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研究成果の概要（和文）：本研究では、Sec16 による COPII 小胞形成の制御機構を解析

し、Sec16 が Sar1GTPase による GTP 加水分解を阻害し、小胞形成を促進すること

を明らかにした。また、アルツハイマー病における膜輸送の重要性を明らかにするた

め、アルツハイマー病の原因となる膜蛋白質複合体γセクレターゼとアミロイド前駆

体を酵母に導入し、Aβ生成を評価する酵母γセクレターゼアッセイ法を世界ではじ

めて構築した。 

 
研究成果の概要（英文）：We identified a novel function of Sec16 in the generation of COPII vesicles 
from synthetic liposomes. In the presence of Sec16, nucleotide hydrolysis by Sar1 was inhibited, 
enabling Sar1 atabilization on the membranes. To clarify the importance of the membrane trafficking in 
Alzheimer’s disease, we introduced γsecretase, a multisubunit membrane protein complex, and the 
amyloid precursor in yeast and established an in vitro γsecretase assay system and a screening system 
based on yeast growth. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）小胞体における COPII 小胞輸送機構 
 小胞輸送に必要な分子の同定には、酵母に

おける遺伝学的手法と生化学的手法を組み

合わせた解析が非常に有効である。このアプ

ローチにより、カリフォルニア大学の

Schekman 研究室が中心となり、小胞形成・

融合に必須な蛋白質を同定してきた。COPII
小胞は、小胞体からゴルジ体への蛋白質輸送

を担う。COPII 小胞形成に必須な因子として

は、COPII コート蛋白質（Sec23/24GAP 
(GTPase 活性化因子)、Sec13/31 へテロマー、
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Small G 蛋白質（Sar1 GTPase）、Sec12 GEF 
(ヌクレオチド交換因子)）、加えて Sec16 が同

定されていた。酵母から単離した小胞体膜画

分や人工膜（リポソーム）を使った COPII
小胞形成実験から、小胞形成におけるコート

蛋白質の機能（膜の変形、積み荷蛋白質の選

択、GTPase の活性調節など）が明らかにな

ってきていたが、Sec16 の機能については明

らかではなかった。 
（２）アルツハイマー病における膜蛋白質輸

送の重要性 
 アルツハイマー病の原因は、アミロイド前

駆体（APP）に由来するアミロイドβ蛋白質

（Aβ）と呼ばれる小ペプチドの沈着である

と考えられている。遺伝性のものも加齢に伴

うものも Aβの生成が発症の鍵を握るため、

Aβの蓄積を防ぐことができれば、病気の治

療につながることが期待される。APP のプロ

セシングを行うセクレターゼ分子には、α、

β、γセクレターゼの３種類が知られている。

正常な脳ではαセクレターゼによって切断

が起こり、Aβの沈着は起こらない。ところ

が、アルツハイマー病では、Aβペプチドの

アミノ末端側がβセクレターゼによって、次

いでカルボキシル末端側がγセクレターゼ

によって切断され、40-43 アミノ酸からなる

Aβが生成される（Aβ40、Aβ42、Aβ43。
このうち Aβ42 と Aβ43 の毒性が高い事が

知られている。）。APP とセクレターゼのいず

れもが膜蛋白質であるため輸送の異常は Aβ

生成に影響を与える事が考えられるが、アル

ツハイマー病と蛋白質輸送との関連は全く

明らかになっていない。それだけでなく、A
βがどのオルガネラで生成され分泌される

のかと言った基本的な疑問にも未だ議論が

あり明確でない。また、膜内で切断を行うγ

セクレターゼは、４つの膜蛋白質からなる複

合体プロテアーゼであり、生化学的な解析が

困難であり、その酵素機能は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、酵母をモデル細胞として用い、

