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βアミロイ ドタンパクによる培養細胞系

でのラジカル発生
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Thereisfewdirectelectronparamagneticresonance(EPR)
evidenceofsupportingthehypothesisoflipidperoxidation
inducedbybetaamyloid.HenceinthisstudyEPRmeasurement
wasperformedintheculturedPC12cellsusingtwokindsof
spintrappingagents(DMPO,POBN)totestthehypothesis.
SpinadductofDMPOinthecellsstimulatedbybetaamyloid
(25-35400uM)revealedcharacteristicallyfourlinespectra,for
whichthehfcwereaN-14.9GandaH-14.9G;itshfcwere
correspondedtoDMPO-OH.TheEPRsignalfromthePC12cells
culturedwithbetaamyloidwerecharacteristicallysix-line
spectra,forwhichthehfcwereaN-15.7GandaH-2.5G;itshfc
werecorrespondedtothatoflipidradical.Thisstudypresents
thedirectEPRevidenceofhydroxylradicalformationinPC12
cellculturedwithbetaamyloid25-35peptide.Generationof
hydroxylradicalresultsinabstractionhydrogenfrom
polyunsaturatedlipidacid,andplaysacausativeroleinlipid
peroxidation.Thisresultmightbeimportantevidenceof
initiationoflipidperoxidationandthegrowinglipid
peroxidationinthecascadeofneurotoxicityinducedbybeta
amyloid25-35peptide.
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【緒言】

アルツハイマー病(AD)は進行性の認知障害に
よって特徴付けられる痴呆性疾患の代表であ り
著 しい神経細胞脱落 と多数の神経原線椎変化､
老人斑などの神経病理学的所見を示す｡ADの原
因としては老人斑に存在するベータアミロイ ド

蛋白 (以下Aβ)による神経細胞毒性が考えられ

ている｡Aβの毒性機構にはフリーラジカルや酸

化ス トレスの関与が挙げられているが卜7㌧Aβの

ラジカル発生機構については尚も不明な点が多

く異なる仮説が提唱 されている8･LJ'｡Aβのラジカ

ル産生機構 としては､式(Ⅰ)で示 されるFenton反
応が有力視 されている｡ この反応系では､鉄(ⅠⅠ)
がH,○りにより化学量論的に酸化 され鉄(ⅠⅠⅠ)とな
りhi,dioxylradical(･OH)を産生するものであ

る｡

FeZ･+ H202 ⇒ Fe-h +OH-+･OH (I)
細胞内では内在性の還元剤により鉄(ⅠⅠⅠ)から鉄

(ⅠⅠ)への レドックスサイクルの存在があ り､上記
Fenton反応を促 している｡ AD脳における老人

斑や神経原線維変化には鉄(ⅠⅠ/ⅠⅠⅠ)が存在するこ
とが確かめられてお り､それら遷移金属に関連
したAD脳における病的代謝過程の変化 も報告 さ
れている7･tO'｡ AD脳における神経細胞脱落過程
や老人斑､神経原線維変化の形成過程では細胞
障害性に働 くラジカル種が産生 されている可能

性がある｡これまでのAβを用いた実験系に於い

て直接的にその細胞毒性に寄与するフリーラジ
カルを捕 らえたものは今までのところ認めない
ため今回我 々はElectronParamagnetic
Resonance(EPR)法を使用 しフリーラジカル

捕捉剤 として 5,5㌧dimethyトトpyrroline-
N-OXide(DMPO),alpha-(4-pyridyト1-
oxide)-N-tert-butylnitrone(POBN)を用い
検討 した｡

【方法】

2-1.試薬

Aβ25-35peptideはペプチ ド研究所 より購入 し

た｡agingを行 うために4mM水溶液を作成 し､

37oCのインキュベーターにて6日間放置 した後

各実験に使用 した｡DMPOはIAbotecより購入
した｡POBN,PropidiumIodide(PI)はSigmaよ
り購入 した｡

2-2.培養細胞

ratpheochromocytomacell(PC12細胞)は
Yoshidaら川の方法にて培養､継代 した｡培地に

はDulbecco'smodifiedEagle'smedium
(DMEM;Fe(NO3)30.25LJM含有)に7%fetal

bovineserum (FBS),7%horseserum(HS),
1Hg/mlpenicilin,lug/mlstreptmicinを加え

た培地で37oC､5%CO2インキュベーターにて培

養 し､実験に使用する直前にDMEM中に懸濁 さ

せそれぞれの実験に使用 した｡非刺激 control

秤(DMEM-A)とAβ刺激群(DMEM-B)を作成 し

た｡Aβ刺激群ではAβの最終濃度が0.4mMとな

るようにDMEMを調整 した｡非刺激control群で

はAβ無添加のDMEMを使用 した｡それぞれを96

穴の培養皿に100ulずつ播 き(細胞数各104-105

価/well,各秤n-6)37oC,5%CO2インキュベー

ターで24時間培養 した｡実験前にPC12細胞は
0.4%trypanblue生食液にて細胞数を計測 し
た｡

2-3.hydroxylradical(●OH)の捕捉

各群24時間培養後､各sampleに100LJlの20mM
DMPO(lABOTEC,Japan)を添加 し混和後､石
英製のflatcell(LLC-04B,LABOTEC,Japan)に
移 しⅩ帯域でEPR測定 (JEOLTE-100)した｡ま

た･oHの活性を確認するため上記各sampleを

50LJlずつに分け1つのsampleにつき100%メタ

ノールを1LJlを加えるものと1Hlの純水を加えるも

のとを作成 し､各々に50日120mMDMPOを添加
し混和後同様の測定を行った｡EPR測定は以下
の条件で施行 した｡静磁場強度,3354G;共振周
波数,9.42381GHz;micro波電力,8mW;磁場掃
引幅,loo°;磁場掃引時間,480秒;磁場変調幅,
1.25G,gain2500倍

