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第一章 マウス脳内における新規セリンプロテアーゼ B-GRKの

cDNA クローニングとその発現解析 
 

序論 

 
神経系において、セリンプロテアーゼが様々な形で重要な役割を果たしていることが、

これまでに多くの研究によって示されてきた。例えば neuropsin、尿素型及び組織型
plasminogen activator (uPA、tPA)、thrombinのような細胞外セリンプロテアーゼが神経
系では発現している。これらのプロテアーゼは、細胞遊走 [1、2]、突起伸展 [3-5]、シ
ナプスの形成や再編成  [6-8] を始めとした神経系の発達  [9-13]、神経可塑性 
[14-19]、神経細胞死 [20、21] といった様々な機能に関与することが明らかとなってき
た。しかしその一方、神経系では、例えば corticotrophin 放出因子 (CRF) 前駆体か
らのペプチドのプロセッシングのように、Lys もしくは Arg の C 末側を切断する trypsin
様の活性を有するプロテアーゼの関与が示唆されながらも、実際に機能している分子

が未だに同定できていないものもある [22]。また近年、アルツハイマー病 (AD) など
の痴呆症においても、セリンプロテアーゼやセリンプロテアーゼインヒビターの関与が、

新たに報告されている [23-25]。 
本研究では、脳内に発現しているセリンプロテアーゼの cDNA を単離することにより、
脳型 granzyme K (B-GRK) を新たに同定した。granzymeファミリーは様々な活性を持
つセリンプロテアーゼから成り、perforinと共に細胞傷害性Tリンパ球やナチュラルキラ
ー細胞の細胞傷害性顆粒の主要な構成要素である [26]。granzyme はウィルスに感
染した細胞や癌細胞に対して分泌され、perforin により開かれた標的細胞の細胞膜上
の穴から進入し、標的のアポトーシスを誘導する [27]。granzyme K (GRK) はラットの
ナチュラルキラー細胞より精製及び単離されたセリンプロテアーゼであり、trypsin 様の
活性を有する [28]。GRK の cDNA はヒトとマウスでも単離され、このセリンプロテアー
ゼがナチュラルキラー細胞と T 細胞において発現していることが明らかとなっている 
[29-31]。GRKは合成基質のLysおよびArgのC末側を切断し、その活性は内在性の
inter-α-trypsin inhibitor により阻害される [32、33]。granzyme ファミリーの中には、
GRK と同様に trypsin様の活性を有する granzyme Aが存在しており、通常の細胞傷
害性リンパ球においては GRK よりも granzyme Aの方が発現が強い [31]。しかしなが
ら granzyme Aが欠如したマウスのリンパ球においては、GRKの発現が上昇することや、
細胞傷害活性が維持されていることが分かっている。このように細胞傷害性 T リンパ球
やナチュラルキラー細胞においてはGRKについて調べられてきたが、GRKが中枢神
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経系で発現しているとの報告はこれまでなされていなかった。 
今回の実験では、新たにクローニングされたマウス B-GRK 遺伝子について発現して
いる組織を調べ、B-GRKが脳内に発現しており GRK との間に異なる分布が認められ
ることを明らかにした。また in situ hubridization法を用いることにより、発生過程におけ
る B-GRK/GRK の脳内の領域特異的な一過性の発現も示されたので併せて報告す
る。 

 
 

材料と方法 

 
PCR法に用いたオリゴ DNAプライマーを表 1.1に示す。 
 
表 1.1   

PCR法に用いたオリゴヌクレオチド 

Oligo 配列 cDNA内の位置 

53S 5’-GCCTCATGATGTCATGAGAA 53-72 

104S 5’-GCATGTGCAGACCAAGTACACAGTA 104-128 

305AS 5’-GAGTGCTGACCGCCTGGTAAACACT 305-281 

344AS 5’-GCTGGACTTCCCTCCCTCCAATAAT 344-321 

480AS 5’-CGGTGGGAGAGTGGCCTGTGGGAAA 480-456 

524S 5’-GCAGACATTTGAAATTAAA 524-543 

709S 5’-CCACCAAGCCAGATCTGTTA 709-728 

710AS 5’-GGTTCCCCAGCCAGTCACCTGGCAT 710-684 

730S 5’-CCGCCTCTGATACCCTGAGAGAAGT 730-754 

867AS 5’-AATCCTTTTGACCTCTGGCA 867-848 

914S 5’-CCATGCCCTAGTCTCTCAGGGCTAT 914-938 

GRKS 5’-CTGGTGGCTGGCGTTTATAT 31-50 of GRK a 

GRAS 5’-GTGCTGGCGCTTTGATTGAA 350-369 of GRA b 

GRAAS 5’-CCACACTTCTCTCCACCAAA 887-868 of GRA b 
a 文献 [31] より ATG開始コドンの Aを 1番目として引用. 
b 文献 [34] より granzyme Aの配列を引用 (GenBank M133226). 

 
 
B-GRKの単離 
逆転写 PCR (RT-PCR) 法は、mRNAを成体 ddYマウス (male、SLC、Shizuoka) の脳
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全体より抽出した点を除いて、Chen 等の方法に従った [14]。RT-PCR 法により増幅さ
れた断片を pBluescriptII KS (+)に挿入し配列を決定した。データベースにより検索し
た結果、その一つ (B59) はマウス GRKの cDNA と一致した [31]。B59断片の 5’、3’
両端の残りの部分の cDNA を得るために、マウス脳 cDNA を用いて Rapid 
Amplification of cDNA Ends (RACE) 法を行った [35]。3’ RACE PCR法には 730S、
914S、AP1、AP2 (Clontech) プライマーを、5’ RACE PCR 法には 710AS、480AS、
AP1、AP2プライマーを用いて nested PCR法を行った。得られた増幅産物は pGEM-T
プラスミドに挿入し配列を決定した。 
 
サザンブロッティング法 
BALB/cマウスの肝臓より抽出したゲノム DNA 10 µgを各制限酵素により処理した。サ
ザンブロッティング法は、B-GRKの cDNA断片 (エキソン 4 を含む 600-867番目) を
32Pで標識し、通常の方法に従って行った [36]。 
 

ゲノム PCR法 
PCR 法はゲノム DNA 12 µg を鋳型とし、104S と 305AS、148S と 344AS の二組の
B-GRK のプライマーを鋳型として用いた。いずれか一組のプライマー20 pmol に 1 × 
LA Buffer II (Takara、Otsu)、1.5 mM MgCl2、0.2 mM dNTP、5 u LA Taq (Takara、
Otsu) を加えた。PCR 法は、94°C で 2 分間加温した後、 94°C で 30 秒、57°C で 30
秒、72°Cで 10分のサイクルを 30サイクル行い、最後に 72°Cで 10分間加温した。増
幅産物はアガロースゲルによる電気泳動を行った。 
 
B-GRK、GRK、granzyme A mRNAの RT-PCR  
RT-PCR法により、B-GRK又はGRK (B-GRK/GRK) の組織における発現分布を調べ
た。ddYマウスの各組織より抽出した 5 µgの RNAから、 オリゴ dTを用いて逆転写を
行った。得られた産物の 1/25量を鋳型とし、1 × PCR Buffer I (Perkin-Elmer)、0.2 mM 
dNTP、5 u AmpliTaq (Perkin-Elmer、Boston、MA、USA)、プライマー524S 及び
867AS、20 pmol を加えた。PCR 法は、94°C で 2 分間加温した後、 94°C で 30 秒、
57°Cで 30秒、72°Cで 1分のサイクルを 30サイクル行った。増幅した cDNAはアガロ
ースゲル電気泳動により分離し、ナイロンメンブレン (GeneScreenPlus、NEN、Boston、
MA、USA) へ転写した。そのメンブレンに対し、T4 polynucleotide kinase により 32Pで
標識した 709S プローブのハイブリダイゼーションを行った。洗浄後、X 線フィルム 
(Biomax、Eastman Kodak、Rochester、NY、USA) へ露光した。 
脳と脾臓での発現の違いを調べるため、B-GRK と GRKのそれぞれに特異的なプライ
マーを用いてRT-PCR法を行った。B-GRKのみを増幅するためには 53Sと 710ASを、
GRKのためには GMKS と 710ASを、両方を増幅するためには 524S と 710ASをプラ
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イマーとして用いた。PCR法は先に示した条件で行った。 
 
