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総説

アルツハイマー病の診断ヘ向けての新規ベータアミロイド結合化合物の開発

野間馨未1)，東前未樹l)，古田真貴子1)，増田千明1)，三谷幸子1)，

山形苑子l)，山田友紀l)，土器小百合l)，遠山育夫2)，田口弘康3)

1.はじめに

高齢化社会の到来とともに，わが国の痴呆患者数は

急速に増大しており，解決すべき緊急の社会的課題と

なっている。老年期痴呆の患者数は 2000年度の時点

で65歳以上の高齢者の約7%，約 161万人と推定され

ている 1)2)。痴呆患者数は今後も増加を続け， 2030年に

は65歳以上の 11%に達し 患者数は384万人に倍増す

ると推測されている1)。老年期痴呆の内訳は，久山町に

おける追跡調査の結果によれば，アルツハイマー病が約

40%，脳血管性痴呆が約40%，両者の混合型痴呆が9%，

その他の痴呆が 11%と報告されている3)。すなわち，ア

ルツハイマー病と脳血管性痴呆が老年期痴呆の多くを占

めている。最近のデータでは，脳血管性痴呆が減少ない

し横ばい傾向にある1)-3)。これは，脳血管痴呆の原因と

なる高血圧症や動脈硬化症に対する治療法・予防法が進

展してきたことが背景にあると考えられる。脳血管性痴

呆に対しアルツハイマー病は，近年増加傾向にあり，そ

の結果，老年期痴呆に占めるアルツハイマー病の割合が

増加している1)-3)。このような現状から，アルツハイマ

ー病の克服が，老年期痴呆解決への最も重要な課題と考

えられる。

アルツハイマー病の発症は潜行性であり，極めて緩慢

に進行する。記憶障害，高次脳機能障害(失語，失行，

失認，構成失行)，実行機能(計画を立てる，組織化する，

順序立てる，抽象化する)の障害や人格変化，感情や意

欲の変化も見られ，その経過は数年から 10年以上にわ

たる4)。こうした臨床症状は アルツハイマー病患者を

臨床診断する上で重要ではあるが，他の痴呆疾患でも共

通して見られることも多く，臨床症状だけでアルツハイ

マー病と確定診断することは容易ではない。

アルツハイマー病を特徴づける所見は，臨床症状よ

りも脳病理所見において観察される。アルツハイマー

1)京都女子大学家政学部食物栄養学科

2)滋賀医科大学分子神経科学研究センター

3)京都女子大学家政学部生活福祉学科

病の病理所見としては，肉眼的に脳回の萎縮，脳溝の拡

大，側脳室の拡大，海馬の萎縮など，大脳皮質の広範な

萎縮が見られる。顕微鏡的観察では，老人斑 CFig.1a)， 

神経原線維変化 (Fig.lb)，神経細胞死が考えられるが，

なかでも老人斑と神経原線維は，アルツハイマー病を診

断する上で，最も重要な所見と考えられている。

老人斑は，細胞外に蓄積されたベータアミロイド(以

下As)，それを取り囲むミクログリア，反応型アストロ

サイト，変性神経突起などで構成されている。老人斑は

正常高齢者の脳にも認められるが，アルツハイマー病で

はその数が著しく増加していることが特徴である。神経

原線維変化は，神経細胞内の線維の集合体として認めら

れ， この線維はタウが異常にリン酸化され凝集したもの

である。神経原線維変化は，正常高齢者脳にはほとんど

認められないが，一部の脳疾患で観察されることがある。

神経細胞死は，様々な脳疾患で観察されるが，アルツハ

イマー病では，大脳皮質の広範な神経細胞死と前頭基底

部に細胞体を有し大脳皮質に広く神経投射しているアセ

チルコリン作動性神経が強く障害される九

アルツハイマー病の多くは孤発性であるが，約 5%は

家族性のアルツハイマー病である。家族性アルツハイマ

ー病の原因遺伝子検索の結果， Asの前駆タンパクであ

るアミロイド前駆体タンパク (APP)の遺伝子異常によ

って，アルツハイマー病を発症する家系が存在すること

が明らかになった6)。さらに，家族性アルツハイマー病

の大部分を占めるプレセニリン遺伝子の異常でも， As 

の産生異常が誘導されることが報告された7)8)。最近の

研究において，プレセニリンが， APPからAsを産生す

るガンマセクレターゼであることが報告され9)，iAsの

異常な蓄積がアルツハイマー病成立の原因で、ある」とい

うアミロイド仮説が提唱されている10)。アミロイド仮説

