胞死侵霊刺激

FAD変 異体

ns

書左APP重 左体

P
巳

ー

P

S

A

P

PS2

V6A?1.　 K595N/h1596L,　 A517G.　 Lfi98P

V82L,　 V96P.　 YIIsH.　 E120K,　 h1139T/V/I

V82L.　 V96P.　 Y115Fi.　 EI20K.　 M139T/V{I

IIA3T/F.　 M146L/V,　 H163R/Y.1213T.　 A231T

A2A6E,　 L250S,　 A260V,　 C263R,　 P26AL,　 P267S.　 R269H

E280V/G,　 L286Y.　 E318G,　 G38AA.　 L392V,　 C410Y

　 1411,h1239V

Aβ1・42.Aβ ト43.　 Aβ25・35

zzcu

HNが 無効な神経細胞死侵害刺激

皇乏蹟 ポ リ グル ク ミン

SOD且 変 異 体

ブ リオ ンベ プ チ ド

抗 瘤 剤

ALIT.　 GS5R.　 G93A

PrP106-126

工 トポ シ ド

ドを 合成 して細 胞 の培 地 に加 え た と こ ろ,合 成 ペ プ チ ド

で も神経 細 胞 死抑 制 活 性 が あ る こ とが 分 か っt:.す な わ

ち,HN遭 伝 子 の導 入 に よ り細 胞 内 で 合 成 され たHNペ

プ チ ドは細 胞 外 へ 分 泌 さ れ る と考 え られ た.実 際,HN

遺 伝 子 導 入 細 胞 の 培 養 上 清 中 にHNペ プ チ ドが 含 ま れ

て い る こ とがimmunoblotに よ り確 認 さ れ た.ま た,

HNの 配 列 は,分 泌 蛋 白質 の シ グナ ル ペ プ チ ド予測 プ ロ

グ ラ ムで解 折 す る と,シ グ ナ ルペ ブ チ ドと して の 条 件 を

ほ ぼ 満 た して い た.GFP蛋 白質 のN末 端 にHNを 付 加

す る こ と で,GFP蛋 白質 は 細 胞 外 に分 泌 され,　 HNは

自 己分 泌 だ け で な く.シ グ ナ ルペ プ チ ドと して も働 く こ

とが 分 か っ た 図レ,

HNの 細胞死抑制活性の特異性

　HNは,　 V6421-APPを 過剰発現させて もその細胞死

を基礎 レベル(遺 伝子導入などの操作で自然に起 こる細

胞死)に まで抑制 したことから,V6421変 異特異的な

アポ トー シスだけでなく,野 生型APPが 高発現時に誘

導する非アポ トーシス型細胞死をも抑制すると考えられ

た.そ こで,他 のFAD変 異体が誘導する神経細胞死に

っいてもHNの 効果を検討 したところ,現 在までに検

討 した全てのFAD変 異体による細胞死に対 して抑制効

果が認められた(第1表).こ れらの細胞死抑制はいず

れも基礎レベルまでの完全な抑制であった.す なわち,

HNはFAD変 異体が惹起する複数の細胞死経路をいず

れ も抑制すると考えられた.さ らに,ADに おける神経

細胞死に関与するとされているnpに ついても.細 胞毒

性のあるnp　 I-42,　Aβ1-43.ま たはAp　 25-35が 初代

大脳皮質神経細胞に誘導する細胞死をHNは 完全に抑

制 した(第2図).一 方,npに よる初代神経細胞の細胞

死 を抑制 す る ことが 報告 されて い るIGF・1,　bFGF

ADNFは いずれも,　FAD変 異体の誘導する細胞死の全

てを抑制する効果は認め られなか った15涯.これ らの結果

も含めて現在までに,AD関 連の細胞死侵害刺激全てを

抑制することが分かっているのは,HNの みである.

HNは また.　npに よる脳血管平滑筋細胞への細胞毒性

も抑制することが最近報告されt`161.こ の脳血管平滑筋

のApに よる細胞死は,　ADに も高頻度で認め られるア

ミロイドアンギオパチーで惹起される.一 方,ハ ンチ ン

トン病の原因因子であるポ リグルタミンや,家 族性筋萎

絹性側索硬化症の原因遺伝子であるSOD1変 異体など

のADに 関連 しない神経変性疾患原因因子が神経細胞

に誘導する細胞死に対 しては,HNは 全 く効果を示さな

か うた131.っ まり,HNは どんな細胞死にも有効なので

はなく,ADに 関連 した細胞死を特異的に抑制する細胞

死抑制因子であると考えられる.