組換え B-GRK蛋白質の neuro2aでの発現  
B-GRK が神経細胞系で発現し得るかを調べるため、B-GRK の C 末端に
Hemagglutinin (HA) タグを付加し、pED1 プラスミドの actin プロモーターの下流に挿
入したプラスミド pED1NGK を作製し、neuro2a細胞へ導入した [37、38]。発現効率を
上げるために ATG配列を Glu2の前に開始コドンとして挿入した。HA配列は His256と

終止コドンの間に挿入した。対照実験として pED1ベクターのみを導入した系も作製し
た 。 形 質 転 換 後 、 neuro2a 細 胞 は 回 収 し homogenizing buffer (20 mM 
tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochoride (pH 7.4)、 2 mM ethylenediamine 
tetraacetic acid、2 mM 2-mercaptoethanol) 中でホモジェナイズを行った。14,000 rpm
で 10分間遠心分離した後、得られた上清を可溶性画分とした。不溶性の沈殿は 0.1% 
Tween 20 を含むリン酸バッファー (PBS) を加えて再懸濁した。ポリアクリルアミドゲル
電気泳動を行った後、ニトロセルロースメンブレン (Trans-Blot、BioRad、Richmond、
CA、USA) へ転写し、抗 HA抗体 (Boeringer-Mannheim、Indianapolis、IN、USA) を
用いて免疫染色法を行った。 
 
In situ hybridization法 
胎齢 9.5 (E9.5)、12、14、18日目、生後 0 (P0)、1、2、5、7、14、28日齢、11 (11W)、20
週齢の ddYマウスを実験に供した。etherによる深麻酔下で胎児もしくは脳を取り出し、
ドライアイス中で凍結した。クリオスタットを用いて 20 µm の切片を作製し、
3-aminopropyl triethoxy silane でコーティングしたスライドグラス上に載せた。in situ 
hybridization法には 35Sで標識したRNAもしくはオリゴDNAプローブを用い、過去の
報告に従い行った [14、39]。RNA プローブには cDNA の 524-867 番目に相当する
アンチセンスもしくはセンス配列を、オリゴ DNA プローブには B-GRK cDNA の
266-305番目 (図 1.1)、GRK cDNAの 3-42番目に相当する配列を用いた [31]。ハイ
ブリダイゼーション後に洗浄した切片上に NTB-2 乳剤 (Eastman Kodak、Rochester、
NY、USA) を塗布し露光した。3 週間後に現像し、thionine で対比染色後、暗視野及
び明視野照明下で観察した。 
 
 

結果 

 
脳に発現する新規セリンプロテアーゼ B-GRK cDNAの同定 
セリンプロテアーゼ間で保存されている領域を元に作製したプライマーを用いて、マウ
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ス脳 RNAについて RT-PCR法を行い、予想される大きさ (約 450 bp) の増幅産物を
得た。それをサブクローニングし配列を決定した結果、うち一つ (B59) がマウス GRK 
cDNA と一致した [31]。全長の cDNA を得るために、3’ 及び 5’ RACE を行った。図
1.1Aに 5’ RACE法、RT-PCR法、3’ RACE法により得られた B-GRKの配列を示す。
cDNAの全長は 1303 bpであり、その 307-1037番目は GRK cDNAのエキソン 2-5 と
一致した。また 3’端側の配列 (1038-1303) は GRKのゲノム配列と大部分が一致した。
しかし、5’端側の配列 (1-306) は GRKの cDNA配列ともゲノム配列とも全く異なって
いた (図 1.1A 参照、斜体)。後に記すように適当な翻訳開始コドンが発見できなかっ
たため、RT-PCR 法により得られた cDNA やゲノム DNA の配列を詳細に検討し、図
1.1Aの配列に誤りがないことを確認した。 
 
B-GRKの推定されるアミノ酸配列 
cDNAの 1-365番目の配列に認められる 9個の ATG コドンの中で、オープンリーディ
ングフレームを形成できるのは 363-365 番目の ATG のみである。しかしこの 363 の
ATG から翻訳が開始された場合、セリンプロテアーゼ活性に不可欠な N 端の疎水性
残基 (IIGG) を欠くことになる [40]。従ってこのmRNAが翻訳されセリンプロテアーゼ
として機能するならば、AUG ではない開始コドンを使用していると考えられる。この
cDNA をみると、269 に位置する CUG コドンを翻訳開始点として使用している可能性
が考えられる。その場合、アミノ酸配列は、18 残基のリーダーペプチドを有し、切断後
に Ile19 より始まるプロテアーゼとなると予想された (図 1.1A 参照)。図 1.1B には
B-GRK cDNA より推定される N 端側のアミノ酸配列を GRK の配列と共に示した。
B-GRKの N末端から 13残基のアミノ酸は、GRK とも他のデータベース上の如何なる
配列とも一致しなかった。またB-GRKには、GRKを始めとするセリンプロテアーゼのN
末端に認められるシグナル配列が認められなかった。 
 
同一遺伝子からの B-GRK と GRKの択一的転写 
B-GRKの配列と共通の、GRKのエキソン4に相当する配列のプローブを用いて、マウ
スゲノムについてサザンブロッティング法を行った。その結果、全てのレーンにバンド

が一本のみ認められた (図 1.2)。このことから B-GRK と GRKは同一の遺伝子に由来
しており、異なる開始点より択一的に転写されていると考えられた。この遺伝子の構造

を調べるためにゲノム cDNAについて PCR法を行った。プローブとして 104Sと 305AS
を用いた場合には約 2.3 kbpの増幅産物が得られたが、104S と 344ASを用いた場合
には増幅産物が得られなかった (data not shown)。この結果より、B-GRK 特異的な
cDNA 配列の最後である 306 番目の A と、GRK との共通部分であるエキソン 2 の最
初にある 307番目の G との間には長いイントロン配列が存在すると考えられた [31]。 
B-GRK/GRK mRNAの各組織における発現分布を調べるために、共通の部分を増幅 
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A 
 
CTATTCTAAGGCATCAGTATACCCACCTGAAAAAAAAATGGGTATAAAGACAGCCTCATG    60 
ATGTCATGAGAATTAACAGATGAGTACATGCAAAGCACTCAGAGCATGTGCAGACCAAGT   120 
ACACAGTAATCGCTAGCAACTATGACACAGCTCTCAAAGGCTTTGGACACATCCCAAACT   180 
GTAATTTACCTACAAGGAAGTGCATTCGTCTCAGTTAAGCTGATCACTAAAATGGGCTAC   240 
CTTTCCAGGGAATAGCGTCAGAAAGGCTGGAGCACAGAGCAGTGTTTACCAGGCGGTCAG   300 

L E H R A V F T R R S     11 
CACTCAGTTTCCATACTGAAATTATTGGAGGGAGGGAAGTCCAGCCGCATTCCAGGCCAT   360 
A L S F H T E I I G G R E V Q P H S R P     31 
TTATGGCGTCCAATACTGAAATTATTGGAGGGAGGGAAGTCCAGCCGCATTCCAGGCCAT   420 
F M A S I Q Y R S K H I C G G V Q I H P     51 
AGTGGGTGCTAACAGCCGCCCACTGCTACTCTTGGTTTCCCAGAGGCCACTCTCCCACCG   480 
Q W V L T A A H C Y S W F P R G H S P T     71 
TGGTTTTAGGAGCACATTCTCTTTCCAAGAATGACGGGATGAAGCAGACATTTGAAATTA   540 
V V L G A H S L S K N E P M K Q T F E I     91 
AAAAGTTCATCCCATTCTCACGACTTCAGTCCGGTTCCGCATCGCATGACATCATGCTGA   600 
K K F I P F S R L Q S G S A S H D I M L    111 
TAAAGCTTCGCACTGCTGCAGAACTAAACAAGAATGTCCAACTGCTTCACCTGGGATCCA   660 
I K L R T A A E L N K N V Q L L H L G S    131 
AAAACTATCTTAGAGATGGGACCAAATGCCAGGTGACTGGCTGGGGAACCACCAAGCCAG   720 
K N Y L R D G T K C Q V T G W G T T K P    151 
ATCTGTTAACCGCCTCTGATACCCTGAGAGAAGTCACTGTTACCATCATAAGTAGAAAAC   780 
D L L T A S D T L R E V T V T I I S R K    171 
GCTGTAACAGCCAAAGCTACTACAACCACAAACCTGTTATAACCAAGGACATGATATGTC   840 
R C N S Q S Y Y N H K P V I T K D M I C    191 
CAGGAGATGCCAGAGGTCAAAAGGATTCCTGCAAGGGTGACTCTGGTGGCCCTTTGATCT   900 
A G D A R G Q K D S C K G D S G G P L I    211 
GCAAAGGCATCTTCCATGCCCTAGTCTCTCAGGGCTATAAATGTGGCATCGCCAAAAAGC   960 
C K G I F H A L V S Q G Y K C G I A K K    231 
CTGGAATCTATACGCTATTAACTAAGAAATACCAGACCTGGATCAAAAGCAAGCTTGCCC  1020 
P G I Y T L L T K K C Q T W I K S K L A    251 
CATCACGTGCACATTGAGATTGCACATTGAGATTTTCCTGGATCTGCCAGTCACTTGCTT  1080 
P S R A H *                  256 
CTTTTTCCAGGATGCGCTTGCAGACCTGGCGTCCTCTTCAGAGGCAGCTGGCTATAGGGA  1140 
GGGCATGGAGCAGCTGGGATGGATTTCTGTTTCTCAGAAATTCATTTAGTTAGGGAGCCA  1200 
TGCTCTTTTTTCACGTGTATTAATGATTTGTTTTTACTGTGTTCGTTCATCCTAAATAAA  1260 
ATGTGGACGTCTGTGTTTGTCTGCATGGATGTCAAGAAACATC        1303 
 
