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論 文 内 容 要 旨

【目的】

Humanamyloidβ 一peptide(hAβ)の 脳 実 質 お よび 毛細 血 管壁 へ の沈 着 は アル ツハ イマ ー型 認 知症

(AD),ア ミロイ ドア ンギオパ チー(CAA)と い った重 篤 な脳 機 能障 害 を引 き起 こす と考 え られ る。

正常時,hAβ は中性 エ ン ドペ プチ ダーゼ に よる代謝 分解 お よび血液脳 関 門(BBB)を 介 した循環 血液
～

中へ の ク リア ランス によっ て脳 内 か ら除去 され る。循環 血液 中に排 出 され たhAβ の多 くはalbumin,

lipoproteinと 結 合 して存在 し,そ の消失半減期 は1.2-15分 と非常 に早 い。hAβ の末梢'クリア ラ ンスは血

液 中hAβ レベル を維持 し,BBBを 介 した脳 内へのhAβ の移行 を制限す るた めに重要 な役割 を果 たす 。

血液 中 に投与 したhAβ は投 与後120分 で60%が 肝臓 に移行す るこ とか ら,肝 臓 はhAβ の末梢 ク リア ラ』

ンス臓 器 として重要 な役割 を果 たす と考 え られ るが,肝 臓 におけるhAβ 輸送の分子機構 は殆 ど明 らかに

な って いない。本研究 では,血 液 中hAβ の主 要分子で あるhAβ(1-40)の 肝臓 への取 り込み特性 を解

析 し,関 与す る輸送 分子 を同定す る ことを 目的 とした。 さ らに,hAβ(1-40)の 肝 ク リアランスに対す

る老化 の影響,お よび輸送分子 の発現,機 能 を制御す る因子 につい て解析 した。

BBBを 介 したマ ウス脳 内か らのhAβ(1-40)の 血液 中への排 出輸送 にはlow-densitylipoprotein(LDL)

receptor遺 伝 子 フ ァ ミ リー に属 す るLDLreceptor-relatedproteinl(LRP-1)が 関与す る と考 え られ てい

る。 一方,当 研究室 では ラ ッ ト脳実質 か らのhAβ(1-40)の 消失 に対 して,LDLreceptor遺 伝子 フ ァ ミ

リーの阻害分子 で あるRAPの 阻害効果 が低 い ことを見出 し,BBBを 介 したhAβ(1-40)の 排 出輸 送 に

LRP-1以 外 の未 知 の分 子 が関与 す る可能性 を示 した。 本研究 では,BBBを 介 したhAβ(1-40)の 輸送

に関与す る新 規分子 を明 らかにす るため,af丘nitycrosslink法 を用い てマ ウス脳毛細血管 に発現す るhAβ

(1-40)結 合 タンパ ク質 を包括的 に同定す るこ とを 目的 とした。

【方法 】

肝 取 り込 み の解 析:ラ ッ ト,マ ウ スの 門脈 か ら[1251]hAβ(1-40),[3H]waterを 含 む生理 緩 衝 液 を

bolus投 与 し,一 定 時間後に肝臓内 の放射活性 を測 定 した。Liveruptakeindex法 に従 い,肝 取 り込み速度

を算出 した。 また,留 置針 を門脈 に刺 し,各 種濃 度のinsulin溶 液 を5Fy(min・gofHver)の 一定速 度で

投与 した。

Af行nitvcrosslink法:ddY系 マ ウスの大脳,脳 毛細血管 お よび温度感受性SV40T抗 原 遺伝 子導入 トラン

ス ジェニ ックマ ウス 由来 の脳毛 細血管 内皮細胞 株(TM-BBB4)か ら調製 した粗膜 タ ンパ ク質画 分 と,

ビオチニル化hAβ(1-40)[bio-Lc-hAβ(1-40)]を 反応 させ た。特性 の異 なる6種 の クロス リンカー

を用い てbio-LGhAβ(1-40)複 合 体 を架 橋 し,固 相化streptavidinを 用 いて複合体 を精製 した。SDS-

PAGEお よび銀染色 を行 った後,bio-Lc-hAβ(1-40)特 異的 なバ ン ドを切 り出 し,ト リプシ ン消化後 に

LC-MSIMSを 用いて質量分析 を行 った。
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【結果 ・考察】

肝臓 にお けるhAβ(1-40)の 取 り込み に関与す る分子の 同定

摂食:ラッ トにお いて,[1251]hAβ(1-40)の 肝臓 へ の取 り込 み は濃度依存 的な飽 和性 を示 した(50%

saturationconcen仕ationニ302±35nM)。[1251]hAβ(1-40)の 取 り込み は非標識 の10鮮MhAβ(1-40)