HNの 細胞死抑制機序

　 HNがFAD変 異 体 に よ る神 経 細 胞 死 を 全 て 抑 制 した

の で.FAD変 異 体 に 共通 す るAβ 産 生JLIt.特 に 細 胞

毒 性 の 高 いAβ42/43の 座 生 に,HNが 何 らか の 影 響 を

与 え て い るの で は な い か と 考 え た.そ こで,in　 vitroの

系 でAβ42/43と 細 胞 毒 性 の な いA(i40と も に産 生 の

増 加 が 認 め られ て い るNL・APPの 過 剰 発 現 系 を 用 いて

一 璽2一
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囲
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第3図 　 HNの 産生 と細胞死 抑劉 作用 機序 　HNは 細胞内

　で合成 され ると分泌す るが,細 胞 内で の産 生 はTRIM11

　 により分解調節 される,ま た,細 胞内 で第IASerがD体

　化 する ことによりgyp}化 され る可 能性 があ る.細 胞外 の

　HN　 t31GFBP3に 結 含 し運搬 され る.　AD侵 害刺 激 に対

　 して は,神 経細胞の衷面 に存 在す る分子(受 容 体)に 桔合

　 して,チ ロ シンキナー・ビを主 とした細 胞内 シグナ ル経 路

　 を活性化 さぜる ことで神経細 胞死 を抑 制す る.詳 細 は本

　 文参照,

HN存 在 下 で のAβ 量 を測 定 した。 その 結 果.　Ap　40も

npa2/43もHNの 存 在 の 有 無 に よ り有 意 な 崖 生 量 の 差

はVin,,められ ず,　HNは 細 胞 にお け るnp産 生 を変 化 さ せ

な い こ とが 分 か ったv,

　 次 に,HNに よ り細胞 死 が抑 制 さ れ る際,ど の よ うな

細 胞 内 シグ ナ ル因 子 が関 与 して い る のか を 検 討 した.一

般 に細 胞 死 抑 制 や 細 胞生 存 シグ ナ ル に関 与 して い る と さ

れ て い るMAPキ ナ ーゼ,チ ロ シ ンキ ナ ーゼ,　P13キ ナ ー

ゼ の阻 害 剤 を 用 い た と こ ろ,HNに よ る細 胞 死 抑制 効 果

は チ ロ シ ンキ ナ ー ゼ阻 害 剤genistein存 在 下 で 消 失 し,

他 の キ ナ ー ゼ阻 害 剤 で は影 響 され な か っ たm.同 様 の 検

討 で,IGF・1に よ る細 胞 死 抑 制 に は,　PI3キ ナ ー ゼ と チ

ロ シ ンキ ナ ー ゼ の両 方 が 関 与 す る こ とが 分 か ったIBI。 こ

れ らの 結 果 は,HNの 刺 激 によ り細 胞 内 シ グナ ル伝 達 経

路 が 活性 化 さ れ て細 胞 死 抑制 効 果 が 発 揮 され る こ と,そ

の シ グナ ル に は チ ロ シ ンキ ナ ー ゼ が 中心 的 役 割 を果 たす

こ と,HNに よ る シ グナ ル経 路 はIGF。1の 細 胞 死 抑 制 シ

グナ ル経 路 と は異 な る こ とを 示 唆 して い る,ま た,放 射

性 標 識 したHNペ プ チ ドは培 養 神 経 細 胞 に結 合 し,こ

の 結 合 は過 剰 な非 標 識 体 に よ りQom'さ れ たが 細 胞 死 抑 制

作 用 の な いHN変 異 体 で は抑 制 され な か った こ と か ら,

HNに 特 異的 に結 合 す る分 子 が 神 経 細 胞 表 面 に存 在 す る

ことが 示 唆 され た.さ らに,HNは 細 胞 外か ら働 くこ と,

低 濃度 で そ の 効 果 を 発 揮 す る こ と,HNのfMiu活 性 相 関

が 侵害 刺 激 に よ らず 同 樋 で あ る こ と な どの 知 見 を 考 え 合

わせると,細 胞表面のHN結 合分子は受容体であると

推i測される.す なわち,HNは 受容体に桔合 し,チ ロシ

ンキナーゼを主とした細胞内シグナル伝達経路を活性化

させて細胞死抑制効果を発揮すると考え られ る(第3

図).

