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研究成果の概要（和文）：我々は、培養細胞を用いてAPPの細胞内ドメイン（AICD）が核へ移行し、多くの遺伝子の発
現を変化させ、神経細胞死を引き起こす事を示している。
本研究では、AICD結合転写因子を同定し、遺伝子発現を変化させる原因である事を示した。また、AICDの核移行を調節
しているAICD脱リン酸化酵素を部分的に精製した。今後、それをマススペクトルによって同定する予定である。さらに
AICDを脳選択的に発現するトランスジェニックマウスの作製を試みたが、AICDの神経毒性のため胎生致死となった。今
後、毒性を回避するためにBrainbowを用いて、半数以下の脳神経細胞でAICDを発現するマウスを作製する予定である。

研究成果の概要（英文）：It has shown that the intracellular domain of APP (AICD) is released from the cell
 membrane into the cytoplasm by gamma-secretase and translocates to the nucleus. We have also shown that A
ICD markedly altered gene expression in the nucleus, and induced neuron specific apoptosis. 
 In this study, we identified a large number of transcription factors which bound to AICD. These results s
uggest the reason why AICD can control expressions of many genes. From the point of view of apoptosis, E2F
1 will be focused. In addition, we partially purified the AICD-phosphatase which may control translocation
 of AICD to the nucleus. We will identify this enzyme by a mass spectrum. Furthermore, we tried to make th
e transgenic mice which specifically express AICD in brain. Unfortunately, these mice were embryonic letha
l that may be caused by strong neurotoxicity of AICD. To evade embryonic lethal, we will try to make mice,
 which express AICD only in less than half of brain neurons using Brainbow strategy.
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１．研究開始当初の背景 
 Amyloid Precursor Protein (APP)は、ア
ルツハイマー病(AD)との関連は明確になっ
ているが、その生理的な機能の解析は十分と
は言えない。従って、APP の生理的機能を解
析することは基礎研究として重要なだけで
なく、より深く AD を理解するためにも、さ
らには新規作用機序を持つ治療薬の開発等
の応用にとっても極めて重要であると思わ
れた。 
 我々は、Notch や Delta の解析から、γ—
セクレターゼの本来の生理機能はある種の
１型膜蛋白質のシグナル伝達の調整にあり、
それが Amyloid Precursor Protein (APP)の
シグナル伝達を通してアルツハイマー病
(AD)の発症に関係しているのではないかと
推測している。  
 
 
２．研究の目的 
 実際我々は、培養細胞を用いて、APP の細
胞内ドメイン（AICD）が遺伝子の発現を大き
く変化させ、神経細胞選択的に細胞死を引き
起こす事を明らかにしている。本研究の目的
は、この AICD に誘導される細胞死のメカニ
ズムを分子生物学的・生化学的に明らかにす
る事にある。具体的には、以下の 3点を目標
に研究した。 
  
（１）Notch や Delta の解析結果から類推す
ると、AICD が特定の転写因子と結合し、特定
の遺伝子の発現を調節することによってア
ポトーシスを引き起こしている可能性が考
えられる。この点を明らかにする第一歩とし
て、AICD に結合する転写因子を同定し、遺伝
子発現に対する影響を調べる。 
  
（２）γ—セクレターゼによって細胞膜から
切り出された AICD は、核に移行して遺伝子
発現を変化させ、神経細胞死を誘導している
と考えられるが、この AICD の核移行に AICD
自体のリン酸化—脱リン酸化が関係している
可能性が考えられ、関係する酵素、特に脱リ
ン酸化酵素の同定を目指す。 
  
（３）さらに AICD を脳選択的に発現するト
ランスジェニックマウスを作成し、この AICD
に誘導される細胞死が部分的にでも AD の発
症を反映していないか調べる事を目的にす
る。 
 
 
３．研究の方法 
（１）特定の蛋白質に結合する転写因子を同
定するために、我々が開発した新しい方法
（Nucleic Acids Research, 2007）を用いた。 
図のように、アダルトもしくは胎児の脳細胞
から核蛋白質を抽出し、既知の１５４種類の
転写因子の DNA 結合配列を合成して加え、
AICD に対する抗体を用いて免疫沈降する。転