の前処理 によって有意 に阻害 され,非 標識体 を前処理 す る投与間隔 を延長す る ことで取 り込みは時間依

存 的に回復 した(∫v2:10.5min)。 この半減期 は肝臓 にお けるhAβ(1-40)受 容体 の リサイ ク リングを反

映す る と考 え られ,hAβ(1-40)の 肝臓 への取 り込 みに受容 体介在 型エ ン ドサイ トーシ スが関与す るこ

とが示唆 された。

[1251]hAβ(1-40)の 取 り込み は20直MhAβ(1-40),hAβ(】 一42)の 共存 下でそれぞれ64,24%阻

害 された。一方,hAβ(40-1),hAβ(42-1)の 共 存下では有意 な阻害は認 め られず,ア ミノ酸配列へ

の選択性 が示 された。また,[1251]hAβ(1-40)の 取 り込 みは20μMhAβ(1-28),hAβ(12-28),hA

β(17-40)の 共 存下 で有 意 に阻害 され たが,hAβ(1-11),hAβ(1-16),hAβ(25-35)の 共存 下で

は 阻害 されなか った。 この阻害スペ ク トルか ら,hAβ(1-40)の 肝臓 への取 り込 みに関与す る受容 体は

hAβ の17-24番 目の ア ミノ酸配列(LVFFAEDV)を 認識す ることが示唆 され た。

[1251]hAβ(1-40)の 取 り込み は2匹MRAPに よ?て48%阻 害 され,LDLreceptor遺 伝子 ファ ミリー

の関与が示 され た。LDLreceptor遺 伝 子 ファ ミ リー,特 にLRP-1の 脳お よび肝臓 における発現 が顕著に

抑制 され るRAP遺 伝 子欠損 マ ウスにおい て,[1251]hAβ(1-40)の 肝 臓 への取 り込み は野生型 と比 較

して48%低 下 した。 さ らに,特 異的siRNAを 用いてマ ウス肝臓 にお けるLRP-1タ ンパ クの発現 を抑 制

す るこ とで,hAβ(1-40)の 取 り込みはscrambledsiRNAを 導入 した対照群 と比較 して64%低 下 した。

したが って,LRP-1は 肝臓 にお けるhAβ(1-40)の 取 り込 みに主 要な分子 として関与す るこ とが示 さ

れた。

13ヶ 月齢の ラ ッ トにお ける[1%1]hAβ(1-40)の 肝臓へ の取 り込み は7週 齢 と比較 して24%減 少 し,

hAβ(1-40)の 肝 ク リア ランスが老化 に伴 って低 下す るこ とが示 され た。肝臓 にお けるLRP一 董タ ンパ

クの発現 は若齢 ラ ッ トと比較 して25%低 下 した ことか ら,老化 に伴 うLRP-1の 発現 の低下 はhAβ(1-40)

の肝 ク リア ランスの低 下 を誘導す る可能性が示 された。

以上 の結 果 か ら,血 液 中の遊離 型hAβ(1-40)はLRP-1介 在 型エ ン ドサイ トー シ スを介 して肝臓

に取 り込 まれ る こ とが示 され た。 さらに,老 化 に伴 って ラ ッ ト肝臓 にお けるLRP-1の 発 現お よびhAβ

(1-40)の 取 り込みが低下す るこ とが示 され,老 化に伴 う血液 中hAβ 濃度 の上昇 の一要因 とな る可能 性

が示 され た。

Insulinに よ るLRP-1を 介 したhA(1-40)の 肝 ク リア ラ ン ス の制 御

Insulinシ グナル が慢性 的 に低下す るII型 糖尿病 と弧発性ADの 発症 には疫学 的に相 関があ るこ とが報

告 され ているが,insulinシ グナルの低下 とhAβ の脳 内沈着 の関連 を説 明 しうる分子機構 は不明で ある。

本研 究で は,LRP-1を 介 したhAβ(1-40)の 肝 ク リア ランスに対す るinsulinの 影響 を解析 した。48時
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間絶 食 させ た ラッ トの門脈 か らinsulinを 定速投与す るこ とで,肝 臓 のplasmamembraneに おけ るLRP-1