　最近.HNが 細胞内においてBcl-2フ ァミリーの細胞

死促進因子Baxに 結合 し,そ のアポ トー シス誘導を阻

uす ることが報告された191.こ のHNの 細胞死抑制は,

Baxが 関与す るアポ トー シスにっいて細胞の種類や侵

害刺激 に関係な く有効であ ることか ら,HNが 広範な

B3X依 俘性アポ トーシス抑制作用を持つ ことを示 して

いる,HNの 第9LeuをArgに 置換 した変異体LgR-

HNは,　 Bax拮 合能がないためア:rｰh一 シス抑制活性 も

ない.し か し,LgR・HN合 成ペプチドをV6421・APP遺

伝子を導入 した神経細胞の培地に添加すると,完 全な細

胞死抑制効果を発揮 した.こ のL9R・HNは,そ の遺伝

子をV6421・APPと 共導入 した神経細胞では細胞死抑制

効果を示 さなか ったが,LgR・HNは 細胞外への分泌能

を欠失 した変異体であり,培 養一ヒ清中にはLgR-HNペ

プチ ドは検出されなかった13'.っ まり,LgR・HN　 i@伝

子導入によ り過剰 に細胞 内に発現 されたLgR・HNは

V6421・APPに よるアポ トー シス型細胞死を抑制するこ

とができず,こ れはL9R-HNが 細胞外への分泌能 を欠

くために細胞外の作用標的(受 容体)に 作用できなかう

たためと考えられる.さ らに,抗 癌剤 エトポシドによる

アポ トーシスの少なくとも一部はBaxが 関与す ること

が分か っているが,細 胞外に添加 したHNペ プチ ドは

エ トポシドが初代神経細胞に誘導するアポ トーシスを全

く抑制 しなかった。 これ らの知 見を考え合わせると,

HNは 独立 したふたっの細胞死抑制作用を有すると考え

られ る.っ まり,細 胞外か ら受容体結合によ りADの

侵害刺激特異的に作用す る神経細胞死抑制作用と,細 胞

内でBaxに 結合することによる細胞の種類に依存 しな

いアポ トーシス抑制作用である.エ トポシドの例が示す

ように,HNが 細胞外か ら作用す る場合は後者の細胞内

での作用は機能 しないと考えられる.HNが これらふた

つの機能を同時に発揮する可能性としては,細 胞内で合

成されたHNの 一部が細胞外へ分泌 され細胞外か らの

神経細胞死抑制活性を示 し,一 部は細胞内に分布 して

Bax抑 制の働きをするという推測ができる.ま た,　HN

配列を分子内に ドメイ ンと して持っHN様 蛋白質が本

来は後者の作用を握 うていることも考え られる.
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HNの1次 構造と細胞死抑制活性

　 HNの ア ミノ酸art換 や 欠損 変 異体 ペ プ チ ドを 作製 し,

1次 構 造 と 細 胞 死 抑 制 活 性 の 関 連 性 に っ い て 検 討 し

たuu:.　 HNの 最 大活 性 を示 す必 要最 小 領域 は,第3Pro

か ら箪19Proま で の 且7残 基 で あ っ た.全 艮HNのn

ア ミノ酸 をAlaに 置 換 した 検討 で,第3Pro,第7Ser,

第8Cys.第9Leu.第11Leu,第 且2Leu,第13Thr,第

19Ser,も し くは 第19ProのAla置 換 体 は細 胞 死 抑 制 活

性 を 喪 失 し,こ れ らの ア ミノ酸 残 基 が 重 要 で あ る こ とが

示 さ れ た.こ れ らの う ち,第7SerをAlaに 置 換 した

S7A・HNは,そ のN末 端 側 に 自 己2魔 体 化di　ti9

(EFLIVIKS)を 付 加 す る こ とで 細 胞 死抑 制 活 性 が 回 復

した./nvitroのpul1・down　 assayに よ って も.　HNは

2量 体 化 す るがS7A・HNは しな い こ と が 分 か った.こ

れ らの こ と か ら,HNが 細 胞 に 作 用 す る際 に は,自 己2

量 体 化 が 必 須 で あ る こ とが 明 らか とな った30.