写因子にはそれに相対する結合配列の合成
DNA が結合しており、もし転写因子が AICD に
結合すれば、AICD／転写因子／合成 DNA の三
者の複合体が免疫沈降されるはずである。こ
の沈降した複合体から DNA を回収し、同じセ
ットの合成DNAをブロットしたアレイとハイ
ブリダイズさせ、AICD と共沈降した転写因子
に結合している DNA 配列を明らかにする。こ
の結果、すなわちどの転写因子に対する結合
配列が共沈降したかにより、AICD に結合する
転写因子を推定した。 

 
（２）AICD の脱リン酸化酵素の精製は、定法
に従っておこなった。具体的には、マウスの
脳のライセートを作製し、これを定法に従い
イオン交換及びハイドロキシアパタイトク
ロマトグラフィーをおこない部分的に精製
した。各分画の脱リン酸化活性の定量は、大
腸菌で産生したリコンビナント AICD を 32P
でラベルしたものを基質とし、遊離した 32P
を測定することによりおこなった。 
 
（３）前述したように培養細胞の実験から、
AICD は神経毒性が強いことが予想される。実
際に通常のトランスジェニックマウス(Tg)
を作製すれば胎生期に致死となり、AICD を発
現するマウスは生まれて来ない。この AICD
の強い毒性を回避するために、厳密に発現を
コントロールする必要があり、今回はリーク
の少ないTet-Offの系を用いた。従って、我々
の作成した Tg では、Dox の存在下では AICD
は発現しないが、Dox を除くことにより AICD
の発現を誘導することができると考えた。 
 
 
４．研究成果 
（１）AICD に結合する、転写因子の同定。 
 図１に示すように、アダルトの脳を用いた
場合、多くのシグナルが検出された。これら
のシグナルは、胎児の脳を用いた場合にはみ
られない。また、同様の方法を用いて、Delta
の細胞内ドメイン結合転写因子を検出した
ところ Smad のみが極めて選択的に検出され
ており（Nucleic Acids Research, 2007）、
これらのシグナルは非特異的なものではな
く特異的だと考えられた。 
 前述したように、我々は培養細胞を用いて、
AICD が多くの遺伝子の発現を変化させる事
を示している。このように AICD が多くの転
写因子に結合できる事が、多くの遺伝子の発
現を変化させる原因である可能性が考えら



れた。 

 
図１。胎児（図上）とアダルト（図下）の脳
に存在する、AICD 結合転写因子のスクリーニ
ング。 
 現在アポトーシスの観点から、E2F1 の解析
を進めている。 
 
（２）AICD 脱リン酸化酵素の精製 
 AICD 脱リン酸化酵素は、セリン／スレオニ
ンホスファターゼであり、細胞質に存在する
可溶性蛋白質である可能性が高い。そこで脳
をホモジェネートし、遠心してライセートを
得て、DEAE sepharose カラムに添加した。カ
ラムからの溶出は、NaCl の濃度勾配によって
おこなった。各フラクションの一部は脱リン
酸化反応液（20mMTris pH7.5, 5mMMgCl2, 
1mMDTT, 1mMEGTA, 0.03%Brij）に対して透析
し、前述の方法で脱リン酸化酵素活性を測定
した。 

