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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、アルツハイマー病脳に蓄積する Aβの産生を担う酵素であるγセクレターゼに関

して、プロテオミクスの手法を用いて結合蛋白質を同定し、γセクレターゼの酵素活性や細胞

内局在に影響を及ぼす蛋白質を多角的なスクリーニング方法を用いて探索した。その結果、特

殊なリピッドマイクロドメイン（テトラスパニンウェブ）を形成することが知られるテトラス

パニンおよび関連蛋白質を同定し、これらの分子がγセクレターゼの酵素活性発揮の足場とな

り、活性を制御している可能性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we searched for γ-secretase interacting proteins using proteomic analysis, 
and screened for proteins that affected either enzymatic activity or subcellular 
localization of γ -secretase. As a result, we identified tetraspanins and 
tetraspanin-associated proteins that have been known to form the lipid microdomain in 
the cellular membranes (called tetraspanin web or TEM). We found the possibility that 
tetraspanins and tetraspanin-associated proteins provide a platform for γ-secretase 
cleavage and regulate its enzymatic activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
高齢化社会を迎え、アルツハイマー病

（Alzheimer's disease:AD）の病態解明と治

療法開発は急務である。AD 脳には老人斑と呼
ばれる特徴的な病理構造物が出現する。老人
斑はアミロイドβペプチド（Aβ）を主成分
とするアミロイド線維から形成されるが、老
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人斑には Aβ以外にも多くの成分が存在し、
それらの蓄積過程は病因と密接な関係が想
定されている。一方 Aβの産生過程も病因と
深く関わっている。 
Aβはアミロイド前駆体蛋白（APP）より分

泌されるが、その切断を担う酵素であるγセ
クレターゼは、家族性 AD の原因遺伝子産物
であるプレセニリン（PS）を活性サブユニッ
トに持つアスパラギン酸プロテアーゼであ
る。Aβにはγセクレターゼによるγ切断の
位置に応じて C末端長の異なる複数の分子種
（主に Aβ40、42）が存在する。疎水性の高
い Aβ42 は Aβ40に比して産生量が少ないに
もかかわらず、βシート構造を有するアミロ
イド線維を形成し易く、老人斑中の Aβの主
要な分子種となる。PS の家族性 AD 変異は、
酵素活性を変化させることで C 末端が長い A
β42 の産生率を増加し、アミロイド形成・AD
発症を促進すると考えられている。近年、APP
の他にも発生や免疫系の制御に重要な役割
を担う Notch 受容体をはじめとする多数の I
型膜蛋白がγセクレターゼの基質として報
告されている。γセクレターゼは AD 治療薬
開発の有望な標的であるが、APP 特異的な阻
害剤の開発が必要不可欠であるといえる。 
この問題を解明するにあたって考慮すべき
要因として、酵素活性の制御メカニズムと、
γセクレターゼ切断が生じる細胞内コンパ
ートメントが挙げられる。γセクレターゼは
PSを含む4つの膜蛋白質からなる高分子量の
複合体で、小胞体に於いて段階的に結合した
サブユニットが複合体を形成し、ゴルジ体以
降の細胞内コンパートメントに運ばれて酵
素活性を発揮する。γセクレターゼの酵素活
性は主にゴルジ体から細胞表面膜にかけて
分布し、一部はエンドソームにも存在すると
考えられている。このような知見に基づき、
γセクレターゼに結合することでその活性
の調節および細胞内輸送に関わる分子を探
索・解析し、γセクレターゼの制御メカニズ
ムや基質選択性との関連を検討することに
より、酵素学的に大変ユニークで興味深いγ
セクレターゼ活性制御機構に迫るとともに、
その分子を標的とする新規 AD 治療法の開発
につながることが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究はアルツハイマー病（AD）脳に蓄積

する Aβの産生を担う酵素であるγセクレタ
ーゼに関して、プロテオミクスの手法により
γセクレターゼ結合蛋白質を同定し、γセク
レターゼ活性や細胞内局在に影響を及ぼす
蛋白質の探索を行うことで、γセクレターゼ
の制御メカニズムを解明し、ひいてはγセク
レターゼを標的とした AD 治療法開発の手が

かりをつかむことを目指すものである。 
γセクレターゼは疎水性が高く、界面活性

剤による複合体の解離や酵素活性の消失を
招きやすいために生化学的な精製が困難で
あり、研究開始時において、結合蛋白質の網
羅的解析は報告されていなかった。本研究で
は、タンデムアフィニティータグを付加した
PS1 または PS2 を発現した PS -/-マウス由来
の線維芽細胞より、TAP（tandem affinity 
purification）法を用いて複合体を精製し、
LC-MS/MS により同定されたγセクレターゼ
結合蛋白質が酵素活性の制御に関与するメ
カニズムの解明を目指した。 