2-4.llpldradical(.L)の捕捉

･Lを捕捉する方法はUedaらⅠ2'の方法を用いた｡

各群24時間培養後､各sampleに10叫1の500mM
POBN(Sigma,Aldrich)を添加 し混和後､石英
製のflatcell(LLC-04B,LABOTEC,Japan)に移
しⅩ帯域でEPR測定 (JEOLTE-100)した｡
POBN-Lのspinaductのpositivecontrolとして
は Iinoleicacid(lA)をIipoxygenase(LPX)で酸
化 して脂肪酸radicalを産生 させるLPX/仏 系
を用いた13)0EPR測定は以下の条件で施行 した｡
静磁場強度,3354G;共振周波数,9.42381GHz;
micro波電力,8mW;磁場掃引幅,loo°;磁場掃
引時間,480秒;磁場変調幅,1G,gain2500倍

2-5.Propldlum lodlde(PI)蛍光染色

Aβによる細胞膜の壊死性変化を捕らえるため10
穴のガラスプレー トに1xlO3個/wellになるよう

にPC12細胞を播 きDMEM-A,-Bにて24時間培養
した｡その後細胞は10mMPBS溶液にて調整 し

たPI溶液(5LJg/ml)で染色 し蛍光顕微鏡下で形態
の観察を行った｡
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【結果】
aN=14.9G

aH=14.9G

J=15.8G2.9Gl ll
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Fig.1Hydroxylradicalgeneratedfrom

PC12cellsstimulatedby0.4mMAP25-

35
A;PC12cells+DMEM
Ji;PC12cellsculturedwithAβのMEM

C;PC12cells+DMEM+MTOH
D;PC12cellsculturedwithAβa)MEM+MTOH

aN=15.7G

aH=2.5G 二･･.一一二一二 一

- 10G

Fig.2LipidradicalgeneratedfromPC12

cellsstimulatedby0.4mMAβ25-35
A;Non-stimulatedPC12cells
B;PC12cellsstimulatedby0.4mMAβ25･35
C;Positive/controloflipidradicalgeneratedfromsaline
containinglipoxygenase/linoleicacidsystem

Fig.3PIstainingorPC12cells

stimulatedby0.4mMAP25-35

magnitudeX400
A;Non･stimulatedPC12cells
B;PC12cellsstimulatedby0.4mMAP25-35

Fig.1は･oHが捕捉されたEPRsignalの結果で

ある｡Fig.1AはPC12細胞をDMEM-Aで培養
したもので､Fig.1BはPC12細胞を0.4mM

Aβ25-35を含むDMEM-Bにて培養 した結果であ

る｡ 両者共にaN-14.9G,aH-14.9Gの超微細構
造を有するためDMPO-OHのアダク ト信号であ

ると同定された｡ しかし､活性を有する.OHが

生成 していることを確かめるために､両グルー

プの培養液にメタノールを添加 した｡Aβを加え

て培養 したPC12細胞からは､｡oHによりメタ

ノールから水素の引き抜き反応の結果生 じたと

考えられるaN-15.8G,aH-22.9Gの超微細構造
を有するcarboncenteredradical,DMPO-

CH,OHのアダクト信号が認められた｡このため

PC12細胞にAβ25-35を加えて培養 した時にのみ

活性を持つ.OHが生成されていることが判明し

た｡Fig.2は･Lが捕捉されたEPRsignalの結果

である｡Fig.2Bは0.4mMAβ25-35の刺激によ

りPC12細胞からPOBNにより得られたEPRスペ
クトルである｡このスペク トルのアダク ト信号

はaN-15.7G,aH-2.5Gの超微細構造を有するた

め､脂肪酸radical(.L)のアダク ト信号であると

同定された｡Fig.2Cは11noleicacidを
lipoxygenaseで酸化 して脂肪酸radicalを産生
させたpositivecontrolの結果である｡ 一方
DMEM-Aで培養 したPC12細胞からはEPRスペ
クトルは得られなかった (Fig.2A)｡Fig.3では

Aβで刺激 したPC12細胞では多 くの細胞で核に細

胞膜の障害の結果を示すものと考えられる蛍光
反応が強 く認められた (Fig.3B)｡

【考察】

Aβの細胞障害過程ではfreeradicalが関与 して

いるという報告卜 7'があるが実際に強い活性を持
つラジカル種をその系で捕らえたという報告は

ない｡また､これまでのAβの神経細胞毒性に関

する実験ではAβ自体がラジカル化 し障害を引き

起こすというものがあったが､実際にはAβはラ

ジカル化はしないという報告もあり何がAβによ
る細胞障害を引き起こすのかについては未だ一
定の見解は得られてはいない8･9'｡ 我々の今回の実

験ではAβのみではEPRにてラジカル反応を得る

ことができなかった｡ しかし､我々はAβを添加

して24時間後には強い活性を持つhydroxyl
radical､脂質膜の障害の結果生 じたと考えられ
る脂肪酸radicalをEPRにより初めて捕らえるこ

とに成功 した｡これは､Aβ自体がラジカル化 し

なくてもAβが細胞と､培養液中及び細胞中に含

まれる微量金属元素と作用することにより細胞
障害性の高いラジカル種を産生 し､細胞毒性を
呈することを示す一つの重要な証拠であると考
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える｡AD脳においては微量金属の蓄積が認めら
れる状況7･10)はAD脳ではPhenton反応が働きや
すい環境にあり･OHが生成しているものと考え

る｡ 実際Aβが細胞とどのように反応するのか詳

しい経路は未だ不明であり､今後Aβの反応経路

についてより詳細な検討が必要と思われる｡
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