 

B 
 
MB-GRK -------LEH RAVFTRRSAL SFHTEIIGGR EVQPHSRPFM ASYQYRSKHI  43 
           |            |     ||||||||| |||||||||| |||||||||| 
GRK  MRFSSWALVS LVAGVYMSSE CFHTEIIGGR EVQPHSRPFM ASYQYRSKHI  50 
 
 
図 1.1  B-GRKの配列. (A) B-GRKの cDNA配列と予想されるアミノ酸配列. GRKの配列と異なる部
分は斜体で示す. セリンプロテアーゼ活性に必須の 3残基のアミノ酸は太字で示す. オープンリーディ
ングフレーム内の最初の ATG コドン (363-365) とポリ A付加配列の AATAAAは下線で示す. (B) 
B-GRK と GRKの N端側配列の比較.  
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図 1.2  B-GRK遺伝子のサザンブロッティン

グ法による解析. 10 µgのゲノム DNAを ApaI 

(レーン１)、EcoRI (レーン 2)、FbaI (レーン

3)、HindIII (レーン 4)、PstI (レーン 5) で切

断し、エキソン 4 に相当するプローブを用い

てサザンブロッティング法を行った.  

図 1.3  B-GRK/GRKの発現している組織.  

524S と 867AS を用いて以下の組織の RNA より RT-PCR法を行い、サザンブロッティング法により解

析した. 脾臓 (レーン 1)、肺 (レーン 2)、目 (レーン 3)、顎下腺 (レーン 4)、小腸 (レーン 5)、心臓

(レーン 6)、大脳皮質 (レーン 7)、海馬 (レーン 8)、間脳 (レーン 9)、小脳 (レーン 10).  
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するプライマーを用いて RT-PCR 法を行った。その結果、脾臓、肺、小腸で発現が認
められた (図 1.3)。脳内では大脳皮質、海馬、間脳で発現が認められた。一方で、小
脳、心臓、顎下腺には発現が認められなかった。 
脾臓においては、GRKの高い発現が既に報告されている [28]。そのため、3組のプラ
イマーを用いて、2つの転写産物の発現を脳と脾臓とで比較した。その結果B-GRKは
脳においてのみ発現が認められた (図 1.4)。GRK は脳と脾臓に発現が認められたも
のの、脳では発現が弱かった。当然ながら共通領域部分は脳、脾臓ともに増幅され

た。 
neuro2a細胞での組換え B-GRKの発現 
HA タグを挿入した組換え B-GRK を neuro2a細胞へ発現させた。遺伝子導入から 48 
時間後に細胞を回収し、ポリアクリルアミドゲル電気泳動及びウェスタンブロッティング

法により可溶性画分、不溶性画分を分析した。その結果、不溶性画分にのみ約 30 
kDaの陽性シグナルが検出された (図 1.5)。pED1NGKプラスミドのみを導入した細胞
では、シグナルは検出されなかった。30 kDa という分子量は、HA タグを挿入した
B-GRKのアミノ酸配列から予想される値 (29,179 Da) と一致していた。この結果より、
B-GRK mRNAは翻訳され得ること、neuro2a細胞においては可溶性蛋白質ではなく、
膜結合型蛋白質として翻訳されることが示唆された。 
 
B-GRK/GRKの前脳及び視床下部での発現 
B-GRK/GRK mRNAの発現をより詳細に検討するために、両方の mRNAを認識する
RNAプローブを用いて in situ hybridization法を行った。成体マウスの脳では、陽性シ
グナルは前脳と視床下部に認められた (図 1.6)。RNA プローブの特異性については、
センスプローブを用いて対照実験を行い、シグナルが観察されないことを確認した 
(図 1.6G)。前脳でもっとも強いシグナルが認められたのは分界条床核であった (図
1.6A)。海馬 CA1-CA3 領域の錐体細胞層や中心及び内側扁桃核にも陽性シグナル
が認められた (図 1.6F)。視床下部においては、視交差上核に強いシグナルが認めら
れたほか (図 1.6A参照)、内側視索前野にも疎らな発現が認められた (図 1.6B)。より
尾側では、室傍核の小細胞性領域と室周囲核にシグナルが認められた (図 1.6E)。対
照的に室傍核の大細胞性領域にはシグナルは認められなかった。B-GRK/GRK 発現
細胞は弓状核や腹内側核の腹側部にも存在していた (図 1.6F 参照)。しかし尾側の
脳幹には陽性シグナルは認められなかった (data not shown)。また B-GRK、GRK そ
れぞれに特異的なオリゴ DNAプローブを用いて in situ hybridization法を行った結果、
視床下部において B-GRK mRNAの方が GRK よりも強く発現していることが示された 
(図 1.6C、D)。 
マウスの脳の発生過程においては、B-GRK/GRK の発現が最初に認められるのは胎
齢 18日目であった (図 1.7A、B)。図 1.7B に示すように、陽性シグナルは視床下部、
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海馬、扁桃体に認められており、この段階で既に生体の脳において観察される全ての

領域でB-GRK/GRKは発現していることが示された。それだけでなく、B-GRK/GRKの
発現は胎齢 18 日目では大脳皮質にも認められた。大脳皮質における発現は生後 7
日目まで継続したが、生体では観察されなかった (図 1.7C-E)。松果体と下垂体前葉
でも、胎齢 18日目において B-GRK/GRKの陽性シグナルが観察された (図 1.7A、B
参照)。 
 
 

考察 

 
PCR 法を用いることにより、新規セリンプロテアーゼ B-GRK の cDNA を単離した。
B-GRK は GRK とは異なる開始点より択一的に転写されており、結果として 5’末端部
分に異る配列を有する。GRK はラットの白血病ナチュラルキラー細胞 (RNK-16) より
精製された [28]。ナチュラルキラー細胞での役割は、他の granzyme ファミリーのプロ
テアーゼや perforinと共に標的細胞を溶解することだと考えられている [26、27]。その
活性については、合成基質を用いた試験により Lys 及び Arg の C 末側を切断する
trypsin様活性を有することが明らかとなっている [32、33]。B-GRKは GRK とよく似た
構造であるため、同様なプロテアーゼ活性を有すると考えられる。しかしながら B-GRK
は、mRNAの 5’端の配列がGRK と異なるために N末の疎水性領域を欠いており、そ
のため HA タグを付加した組換え B-GRK 蛋白質は細胞の可溶性画分に認められな
かった。このことから B-GRK は細胞外へ分泌されたり、細胞質内に放出されたりして
働くのではないと考えられる。 
以下の 3 つの点から、脳において GRK 遺伝子から主に転写されているのは B-GRK
であると考えられた。(1) 脳 RNA より 5’ RACE法を行った結果、増幅されたのは全て
B-GRK cDNAであった。(2) 脳 RNAを用いた RT-PCR法により増幅された cDNAの
シグナルは、B-GRK の方が GRK よりも強かった。(3) オリゴプローブを用いた in situ 
hybridization法を行った結果、B-GRKの陽性シグナルの方が強かった。また、陽性シ
グナルが前脳や視床下部の核に認められ、且つその核を構成する比較的大きな細胞

体上に存在していたことから、B-GRK/GRKはグリア細胞ではなく神経細胞に発現して
いると考えられた。B-GRKの機能については多くの可能性が考えられる。視床下部や
分界条床核には多くの神経ペプチド性神経細胞やその終末が存在している。特に

B-GRK/GRK mRNAの発現の認められた領域は CRF、substance P、somatostatin とい
った神経ペプチドの発現領域と良く一致している。CRF 陽性神経細胞や神経線維は
視床下部の室傍核、視索前核、前乳頭核や分界条床核、中心扁桃核に存在している 
[41]。substance Pは視床下部の視索前核、腹内側核、外側核、弓状核、前乳頭核で
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図 1.4  脳 (レーン1-3) と脾臓 (レーン4-6) 

におけるB-GRK、GRKの発現. B-GRKに特

異的なプライマーペア (53S と 710AS、レー

ン1、4) を用いてPCR法を行った結果、脳に

のみシグナルが認められた. GRK 特異的プ

ライマーペア (GRKS と 710AS、レーン 2、5) 

を用いた際には、脳に認められたシグナルの

強度は弱く、脾臓の方が強かった. B-GRK と

GRKで共通の領域は (524S と 710AS、レー

ン 3、6) 脳、脾臓の両方で増幅された. 

