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Development　 of　a　Femtomolar-Acting　 Humanin　 Derivative　 Named　 Colivelin　 by

　　　 Attaching　 Activity-Dependent　 Neurotrophic　 Factor　 to　Its　N　 Terminus:

Characterization　 of　Colivelin-Mediated　 Neuroprotection　 against　 Alzheimer's

　　　　　　　　　　　　Disease-Relevant　 Insults　 In　Vitro　 and　 In　vivo

(最強 ヒューマニ ン誘導体 「コリベ リン」の開発:ADNFと ヒューマニンの

　　　ハイプ リッ ドペプチ ドの抗アルツハイマー病細胞死抑制作用)

山　 田 真　吏　奈

内容の要旨

　アルツハイマー病(ア 病)は 全世界 にし000万人の有 病者が存在す

る原 因不明の神経 変性 疾患で あ り、進行性 の記憶認 知障 害 と神経脱

落 を主徴 とす る。治療 法は ドネペ ジル な ど疲状 をわず かに改善す る

もののみ で、根本 的な治療薬開発 が望まれ てい る。我 々は、 ア病特

異 的神 経細 胞 死 に拮抗 す る新 規 の短 鎖 ペ プ チ ド、 ヒ ュー マ ニ ン

(Humanin　l　HN)を ア病脳後頭葉か ら同定 した.