に立てば，脳内におけるAsの沈着を防止または低下さ

せること，あるいは沈着したAsを除去することが，根

本的な治療につながると考えられる。こうした考えに基

づき， As産生阻害薬川やワクチン療法など新しい治療
法が開発されつつある 11)12)。
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Figure 1. Immunohistochemisty for beta-amyloid peptides (a) and phosphorylated tau (b). Beta-amyloid peptides訂edeposited in senile 

plaques. Phospharylated tau is detected in neurofibrillary tangles and neuropil threads. Scale bars=50 mm. 

新しい治療法が開発されるに従い，アルツハイマー病

の早期診断法や治療効果の判定法の確立が強く望まれる

ようになってきた。しかしながら，アルツハイマー病の

期診断，確定診断は容易ではない。臨床症状は，アル

ツハイマー病の臨床診断の根拠のひとつにされるが， 他

の痴呆疾患を必ずしも否定することにはならず，確定診

断にはつながらない。現状では，脳の一部を取り出すな

どして，老人斑や神経原線維変化を確認することが，最

も信頼できる方法であるが 生前に脳の生検を行うこと

は，倫理的問題もあって困難である。そこで最近，放射

性物質でラベルしたアミロイドに結合試薬を患者に投与

して，陽電子断層画像 (PositronEmission Tomography ; 

PET)装置を用いて，老人斑を検出する方法が開発され

た13)1九 この方法を用いれば，生前にほとんど苦痛を与

えることなく老人斑の検出が可能となる。この方法にお

いては，血中投与により脳内に移行して老人斑に結合す

る試薬の開発が，重要なポイントのひとつである。そこ

で，本研究では，老人斑に結合する新しい化合物の開発

を試みた。

11. アルツハイマー病の画像診断

アミロイド仮説に立てば アルツハイマー病を診断

するためには，脳内に沈着するAsすなわち老人斑を検
出することが，最も有用であると考えられる。今のと

ころ，老人斑を検出する手段としては，核磁気共鳴画

像 (M悶)装置を用いて老人斑を直接検出しようとする

方法と， Asに結合する化合物に放射性物質を結合させ
Positron Emission Tomography (PET)を用いて画像化

する方法がある。MRI画像法による検出は，剖検脳で

は成功しているものの，生体での検出には未だいたって

いない15)16)。

一方，そこでAsに結合する化合物に放射性フッ素を
結合させた試薬が開発された17)。これらの試薬は，血中

に投与すると脳血液関門を通過して脳内に入り， Asに
結合する。試薬に結合させた放射性フッ素から出る放射

線を検出することで，老人斑を画像化しようとするもの

である。多くはアルツハイマー病のそデ、ルマウスを用い

た動物実験で‘の成果であるが すでに一部はヒトにも応

用されている。

111.新規アミ口イドイメージング化合物の開発

これまで使われてきているアミロイドイメージング

化合物の代表的なものに， Chrysamine-G， BSB， X・34

FDDNP， BTA-l， IMPY， BF-I08などがある 17)。これら

はいずれも，芳香族を含み，共役系が長く伸びて分子全

体が平面で， π電子が自由に動ける構造を持っている。

そして，多くの場合，分子の両端にアミノ基，水酸基，

あるいはカルボキシル基などの官能基が結合している

が， このこともプロ ープとしての要件にあげることがで

きょう。

そこで，我々は基本構造として，最近，老人斑と結合

することが報告された14)2-スチリルベンゾキサゾールを

選び，化合物の両端に官能基が結合したものと結合して

いないものを合成し， これらの化合物が老人斑に特異的

に結合するかどうかについて確認することにした。2-ス

チリルベンゾキサ ゾールは 2-メチルベンゾキサゾール
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とベンズアルデヒドとの脱水縮合反応により合成した

