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論 文 内 容 の 要 旨

アルツハイマー病 (AD)に関する疫学的研究より以下のことが報告されている｡ 1)ADの発症率は女性が男性のおよ

そ2倍高い｡2)閉経後女性にエストロゲン補充療法を施行すると投与群は非投与群に比べAD発症率が有意に低い｡3)

AD発症女性患者にエストロゲン補充療法を施行すると非投与群に比べて認知機能低下が有意に抑制された｡これらの疫学

的研究結果からエストロゲンはADの進行に対し抑制的に作用していると考えられ,ADにおける神経変性に対して細胞

保護効果を持つことが示唆される｡ しかしエストロゲンの神経細胞保護効果及びその分子機構に関しては未だ不明な点が多

い｡本研究では,エストロゲンの持つ神経細胞保護機構についてphosphatidylinosito13-kinase(PI3-K)/Aktシグナル伝

達系に着目して検討した｡

ラット胎仔 (胎生19-20日)より摘出 ･単離した初代培養大脳皮質神経細胞を用いた｡薬物を含む培養液で培養後,免疫

染色法にて神経細胞を同定 ･計数し生存率を評価した｡ADでの神経細胞死の一形態としてアポトーシスが示唆されている

ことから,神経細胞死誘発にアポトーシス誘発薬であるスタウロスポリン (STS)を使用した｡アポトーシス細胞の同定

･計数にはTUNEL法および核染色を用いた｡STSは初代培養大脳皮質神経細胞に対して濃度および時間依存的に神経細

胞死を誘発し,この細胞死は主にアポトーシスであることを確認した｡エストロゲンとして,生体内で生理活性を持ち,閉

経期に減少する代表的女性ホルモンである17針 エストラジオール (E2)を用いた｡30hM STSにより43.9±7.6%に低

下した神経細胞生存率は,生理的濃度範囲である10nM E2の30分前投与により72.7±4.3%まで上昇した｡またアポトー

シス率は45.2±4.7%から15.1±2.8%まで低下した｡このE2による抗アポトーシス作用は選択的エストロゲンレセプタ

ー括抗薬であるICI182780およびPI3-Kの選択的阻害薬であるLY294002の前投与により抑制されたO以上の結果より,

E2による抗アポトーシス作用はエストロゲンレセプターおよびPI3-Kを介していると考えられた｡

次にPI3-K以下のシグナル伝達系を解析した｡PI3-Kの下流標的の一つであり,細胞生存に促進的に作用すると報告さ

れているAktは10nM E2投与5分以内にリン酸化された｡Aktの下流標的であり,抗アポトーシス作用を持つタンパク

質Bcl-2の転写因子の一つであるCREBはE2投与により15分以内にリン酸化された｡またE2投与によりBd-2は増加し

STSによるBcト2減少を抑制した｡以上のAktリン酸化∴CREBリン酸化そしてBcl-2の増加はいずれも選択的エストロ

ゲンレセプター括抗薬および選択的PI3-K阻害薬にて抑制された｡

以上の結果より,E2による抗アポ トーシス作用のシグナル伝達には小なくともエス トロゲンレセプター=⇒PI3-

K⇒Akt=寺CREB=⇒Bcl-2という系が関与していることが示唆された｡またE2投与によるAktリン酸化は投与後5分以内

と非常に早い時間経過で惹起されていることから,エストロゲンレセプターが転写因子として遺伝子発現を介して作用して

いるのではなく,遺伝子発現を介さない機構でPI3-Kを活性化していると考えられた｡

- 719-



論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

疫学的研究からアルツハイマー病 (AD)に対しエストロゲンの有効性が示されているので,その神経細胞保護機構を解

明することを目的とした｡特に本研究では,フォスフアチジルイノシトール3キナーゼ (PI3K)カスケードに着冒し検討

した｡

ラット胎仔大脳皮質初代分散培養を用い,スタウロスポリン (STS)によって細胞死を誘発し,閉経期に減少する代表

的女性ホルモンの17βエストラジオール (E2)の効果を検討した｡アポトーシス細胞の同定 ･計数にはTUNEL法と核染

色法を用い,免疫染色法にて神経細胞を同定.･計数し,その生存率を評価した｡

その結果,生理的濃度の10nM E2はSTSに対し抗アポトーシス作用を示した｡E2の抗アポトーシス作用はPI3K及び

エス トロゲン受容体 (ER)括抗薬で阻害され,ER及びPI3Kを介していた｡E2によりPI3K標的のAkt,Akt標的の

CREBがリン酸化を受け,CREBが転写促進するBcl-2は増加し,STSによるBcト2減少を抑制した｡PI3K及びER括

抗薬はE2のAkt,CREBリン酸化,Bcl-2増加応答のいずれをも阻害した｡

以上から,E2の抗アポトーシスシグナルにはER/PI3K/Akt/CREB/Bcl-2の関与が示唆された｡また,E2のAktリン

酸化は非常に早い時間経過で惹起されており,ERは遺伝子発現を介さずにPI3Kを活性化していると考えられた｡

以上の研究はAIzheimer痛に対するエストロゲンの保護効果機序の解明に貢献し,その機構を応用した新しい治療法の

開発に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成13年11月30日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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