図 1.5  組換え B-GRK 蛋白質の neuro2a

細胞 にお け る 発 現 . neuro2a 細胞 に

pED1NGK (レーン1、2) または pED1ベクタ

ー (レーン 3、4) を導入した. 細胞は回収

後、ホモジェネートを行い、可溶性画分 (レ

ーン 1、3) と不溶性画分 (レーン 2、4) とに

分画し、抗 HA抗体を用いてウェスタンブロッ

ティング法を行った. 組換え蛋白質はレーン

2にのみ認められた.  
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図 1.6  成体マウス脳内での B-GRK/GRK mRNAの発現. in situ hybridization法を行った結果、シ

グナルは外側中隔核 (LS)、分界条床核 (BST)、内側視索前野 (MPN) に認められた. (B) シグナ

ルは視床後核 (Po)、上乳頭核 (SuM) にシグナルが認められた. (C、D) B-GRK (C)、GRK (D) そ

れぞれに特異的なオリゴプローブを用いた実験で腹内側核 (VMH) に認められたシグナル. (E) 

B-GRK/GRK は視床下部において室傍核 (PVH)、室周囲核 (PV) にも発現が認められた. (F、G) 

後視床下部領域、海馬、扁桃核において、アンチセンスプローブを用いた際にはシグナルが認めら

れたが (F)、センスプローブでは認められなかった (G). ARH、弓状核；CA1、海馬CA1領域；CEA、

中心扁桃核；MEA、内側扁桃核. Bar = 500 µm (A、B、E)、250 µm (C、D)、1 mm (F、G) 
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図 1.7  発生段階での B-GRK/GRK の発現.胎齢 18 日目 (A、B)、生後 2 日齢 (C)、生後 7 日目

(D)、11週齢 (E). Pi、松果体；APit、下垂体前葉. Bar = 1 mm. 
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発現している [42]。somatostatin は室周囲核、弓状核に加え、視床下部の前外側領
域のいたるところに分布している [43]。さらに発生過程での発現時期についても、
B-GRK/GRK とこれらの神経ペプチドとの間には一致が認められる  [44-46]。
B-GRK/GRKは発生過程で一過的に松果体と下垂体で発現していた。松果体の発現
細胞は、メラトニンの放出をつかさどる松果体細胞である可能性が考えられた。下垂体

においては、B-GRK/GRK mRNAは前葉に発現していることから、内分泌細胞におけ
る発現が示唆された。これらの分泌性組織もまた、ペプチド性の制御や支配を受けて

いる [47]。以上の点より、B-GRK は神経ペプチドのプロセッシングや分解に関与して
いるのではないかと推察される。B-GRK の機能についての他の可能性としては、
β-amyloid のような蛋白質の分解が上げられる。実際に脳内での β-amyloid 及び
β-amyloid precursor proteinの分解経路への trypsin活性を有するプロテアーゼの関与
が報告されている [25、48、49]。 
ヒトのGRK前駆体の結晶構造についてX線解析が行われ、GRKがHis-Asp-Serによ
る活性中心を形成することが立体構造上からも確認された [50]。またその立体構造よ
り GRKが非常に特異性の高い活性を有することが予想されたが、このことは、GRKが
切断し得ることが報告されている基質が合成基質 Z-Lys-SBzl、Z-Arg-SBzl及び 13残
基から成るオリゴペプチド Cys-Gly-Tyr-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-Gly-Gly の
みであり非常に限られていることと矛盾しない [32、33、51]。B-GRK が神経ペプチド
やその前駆体中の Lysや Argの C末側を切断するかは今後検討すべき課題である。
結晶構造の解析でも確認されているが、GRKの内在性の阻害因子として bikuninを含
む inter-α-trypsin inhibitorが報告されている [32、51]。bikuninの mRNAは脳にも発
現しており、海馬、大脳皮質、下垂体といった部位で B-GRK/GRK mRNAの発現と一
致している [52]。しかし一方で、B-GRK/GRK mRNAの発現が強く認められた視床下
部では bikunin mRNAの発現は認められておらず、部位特異的な阻害因子の発現や
活性の調節機構が存在している可能性がある。 
B-GRK cDNAの 5’末端の配列はGRKと異なっていた。この配列の存在するゲノム上
の位置を PCR 法を用いて調べようと試みたが、増幅は成功しなかった。恐らく 10 kbp
以上と思われる長いイントロン領域があるか、ゲノム DNAが複雑な 3次元構造を形成
しているのであろう。それにも関わらず図 1.4に示したように 5’ RACE法及び RT-PCR
法により、B-GRK が択一的な開始点より転写されていることが示されている。B-GRK
以外にも、択一的な転写産物を生じるセリンプロテアーゼは報告されている。Wiegand
等は脳内に存在する新規の trypsinogen cDNAである trypsinogen IVを、Nyaruhucha
等はmesotrypsinogenの cDNAを単離した [48、53]。これら 2つの trypsinに関連した
蛋白質は共通の C 端を有しているため、同じ遺伝子に由来しており択一的スプライシ
ングにより生じていると考えられる。B-GRK と同じ granzyme ファミリーに属する
granzyme Aや granzyme Bについても択一的スプライシングが報告されている [54、
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55]。以上のように、択一的な転写産物の生成はセリンプロテアーゼではよく見られる
現象であるといえる。脾臓では全く認められなかったにも関わらず、脳内では B-GRK
の方が主要な mRNA であったことから、脳特異的な転写メカニズムの存在が示唆され
る。 
B-GRK cDNA上には適当な位置に翻訳開始シグナルとなり得るATGが存在しなかっ
た。しかしAUGの代わりにCUGが開始コドンとなり得ることが報告されている [56、57]。
ただし CUGが翻訳開始点となるには、隣接した領域に G+4と pyrimidine-3が必要であ

る。B-GRK の配列はこの条件を満たしている。trypsinogen IV についても同様の報告
があり、AUG以外のコドンが翻訳開始点となっていることが示唆されている [48]。N端
に異なるエキソンが存在するため、B-GRK は細胞外へ放出される蛋白質が共通して
有しているシグナル配列を欠いている。既に考察したように、HA タグを付加した
B-GRK は細胞の不溶性画分に存在しており、可溶性画分には認められなかった。こ
のプロテアーゼの輸送がどの様に行われ、どの様な機能を果たしているのかについて

は、今後検討の必要がある。 
当研究により新規セリンプロテアーゼである B-GRK が同定され、その mRNA は脳に
特異的に発現することが明らかとなった。転写は択一的な機構により行われていること

が示され、その蛋白質が発現可能であることも確認された。mRNA の発現は特に視床
下部や分界条床核に強く、また発生過程で松果体や下垂体に発現が認められたこと

から、ペプチドのプロセッシンへ関与している可能性が示唆された。 
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第二章 アルツハイマー病の画像診断を目的としたプローブ化

合物 BF-108の開発 
 

序論 

 
アルツハイマー病 (AD) は進行性の老人性痴呆症であり、その患者数は日本国内で
も増加している。老人斑 (SP) は AD における最も特徴的な病理像の一つであり、凝
集化したアミロイド β蛋白質 (Aβ) を主要な構成成分としている [58]。SPの沈着は若
干の痴呆症状が認められるADの早期段階はもちろん、痴呆症状の全く認められない
前臨床段階であっても既に多く生じていることが報告されている [59、60]。また、この
ような前臨床段階では神経細胞の脱落や脳組織体積の減少は起こっていない [61]。
一方で、現在アルツハイマー病の診断のほとんどは臨床診断によって行われているが、