(Scheme 1)。

原料となる 2-メチルベンゾキサゾール(1a)，ベンズ

アルデヒド (2a)，4-ジメチルアミノベンズアルデヒド

(2b)は市販のものを用いた。また， 6-ヒドロキシ・2-メ

チルベンゾキサゾールは， 2'，4'ージヒドロキシアセトフェ

ノンオキシムのベックマン転移によって調製し18)，6-位

の水酸基をメトキシメチル基で保護した上で，ベンズア

ルデヒド類との反応に供した。この保護基の導入は， 6-

ヒドロキシー2・メチルベンゾキサゾールのDMF溶液にカ

リウム t・プトキシドを加えてカリウム塩を形成させ， こ

こにクロロメチルメチルエーテルを加えることによって

行った。

2-スチリルベンゾキサゾールおよび2-(4'-ジメチノレア

ミノスチリル)ベンゾキサゾールについては，既に Sun

らによって合成されている 19)。彼らはこれらの化合物を

2-メチルベンゾキサゾールと それぞれ対応するーベンズ

アルデヒドの反応で得ているが， この縮合には触媒とし

てフッ化カリウムを用いている。活性メチル基あるいは

活性メチレン基とカルボニル基の脱水縮合には，一般的

に金属フッ化物 (KF，CsFなど)が使われるようにな

ってきている20)ので，本研究においても，まずこれら

の触媒を用いて縮合を試みた。しかし， KF， CsFのど

ちらを用いても，満足できる結果は得られなかった。

また，水酸化ナトリウムを触媒にして 2・メチルベン

ゾキサゾールとベンズアルデヒドを縮合させ， 2-スチリ

ルベンゾキサゾールを合成する方法が報告されている21)

ので，この方法も試みたが，収率よく目的物を得ること

はできなかった。

そこで，我々はこの縮合反応の触媒として，アルコキ

シドを用いることにした。すなわち， 2・メチルベンゾキ

サゾールとベンズアルデヒドをDMFに溶かし， この溶

液にナトリウムエトキシドあるし、はカリウムトプトキ

シドを加えて室温で撹排した。

その結果， 2-スチリルベンゾキサゾール (3a----3d) 

を収率よく合成することができた。この反応の反応条件

および結果については. Table 1 にまとめてある。ナト

リウムエトキシドを用いた場合には カリウム t-ブトキ

シドを使った場合に比べ，やや収率が低下しているが，

これは触媒に用いたナトリウムエトキシドのDMFに対

する溶解度がカリウム t-プトキシドより低いことによる

ものと考えられる。
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このようにして， 4種類の 2-スチリルベンゾキサゾ

ール (3a，3b， 3e， 3f)が用意できたので，

合物の老人斑に対する結合能について調べた。

v. 