本研究開始時に於いて同定された結合蛋
白質の中には、過去に yeast two-hybrid 法
や免疫沈降法などで同定されていた PS 結合
蛋白質のうち、報告も多く機能との関連も示
されているβ-catenin をはじめとするアル
マジロファミリー蛋白質や、膜輸送に関わる
Tmp21/p24 など複数が含まれていた。約 50 の
未報告のγセクレターゼ結合蛋白質につい
て、機能に基づきγセクレターゼ結合蛋白質
を分類すると、細胞内膜輸送に関わる蛋白質
群、イオン・アミノ酸等のトランスポーター
蛋白質群、細胞接着に関わる蛋白質群、そし
てリピッドマイクロドメインに関連する蛋
白質群などに大別された。 
この中でも特に本研究で注目したのが、リピ
ッドマイクロドメイン関連蛋白質である。脂
質と AD 発症の密接な関わりは、ApoE を代表
とする脳内コレステロール代謝関連因子と
AD の遺伝学的検討から長らく示唆されてき
た。これまで幾つかの報告で、PS およびγセ
クレターゼが脂質ラフト画分に存在するこ
とが示唆されている。また、近年 in vitro
のγセクレターゼ活性測定系の確立に伴い、
脂質の組成とγセクレターゼ活性との密接
な関連が明らかになってきた。このことから、
現在ではγセクレターゼの一部は典型的脂
質ラフトに存在し、APP を含む基質を切断す
るのではないかという説が一般化しつつあ
る。しかし、同定したリピッドマイクロドメ
イン関連蛋白質には典型的脂質ラフトに存
在する分子は含まれず、脂質結合・膜内蛋白
質ネットワーク形成能を持つと示唆される
テトラスパニンなどを含む蛋白質群が同定
された。これまでの報告では厳密な意味でγ
セクレターゼが脂質ラフトのどのようなサ
ブタイプに局在するのか示されていない。本
研究ではγセクレターゼは典型的脂質ラフ
トではなく、むしろ異なる性質や蛋白質・脂
質構成を持つテトラスパニンなどからなる
膜内微小環境に親和性があるのではないか
と考え、研究を進めることとした。 

本研究では、プロテオミクス解析により得
られたγセクレターゼ結合蛋白質について、
(1) 培養細胞系を用いて内因性γセクレタ



 

 

ーゼ結合蛋白質のノックダウンを行い、γセ
クレターゼ活性の測定を行うことにより、γ
セクレターゼ結合蛋白質の酵素活性に対す
る影響を多角的にスクリーニングする。また、
(2)上述のリピッドマイクロドメイン関連分
子について、γセクレターゼの典型的脂質ラ
フトとの局在の違いを生化学的、免疫化学的
に明らかにする。更に (3)上記で得られたγ
セクレターゼ調節分子のノックアウトマウ
ス由来細胞を用い、APP を始めとするγセク
レターゼ基質に与える影響を検討する。そし
て、これらの結果を通じ、新たな AD 治療法
のターゲットを模索する。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は以下の項目に大別される。 

(1)プロテオミクス解析により得られたγセ
クレターゼ結合蛋白質のγセクレターゼ複
合体形成・活性および細胞内局在に対する影
響のスクリーニング。(2)結合蛋白質のうち、
細胞膜での脂質との関連が示されているも
のに関して、γセクレターゼとの関連の検討。
(3)γセクレターゼ 調節因子のノックアウ
トマウス由来細胞を用いたγセクレターゼ
基質の影響の検討。 
 
 
(1)γセクレターゼ結合蛋白質のγセクレタ
ーゼに対する影響の多角的なスクリーニン
グ 
培養細胞を用い、RNAi による内因性γセクレ
ターゼ結合蛋白質のノックダウンを行い、A
β産生量の変化を ELISA により測定する。ま
た、APP 代謝産物（APP CTF、AICD）をウェス
タンブロットにより解析する。 
 
(2)リピッドマイクロドメインとγセクレタ
ーゼの関連 
培養細胞もしくは組織を用い、様々な強度の
界面活性剤を用いて可溶化した細胞をショ
糖密度勾配遠心法により分画し、DRM
（detergent resistant membrane）画分を調
製する。γセクレターゼと脂質ラフトもしく
はその他リピッドマイクロドメイン関連蛋
白質との生化学的性質（界面活性剤への耐
性）を指標とした局在の違い、および免疫沈
降法を用いた蛋白間結合を検討する。 
 