の発 現は時間依存的 に上昇 し,10分 で未処置群 の2.2倍 に達 した。 この時,wholecellslysateに おける発

現は変動せず,細 胞 内か ら細胞 膜へのLRP一1の ソーティ ングが促進 され たこ とが示 され た。細胞膜 にお

けるLRP-1の 局在 量 と相 関 して,[1251]hAβ(1-40)の 肝臓へ の取 り込 みはinsulinに よって時 間依 存

的 に上昇 し,10分 で未 処置群 の1.6倍 に達 した。取 り込み の上昇 は2μMRAPの 前処理に よってほぼ完

全に抑制 され たこ とか ら,insulinは 見かけのLRP-1機 能を活性化 したこ とが示 された。また,[1251]hAβ

(1-40)取 り込み の活性化 はinsulinの 濃 度依存 的であった(EC5・=230pM)。

血 液 中のinsulin濃 度は食餌 の摂 取に よって大き く変動す る。摂食 ラ ッ トの肝臓 では,plasmamembrane

にお け るLRP-1の 局在量 は絶食 ラ ッ トの2.2倍 で あ り,ま た[1251]hAβ(1-40)の 肝取 り込み は絶食:

下 と比較 して1.8倍 に上昇 した。摂食 ラ ッ トの血液 中insulin濃 度 は250±2,2pMで あ りEC5。 とほ1ま等

しい こ とか ら,食 餌 に よるhAβ(1-40)の 取 り込 み の活性化 は血液 中のinsulinを 介 した作 用で あ る可

能性 が示 され た。

以上 の結果 か ら,食 餌お よびそれ に伴 う血 液 中insulln濃 度 の上昇 は肝臓 におけ るLRP-1の シヌ ソイ

ド細 胞膜 へ の ソー ティングを促進 し,hAβ(1-40)の 肝 ク リア ランスを活性化す るこ とが明 らか となった。

また,insulin抵 抗 性 を伴 うII型 糖 尿病 患者 ではhAβ(1-40)の 肝 クリアラ ンスの低下 によって,hAβ(1-40)

の脳 内沈着 が加速 され る可能性 が示 され た。

脳毛細血管に発現するhA(1-40)結 合タンパ ク質の包括的な同定

BBBを 介 したhAβ(1-40)の 輸送 に関与 す る新規 分子 を同定す るため,afhnitycrosslink法 を用い て

脳毛細血管 に発現す るhAβ(1-40)結 合 タンパ ク質 の包括 的な同定を行 った。 その結果,マ ウス大脳 か

ら64,脳 毛細 血管か ら22,TM-BBB4細 胞 か ら1,重 複 を除いて合計77の 既知 タンパ ク質 を同定 した。

また,こ の リス トには大脳 か ら17,脳 毛細血管 か ら10,重 複 を除いて23の 細胞膜 タンパ ク質 が含 まれ た。

本 研 究 で は,既 知 のhAβ(1-40)結 合 タ ン パ ク 質 で あ るtubulinβ3,similartoglyceraldehydes

3-phosphatedehydrogenaseを 同定 した。一方,BBBを 介 したhAβ(1-40)の 輸 送 に関与す る既知 分子

は,恐 らく銀 染色 の感 度以下で あったために同定 され なかった。 また,guaninenucleotidebindingprotein

(Gprotein>』 のサ ブ タイ プで あるGαo,Gα14,G(i)α,Gβ2が 同定 され た こ とか ら,BBBを 介'したhA

β(1-40)の 輸送 にGprotein共 役 型受 容体 が 関与す る可能 性 が考 え られ た。Gi共 役 型 受容体 で あ る

N-fo㎜ylpeptidereceptorfamily-11ke(FPRL)の ヒ ト,マ ウスカ ウンターパー トはマイ ク ログ リア におけ

る可溶性hAβ(1-42)の 内在化 お よび炎症 シ グナル の惹起 に関与す ることが報 告 され ている。 当研究室

の伊藤 らがBBBを 介 したhAβ(1-40)の 消失 に対す るFPRLの 関与 を解析 した結果,ラ ッ ト脳 内 か ら

のBBBを 介 したhAβ(1-40)の 排 出輸送 にFPRLが59%関 与 し,脳 内hAβ(1-40)の 血液 中へ の ク

リアラ ンスに重要な役割 を果たす分子で あるこ とが示唆 され た。

【結論】
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本研 究 では,肝 臓 お よびBBBに お けるhAβ(i-40)の ク リアラ ンスに関与す る分子 につい て解析 を