2-スチリルベンゾキサゾール (3f)0.5 mgを2mlの

Dimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解し，蛍光光度分

析装置(目立 F-4000) を用いて測定した。その結果，

Excitationの最大値は， 352 nmで， Emissionの最大値は，

492nmであった。

老人斑への結合能を検討するに当たり，研究使用につ

いて， ご家族から承諾を得ているヒト脳病理標本を用い

た。既報の方法22)に従い， ヒト脳病理標本を作製した。

すなわち，剖検時に側頭葉皮質を小塊として切り出し，

どCの4%パラホルムアルデヒド (0.1M-リン酸緩衝液で-

pH 7.4に調整)密定液で2日間画定した。その後， 15% 

ショ糖液と 0.1%アジ化ナトリウム入りの0.1M-リン酸

緩衝液 (pH7.4)中に4
0

Cで2日間以上浸し， クリオプ

ロテクションした。その後， クリオスタットで 20μm

分光蛍光光度

老人斑への結合能の検討

IV. 
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続いて，らメトキシメトキシ-2-スチザルベンゾキサプ

ール (3c)を1M-塩酸中60'""-70
0

Cで加熱すると，容易

に保護基が脱離しらヒドロキシー2-スチリルベンゾキサ

ゾール (3e)が非常に良い収率 (929る)で得られた。し

かし，スチリル基の 4・ー位にジメチルアミノ基を有する

スチリルベンゾキサゾール (3d)を同様な条件で加水分

解を行ったときは， 自的とする 6ーヒドロキシー2-(4'ージメ

チルアミノスチリル)ベンゾキサゾール (3f)は得られ

ず，分解がさらに進んでしまったので， 1 M-塩酸中，室

温で 16時間撹排するという， より穏やかな条件で加水

分解を行った。この場合にも， 目的物 (3f)がさらに分

解することは，避けられなかったが，化合物 (3f) を塩

酸塩として単離することができた(収率84%)。

ここに得られた 2-スチリルベンゾキサゾール誘導体

(3a --.... 3f) の IHNmrスペクトルを測定したところ，二

重結合を構成する炭素原子に結合している 2つの水素原

子聞のカップリング定数はほとんどの化合物で 16.2Hz 

であった (Table2参照)。このように，カップリング定

数が大きいことから，得られた生成物のベンゾキサゾー

ル環とベンゼン環はトランスに配置されていることが明

らかになった。

Table 1.畏eactionof2・methylbenzoxazoles(l)and benzaldehydes(2) (DMF， r.t.) 
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Table 2. lH Nmr spectra for the double bond p紅tof 2-styrylbenzoxazoles(3) 
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の厚さの連続切片を作製し， 15%ショ糖液と 0.1%アジ