　 第i4番 目 のSerをGlyに 置 換 したSl4G-HNは,

HNの 細 胞 死 抑 制 活 性 が1-10NMで 発揮 され るの に 対

し,1000分 の1の1-10nMで 完 全 な 細 胞 死 抑 制 を 示

した.同 様 の 活 性 の 上 昇 は,第14Serを 通 常 のL体 で

は な くD体 ア ミノ酸 に置 換 したD-Ser14-HNで も認 め

られ たm.第7SerをD体 化 して も活 性 に 影 響 が な い こ

と か ら,ア ミノ酸 のD体 化 に よ る 活性 上 昇 は 第14Scr

に特 異 的 な もの と考 え られ る.こ のin　vibaで の 結 果 か

ら,生 体 内 で もHNペ プ チ ドの 第14Serが 修 飾(異 性

化)を 受 け て活 性 化 す る こ とが 示 唆 され 。Gly置 換 に よ

る 活 性 の 上 昇 は このSer残 基 の 翻 訳 後 修 飾 を 模 倣 した

結 果 で は な い か と考 え られ た.な お,リ ン酸 化Serを

含 む ペ プ チ ドに つ い て も検 討 したが,第19Serを リ ン

酸 化 して も有 効濃 度 は1-10ｵMと.HNと 変 わ りな か っ

た.さ ら に,蛋 白 質 分 解 酵 素 の 認 識 部 位 と な り う る第

4Argと 第6Pheの 両 方 をAlaに 置 換 し,第14Serを

G且yに 置換 したHNの 置換 体AGA。HNG(配 列:MAP

AGASCLLLLTGEIDLPVKRRA,下 線 部 は 置換 した ア

ミノ酸)は,S14G・HNよ りさ らに低 濃 度 のioa-300　 pM

で 完 全 に神 経 細 胞 死 を抑 制 した.こ の よ う に,HNの1

次 構 造 を変 化 させ る こと で,よ り活 性 が 高 く安定 な置 換

体 を得 られ る と考 え られ る.

HNの 生体内での発現と結合分子による調節

　抗HN抗 体を用いた免疫組織染色により,　HN抗 体陽

性の神経細胞がAD脳 後頭薫に認められた.こ のr,;

は,HN　 cDNAがAD脳 後頭 葉 のcDNAラ イ ブ ラ リー

か ら単離 さ れ た 廓実 と良 く符 合 して い る.一 方,同 年 代

の 盃常 悩 に お い て は陽 性 神 経 細 胞 は認 め られ なか うた.

抗 体 陽 性 の グ リア細 胞 も,AD脳 に お いて は数 多 く認 め

られ たが,正 常 脳 で は わ ず か で あ っ たzip.こ れ らの 結 果

か ら,HNの 脳 での 発 現 はADの 病 態 依 存 的 に何 らか の

発現 調 節 が 為 さ れ る こ とが 推 察 され た.ま た,正 常 マ ウ

ス組 織 のimmunoblotに よ る解 折 で は,抗HN抗 体 陽

性 の バ ン ドは脳 で は検 出 され なか った.陽 性 パ ン ドが 認

め られ たの は 精 巣 で,加 え て3週 齢 で は 大 腸 で 発現 が

認 め られ た が12週 齢 で は 検 出 され なか った.こ れ らの

こ と か ら,正 常 組 織 で はHNは 主 に 脳 以 外 で 発 現 し,

消 化 管 で の 発 現 は年 齢 依 存的 に調 節 され る可 能 性 が 考 え

られ た.

　 HN産 生 調 節 につ い て は,転 写 お よ び 翻訳 レベ ル で の

機 構 は未 だ 明 らか とな って い な いが,HNが 翻訳 後 に 産

生 調 節 を 受 け る こ とが 分 か って い る。HNの 結 合 分 子 を

yeast　 IWO・hybrid法 で 探 索 し た と こ ろ,　 tripartite

motif　 protein(TRIM)family分 子 の ひ と つTRIMIl

がHNに 特 異 的 に 結 合 す る分 子 と して 同 定 さ れf.:xxi.