小胞体からゴルジ体への輸送を担う COPII
小胞形成におけるSec16の分子機構を明らか

にすることを目的とした。さらに、酵母での

知見を活かして、アルツハイマー病発症のメ

カニズムに迫ることを目的にした。 
 
３．研究の方法 
（１）Sec16 による COPII コートの GAP 活

性阻害機構の解析 
 COPII 小胞の解析は、(A)Sar1 の活性を測

定するトリプトファン蛍光法（B）コートの

形成を測定する散乱光法の２つのリアルタ

イムアッセイを用いて行った（Futai et al., 
2004, EMBO J.）。いずれのアッセイでも、

蛍光分光光度計を用い、リアルタイムでの測

定を行った。アッセイに用いる蛋白質は、大

腸菌（Sar1 と Sec12）および、酵母（Sec23/24
と Sec13/31）から精製した。Sec16 の精製は、

酵母および大腸菌から行った。GST を融合し

た Sec16 全長、Sec16 断片の蛋白質を強制発

現して、精製を行った。 
 
（２）Aβ生成の酵母細胞内での再構成 
 ヒトγセクレターゼの４成分であるプレ

セニリン、ニカストリン、Aph1、Pen2 と基

質であるアミロイド前駆体（APP）もしくは

Notch を酵母細胞に導入し、ヒトγセクレタ

ーゼを、酵母細胞内で再構成する実験を行っ

た。 
 
４．研究成果 
（１）Sec16 による COPII コートの GAP 活

性阻害機構の解析 
 これまで、COPII コートによるリポソーム

（人工膜）からの COPII 小胞形成は、酵母

小胞体膜画分からの COPII 小胞形成に比べ

て、著しく効率が低かった。そこで、小胞体

表在性膜蛋白質、Sec16 に小胞形成を促進す

る活性がないかと考え、解析を行った。トリ

プトファン蛍光法と散乱光法を用いて、

Sar1GTPaseの活性化とコートの形成をリア

ルタイムで検出した。全長 Sec16 と様々な

Sec16 の断片をアッセイ内に加えて解析した

結果、Sec16 が Sar1 の GAP（GTPase 活性

化因子）活性を阻害する活性を持ち、また、

リポソーム膜上のコートを安定化する事が

示された。GAP 阻害活性とコートの安定化は、

全長 Sec16 に比べて、Sec16 のアミノ末端領

域を欠く断片（Sec16ΔN(565-1235)）で顕著

であり、アミノ末端領域が GAP 阻害におい

て調節的な役割を果たす事が示唆された。

Sec16 による GAP 阻害活性は、放射性ラベ

ルしたγ-32P GTP を用いた GTP 加水分解実

験で直接的に証明した。また、Sec16とCOPII
コート蛋白質の間の相互作用を解析し、

Sec16 が Sar1、Sec23/24、Sec13/31 と結合

している事を明らかにした。酵母細胞内では、

Sec16 は小胞体上の出芽部位に濃縮している

事が明らかとなっている。Sec16 は出芽部位

でコートと相互作用するだけでなく、

GTPase の活性を阻害して、COPII 小胞形成

を促進している事が、本研究で明らかとなっ

た。以上の成果は、Nat. Cell Biol.誌に投稿

し、現在 Revise 中である。 
 
（２）Aβ生成の酵母細胞内での再構成 
 アルツハイマー病の原因となるアミロイ

ド蛋白質（Aβ）は、γセクレターゼによる

切断をうけて生成する。しかし、γセクレタ

ーゼは４つの蛋白質からなる膜蛋白質複合

体であり、生化学的な解析が困難である事か

ら、酵素学的性質は未知であった。私は、ヒ



 

 

トγセクレターゼの４成分であるプレセニ

リン、ニカストリン、Aph1、Pen2 と、基質

であるアミロイド前駆体（APP）もしくは

Notch を酵母細胞に導入し、ヒトγセクレタ

ーゼ活性を再構成することに成功した。これ

により、酵母膜画分を用いて試験管内でγセ

クレターゼ活性を測定する事が世界で初め

て可能になった。また、転写因子（Gal4）を

融合 した人工基 質（ APP-Gal4 ま た は

Notch-Gal4）を導入する事により、酵母の生

育から Aβ生成量を評価する事が可能になっ

た。この生育を指標にしたスクリーニング法

（図１）は、恒常的活性化型プレセニリン変

異体の同定に威力を発揮し、プロテアーゼ活

性中心近傍に変異を有する活性化型プレセ

ニリン変異体を同定した。この活性化型変異

体は、活性に必須であると考えられていたニ

カストリンが無くても独自に活性を持つ事

を証明した。そのため、γセクレターゼ活性

に必須と考えられていたニカストリンは、γ

セクレターゼ活性のモジュレーターである

ことがわかり、アルツハイマー病で一番重要

な Aβ40 産生と Aβ42 産生の特異性の違い

を説明できる可能性が出てきた。本研究で開

発した“酵母γセクレターゼアッセイ法”は、

γセクレターゼの活性を調節する因子や阻

害剤の探索に非常に有用であり、国内外で高

く評価されている。J. Biol. Chem.、Biochem. 
Biopys. Res. Commun.において、この方法を

用いた解析結果を発表している。 
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