化ナトリウム入りの 0.1M-リン酸緩衝液 (pH7.4)中で，

4
0

Cで保存した。

各化合物 2mgを 1mlのDMSOに溶解した。そして

0.3% Triton-X100と150mM-NaCl入りの 0.1M-リン酸

緩衝液 (pH7.4 ; PBST)中に，組織標本を浮遊させた。

そこに， 1-100μglmlの濃度となるように化合物を加え，

室温で30-60分反応させた。反応後，組織標本を PBST

で5分ごとに 3回， 50 mM-TrisHCl (pH 7.6)で 1回洗

浄した。組織標本をゼラチンコートしたスライドグラス

にのせ，乾燥後にグリセオール液で封入した。倒立型蛍

光顕微鏡 (IX70，オリ ンパス)を用いて 358nmの紫外

光をあてて蛍光観察した。

2-スチリルベンゾキサゾール (3f)は，アルツハイマ

ー病標本の老人斑に結合し，結合する陽性老人斑の数は，

濃度依存的に増加した (Fig.2)0 30分および60分の反

応時間では，ほとんど差が認められず， 30分の反応で

十分結合すると考えられた (datanot shown)。

2-スチリルベンゾキサゾールの側鎖を変えることで，

陽性老人斑の数に変化が認められた (Fig.3)。陽性老人

斑の数は， 2・スチリルベンゾキサゾール (3f)で最も多

く， 2-スチリルベンゾキサゾール (3b)および2ースチリ

ルベンゾキサゾール (3e)ではやや減少し， 2・スチリル

ベンゾキサゾール (3a)では，ほとんど認められなかっ

た。2-スチリルベンゾキサゾール (3b)および (3e)は，

老人斑に特異的に結合していたが， 2-スチリルベンゾキ

サゾール (3f)は，老人斑に加え，神経原線維変化にも

結合していた (arrowsin Fig. 3c)。

VI.考察

本研究の結果， 2-スチリルベンゾキサ ゾールがアミロ

イド結合化合物であることが明らかになった。2-スチリ

ルベンゾキサゾールのアミロイド結合能は，側鎖の種類

によ って異なり，検討した範囲では 2-スチリルベ ンゾ

キサゾール (3f)が最も結合能に優れていた。2-スチリ

ルベンゾキサゾール (3f)は Excitationの最大値は， 352 

nmで， Emissionの最大値は， 492 nmの蛍光特性をも

つことから， thioflavin S染色剤と同様に，固定病理脳標

Figure 2. Binding of 2・syrylbenzoxazolederivative (3f in schema 1) to seni1e plaques at the concentration of 0， 8， 16， 64μglrnl. 
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Figure 3. Binding of 2-syrylbenzoxazole derivatives 3a (司，3b (b)， 3f (c) and 3e (d) at the concen凶 tionof 10μglm1. Note that 2-syrylbenzoxazole 

derivative 3f binds to not on1y senile plaques but also neurofibrillary tangles (arrows in c). 

本における老人斑検出用の診断薬として使用が可能であ

る。 2ースチリルベンゾキサゾール (3f)を溶解したリン

酸緩衝液に組織を約30分浸漬させるだけで老人斑を検

出できることから，迅速かつ簡便な老人斑検出法として

有用性が考えられる。また特徴的な蛍光性質をもつこと

から，種々の蛍光物質を用いた蛍光免疫組織化学法と組

み合わせた二重染色法にも応用できる。

次に， 2・スチリルベンゾキサゾール (3f) に 19Fを結

合させることにより，アルツハイマー病の PET診断薬

となる可能性が考えられる。アルツハイマー病の診断薬

が開発されるに従い，早期診断法の重要性が高まってお

り，画像診断薬への応用は， 2-スチリルベンゾキサゾー

ルに対して最も期待される点である。検討した化合物の

中では， 2-スチリルベンゾキサゾール (3b)， (3e) ， (3f) 

が老人斑に結合した。興味あることに， 2-スチリルベン

ゾキサゾール (3f)は，老人斑に加え神経原線維変化に

も結合した。この結果は，アルツハイマー病の診断薬と

しては 2-スチリルベンゾキサゾール (3f)が優れている

ことを示している。その一方で，側鎖を変化させること

で，老人斑のみを検出する試薬，老人斑と神経原線維変

化の両者を検出する試薬など，異なる性質をもっ診断薬

が得られる可能性を示している。これら試薬のヒトへの

応用を考えた場合，血管内投与で使用できることが望ま

しい。今後，アルツハイマー病モデ、ル動物を用いて， 2-

スチリルベンゾキサゾール (3f)を血管内に投与した場

合，血液から脳に移行して老人斑に結合するか， どのく

らいの時間で代謝 ・排、准されるのか，副作用や毒性はど

うか，など，詳細な検討が必要である。

アミロイド結合試薬のもうひとつの可能性は，アルツ

ハイマー病の治療薬への展開である。最近の研究によれ

ば，血液内にも少量Asが存在し，脳内Asと一定のバ
ランスをとって存在していることが明らかになった23)。

興味あることに，血液中の遊離As量が減少すると，そ
れを補うように脳からAsが血液中に出てくると報告さ
れている23)判。この現象を利用すれば，アミロイド結合

物質を用いて脳内のAs量を減少させることが可能であ
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る。実際，アルツハイマー病のそデ、ルマウスにAs結合

物質を投与すると，血液内の遊離As量が減少しそれ

に伴って脳から Asが排世されることが示された25)。こ

の場合は，診断薬とは逆で，脳内に入らない方が効果は

高いと推測される。

以上のようにアミロイド結合試薬は，診断薬候補，治

療薬候補として今後， ますます重要になってくると思わ

れる。
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