(3)上記の結果を受け、テトラスパニンノッ
クアウト動物由来の細胞を用いた解析 
γセクレターゼ結合蛋白質のうち、(1)およ
び(2)における検討において顕著なγセクレ
ターゼ活性への影響が確認された蛋白質で、
中枢神経形における発現が認められるもの
について、ノックアウトマウス由来の細胞を

用い、APP およびその他のγセクレターゼ基
質の切断への影響を検討する。また、これら
のテトラスパニン蛋白質の機能阻害抗体を
用い、γセクレターゼ活性に対する影響を検
証する。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、AD 脳に特異的に蓄積する Aβ

の産生を担う酵素であるγセクレターゼに
関して、プロテオミクスの手法を用いてγセ
クレターゼ結合蛋白質を同定し、γセクレタ
ーゼの酵素活性や細胞内局在に影響を及ぼ
す蛋白質を多角的なスクリーニング方法を
用いて探索する。その中でも特にリピッドマ
イクロドメインへのγセクレターゼ複合体
の局在に着目し、リピッドマイクロドメイン
を構成する蛋白質によるγセクレターゼの
機能制御メカニズムの解明を目指し、ひいて
はγセクレターゼを標的とした AD 治療法開
発の手がかりをつかむことを目指すもので
ある。 

培養細胞から活性型γセクレターゼを生
化学的に精製する方法を確立し、LC-MS/MS 解
析により、γセクレターゼ複合体に結合する
タンパク質を網羅的に同定した。その中から、
複数回の解析で同定されたテトラスパニン
およびテトラスパニン結合蛋白質に着目し
た。これらの蛋白質は細胞膜状に脂質ラフト
に類似したテトラスパニンウェブ・TEM と呼
ばれるリピッドマイクロドメインを形成し、
様々な蛋白質の機能制御を行っていること
が明らかになっている。 

これらの分子を培養細胞において RNAi 法
を用いてノックダウンし、Aβ分泌量を指標
としてγセクレターゼ活性の測定を行った
ところ、ノックダウンにより酵素活性が変化
することを見出した。 

また、免疫共沈降法を用いた検討を行った
結果、これらのテトラスパニン関連分子は培
養細胞系において内因性発現のレベルでγ
セクレターゼ複合体に結合していることが
示された。 

γセクレターゼとの結合が示されたテト
ラスパニンおよび関連蛋白質について、細胞
膜を異なる強度の界面活性剤を用いて可溶
化し、ショ糖密度勾配遠心法により分画を行
った結果、いずれも、弱い界面活性剤を用い
た場合のみ DRM 画分に分離され、そのパター
ンはγセクレターゼのサブユニット蛋白質
の性質に一致するものであった。また、その
性質は典型的脂質ラフトとは異なり、これま
でに報告されているテトラスパニンウェブ
の性質に一致するものであった。このことか
ら、生化学的性質の面からも、これらの蛋白
質がγセクレターゼと同様の膜ドメインに



 

 

存在することが示唆された。 
γセクレターゼとの結合が明らかになっ

たテトラスパニン蛋白質のうち、細胞に主要
に発現する CD81 および CD9 を欠損したマウ
ス由来の細胞および脳組織を用いた検討を
行った結果、AD 発症に関わる Aβの前駆体で
ある APP のみならず、カドヘリンや APLP 等、
複数のγセクレターゼの内因性基質蛋白質
の切断が減少していることが明らかになっ
た。このことは、テトラスパニンが形成する
ドメインがγセクレターゼの局在に影響し、
酵素活性発揮の場になっている可能性を示
唆している。 

また、テトラスパニンに対する抗体を用い
た機能阻害実験を行ったところ、抗テトラス
パニン抗体の添加により、γセクレターゼに
よる基質の切断が減少することが分かった。 
これらの結果から、内因性のテトラスパニ

ンが形成する細胞膜上のリピッドマイクロ
ドメイン（テトラスパニンウェブ、TEM）が、
γセクレターゼと基質の切断の場となって
おり、酵素活性を制御している可能性がある
ことを示した。 

γセクレターゼの切断機構の解明は AD 創
薬研究の重要なターゲットであり、今後はこ
のマイクロドメインによるγセクレターゼ
活性の調節機構を細胞内タンパク質輸送や
構造的な観点からより詳細に解析していく
ことで、本研究で明らかにした結合タンパク
質が AD 治療薬開発の有望な標的となる可能
性が考えられる。 
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