臨床症状が顕在化した段階では、神経細胞の脱落はかなり進行してしまっている。こ

のことから、脳内の Aβ沈着を陽電子放出断層撮影法 (PET) や単一光子放射型コン
ピュータ断層撮影法 (SPECT) により非侵襲的に検出することができれば、AD の早
期段階、さらには前臨床段階でも診断が可能となるはずであり、その後の治療も有効

に行えると考えられる。しかしながら現在のところ、老人斑の検出による AD の画像診
断は実現していない。 
PETや SPECTにより Aβ沈着を検出するためには画像診断用のプローブを使用する
ことになるが、当然のことながら凝集化 Aβ に対して高い親和性を有する必要がある。
また PETプローブはラジオアイソトープ (RI) による標識が必要であるため、患者の被
爆量を考慮すると投与量はより低いほうが望ましい。そのためにはより高い脳移行性、

つまりより高い血液－脳関門 (BBB) 透過性が求められる。低分子量化合物の BBB
透過性を改善するためには、脂溶性を高くすれば良いことが知られている [62]。これ
らの in vitroでの特性に加えて、画像診断用プローブは in vivo条件下で Aβプラーク
へ結合できなければならない。以上のような特性を有する理想的なプローブが開発さ

れれば ADの早期診断のみならず、存命中の患者に認められる神経病理変化の追跡
調査も行うことができるであろう。さらには AD 治療薬の投与前後で脳画像を撮像する
ことにより、治療薬の効果に対する評価も可能となり、アルツハイマー病治療薬の開発

にも非常に有効な手段となるはずである。 
今回の実験では、3-diethylamino-6-(2-fluoroethyl)ethylaminoacridine (BF-108) が
AD画像診断用プローブとして有望な候補であるかを評価した。まず in vitroにおいて、
この化合物が凝集化Aβに対して高い親和性を有するか、また高い脂溶性を有するか
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について、Thioflavin T (ThT) アッセイ法と水/octanol分配係数 (PC) 試験を用いて評
価した。次いで BBBを透過し in vivoでも Aβへ結合し得るかを、扁桃体に凝集化 Aβ
を注入したラットモデルへ静脈内投与を行うことにより調べた。Aβ ペプチドのみならず、
AD 患者脳切片上の老人斑への結合性も観察した。さらに変異ヒト amyloid-precursor 
protein (hAPP) を導入した APP23 トランスジェニックマウスへの静脈内投与試験により、
in vivo における内在性 Aβ プラークへの結合も調べた。最後にポジトロン標識体の
BF-108 を 18Fで標識した [18F] BF-108 を正常マウスへ投与することにより、脳内への
移行性を評価した。 
 
 

材料と方法 

 
BF-009及び-108 
BF-009 は蛍光を有する橙色の結晶であり、PBS (8.0 mg/ml NaCl、1.15 mg/ml 
Na2HPO4、0.2 mg/ml KCl、0.2 mg/ml KH2PO4、pH 7.4) に 4 mg/mlで、有機溶媒には
それ以上の濃度で溶解した。PBS に溶解した際の最大吸光波長、励起波長、蛍光波
長はそれぞれ 499、500、525 nmであった。BF-108も蛍光を有する橙色の結晶であり、
PBSに 3 mg/mlで、有機溶媒にはそれ以上の濃度で溶解した。PBSに溶解した際の
最大吸光波長、励起波長、蛍光波長はそれぞれ 495、496、525 nmであった。BF-009
及び-108は Tanabe R&D service (Osaka) により合成された。 
 
ThT法 
Aβ40ペプチド (Lot. 49703、Peptide Institute、Osaka) を 20 µM となるように 50 mM 
potassium phosphate buffer (pH 7.4) に溶解し 37ºCにて 4日間インキュベートし、使用
前に超音波処理を行った [63]。Acridine orange (Molecular Probes、Eugene、OR、
USA) 等の試験化合物は 0.03-10 µM となるように potassium phosphate bufferに溶解
し、Aβ40溶液を 5 µMとなるよう加えた。室温で 15分間インキュベートした後、100 mM 
glycine buffer (pH 8.5) に ThT (Wako、Osaka) を 3 µM となるように加えた [64]。室温
で 30分間インキュベートした後に、凝集化 Aβ と結合した ThTの蛍光を励起波長 442 
nm、蛍光波長 485 nm のフィルターを使用しマイクロプレートリーダー  F max 
(Molecular Devices、Sunnyvale、CA、USA) により測定した [65]。試験化合物を加え
ないときの蛍光強度を 100%とし、試験化合物が Aβ に対して結合することによる
ThT-Aβ結合への阻害を評価した。3回の独立した試験を行い、SAS (SAS Institute、
Cary、NC、USA) を用いて log曲線より 50%阻害濃度 (IC50) 及び 95%信頼区間を算
出した。2-(1-{6-[(2-fluoroethyl)-methylamino]-2-naphthyl} ethylidene) malononitrile 
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(FDDNP) [66] 及 び 1,4-bis[2-(3-carboxy-4-hydroxyphenyl) ethenyl]-benzene 
disodium salt (X-34) [67] は Tanabe R&D service (Osaka) により合成された。 
 
PC試験 
試験に用いる前に 1-octanol (Wako、Osaka) は PBSで、PBSは 1-octanolでそれぞれ
飽和させた。その飽和 PBS に試験化合物を 2-100 µM となるよう溶解し、等量の飽和
1-octanolを加え室温で 30分間振盪した。2,000 rpmで 15分間遠心分離後に水相を
分取し、マイクロプレートリーダーSpectra max (Molecular Devices、Sunnyvale、CA、
USA) により各試験化合物の最大吸光波長における吸光強度を測定した。振盪前の
水槽の吸光強度から振盪後の値を差し引いた値を油層に移行した分と考え、この油

層の値を振盪後の水相の値で割ったものを PC 値とした。3 回の独立した試験により、
平均 ± 標準偏差 (SD) を算出した。 
 
Aβ注入ラットモデル 
試験には Wister ラット (male、200-250 g、SLC、Shizuoka) を用いた。Aβ40 ペプチド 
(Lot. 49703、Peptide Institute、Osaka) を 500 µM となるように 50 mM potassium 
phosphate bufferに溶解し 37ºCにて 4日間インキュベートした。既報にある方法を元に
Aβを注入した [68]。簡単に記すと、処置は sodium pentobarbital (50 mg/kg、i.p.) に
よる麻酔下で行った。Aβは定位脳手術装置 (Model 5000、David Kopf、Tujunga、CA、
USA) を用いて一側に注入し、反対側には potassium phosphate bufferを注入した。注
入は頭蓋表面及び十字縫合を基準に体軸方向に- 3.0 mm、内外方向に± 5.0 mm、
背腹軸方向に- 8.8 mm の位置をアトラスを参考に決定した [61]。超音波処理を行っ
たAβ 1.0 µlをマイクロシリンジとガラス製カニューレ (先端直径 170-250 µm) を使用し
2分以上かけて注入した (流速、約 0.5 µl/min)。Aβ及び bufferを注入してから 3日後
に、試験化合物を以下の条件で、大腿静脈より ether 麻酔下で投与した。すなわち
BF-009 及び-108 は生理食塩水に溶解後に 4 mg/kg となるように、FDDNP は 10% 
dimethylsulfoxide (DMSO) に溶解後に 4 mg/kg となるように、X-34は 10% DMSOに
溶解後に 20 mg/kg となるように投与した。試験化合物の投与から 60 分後に sodium 
pentobarbital (50 mg/kg、i.p.) による麻酔下で、10% formalin neutral buffer solution 
(pH 7.4、Wako、Osaka) を用いて灌流固定を行った。ラットより脳を摘出して、20% 
sucrose 中で凍結保護を処した後に粉末状のドライアイス中で凍結した。クリオスタット
－ミクロトーム  (HM-500M、Carl Zeiss、Tokyo) により 15 µm の切片を作製し、
FluorSaveReagent (Calbiochem-Novabiochem、San Diego、CA、USA) を用いて封入
し、蛍光顕微鏡下で観察した。 
X-34を投与したラットの脳切片は、検鏡後に同一切片を 10% DMSOに溶解した 100 
µM X-34溶液中で 10分間染色した。その後、再度蛍光顕微鏡下で観察し、注入部位
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に Aβの沈着が存在していることを確認した。 
 
