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研究成果の概要：アルツハイマー病の原因として考えられているアミロイドベータ（Aβ）が集

まってできる重合体の作製条件を検討、調整した。そして、この重合体が神経系の細胞である

N2a neuroblastoma 細胞に与える細胞毒性について調べた。加える Aβ重合体の濃度が高くなる

につれて、細胞死がより生じることが確認された。また、Aβによる細胞死の機序として活性酸

素が関与しているのかについて検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー病（ＡＤ）は認知症の代表
的な疾患の１つで、原因としてはアミロイド
ベータ（Aβ）仮説が提唱されています。こ
れは脳内において神経細胞膜上にあるアミ
ロイド前駆体蛋白から酵素により切り出さ
れた可溶性の Aβ蛋白質が重合、凝集そして
蓄積し不溶化した結果、神経細胞死を引き起
こし、ＡＤに特徴的な老人斑や神経原線維変
化を呈してくるというものです。しかし、蓄
積した Aβが神経細胞死を引き起こすとして
も、実際には、神経細胞死が生じる前（１０
数年以上前）から認知機能上の障害が出現し
ており、どういったメカニズムが脳内で生じ

ているのか未だ結論が出ていません。１つの
可能性として、蓄積する前段階の Aβが、重
合した結果、神経細胞の NMDA 受容体を介し
て、長期増強（LTP）などの記憶のメカニズ
ムに影響を与える可能性があります。しかし、
こうした神経毒性によるDNA損傷の可能性や
その修復といった生体の防御する側につい
ての研究は極めて少ないのが現状です。染色
体 DNA の損傷には、塩基の加水分解、アルキ
ル化、酸素ラジカルによるものや、一本鎖 DNA
切断があり、これには塩基除去修復（BER）
が働くことが知られています。また、脳内で
はヌクレオチド除去修復（NER）による修復
が必要な酸化的 DNA 損傷が生じるとも報告
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（Brooks PJ, JBC, 29: 22355-22362, 2000）
されており、こうした修復機構は脳内におい
て欠かせないものとなっています。事実、Ｎ
ＥＲ欠損遺伝病である色素性乾皮症患者で
は進行性の神経障害を発症することが知ら
れています。これまで、ＡＤでは、対照者と
比べて、大脳皮質において 2倍高い頻度で一
本鎖切断によるＤＮＡ損傷を認めたとする
報告（Davydov V, Neurobiology of Aging, 24: 
771-776, 2003）、酸化された塩基を取り除く
修復メカニズムの欠損（Lovell MA, J 
Neurochemistry, 24: 771-776, 1999）そし
て Aβ蛋白質が培養神経細胞に対して酸化的
ストレスを促進するという報告（Yatin SM, J 
Mol. Neurosci. 11: 183-197, 1998）を認め
ています。しかしながら、ＮＥＲに関する報
告はほとんど認めていません。 

脳内における Aβによる影響を、このよう
なＤＮＡ損傷・修復という観点から検討する
ことは新たな治療法を提示する可能性があ
ります。 
 
２．研究の目的 

申請者は、神経およびアストロサイトの培
養細胞を用いて、Aβ蛋白質が DNA に及ぼす
影響（細胞毒性など）とその修復について検
討した。 
 
３．研究の方法 
（ １ ） 神 経 系 セ ル ラ イ ン で あ る N2a 
neuroblastoma 細胞に対する Aβの細胞毒性
について検討した。 
①Aβの重合体の作成 

Human Aβ４２（ペプチド研究所）をジメ
チルスルホキシドに溶解し、超音波処理後、
リン酸緩衝食塩水、ドデシル硫酸ナトリウム
（ＳＤＳ）を加えて３７℃で６時間反応させ
る。さらに希釈をしてから同様に１８時間放
置した。重合体の確認のため、１５％ポリア
クリルアミドゲルを用いたＳＤＳ-ポリアク
リルアミドゲル電気泳動を施行した。 

 
②Aβによる細胞毒性の確認（ＭＴＳ*アッセ
イ） 
*MTS:3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)
-2H-tetrazolium 

N2a 細 胞 を ９ ６ well plate に 3000 
cells/well 蒔き、３７℃、４時間培養後、A
β重合体を含む溶液（最終の全 Aβ濃度、１、
２、５、そして１０μＭ）を添加し、４日後
にＭＴＳアッセイを行った。培養液のみのグ
ループ（以下ＧＭ）を対照とした。 

MTS アッセイは、MTS が生細胞の働きによ
り、発色性のホルマザンに変換されることを
利用し、細胞増殖および細胞毒性試験におけ
る生細胞率を測定する方法である。 