 図２は、各フラクションの脱リン酸化酵素
活性をグラフにした物である。225-300mM の

NaCl で溶出したフラクション、それに 350mM
及び 500mMのフラクションに酵素活性のピー
クが検出された。同様の実験を繰り返したと
ころ、225-300mM の NaCl で溶出したフラクシ
ョンは常に脱リン酸化酵素活性を持つが、
350mM 及び 500mM のフラクションに関しては
再 現 性 が 乏 し い 事 が 判 明 し 、 現 在 は
225-300mMのNaClで溶出したフラクションを
中心に解析を進めている。 
 225-300mMのNaClで溶出したフラクション
の脱リン酸化酵素反応を測定する時に、反応
液にカルモジュリンとカルシウムを加える
と、活性が約1.5倍に上昇した。この事から、
この酵素がカルシニューリンである可能性
が考えられた。この点を明らかにするために、
抗カルシニューリン抗体を用いてウエスタ
ンブロッテイングを行なったところ、
225-300mM のフラクションではカルシニュー
リンは検出できなかった。この結果は、AICD
脱リン酸化酵素はカルシニューリンではな
い事を示しているが、それではなぜカルモジ
ュリンとカルシウムが存在すると活性があ
がるのかと言う事に関しては、今のところ原
因は分からない。 
 前述のように、DEAE クロマトグラフィー
で、225-300mM の NaCl で溶出したフラクシ
ョンは、安定して高い AICD 脱リン酸化酵素
活性を示すので、これらのフラクションを
更に精製する事にした。DEAE カラムから
225mMのNaClで溶出したフラクションをさ
らに Hydroxyapatite カラムに吸着させ、リ
ン酸濃度を上げる事により蛋白質を溶出し
た。得られた各フラクションの一部は脱リ
ン酸化反応液（20mMTris pH7.5, 5mMMgCl2, 
1mMDTT, 1mMEGTA）に対して透析し、前述の
方法で脱リン酸化酵素活性を測定した。 

 
 図３に示すように明確な活性のピークは
見られず、150mM から 300mM のリン酸で溶出
したフラクションが幅広く高い脱リン酸化
酵素活性を示した。うまく分画できていない
可能性も考えられたので、各フラクション
10μl を SDS 電気泳動して、銀染色をおこな
った。その結果、各フラクションでバンドの
パターンが明らかに異なり、分画自体はうま
くいっている事が明らかになった。しかしな
がら、AICD 脱リン酸化酵素活性と相関するバ



ンドは検出できず、さらなる精製が必要であ
る事がわかった。次のステップとして、ゲル
濾過による分画を早急に行なう予定である。 
 精製後電気泳動をおこない、AICD 脱リン酸
化酵素活性と相関するバンドが検出できた
場合、バンドから蛋白質を抽出してマススペ
クトルにより蛋白質を同定する予定である。 
 
（３）トランスジェニックマウス(Tg)の作製 
 新潟大学脳研究所の協力を得て、tTA 依存
プロモーターの下流に AICD を連結したベク
ターをマウスの受精卵に注入して、１００匹
のマウスを誕生させた。さらに、信州大学に
おいてこれらのマウスの尾からDNAを抽出し、
サザンブロッテイングをおこなったところ、
２７匹がTg (AICD-Tg)であることが判明した。 
 Jackson 研究所から、CamKIIα遺伝子のプ
ロモーターの下流にtTA遺伝子を繋いで作製
した Tg (CamkII-tTA-Tg)を入手した。このマ
ウスは CamKIIα遺伝子のプロモーターを持
つために、生後 1週目以降の脳でのみ tTA を
発現している。 
  新潟大学脳研究所において、これらの 27
種類の AICD-Tg と CamkII-tTA-Tg を交配しダ
ブル Tg を作製した。生後４週、８週、１６
週、３２週というように各時期に飲み水か
ら Dox を除き AICD を誘導したが、残念なが
らウエスタンブロッテイングによる蛋白質
レベルでの発現を認められる系統は得る事
ができなかった。 
 前述したように AICD は極めて神経毒性が
強く、現在のところ我々も含めて、世界中で
蛋白レベルでの発現が認められる Tg は得ら
れていない。本研究では、より厳密に発現を
コントロールできるTet-Offの系を用いたが、
わずかにリークする AICD の神経毒性によっ
て胎生致死になった可能性が高い。この強力
な神経毒性を回避するために、今後 Brainbow
ベクターを用いて、半数以下の脳神経細胞に
のみ AICD を発現する Tgを作製する予定であ
る。 
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