神経病理変化 
実験に使用したのは病理所見より AD であると確認された 97歳、88歳女性患者の側
頭葉、79 歳女性患者の海馬、93 歳の正常加齢の女性の側頭葉であり、福祉村病院 
(Aichi) より供与された。これらを用いた実験はヘルシンキ宣言に沿って行われた。パ
ラフィン包埋された組織ブロックより 6 µmの切片を作製し、スライドグラス上に載せた。
切片は xylene、ethanol系列、流水で洗浄し、10% formalin neutral buffer solution中に
60分間浸漬した。PBS中で洗浄した後、lipofuscinの自家蛍光を抑えるために 0.25% 
potassium permanganate solution 中で 90分間漂白した。次いで PBSで洗浄し、0.1% 
potassium metabisulfite/0.1% oxalic acidに 90秒浸漬した。消光した切片は PBSで洗
浄後に 40% ethanolに溶解した 100 nM BF-108もしくは 0.125% Thioflavin S (ThS) に
10分間浸漬した。50% ethanolに 2分間、PBS中に 60分間浸漬し分別を行った後、
蛍光顕微鏡下で観察した。 
蟻酸処理は、切片を 90% 蟻酸に 5 分間浸漬することにより行った。その後流水で 10
分間洗浄し、BF-108で染色した。 
免疫染色法には Amyloid β-protein immunohistostain kit (Wako、Osaka) 及び抗 Aβ
モノクローナル抗体  (4G8、Signet、Dedham、MA、USA または 6F/3D、Dako、
Denmark)、抗 Tauモノクローナル抗体 (AT8、Innogenetics N.V.、Ghent、Belgium) を
用いた。簡単に記すと、パラフィン切片を xylene、ethanol 系列、流水で洗浄した後、
blocking solutionを滴下した。その後 4G8 (1:100)、6F/3D (1:100)、AT8 (1:200) の何
れかを滴下し、インキュベーション後にgoat anti-mouse conjugated with biotinを滴下し
た 。 streptavidin-biotin peroxidase complex solution を 滴 下 し 0.05% 
3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)/0.015% H2O2 により可視化し顕微鏡

下で観察した。 
 
APP23 トランスジェニックマウスにおける in vivo ラベリング 
内在性 Aβプラークへの in vivoにおける結合能を、18 ヶ月齢の APP23 トランスジェニ
ックマウスを用いて評価した。この APP23 マウスは Swedish変異 (670/671 KM->NL) 
を有する hAPPを持つために脳内に多くの Aβプラークが形成されるマウスであり [70]、
Novartis Pharma社より供与された。BF-108 を尾静脈より 4 mg/kg となるよう投与し、4
時間後に ether 麻酔下で断頭し脳を摘出し、粉末状のドライアイス中で凍結した。クリ
オスタット－ミクロトームで 15 µmの新鮮凍結切片を作製し、一切の分別や洗浄を経ず
に蛍光顕微鏡下で観察した。検鏡後に同一切片について 6F/3D (1:100) を用いて免
疫染色法を処した。オーバーレイ・イメージは Adobe Photoshop (Adobe Systems、San 
Jose、CA、USA) を用いて処理した。対照試験には同月齢の非組換えマウスを用い



20 

た。 
 
蛍光顕微鏡 
試験後の切片の蛍光観察には Eclips E800 (Nikon、Tokyo) を用いた。BF-009、-108、
FDDNP を用いた切片に対しては、B-2A フィルターセット (励起フィルター 450-490 
nm、ダイクロイックミラー 505 nm、ロングパスフィルター 520 nm) を、X-34を用いた切
片に対しては V-2A (励起フィルター 380-420 nm、ダイクロイックミラー 430 nm、ロング
パスフィルター 450 nm) を用いた。 
 
[18F] BF-108の合成 
[18F] フッ素は CYPRIS HM-18 サイクロトロン (Sumitomo Heavy Industries、Tokyo) 
内での 18O(p,n) 18F反応により調製した。陰イオン交換樹脂 (AG1-X8、Bio-Rad) によ
り吸着した後、7.5 mM potassium carbonate (0.3 ml × 2) により溶出し、acetonitrile 3.0 
ml に Kryptofix 222 (Merck) 20 mg を溶解した溶液を加えた。さらに 100 mg/ml 
potassium dihydrogen phosphate 0.05 mlを加え、減圧下で 115°Cに加温し heliumによ
り 水 と acetonitrile を 除 去 し た 。 残 留 物 に acetonitrile に 溶 解 し た
3-diethylamino-6-(2-tosyloxyethyl)ethylaminoacridine (Tanabe R&D Service、Osaka) 
1.0 mlを加え、80°Cで 20分間撹拌した。冷却後、0.01 M phosphate buffer 1.0 mlを加
え、HPLCカラムODS-AQ-323 (10 × 250 mm、YMC、Kyoto) + CAPCEL PAC C18 (10 
× 150 mm、Shiseido、Tokyo) へ注入した (CH3CN/0.01 M sodium phosphate buffer、
pH 6.5 = 60:40；4.0 ml/min)。溶出液は UV (270 nm) 検出器及び放射活性検出器で
観察し、目的の生成物が含まれていた 25-30分の画分を集め減圧下で半分以下の容
量に濃縮した。生成物の放射活性は合成終了時に 250-850 MBqであった。HPLC分
析  (Wakosil-II5C18 HG、4.6 × 150 mm、Wako、Osaka；CH3CN/0.01 M sodium 
phosphate buffer、pH 6.5 = 60:40；1.0 ml/min；UV及び放射活性検出器) によると、合
成終了時の放射化学純度が>95%であり、最大活性は 33.9 TBq/mmolであった。 
 
正常マウスでの [18F] BF-108静注後の組織分布 
試験には Slc:ICRマウス (male、28-32 g、SLC、Shizuoka) を用いた。マウスへ 0.3-0.4 
MBq の [18F] BF-108 を静脈内投与し、2-180 分後に断頭し組織を採材した。bone と
は大腿骨である。各組織は質量を測定した後、γ カウンター (Wizard 1480、Turku、
Finland) で放射活性を測定した。各組織質量当たりの放射活性値を組織への移行性 
(percentage injection dose per gram、%ID/g) とした。各%ID/g値は 3回もしくは 4回行
われた試験の平均 ± SDで表す。 
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結果 

 
BF-009、-108の Aβへの親和性と脂溶性 
Aβへ結合すると蛍光を発する ThTを用いて、試験化合物のAβ-ThT結合に対する競
合阻害濃度を測定しAβへの親和性を評価した。約 2,000の化合物についてAβへの
親和性を評価した結果、Acridine orangeがAβに対して比較的高い親和性を有するこ
とがわかった (図 2.1)。FDDNPは Aβへ結合し得る PETプローブとして報告されてい
る化合物であるが [71]、Acridine orange はその FDDNP よりも低い IC50値を示した 
(表 2.1)。次いで脂溶性を評価するために、Acridine orangeの PCを測定した。Acridine 
orangeの PCは FDDNPよりは高かったが、BBBを透過するために適切な範囲 (10 0.9 - 
10 2.5) までは至らなかった [72]。脂溶性を改善するために、Acridine orange 誘導体
である BF-009が合成された (図 2.1参照)。Acridine orangeが 2つの dimethylamino
基を有していたのに対し、この誘導体は 2つの diethylamino基を有する。BF-009の脂
溶性は Acridine orangeに比べ大きく改善されたが、BBBを透過するために適切な範
囲を若干超えていた (表 2.1 参照)。将来 PET で使用する際にポジトロン核種の中で
は比較的長い半減期を有する 18F により標識することを考え、フッ化誘導体である
BF-108の性質を評価した (図 2.1参照)。BF-108の PCは BF-009より低くなり、適切な
範囲内に収まった。また FDDNP と比較しても、BF-108はより低い IC50とより高い PCを

有していた。 
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図 2.1  Acridine orange、BF-009、BF-108、FDDNP、X-34の化学構造式 
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ラットモデルを用いた BF-009、-108の Aβへの in vivoでの結合性 
BF-009、-108 について、静脈内投与後にBBBを透過し、in vivoにて凝集化Aβへ結
合し得るかを、Aβ を脳内に注入したラットモデルを用いて評価した。BF-009 を投与し
たラットの脳切片を作製したところ、Aβ 注入部位に一致して強い蛍光が観察された 
(図 2.2A)。一方、対側の buffer 注入部位には蛍光は観察されなかった (図 2.2B)。
BF-108もまた Aβ注入部位で強い蛍光が観察されたが (図 2.2C)、buffer注入部位で
は蛍光は全く観察されなかった (図 2.2D)。脂溶性が高い FDDNP を静脈内投与し、
BBB透過性と in vivoでのAβ結合性を確かめたところ、Aβ注入部位で強い蛍光が観
察され、buffer注入部位では蛍光は観察されないという BF-009、-108 と同様の結果が
得られた (図 2.2E、F)。その一方で、老人斑を染色することが報告されている蛍光性
化合物 X-34 [67] をラットモデルへ投与したところ、脳切片上の Aβ注入部位にほとん
ど蛍光が認められなかった (図 2.2G)。原因としては、化合物の脂溶性が低く BBB を
透過しなかった可能性が考えられた。この点を確かめるため、検鏡後に同一切片を