 
（２）Aβによって誘導される細胞死が、酸
化的ストレスに保護的に働くglutathioneに
より阻害を受けるかについて検討した。 
 （１）②の実験と同様に、N2a 細胞を用い
て、細胞播種 4 時間後に、最終濃度 Aβ１０
μＭと glutathione（０、１００、２００、
そして３００μＭ）を合わせて添加し、4 日
後にＭＴＳアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
（１） 
①重合体作製のための条件を検討し、最終的
に、4kDa（Aβ単量体）と 15-20kDa 付近に 2
本のバンド（Aβ重合体）が検出された。 
 
②Aβを含む溶液と同じ組成の溶媒のみで刺
激した場合の細胞死の割合を差し引いても、
Aβ重合体を含む溶液で、濃度依存性に細胞
死が認められた（図 1）。 

Aβ重合体溶液１０μＭ、4日間で、生存率
は 26.2％まで低下した。一元配置分散分析
（ＡＮＯＶＡ）にて統計学的な有意差
（P<0.01）を認め、対照との多重比較（Turkey 
test）では、５、１０μＭにおいて有意な
（P<0.001）低下を認めた。 

図 1（各々の濃度につき n=4） 
 
（２）どの濃度の glutathione 併用群におい
ても、Aβ単独群と同様に、細胞毒性が生じ
ていた（図２）。 

Aβ単独群と glutathione 併用群とのＡＮ
ＯＶＡにて、統計学的な有意差（P<0.01）を
認め、単独群との多重比較（Turkey test）
では、５０μＭ併用群を除いて、単独群より
も有意な低下を認めた（図２）。これらの結
果から、glutathione は、同時に投与した場
合、Aβ重合体による４日間の刺激による細
胞毒性を防御しないことが示された。 

Aβによる酸化的ストレス、少なくとも A
β重合体による細胞毒性に対し、同時投与で
は、glutathione が防御的に働く可能性は否
定された。しかし、今回の実験系では、Aβ
とglutathioneを同時投与の影響があるため、
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さらに条件を変えた追試が必要である。つま
り、先に glutathione を 1時間ほど作用させ
た後に、Aβ重合体を加えるなどである。 

図２（各々の濃度につき n=4） 
NS: nonsignificant、*P<0.05、**P<0.01 
 
（３）考察並びに今後の展望 

Aβ誘導性細胞毒性は、過剰な活性酸素種
（ＲＯＳ）の産生とアポトーシスがメカニズ
ムとして考えられてきており、この酸化的ス
トレスは、ＡＤの発展と進行における重要な
要因を占めている。 

一方、Glutathione（GSH）は、内因性の非
酵素的抗酸化物質、oxyradical スカベンジャ
ーとして、広く認知されており、フリーラジ
カルによる酸化的ストレスに対する防御と
脂質の過酸化とＤＮＡ損傷を抑制し、細胞分
裂、ＤＮＡ修復、酵素活性の調整、転写因子
の活性化、陰イオンと陽イオンのホメオスタ
ーシスの調整、そして酸化的損傷に対する防
御を含めた代謝過程の広範囲に渡って関係
している。また、神経系はとりわけ酸化的損
傷に対して影響を受けやすく、Glutathione
による防御に依存しているとされている
（Woltjer RL, J Neurochemistry 93: 
1047-1056, 2005）。 

こうした背景から、ＧＳＨによる保護効果
の検討を行ったわけであるが、今回の実験系
からはそれを示すことができなかった。考え
られる問題点としては、ＧＳＨがその保護効
果をもたらすためには、細胞内に取り込まれ
る必要性があり、今回 Aβ重合体と同時に投
与をしたため、細胞毒性に保護的に働くに十
分な細胞内の濃度まで上昇しなかった可能
性がある。また、刺激後、十分な神経細胞死
が生じる 4日後に設定したことで、当初は保
護されていたが、その時間的な限界点を超え
てしまっていた可能性がある。これを確認す
るためには、継時的な実験系での検討が必要
である。また、推測の域はでないが、同時投
与したことで、ＧＳＨが逆に毒性を強める方
向に働いた可能性も否定はできない。統計学
的には、Aβ単独群と比較して、併用群にお
いて有意な差を認めており、さらなる検討が

必要である。 
今回の実験では、Aβによる刺激濃度が従

来の報告と比べて高くなっているが、これは
完全に純粋な Aβ重合体の濃度ではなく、単
量体も含めているため、全体としての濃度が
高くなっているものと考えられた。 
 今後、作用機序の異なる抗酸化物も試み、
Aβ重合体の酸化的ストレスに関与している
ことを確認し、その後、酸化的損傷の程度の
測定と修復能の検討を行う予定である。 
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