TR1M11はTRIM　 family共 通 のRING　 finger,　B・box,

coiled-coilの3っ の ドメ イ ン とB30.2と 呼 ば れ る独 自

の ドメ イ ンを 持 ち.HNへ の 結 合 に はcoiled・coiiと

B30.2の 両 方 の ドメ イ ンが必 要 で あ った.　RING　 finger

ドメ イ ンは ー ビキ チ ンE3リ ガ ー ゼ と して働 く こと が 示

唆 さ れ て お り,実 際.過 剰 発現 し たTRIM11存 在 下 で

はHNの 発 現 が 消 失 す る が.　 RING　 fingerド メ イ ンの

一 部 を欠 損 さ せ るか も し くは プ ロ テ ア ソ ー ム阻 害 剤 を 用

い る とHNの 発 現 は 回 覆 しf;..　TRIM11のmRNAの

発現 は脳 だ け で な く多 くの組 織 に認 め られ る こ とか ら,

TRIM11の 結 合 に よ るHNの 分 解 促 進 に よ る発 現 調 節

は,全 て の 組 織 に お い て 共通 で あ る と考 え られ る.

　 ま た.血 中 に 多 く存 在 しIGF4バ1の 運 搬 を 担 って い

る こ と で知 られ るIGFBP3(insulin・like　 growtMactor

binding　 protein　 3)がHNに 結 合 す る こ と が 明 らか と

な ったv.前 述 した よ うに,HNは 細 胞 外 へ 分 泌 され る

こ と か ら,脳 以 外 の 組 織 で 産 生 さ れ たHNがIGFBP3

に結 合す る こ とで,全 身 に運 ばれ る可能 性 が 考 え られ る.

さ ら に,S14G-HNはIGFBP3存 在 下 で 非 存 在 下 の10

分 の1の 濃 度 で 細 胞 死 抑 制 効 果 を 示 し た こ とか ら,生

体 内 に お い て もIGFBP3のHNへ の 納 合 がHNの 作 用

のJLILを 促 す と推i測され る.
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おわりに

　神経細胞死はADの 中心病態でありなが ら,そ の機

序の解明は必ずしも進んでいるとはいえない.私 達は,

FAD原 因遺伝子変與体が誘導する神経細胞死を詳細に

解折することで,FADに おける神経細胞死が遺伝子の

種頬や変異体の種類などの条件依存的に,複 数の細胞死

経路のq;独 または同時活性化により誘導されることを明

らかにした.こ の結果は,特 定の細胞死経路を阻害する

ことでADの 神経細胞死を抑制する ことを目的 とした

方法では全てのADに 有効な治療薬は得 られないとい

う結論を導 き,細 胞死を標的 としたAD治 療薬開発の

困難さを示すこととなった,一 方,細 胞死経路にこだわ

らない探索方法で神経細胞死抑制因子HNを 同定 した.

HNは.全 てのFAD変 異体に加えAβ の細胞死も細胞

死機序に関わらず抑制するが,AD以 外の紳経変性疾患

関連因子による神経細胞死には効果がないという特長を

持ち,HNがAD治 療薬として優れていることを示唆 し

ている.同 時に,HNが 細胞表面の分子(お そらくは受

容体)を 介した細胞内シグナル経路の活性化という唯一

の細胞死抑制機序によって,AD関 連の全ての侵害因子

による神経細胞死を抑制することか ら,や はりADの

侵害因子による細胞死には何らかの共通点があると描測

される,そ の完全な理解には更なる解折が必要であるが,

その共通点が明 らか になれば,ADの99%以 上を占め

る原因の不明な孤発性ADの 病態解明に も役立っと期

待できる,HNは24残 基という短鎖ペプチ ドであり,

そのア ミノ酸置換により低濃度で有効なu"t換体が作出で

きることから.HNそ の ものが治療薬として'行望である.

加えて,HNの 生体内産生凋節に関与する分子を制伽す

るというAD治 療法も可能であろう.　HNの 作用標的は

細胞死であ り,現 在世界の多くの グループが開発中の

ARを 標的とした治療法とは異なることか ら,　HNを シー

ドとした治療法とnp療 法を併用することでより有効な

治療が可能となり,ADの 根治が実現することを期待 し

ている,
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