　本研究 では.HNの 神 経保護作 用 をさ らに強化 す るた め、　HNの 強

力 な誘 導体 で あ るAGA。(C8R)HNG且7のN末 端 にActivity・dependent

ncurotropttie　facwr(nnrrF)と い う9ア ミノ酸か らなるペ プチ ドを結

合 させ た誘 導体 コ リベ リン(Colivelin)を 作成 した。 コ リベ リンは

初代培養神経 に対す るAPB性 に対 して1001Mと い う極 めて低 い濃度

で神 経 保護 作 用 を発 揮 した。ま た、培養 神 経 細胞 棟Fl1に お い て

V6421・APPを 高発 現 した際 に誘 導 され る神経 細胞死 に関 して も同様

にIODfMの 濃度 で作用 した.こ の際 にコ リベ リンの神 糧保 護 作用 が

Ca='/celmodulin依 存 性 タ ンパ ク キ ナ ー ゼ 【v　 (CaMK　 lv)お よび

STAT3の ドミナ ン トネガテ ィブ変 異体を同時 に発現 させ た際 に阻害

された ことか ら、 コリベ リンの神経保 踵作用 が この両者 を介 してい

る こ とが 示 唆 され た。M146L-PS1の 高 発 現 に よ る神 経 細 胞 死 は

ADNFで は拮抗 で きない ことが 報告 され てい るが、 コ リベ リンぱ こ

れ もmO飼 の濃度 で拮抗 した。 これは、　N末 蟷側 に結合 したADNFに

よりHN部 分の神経 保護 作用 が増強 され てい ると考 え られ る。その一

方 で、HNが 有 効でな くADNFが 有効 である と報告 されて いる グル タ

ミン酸 の神 経 毒性 に対す る コ リベ リンの効果 を検射 した と ころ、

100飼 の濃 度で これを抑制 した。 この結采か ら、コ リベ リンのN末 端

側 のADNF配 列 それ 自体 が神経保瞳 作用 を発揮 し うる とい うことが

示唆 された。

　我々 は さらに、 コ リベ リンのtR　YIVOにお け る効 果 を検酎 した。 こ

の際に まずnp脳 室内反復投与モデル を用 い、コ リベ リンの脳室内投

与 による治療効果 を検討 した ところ、APに よって誘 導 され る記憶障

害 が頒 薯に改 善 された。 また この作用 は同量 のADNFを 用 いた際 よ

りも強力 であった。 さらにin　vivoに おけ る神 経細胞死 抑制 効果 を検

討す る為、Aβ142海 馬内注入モデル を用 いた。 このモデル ではnpに

よって海馬CA1領 域 の神経細胞 死が誘導 され るが、 コ リベ リンを24

時間前 に脳 室内投与す る ことに よって細胞 死が完 全 に抑制 され た。

ま た、ム ス カ リン型 アセ チル コ リン受 容 体 阻 害 剤3・quinuclidinyl

benzilaG;(3・QNB)の 誘導す る機能的紀憶障害モ デル を用いて コ リベ

リン腹腔内投 与の効果 を検討 す ると、コ リベ リンが用 量依存 性に記

憶障害 を改 善 した。 これ らの結 果か ら、 コ リベ リンは神経細 胞死抑

制作用 を有す る とい う点 で今 まで に無い新 規ア病 治療 薬 シー ドと し

て非常に有望 である とい うこ とが示 され た。

論文審査の要旨

　 アル ツハイマー 病(ア 病》 は認知 症の最 大の原 因 であ り、商齢 杜

会 を背景 に大 きな 問題 となってい る。 治療薬 と して ドネペ ジルや 抗

酸化 剤 が臨床的 に使用 されてい るが、 その効果 は十分 ではな く、有

効 な治療 薬開発 が望まれ てい る。本 研究 では、 ア病 関連神経 毒性 に

特異性の 高い神経保護 作用 を示すHumanin(HN)と 短鎖 の神 経保 謹
ペ プチ ドActivi重y・depend㎝t　ncurouophi6飴qゆr(ADNF)に 着 目し、両

者 を結合 させ る ことに よ りコ リベ リン と名 付け た新 たな神 経保護 ペ

プチ ドを作成 した。in　vitro)にお いて コ リベ リンは100flv1とい う超 低

濃度 でPア ミロイ ド(Ap)依 存性 、非依存 性神 経細 胞死 を抑 制す る

効果 を発 揮 した。 また、in　vivaにおいて も、 コ リベ リンはAβ誘 導性

記憶障害 抑制作用、Aβ湧 導性神経 細胞死 抑制作用 を示 した。 さ らに
コ リベ リン を腹腔 内投 与す るこ とに よって 、ム スカ リン型 アセ チル

コ リン受 容体阻害 剤誘 導性記憶障 害が 抑制 され た こ とか ら、コ リベ

リンが脳 血液関 門を通過 して、ア病 関連 記憶障 害に拮 抗す るこ とが

示唆 され た。以 上の知見か ら、HN誘 導体で ある コ リベ リンが有望な

ア病治療薬候補 である と考 えられ た。

　 審査 では まず 、本 研究 におい てア病治 療薬の効 果 を迅 速に判 定す

るた めに作成 した 、Aβ脳 室 内反復 投与モ デル に関す る質問が な され

た。 これ に対 して、 このモ デル は従 来存在 したAβを大量 に脳 室内投

与す るモデル を改良 した もの であ り、ア病患者 で想 定 されて い る脳

内の可溶性Apが 増加 した状態 を再現 したモデル である こ とが回答 さ

れた。ま た、 このnp脳 室内反復投 与モデ ルにおい て大脳 中核 の コ リ

ン作動性 神経障 害が勝 導 され る ことか らも、特 に初期 のア病 患者の

病態 、記 憶障害 を模依 したモデル で ある点 も併 せ て回答 され た。つ

いで 、ア病の病理 学的特 徴の一っ で ある神経原 線維 変化 に関 して、

その構成 成分 であ るタ ウへの コ リベ リンの作用 につ いて質問 がな さ

れた。 この点 に開 して は現在の ところ詳細 な検討 が な され ていな い

が、重 要な指摘 であ るこ とが確 認 された。 さ らに、 コ リベ リンの構

成成 分で あ るADNFが 実際 に コ リベ リンの2鼠 体化 を促 進す るか と
の質 問が な され た。 これ に対 して、免疫 沈降案 験 によ って コ リベ リ

ンがADNF部 分 で も結合す る こ と、　B'.IAcoreを用 い た検atで コ リベ リ

ン同士の解 離定数 がHN同 士のそれ よ り103程度小 さい ことが回答 さ

れ た。 コ リベ リンの 作用機序 に関 して も、本研 究 に よってSTAτ3が

関与 す るこ とが示唆 され たが、案際 に どの よ うにそ の効果 を発担 し

ているのか とい う質 問が な され た。 これ に対 しては、現在検 射 中で

あ るが、細胞 死抑制遺伝 子 の発 現 を誘導す る こ とや 、記憶 に関連 す

る分 子に作用 す る ことを現在 検酎 してい る との回答 が な され た。 ま

た、今 後は コ リペ リンの副 作用を早急 に検 酎 し、速 やか に臨床応 用
へ と研 究を推進す ることが望 ま しい との助言 を受 けた。

　 以 上の よ うに、本研 究は今 後 さらに検討す べ き点が多 く残 され て
い るものの 、現在 有効 な治療 法が存在 しないア病 に対 して有蟹 な治

療薬 シー ズを創成 し、今後 の発 展 によ り臨 床応 用 に結 びっ く可 能性

が高 い有意義な研究 である と評 価 された。

　 論文 審査担 当者　主査 　解 剖学　相磯 　貞和

　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 薬理学 　安井　正人　　　　内科学　鈴木　則宏
　　　　生理学　岡野　栄之
学力確認担当者:
　　審査委員畏:鈴 木　則宏

試問 日:平 成19年1月16日
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