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ア ル ツ ハ イマ
ー病患者に お ける ヒ ト脳ニ ュ

ーロ ン 特異的な α1・
chimaerin の mRNA とタン パ ク質の 発現
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核 内に お け る脂肪滴形 成 メ 力ニ ズ ム
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【背景 と 目的】わ れ わ れ は 以前，ヒ ト脳 cDNA ラ イ ブ ラ リ ーの 中か ら β
一

  yloidに 親 和性 を もつ タ ン パ ク 質 として α 1−chimaerin を 見出 した （日本

認知 症 学 会 2004 ）。al −chimaerin は Rac】GTPase 　activating 　proteinの ひ と

つ で あ り，脳の 海馬や小脳な どの こ ＝一ロ ン に 多 く発現 し，樹状 突起の

ス パ イ ン を制御 し て い る （P、Buttery　et　al．　PNAS ，2006）。さ らに ，われ わ

れ は ア ル ツ ハ イ マ ー病 患者 の 脳 に お い て α1−chimaedn の mRNA の 発 現

が 有意 に 減少 し て い る事 を 見 出 した （T，Kato　et　al，Neuresci　Lett．2015）。
そ こ で ，今回，ア ル ツ ハ イ マ ー病 患者 の脳 組 織 を用 い て ，al −chimaerin
の タ ン パ ク 質 の 発現 お よび局 在 を調べ ，その 病 的意 義 を検討 した ．
【方法】ま ず，ウサ ギ を α 1−chimaerin 特 異的 ペ プ チ ドお よび融 合 タ ン パ ク

質 で 免 疫 し，ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗体 を作製 した 。次に ，作製 した 特異抗体

を 用 い て ア ル ツ ハイ マ ー病患者 と対照例 の ヒ ト 脳組 織 を 用 い て al −
chimaerin タ ン パ ク 質 の 局 在

．
と発 現 を ウ ェス タ ン プ ロ

ッ テ ィ
ン グ 法お よ

び 免疫組織化学法で 調べ た ．
【結果】ウ サ ギで 作製 した 抗 α1−chimaerin 抗体は ，ウ ェス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グ法 で それ ぞれ の 免疫 源 を認 識 し ，免疫組織化学法で ア ル ッ ハ イ マ ー
病 患者 と対照例 の ヒ ト脳 組織 の ニ ューロ ン や 神経 原線維 を 染色 した 。
【考 察 】 ア ル ッ ハイ マ

ー
病 患 者 の 脳 に お い て ，α 1−chimaerin の mRNA は

＝」− Pt ン に 局在 し，発現 は 減少 し て い た が，α1−。him旦 erin タ ン パ ク 質

は 二＝− P ン に 局 在す るだ け で な く神経 原線維に も見 られ ，本 タ ン パ ク

質が ア ル ッ ハ イ マ ー病の 病 態と深 く関わ っ て い る 可能性 が 示唆 され た。
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　脂 肪 滴 （LD ）は中 性脂 質の コ ア を持ち リ ン 脂質
一

重層に 覆われ た ユ ビ

キ タ ス な オ ル ガネ ラ であ り，そ の 表層 は蛋 白質 の貯留や分解等の 様 々 な

生 理機能の 足 場 と成る事が示唆され て い る 。LD は 細胞質だ け で な く核

質内に も存在し ，マ ウス 肝初 代培 養細 胞や 肝癌 由来細胞株な ど特定の 細

胞 で 頻 繁 に 検 出 され た。肝 癌由来培養細胞株 Huh7 の TEM 及び SEM に

よ る連続断面観察で は ，核 膜 か ら核 質 に延 び る膜 構 造 （核 膜延 長 構造 ）

が存在 し，核 質内 LD と近 接 して い た。細胞 質 LD に 局在す る主 要分子

で あ る perilipin−2 は核質内 LD に 検出さ れ ず，一方 核質 内 LD は蛋 白質修

飾や転写調節 の 場 で ある PML 小体 と頻 繁 に 共 局在 し，蛋 白質の 組成 は

核内 外の LD で 異 なって い た。複数の PML 　isoformの 中で PML −IIが最

も LD と共局在 し，　 PML 一且1の 発現 量 と核 質 内 LD 形 成 量は 正 の 相 関 を示

した。PML −IIは 内核 膜 （… ）直 下 に も局 在 し ，こ の 領域 （PML −II−

patch）で は INM 分 子 が排 除 され て い た。　PML −11の 過 剰 発 現 あ るい は

INM 分 子 の 発 現 抑 制に よ り核質 内 LD 及 び 核膜延 長 構造 が 増加 し た 。
核 膜延 長構 造 に は 中性脂 質 合成酵 素 の

一
部が 局在 して い た。細 胞分 裂 阻

害 時 に も新 規 合成 された 脂 質エ ス テ ル が 核質内 LD に供給さ れ た 。
　 こ れ らの 結果は 肝 由来細胞等で は PML −IIの 働 きに よ り形 成 され る核

