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はじめに
脳アミロイドアンギオパチー （CAA） は、アルツハイマー病 （AD） 患者の90%に随伴

し、Aβが脳血管に沈着、脆弱化し脳出血を発症する（１）。高齢化社会が社会問題となる中、
CAA患者が増加する一方で、CAAの予防や治療法は未確立であり、その開発は急務であ
る。CAAやADは病原タンパク質であるAβが脳に沈着するアミロイドーシスという疾患概
念に含まれる。アミロイドーシスは、難溶性のタンパク質であるアミロイド線維が全身諸臓
器の細胞外に沈着し、様々な機能障害を起こす疾患群の総称でありADとCAAを総じて脳
アミロイドーシスと呼ぶ。近年、アミロイドーシスの研究領域では、病原タンパク質と共存
するタンパク質が分子基盤の解明と治療薬開発の鍵として認識されるようになった。しか
し、CAAの共存タンパク質の研究は、これまで日本、および諸外国を含め報告がなかった。
申請者はこの問題を解明すべく、世界に先駆けてCAAにおける共存タンパク質を同定した。
具体的には、CAA罹患血管から、レーザーマイクロダイセクションを用い精密に切り出し
た脳血管に含まれるタンパク質のプロテオミクス解析を行い、CAA罹患血管に特異的に発
現する分子を同定した（2）。その中で、Aβに次いで2番目に多く発現するα–エノラーゼに
着目し検討を行い、α–エノラーゼが　① Aβの線維形成を抑制　② Aβ線維を分解、さら
に　③ Aβの細胞毒性を抑制するというこれまでに報告のない全く新しい作用機序を見出
し、治療応用への可能性を示した。そこで、α–エノラーゼのCAA病態制御機構の解明、α
–エノラーゼを用いた新しいCAAの治療法開発など臨床応用へ発展させることを目的とした
発展的研究を行うこととした。
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結　果

1. α-エノラーゼによるAβ線維形成抑制メカニズムの解明

α–エノラーゼのAβ毒性制御機構の解明に向けて、プロテアーゼ活性に着目し検討を行
った。申請者はα–エノラーゼがプロテアーゼ作用を介して、Aβタンパクを切断するとの
仮説を立てた。そこで、複数のプロテアーゼ阻害剤を用いて、αエノラーゼによるAβ線
維形成抑制効果が減弱するか否かを検討した。セリンプロテアーゼ阻害剤としてPefabloc、
アスパラギン酸プロテアーゼ阻害剤としてPepstatinA、システインプロテアーゼ阻害剤と
してE–64、金属プロテアーゼとしてPhosphoramidonとEDTAを用いた。この中で、セリ
ンプロアーゼ阻害剤であるPefabloc SCを用いた検討で、αエノラーゼの線維形成抑制効
果が阻害されることが判明した。まず、チオフラビンT吸光度を用いた解析を行った。チオ
フラビンTはアミロイドのβシート構造を認識し、それに応じて吸光度が上昇し線維形成を
間接的にモニタリンする測定手段である。これまでの研究で、αエノラーゼの添加により
抑制されていた吸光度の上昇（図１A、緑）が、セリンプロテアーゼ阻害剤（Pefabloc SC、 
2.5mM）の添加により、一転して吸光度の上昇がみられるようになった（図１A、紫）。こ
のことは透過型電子顕微鏡を用いた検討でも示され、α–エノラーゼによって抑制されてい
たAβ線維形成（図1B、右上）がPefabloc SC、2.5mMの添加によって線維形成がみられ
るようになった（図1B、左下）。さらに申請者はウェスタンブロット法を用いた検討において、

略語　ENO1：α-エノラーゼ

図１　セリンプロテアーゼ阻害剤の影響
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α–エノラーゼの添加によりAβ線維に該当するバンドが消失するが（図1C、矢頭、2レー
ン目）（図1D、右から2つ目の棒グラフ）、Pefabloc SC, 2.5mMの添加によってAβ線維
に該当するバンドが出現することを確認した（図1C、矢頭、3レーン目）（図1D, 右から3
つ目の棒グラフ）。

2. α-エノラーゼの酵素活性がAβ線維形成メカニズムに与える影響の解明

次に申請者は、α–エノラーゼによるAβ線維形成抑制能は、その酵素活性に依存すると
の仮説を立てた。そこで、α–エノラーゼに対して90℃、5分間の熱処理を加えたところ、
その酵素活性が完全に消失した（図2A）。また、図1と同様にチオフラビンTによる吸光度
測定、および透過型電子顕微鏡を用いた検討を行い、90℃の熱処理で失活させたα–エノラ
ーゼは、そのAβ線維形成抑制効果が失われ、線維形成に至ることを示した（図2B、紫）（図
2C、右端）。さらに、ウェスタンブロット法においても、90℃の熱処理で失活させたα–エ
ノラーゼを添加した群において、Aβ線維が確認された（図2D、Eの右端）。

考　察
本研究において、申請者は　①α–エノラーゼのAβ線維形成抑制にセリンプロテアーゼ

作用が関与していること、②α–エノラーゼのAβ線維形成抑制に、その酵素活性も関与す
るという、これまでに報告のない全く新しい作用機序を見出した（論文投稿中）。

先行研究において申請者は、α–エノラーゼがAβによる細胞毒性を抑制することを既に

図2  α-エノラーゼの酵素活性の影響
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示していたがその詳細なメカニズムは不明であった。本研究では、その発展的研究を行い、
αエノラーゼがセリンプロテアーゼ活性を介して、Aβタンパクを切断、断片化させた結果、
Aβ線維形成能が顕著に減弱、あるいは消失し、Aβ線維が減少する可能性を示した。Aβは、
はじめ単量体として存在するがその毒性は低く、凝集する過程で形成されるAβ線維が強力
な細胞毒性を示す。申請者の検討によりα–エノラーゼがAβ線維形成を抑制し、Aβの細
胞毒性を軽減させる可能性を示した。また、α–エノラーゼ酵素活性低下とAβ線維形成と
の関連については、ヒト検体を用いた検討で、AD患者におけるα–エノラーゼ活性が健常
人と比較して減少していることが既に示されているがその意義は不明であった（3、4）。本検討
において、α–エノラーゼの酵素活性減弱がADやCAAの病態進行の可能性に影響している
可能性を示した。

要　約
α–エノラーゼによるAβ線維形成抑制にはセリンプロテアーゼ作用が関与する。また、

α–エノラーゼのAβ線維形成抑制には、その酵素活性も関与している。
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