X-34により in vitroで再度染色した。その結果、Aβ注入部位に蛍光が確認された (図
2.2H)。 
 
BF-108の老人斑への結合性 
合成 Aβペプチドへ in vivo及び in vitroで結合したことから、BF-108が内在性の Aβ
により形成された老人斑へも結合し得るかを調べた。BF-108容液を用いてAD患者の
側頭葉切片を染色した結果、BF-108 の蛍光は老人斑上に認められた (図 2.3A)。こ
の蛍光像は、隣接切片に対して抗 Aβ 抗体を用いて得られた免疫染色像と一致した 
(図 2.3B)。BF-108による蛍光像は海馬切片上で neuritic plaque とは一致したが (図 

表 2.1   

Acridine orange、BF-009、BF-108、FDDNP、X-34の IC50 及び PC 

 IC50 PC 

試験化合物 平均, 95% 信頼区間 (nM) 平均 ±  SD 

Acridine orange 32, 8 - 63 59 ±  12 

BF-009 167, 115 - 224 1028 ±  80 

BF-108 135,  68 - 211 362 ±  127 

FDDNP 457, 249 - 782 247 ±  125 

X-34 452, 331 - 607 3 ±   0.7 
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図 2.2  BF-009、BF-108、FDDNP、X-34 を静脈内投与後のラットモデルの脳切片. (A、B) BF-009

が結合したことによる蛍光は扁桃体の Aβ注入部位には認められたが (A)、対側の buffer注入部位

には認められなかった. (C、D) BF-108投与ラットでも化合物の蛍光は Aβ注入部位にのみ存在して

おり (C)、buffer 注入部位にはなかった (D). (E、F) 静脈内投与された FDDNPによる蛍光はAβ注

入部位でのみ観察され (E)、buffer 注入部位では観察されなかった (F). (G、H) X-34投与ラットで

は Aβ注入部位で蛍光がほとんど認められなかった (G). 同一切片を 100 µM X-34で in vitroで染

色した結果、Aβ注入部位に蛍光が認められた (H). Bar = 200 µm. 
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図2.3  AD患者の側頭葉、海馬切片上の老人斑へのBF-108の結合. (A、B) BF-108による染色後

に、AD側頭葉切片上の老人斑上に蛍光が認められ (A)、隣接切片の 4G8抗体を用いた免疫染色

像と一致した (B). (C-F) AD海馬切片上で、BF-108は neuritic plaqueへは結合したが (C)、同一切

片上の diffuse plaqueへは結合しなかった (E). neuritic plaque及び diffuse plaque は連続切片の

6F/3D 抗体を用いた免疫染色像と比較し確認した (D、F). Bar = 50 µm. 
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2.3C、D)、同一切片上のdiffuse plaqueとは一致しなかった (図2.3E、F)。BF-108はほ
ぼ全ての大型の neuritic plaqueと結合しており、抗Aβ抗体を用いた免疫染色法により
側頭葉切片上に示された老人斑全体数の 36%と一致した。 
いる [73]。実験の結果、処理を行わなかった隣接切片上にはBF-108が多くの老人斑
へ結合している蛍光像が認められたのに対し (図 2.4C)、蟻酸で前処理することにより
老人斑上の BF-108の蛍光が消失した (図 2.4D)。正常加齢者の脳切片を BF-108で
染色したところ、AD 患者脳切片上に認められた強い蛍光は存在せず、小さな構造物
の有する弱い蛍光しか認められなかった (図 2.4F)。 
連続切片に対して抗 tau抗体を用いて免疫染色法を処したところ (図 2.5A)、得られた
神経原線維変化像と BF-108 の蛍光像とは大部分が一致していた (図 2.5B)。また
BF-108 は血管性アミロイドへも結合し (図 2.5C)、ThS の蛍光染色像と一致した (図
2.5D)。 
 
APP23マウス内在性 Aβプラークに対する BF-108の in vivo結合性 
内在性の Aβプラークに BF-108が in vivoで結合し得るかを、18 ヶ月例の APP23 トラ 
ンスジェニックマウスへの静脈内投与試験により評価した。投与から 4時間後に作製し
た新鮮凍結切片上に、BF-108 の強い蛍光像が認められた (図 2.6A)。同一切片に対
しAβ抗体を用いて免疫染色法を処したところ、BF-108の蛍光像がAβプラークと一致
することが示された (図 2.6B)。APP23マウスとは対照的に、BF-108を投与した同月齢
の非組換えマウスでは小さな構造物以外の蛍光は認められなかった (図 2.6C)。
BF-108の蛍光は neuritic plaqueと一致していたが、特にプラークの中心に存在する繊
維状の構造物上に周囲より強い蛍光が認められた (Fig. 6D-F)。 
 
正常マウスでの[18F] BF-108の脳移行性 
正常マウスにおける化合物の脳移行性を評価するために、[18F] でポジトロン標識され
た BF-108 の静脈内投与試験を行い、各組織への組織質量当たりの移行性 (%ID/g) 
を測定した。測定された移行性より、[18F] BF-108は投与から 30分後に脳内への取り
込み量が最大となることが示された (表 2.2)。また、化合物の構造によってはフッ素の
結合が不安定で外れやすいことがある。外れたフッ素は骨へ蓄積しやすいことが分か

っているので、大腿骨への移行性を調べることにより、[18F] BF-108 から[18F]が外れや
すいかどうかを調べた。その結果、静脈内投与 3 時間後の骨への取り込みは 9%ID/g
と比較的低く、[18F] BF-108 から[18F]のみが異常に外れやすいということは無いと考え
られた。
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図 2.4  BF-108のAD側頭葉上の βシート構造を有する老人斑への結合. (A、B) BF-108染色後に

認められた老人斑上の蛍光 (A) は Thioflavin Sによって染色された隣接切片上のもの (B) と一致

した. (C、D) 蟻酸処理を行わなかった切片上に認められる BF-108 の蛍光像 (C) は蟻酸処理を行

った隣接切片上では消失した (D). (E、F) 正常加齢者の側頭葉では、小さな構造物を除くとBF-108

の蛍光はほとんど検出されず (F)、AD 患者脳に認められる蛍光像 (E) とは明らかに異なっていた. 

Bar = 50 µm 
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図 2.5  神経原線維変化及び血管性アミロイドへの BF-108の結合. (A、B) BF-108による蛍光は神

経原線維変化で認められ (白矢印、A)、AT8 抗体による隣接切片の免疫染色像と一致した (黒矢

印、B). (C、D) 血管性アミロイド上で BF-108 は蛍光を有し (C)、隣接切片の Thioflavin S蛍光像と

一致した (D). Bar = 50 µm. 
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図 2.6  トランスジェニックマウス内在性プラークへの BF-108 の in vivo 結合. (A、B) 18 ヶ月齢の

APP23 マウスへの尾静脈内投与から 4時間後の脳内プラークの蛍光像 (A) と、同一切片の 6F/3D

抗体による免疫染色像 (B). (C) 同月齢の非組み換えマウスでは蛍光はほとんど観察されなかっ

た。(D-F) BF-108 の蛍光像 (D) と、6F/3D 抗体を用いた免疫染色像 (B) を重ねてみると (F)、中

心領域に周囲より強い蛍光が認められた. Bar = 100 µm. 
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表 2.2   