行 った。 その結果,血 液 中の遊離 型hAβ(1-40)の 肝臓へ の取 り込み にLRP-1介 在 型エ ン ドサイ トー

シスが主 要な機構 として 関与 し,老 化 に伴 ってLRP-1の 発現 お よびhAβ(1-40)の 肝 ク リア ランスが

低 下す る こ とを明 らか に した。また,insulinは 肝臓 におけ るLRP-1の シヌ ソイ ド細胞膜 への ソーティ ン

グを促進 し,LRP-1を 介 したhAβ(1-40)の 肝 ク リア ランスを活性化す る ことを明 らか にした。 さらに,

amnitycrosslink法 を用いて脳毛細血管 に発現す るhAβ(1-40)結 合 タ ンパ ク質 を包括的 に解析 し,BBB

における新規hAβ(1-40)輸 送 分子の同定のために重要な知 見を与 えた。本研究で得 られた成果 は,肝

臓 お よびBBBに お けるhAβ ク リアラ ンスの分子機構 を明 らか に し,hAβ の脳 内沈着 を防 ぐ新 しい薬物

治療法 の開発 に繋 が ると考 えられ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

Humanamyloldβ 一peptide(hAβ)の 脳 内沈着は神経変性 を引き起 こし,Alzheimeゼsdisease(AD)の 原

因 とな る。正常時,hAβ は プロテ アーゼ による代謝 分解 お よび,血 液脳 関門 を介 した循環血液 中へ の排

出輸送機構 に よって脳内か ら消朱す る と考 え られ る。 また,肝 臓 は血液 中hAβ の末梢 ク リア ランス臓器

として重 要 な役割 を果 たす 。本研究 では,hAβ の主要 な分 子種 で あるhAβ(1-40)の 肝臓 お よび血液

脳 関門にお ける輸送 の分子機構 を解明す るこ とを 目的 とした。

Liveruptakeindex法 を用 い,hAβ(1-40)が 濃度依存 的かつ,ア ミノ酸配列 に選択 的に ラ ッ ト肝臓 に

取 り込 まれ る こ とを示 した。siRNAを 用 いてlow-densitylipoproteinreceptor-relatedprotein1(LRP-1)の

発 現 を抑 制す るこ とで,hAβ(1-40)の 取 り込み は有意 に低下 し,hAβ(1-40)はLRP-1を 介 して肝

臓 に取 り込 まれ るこ とが示 され た。高齢 のラ ッ トで は,肝 臓 にお けるLRP-1の 発現お よびhAβ(1-40)

の取 り込み が低下 した。老化 に伴 うLRP-1を 介 したhAβ(1-40)の 肝輸送 の低下は,hAβ 沈着 を加速

す る一要 因に なる と考 え られ る。絶食 下 ラ ッ トにinsulinを 定速投 与す る ことで,肝 実質細胞 にお ける

LRP-1の 細 胞 内か ら細胞 膜へ の ソー ティ ングが促進 され るこ とを示 した。LRP-1の 細胞 内局在 の変動 と

相 関 し,insulinに よってLRP-1を 介 したhAβ(1-40)の 取 り込 みが誘 導 され た。 したが って,insulin

はLRP-1の 細胞膜 にお ける発現 を上昇 させ るこ とで,hAβ(1-40)の 肝輸送 を活性化す ることが示 された。

Insulin抵 抗 性 を伴 うII型 糖 尿病 では,hAβ(1-40)の 肝 ク リア ランス の低 下 によって,hAβ の沈 着 が

加 速 され る可能性 が考 え られ る。

LRP-1は 血液脳 関門を介 した脳 内hAβ(1-40)の 血液 中への輸送 に関与す ることが報 告 され ているが,

当研究 室で はLRP-1の 関与は低 いこ とを見 出毒 てい る。血液脳 関門 を介 したhAβ(1-40)の 輸送 を担

う新規分子 を同定す るため,hAβ(1-40)結 合分子 のプ ロテオ ミクス解析 を行 った。マ ウス大脳お よび

脳 毛細血 管の粗膜 タンパ ク質 画分 とビオチ ン化hAβ(1-40)を 反 応 させ,ア ビジ ンカ ラム を用 いてhA

β(1-40)結 合 タンパ ク質 を精製 した。LC-MSIMS解 析 によって,hAβ(1二40)結 合 タ ンパ ク質 として

マ ウス大脳 か ら64,脳 毛細血管 か ら22の 既知 タ ンパク質 を同定 した。

以上,本 研 究で は,血 液 中hAβ(1-40)の 肝臓 への取 り込 み にLRP-1が 主 要な分子 として関与 し,

insulinに よってhAβ(1-40)の 肝 ク リアラ ンスが制御 され ることを明 らかに した。 さらに,血 液脳 関門

を介 したhAβ 、(1-40)の 排 出輸送 に関与す るタ ンパ ク質 を包括 的に解析 し,新 規hAβ(1-40)輸 送 分

子 の同定 のた めに重 要な知 見を与 えた。 これ らの知 見は,ADの 薬 物治療研 究の発展 に大 き く貢献す る

と考 え られ,本 研 究の業績 は高 く評価 できる。

よって,本 論 文 は博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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