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Summary

TheabnonnalhyperphosphorylationofmicrotUbule-associatedproteintauinbramis

attributabletoanumberofneurodegenerativediseasessuchasA1zlleimer，sdisease､Recently，

ithasbeensuggestedUlattauphosphorylationcausedbystressplaysaroleinearlystagesof
Alzlleilner，sdisease・Intllepresentstudy，weinvestigatedtlleeffectofcoldwaterstress

(CWS)ontauphosphorylationmthehippocampusoflnousebyinⅡnunoblotanalysesusing
phosphorylation-dependentor-independenttauantibodies・Furtllerlnore,theeffectsofLiC1，
aninhibitorofglycogensynthasekinase-36（GSK-36）usedfbrtreatmentofaffective

disorders，onCWS-inducedchangesmtauphosphorylationwereexanmedExposureto

CWSmmiceresUltedinanincreaseintauphosphorylationatTau-1（Serl99/202),ＡＴ８

(Ser202/Thr205)andSer396sitesmtllehippocampus､AtThr231site,phosphorylationlevcl
didnotChangeddespiteasignificantmcreaseinoneoftheseparatedbandintensityThe
CWS-inducedchangesmtauphosphorylationatTau-1（Serl99/202)andSer396,ｂｕｔｎｏｔａｔ

ＡＴ８（SerZO2/Thr205),weresignificantlyattenuatedbypretreatmentwithLiCLTotaltau
protemlevels,detectedbyphosPhorylation-mdependentantibodyTAU-5,showedadecided
tendencytolncreasemtlleextractedsamples丘omCWS-exposedmice，wllichwasalso
restoredbypretreatlnentwithLiCLFinally,ｗｅｓｈｏｗｅｄｔｈatCWSincreasedactivefbnnof
GSK3ptllatwasphosphorylatedatTyr216.TheseresultssuggesttllatCWS-mducedmcrease
mphosphorylatCdtaulevelsmtllehippocampusismediated,atleastpartly,bytheactivation
ofGSK36．
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１．序論

アルツハイマー病は，著明な記憶障害と人格変化を特徴とする進行性の神経変性疾患である．

アルツハイマー病の主な病理学的特徴は，大脳皮質全体に沈着した老人斑，神経細胞内の神経原

線維変化（NFT息）に認められる過度にリン酸化されたtau蛋白の凝集および特定の神経細胞群の

細胞死である．
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役害Iを果たしていることが示唆さ ０

れている．一方，LithiumおよびFig.１.EfTectsofLiC1onCWS-inducedchangesinanti‐
Tau-1andanti-UDInDspho-Ser316-tauimmuno-valpmateがGSK-313を阻害するこ
reactivitiesintllelniplDOcampus･

とが知られている．これら薬物は津Ｐ＜0.05,＊＊Ｐ＜OO1vs､saline-treatednon-stressedgm叩

治療抵抗性うつ病や双極性感情障蹄i;二tii;ｄ１ｉ１ｌ燗p<00W…1m．…dCws-
害の治療に用いられており，うつ

病に対する治療効果がGSK313の阻害と関係している可能性が示唆されている．

以上の知見は，ストレス過剰状態によるうつ症状，tauのリン酸化およびGSIC36の活性化とア

ルツハイマー病発症の危険性の増加の間に関連があることを示唆している．そこで本研究では，

強制水泳ストレス（coldwaterstress:ＣＷＳ）を負荷したマウスの海馬に惹起されるtau蛋白のリン

酸化に対するGSK313阻害薬LiC1の影響を,Westemblot法を用いた神経薬理学的手法により検討
した．
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２．材料および方法

実験には８～１０週齢の雄性ICR系マウスを用いた．ＣＷＳとして，マウスを氷水（0℃）に投入

し，５分間の強制水泳を負荷した．LiC1投与90分後に，マウスにＣＷＳを負荷し，LiC1投与２時

間後にマウスを断頭により屠殺し，海馬を摘出した．Westemblot解析には，Serl99/２０２部位が脱

リン酸化されたtau蛋白を認識する抗nu-1抗体,Ser396，Ser202/Thr205およびｎ１ｒ２３１部位がリ

ン酸化されたｔａｕ蛋白をそれぞれ
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認識する抗リン酸化Ser396-tau，

Ar8および抗リン酸化Thr231-tau

抗体，総ｔａｕ蛋白量を検出する

TAU-5を用いた．さらに総ＧＳＫ３６
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対照群マウスの海馬サンプノレで