膜延長 携 造 か ら核 質 内 で LD が生 成 され得る事を示 唆 し，詳細な分子機

序を 検討中で ある。LD −PML 複合体 の周囲に は ユ ビキ チ ソ ・SUMOI が

局在 し，さ らに リ ン 酸化 p53 等 が検 出 された こ とか ら，　LD −PML 複合体

に お い て機 能 的 な蛋 白質修 飾が 行 なわ れ 得る 事も示 唆 され た 。現在核質

内 LD 周 囲 で 起 こ る 生理 的事 象 に つ い て さ らに 検 討 中で あ る。

P4 −Ol
脂 溶性抗酸化物質 よ る aPKC −Par 複合体の 機能制御を介した 創傷治

癒 促進効果

堀 越 洋輔
1，花 木 武彦

1・2，中 曽
一

裕
1，池 口 正英

2，松 浦 達也
1

1
鳥取大

・
医
・
統合分 子 医化 学，2

鳥取大
・
医
・
病 態制御外科学

【目的 】細胞 の 極性化 は ，上 皮 シ
ート構造 の 形成

・維持や 創傷治癒の 過程

に お い て 必 要 で あ る 。我 々 は ，四 塩化 炭素 に よ っ て 惹起 され る肝 組織 の

極性 異 常が 脂溶性 抗 酸化物 質 で あ る ビタ ミ ン E （VE ）処 理 に よ り抑制で

きる事を報告し た 。本研究で は ，酸化ス ト レ ス が関与 しな い 細胞 の 傷 修

復 過程 で お こ る細胞 の 極 性 化 に 対す る VE 作用 に つ い て 検討す る と共

に ，そ の 分子機構 を解明する こ とを 目的 とし た。
【方法 】培養 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト細胞を用 い て weund 　healing　assay を行い

VE の 作用 に つ い て 以下 の 点を 検討 し た 。  創 傷治 癒過 程 に お け る細 胞

の 極 性 化 に 対す る作 用，  細胞 極性 の 制 御 に 働 くプ ロ テ イ ン キ ナ ーゼ C

（aPKC ） と そ の 結合 タ ン パ ク質 で あ る Par−3 の 発現 お よ び局在 に 対 す る

作 用

【結果】傷修復過程 で 起 こ る ゴ ル ジ体 の 傷 面 へ の 局 在化 （極 性化 ） が VE
で 促進 され る か 検 討 し た 結 果，VE に よ りゴ ル ジ体 の 極性化 が促 進 さ れ

る こ とが分か っ た 。また ，傷修復過程 に お け る aPKC と Par−3 の 発現 と

局在 に つ い て 免役組織化 学的手法 を用 い て 検討 し た 。VE は aPKC と

Par−3 の 傷 に 面 した 細胞 に お い て形 質 膜への 局在 化 を誘 導 す る こ とを見

出 した。さらに ，生 化学 的 手法 を 用 い て 細胞膜画分を 調整 し，そ こ に 含

ま れ る aPKC ，　 Par−3 の 量 を ウ ェス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り確 認 した。
その 結 果，VE に よ り細胞 膜画分 中に 含 まれ る aPKC の 量が 増加す る こ と

が明 らか とな っ た 。こ の よ うな VE に よる作用 は ビ タ ミ ン C で は確 認 さ

れな か った 。ま た ，VE を 処 理 した 細胞に お い て は aPKC −Par−3複 合 体 の

量が 増加 して い る こ と も明 らか となった 。

【考 察】以上 の 結果 よ り，VE は 創傷治癒の 過程で起 こ る細胞 の極性化を

促し，傷の 修復を 速め て い る事が示 唆された 。 その 分 子機構 と して，極

性 制御 因子 で ある aPKC ，　 Par−3 の 形質膜 へ の 局在化お よ び複合体形成を

促進 し て い る と考え られ た 。
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フ ェロ ン ー
α1 （IFN−al ）mRNA の 核外 輸送 に 注 日 し，　Fluorescence 　in　situ　hybridization

法 を用 い て mRNA 上 に輸 送 責 任領 域 の特 定 を 図 っ た 。そ の 結 果，　 IFN−
or1　 mRNA の CDS 領 域が 形成 す る stem 　loop（SL）構造 が ，輸送 困予 CRM1

に 認識 され る こ とがそ の 核外輸送に 必要で ある こ とを見出した 。
こ の 研

究過 程 で，SL 構造 中 に 存在 す る Bulged−stem 且oop （BSL）領域が IFN−Ol
mRNA の 安定的な発現に 関連す る こ とが明 らか に な っ た 。

　そ の 後 の 研 究 の 結 果，こ の IFN一αl　mRNA の 安定的 な発現は ，同遺伝

子 の逆鎖か ら転写さ れ る IFN−al ア ン チ セ ン ス （AS ）RNA が mRNA 上 の

BSL 領 域 を認 識 す る こ とに よ り，転 写後性 に 同分 子 の 半減 期 を延長 す る

こ と で 制御さ れ て い た 。続 い て，そ の 安定 化 の 分 子 メ カ ニズ ム を検 討 し

た とこ ろ，IFN −al 　AS 　RNA は ，同 mRNA の発現を 抑制す る miR −127D を

吸着，不 活 化 す る cornpeting 　endogenous 　RNA （ceRNA ） と し て 機 能 し，
miR −1270 の 機能に 拮抗す る こ と で IFN −al 　mRNA を 安定化す る こ とが 明

らか に な っ た 。さ らに こ の 分 子 メ カ ニズ ム の 詳 細 を検 討 した と こ ろ，
IFN −lll　AS 　RNA は，　 miR −1270 の 標的塩基配列を共有する こ とで ，他の

IFN一α フ ァ ミ リ
ー

の メ ン バ ー
　mRNA 並 びに AS 　RNA ，及 び他 の 細胞 由来

の mRNA と協 働 して miR −1270 の 作用 を 拮抗阻 害す る ceRNA ネ ッ ト

ワ
ー

ク を形成 し，機能 す る こ とを 明 らか に した。
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