[18F] BF-108の正常マウスへの静脈内投与後の生体分布 (平均 ± SD、%ID/g) 
organ 2 min 10 min 30 min 60 min 120 min 180 min 

brain 0.42 ± 0.09 1.13 ± 0.25 1.53 ± 0.36 1.39 ± 0.13 1.34 ± 0.31 1.04 ± 0.25

blood 2.89 ± 0.56 2.65 ± 0.68 2.57 ± 0.51 2.32 ± 0.27 1.91 ± 0.32 1.56 ± 0.43

liver 7.82 ± 1.51 6.28 ± 1.39 8.08 ± 7.74 2.99 ± 0.33 2.45 ± 0.43 1.75 ± 0.32

kidney 14.26 ± 2.84 14.54 ± 0.56 10.79 ± 3.01 6.42 ± 0.58 2.86 ± 0.20 3.81 ± 3.35

heart 8.87 ± 1.98 3.47 ± 0.28 2.60 ± 0.38 2.17 ± 0.31 1.89 ± 0.33 1.37 ± 0.24

lung 20.06 ± 1.93 13.89 ± 2.77 7.52 ± 0.76 5.36 ± 0.80 3.06 ± 0.63 2.61 ± 0.58

spleen 3.07 ± 0.62 3.91 ± 0.50 2.78 ± 0.31 2.02 ± 0.16 1.50 ± 0.27 1.10 ± 0.15

intestine 2.60 ± 0.84 5.32 ± 1.11 7.97 ± 2.16 9.51 ± 0.76 9.75 ± 1.60 4.38 ± 0.51

bone 1.84 ± 0.32 2.95 ± 0.58 4.31 ± 1.06 5.41 ± 1.77 8.00 ± 2.28 8.96 ± 0.82

muscle 2.65 ± 0.51 2.50 ± 0.38 1.82 ± 0.27 1.48 ± 0.16 1.27 ± 0.27 0.91 ± 0.18

skin 1.05 ± 0.15 2.11 ± 0.35 2.15 ± 0.39 1.83 ± 0.20 1.57 ± 0.28 1.12 ± 0.17
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考察 

 
BF-108は in vitroにおける ThT法において対照化合物よりも低い IC50値を示し、凝集

化Aβに対して高い結合性を有していた。また PC試験においてBF-108は対照化合物
よりも高い脂溶性を示した。これらの in vitro におけるスクリーニングの結果から予想さ
れたように、Aβ を扁桃体へ注入したラットモデルへ静脈内投与することにより、BF-108
は BBB を透過し凝集化 Aβ へ結合した。またラットモデルにおける合成 Aβ ペプチド
のみならず、AD 患者海馬、側頭葉上の neuritic plaque や他の神経病理変化をも
BF-108 は認識した。さらには変異 hAPP を有するトランスジェニックマウスの内在性プ
ラークへも in vivoで結合した。18Fによりポジトロン標識した [18F] BF-108の正常マウス
への静注後の、総投与量に対する脳への集積率は、30 分後に 1.53%ID/g という高い
値を示した。有用なプローブの基準の一つとして、げっ歯類を用いた脳移行性試験に

おいて 0.5% ID/organ 以上の値を示すことが必要であると考えられている [74]。今回
試験に用いたマウスの脳湿重量は約 0.5 gであったことから 1.0% ID/gが必要な値と考
えられるが、[18F] BF-108はこの条件を満たしていた。 
BF-108は neuritic plaqueへ結合したが、一方で diffuse plaqueを検出することはでき
なかった。diffuse plaqueは、neuritic plaqueへ発達する途中の未成熟な病変であると
考えられている [58]。しかしながら、very mild AD と呼ばれる非常に早い段階の AD
患者であっても、既に多くの neuritic plaqueが存在することが知られている [75]。また
neuritic plaque の密度は痴呆の重症度に相関することが報告されている [76]。このこ
とから BF-108は早期段階の AD診断にも有用であることが示唆される。 
今回の実験ではトランスジェニックマウスへの静脈内投与試験に先立ち、ラットモデル

を用いて試験化合物の BBB透過性及び Aβへの in vivo結合性を評価した。注入し
た Aβは試験前に凝集化したものを用いたが、これは凝集化 Aβがげっ歯類の脳内で
安定であることによる [77]。一方で、可溶性 Aβ は脳内では速やかな分解 [78] や脳
の外への排出 [79] を受けることが知られている。今回使用したラットモデルでは、注
入された凝集化 Aβ は 1 週間後でも脳内に存在していることを確認した (data not 
shown)。ラットモデルにAβを注入する際にBBBを損傷してしまうことから、投与した試
験薬物が損傷部位から脳内へと漏入している可能性が考えられた。Aβ を注入してか
ら化合物投与試験までは 3日間あるが、BBBが完全に修復するのに十分な時間であ
るかは不明であった。しかしながら低脂溶性の化合物である X-34 をラットモデルへ投
与したところ、作製された脳切片上の Aβ注入部位に X-34の蛍光はほとんど認められ
なかった。しかし観察後に同一切片を X-34溶液により in vitroで染色すると、Aβ と思
われる蛍光シグナルが確認された。この結果より、X-34 は低脂溶性であるために静注
後に BBB を透過できず、Aβ へ結合できなかったものと考えられ、同時にラットモデル
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において BBBがその機能を回復していることが示された。 
BF-108 は老人斑のみならず神経原線維変化へも結合した (図 2.5 参照)。このような
結合能は FDDNP [66] や X-34 [67] と同様の特性である。老人斑と神経原線維変化
は構成している主要な蛋白質は Aβ と tau と異なるものの、双方とも β シート構造を二
次構造として有している。BF-108 の蛍光像は ThS のものとほぼ一致しており、BF-108
が結合した老人斑の割合は既に報告されているThSの結果と同様であった [80]。さら
に BF-108 は diffuse plaques や蟻酸処理後の老人斑へは結合しなかった。以上の結
果より、BF-108の結合には、老人斑の二次構造が必要であることが示唆される。このよ
うな結合特性のため、BF-108 は老人斑に対して選択性を有さず、神経原線維変化や
血管性アミロイドへも結合したと考えられる。しかしながら BF-108 の蛍光染色像には
ThS のそれとは異なる部分が若干認められた。その差異の原因の一つは神経原線維
変化である。図 2.5 を見ると、連続切片間であるにも関わらず BF-108 蛍光像と抗 tau
抗体を用いた免疫染色像との間でも一致しない像が一部に認められた。これは神経

原線維変化が小さすぎるため、連続切片間であっても片方の切片にしか存在しない

神経原線維変化があったためであると考えられた。また自家蛍光を有する lipofuscinも
神経原線維変化と同様に、BF-108蛍光像が ThSの蛍光パターンと一致しなかった原
因の一つであると考えられた。lipofuscin とは加齢に伴って蓄積される小さな構造物で
ある。Lipofuscinの自家蛍光は、BF-108を蛍光顕微鏡下で観察する際に使用するフィ
ルターセットでは除外することができない。そのためヒト脳切片を用いた試験の前には

酸化的手法 [67] により消光を行ったが、消光の程度を上げすぎると BF-108 や ThS
の蛍光も検出できなくなってしまうため、lipofuscinの自家蛍光を完全に抑えることは不
可能であった。自家蛍光の影響がない像を得るために、今後 [18F] BF-108 を用いた
AD脳切片への結合性試験を行う予定である。 
APP23 トランスジェニックマウスの脳内では、プラークの中心の繊維状の構造に周囲よ
り強い蛍光が認められた。この繊維状の構造物は ThS を用いた際にも強く染色される
ことが既に報告されており [81]、高度に凝集した Aβ により構成されていると考えられ
る。APP23 マウスに認められるこの結合像は、AD 脳切片を用いた組織学的試験で示
された結果と一致するといえる。その一方で、この試験では BF-108がAPP23マウス脳
内でも diffuse plaqueへ結合できないのかという点については示すことができなかった。
これは APP23マウスの脳内に蓄積する細胞外 Aβのほぼ全てが、ThSによって染色さ
れる、核を有するプラークであることによると考えられる [82]。内在性の diffuse plaque
へ in vivo では結合するのかという点について調べるためには、APP22 マウスのように
diffuse plaqueが多く形成されるトランスジェニックマウスを使用する必要があると考えら
れる [70]。 
Aβ凝集塊へ結合することが知られている Congo redやその誘導体である Chrysamine 
G [83] について、Aβ ペプチドにより引き起こされる細胞死を抑制するという報告があ
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る [84-86]。BF-009 も、皮質線条体スライス培養系において Aβ40 ペプチドにより引き
起こされる細胞死を抑制する(Akaike A、personal communication)。 
今回の実験より、BF-108 が APP23 トランスジェニックマウスへの静脈内投与後に Aβ
プラークへ結合し得ることが示された。また正常マウスへの投与試験における評価より、 
[18F] BF-108 は高い脳移行性を有することが明らかとなった。このような特性は、in 
vitro におけるスクリーニングやモデルラットでの投与試験の結果と一致するといえる。
さらに BF-108は AD患者脳切片上の老人斑へも結合した。このように BF-108は高い
脳内への移行性を示し、且つ in vivoで老人斑へ結合し得ることが示唆され、AD診断
のためのプローブとして有望な候補であると考えられる。 
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