は,抗nu-1抗体および抗ﾘﾝ酸化Fig・Z・EffectofLiClonCWS-inducedcMngeinTAU-5
immunoreactMtyinthehippoMmpus，

Scr396~tau抗体を用いたWestem＊ｐ＜0.O5vs・salme-treatednon-stressedgroup(t_test).＃p
blot解析により４本のtau蛋白の（＜0.05Ｖs・salme-treatedCWS-exposedgPC叩(t-test)．

ンＦが検出された（Ｆｉｇｌ)．ＣＷＳ

負荷により,抗nu-1抗体反応性の累積バンド強度は有意に減少し(Fig.1a),抗リン酸化Ser369-tau

抗体反応性累積バンド強度は有意に増加した（Fig●1c)．ＬｉＣ１（300ｍｇ/k9,i､p､）の前処置はＣＷＳ

負荷によるこれらの反応を抑制した．これらの結果は，ＣＷＳ負荷によってtau蛋白のSerl99/202

およびSer396部位のリン酸化が冗進したこと，このリン酸化反応にlithium感受`性リン酸化酵素

が関与することを示している．ＡＴ８を用いた解析では，ＣＷＳ負荷により累積バンド強度は顕著に

増加し，LiC1前処置は抑制傾向を示した．抗リン酸化Th231-tau抗体を用いた解析では，累積バ

ンド強度にはＣＷＳ負荷による顕著な影響は観察されなかったが,個々のバンドの解析ではBand-2

のみ有意な増加を示し，この増加はLiC1の前処置により抑制された．一方，TAU-5により検出さ

れた総伽蛋白量は，ＣＷＳ負荷により明らかな増加傾向を示し（Fig2a)，Band2の有意な増加が

確認され(Fig2b),LiC1はＣＷＳ負荷による総tau蛋白量の変化を抑制した.ＣＷＳ負荷後のBand-2

の有意な変化は，今回の抗リン酸化tau抗体を用いた全てのWesternblot解析において共通した特

徴であったことから，ＣＷＳを負荷されたマウスの海馬の抽出液中でBand-2に相当する分子量の

tau蛋白が増加しており，このtau蛋白量の増加とtau蛋白のリン酸化量の増加の間に相互関係が

あることが示唆された.LiClが抗tau抗体により検出されたＣＷＳによる累積あるいは個別バンド
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強度の変化を抑制したことから，ＣＷＳ

のtau蛋白リン酸化に対する影響は，

活性化したlitllium感受性リン酸化酵素

の関与を，少なくとも部分的に，受け

ている可能性がある．

ＧＳＫ３６のWestemblot解析により，

ＣＷＳの負荷による活性型および非活
①

`性型GSK-36の増加が認められた(Fig.

3)．活性型GSKP36の増加は，ＣＷＳ負

荷後に見られるｔａｕ蛋白のリン酸化レ

ベルの変化が，少なくとも部分的に，

活性化ＧＳＫ３６を介しており，LiC1の

前処置がｔａｕ蛋白に対する活性化

GSK-313の影響を抑制した可能性を示

唆している．また，LiC1はＣＷＳ負荷

による非活性型GSK-36の増加に対し

て増強作用を示した．これはGSK-313

の活性化に対するlithiumの阻害作用を

反映した反応であると考えられる．

(A）TotalGSK-3β
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、迎犬レノこⅨ）、ぐめ○と刀与えbXrlﾉＣ・ Fig.３.chan窪esinthephosplⅢylationlevelSinGSK
４．結論－３βafterCWSwitllorwithoutLiClpretreat‐

mentintlnehippocampus・
ストレス負荷後の海馬のｔａｕ蛋白＊Ｐ＜0.05,＊＊Ｐ＜0.01ＶＭalme-treatednon-stressed

リン酸化における変化は，ストレス印Cup(t-test).牌Ｐ＜0.O1vMaline-treatedCWS‐

とアルツハイマー病の間の関係を支exposedgroup(t-test)．

持しているものと考えられる.今回の知見は,ストレス後のtau蛋白の過剰リン酸化にGSK-313が，
少なくとも部分的に関与していることを示唆している．したがって，ＧＳＫ３６の阻害薬がうつ症状

を有する高齢者あるいは軽度認知障害患者におけるアルツハイマー病発症の危険性を低下させる
ことが期待される．
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学位論文審査結果の要旨
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