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研究成果の概要（和文）：膜内タンパク質限定分解を司る膜内切断プロテアーゼは膜貫通領域に活性中心を持つため、
精製と活性の評価が難しく、酵素機能が明らかではない。研究代表者は、膜内切断プロテアーゼのうち、ヒトγセクレ
ターゼ複合体を酵母において再構成し、試験管内でγセクレターゼ活性を測定できる系を世界で初めて開発した。本研
究では、この系を用いてγセクレターゼの酵素学的性状、サブユニット構成が活性に及ぼす影響、リン脂質や薬剤によ
る活性の変化など、酵素としての重要な性質を明らかにした。γセクレターゼの機能不全はアルツハイマー病の原因と
なる。酵母を「生きた試験管」として使った本研究の成果を、認知症の治療に役立てたい。

研究成果の概要（英文）：Since intramenbrane proteases possess these active sites buried in the lipid bilay
er, it is difficult to purify and measure their activities. We introduced human gamma-secretase complex in
 yeast and succeeded in measuring its activity in vitro with the yeast microsomes. In this research, we ut
ilized the reconstition system and analyzed the enzymatic character of the gamma-secretase. We found the r
elationship between proteolytic activities and subunit composition, and we screened the modulator of the p
rotease activities from lipids and natural compounds. Malfunction of gamma-secretase leads to Alzheimer's 
disease. We would like to expand our research to the treatment of the disease.
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１．研究開始当初の背景 

 RIP（膜内蛋白質限定分解）は、細胞膜ある
いはオルガネラ膜を超えて、情報を伝達する
分子機構としてきわめて重要であり、機能不
全により認知症をはじめ様々な病態をもたら
す。しかし、RIPを司る膜内切断プロテアーゼ
は膜貫通領域に活性中心を持つため、精製と
活性の評価が難しく、その酵素機能が明らか
ではない。研究代表者は、膜内切断プロテア
ーゼのうち、アルツハイマー病の原因遺伝子
であるプレセニリンからなるヒトγセクレタ
ーゼ複合体を酵母において再構成することに
成功し、試験管内でγセクレターゼ活性を測
定できる系を世界で初めて開発していた。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、研究代表者が開発したプロテ
アーゼ評価系を使って、膜内切断プロテアー
ゼの活性調節機構明らかにすることを目的し
た。 
 
３．研究の方法 

（１）γセクレターゼ再構成系−１；ヒトγ
セクレターゼを構成する 4つの遺伝子（プレ
セニリン、ニカストリン、Aph-1、Pen2）と、
ヒトアミロイド前駆体（APP）断片を酵母細
胞内に導入し、その膜画分（ミクロソーム）
を調製することにより、試験管内で Aβを生
成する事が可能である。この酵素アッセイ系
を用いて、試験管内での反応条件【pH 条件、
金属イオンや薬剤（NSAIDs など）の添加】
を様々に変化させ、Aβ生成への影響を解析
する。また、γセクレターゼのサブユニット
のうち、触媒サブユニットであるプレセニリ
ンアイソフォーム（PS1と PS2）、家族性アル
ツハイマー病家系から見つかったプレセニ
リン変異体、Aph-1アイソフォーム（Aph-1a, 
Aph1-b, Aph1-c）を導入して、各々の複合体
のプロテアーゼ活性と基質特異性を比較、解
析する。また、ヒト APP断片を発現させたチ
ャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞の培
地に NSAIDsを添加し、分泌する Aβ分子種
から NSAIDsの効果を解析した。 

（２）γセクレターゼ再構成系−２；転写因
子 Gal4 をカルボキシ末端に融合した人工基
質（APP-Gal4や Notch-Gal4）を酵母に導入す
ると、レポーター遺伝子の発現、すなわち酵
母の生育を指標にγセクレターゼ活性を評
価することができる。この系を用いて、天然
物ライブラリーから薬剤探索を行った。酵母
の生育で効果が見られた薬剤については、酵
素アッセイ系を用いて試験管内での効果を
解析した。 

（３）site-2 プロテアーゼ再構成系；ヒト
site-2 プロテアーゼと、転写因子 Gal4 をア
ミノ末端に融合した人工基質（Gal4-SREBP
や Gal4-ATF6）を酵母に導入すると、レポー
ター遺伝子の発現、すなわち酵母の生育を指

標にγセクレターゼ活性を評価することが
できる。また、酵母膜画分（ミクロソーム）
を調製して、試験管内で切断反応を検出する
ことを試みた。（SREBP はコレステロール調節
因子結合タンパク質の略。） 
 
４．研究成果 

（１）γセクレターゼ再構成系−１ 

① ヒトγセクレターゼ再構成系を用いて、
γセクレターゼの詳細な酵素学的性状を解析
した。その結果、アルツハイマー病患者脳で
減少するリン脂質、プラズマローゲンによっ
て、γセクレターゼが阻害されることが分か
った。また、プロリン異性化酵素（Pin1）に
より、産生Aβ分子種が変化する（毒性の強
いAβ42とAβ43が増加し、Aβ40が減少する。
数字はアミノ酸の長さ。）ことを明らかにし
た。 

② γセクレターゼ複合体のサブユニット構
成が活性に及ぼす影響を解析した。はじめに
プレセニリンアイソフォーム（PS1とPS2）を
比較した結果、PS2の活性が著しく低い（10
分の１）こと、低活性の理由は複合体形成効
率の悪さに起因するということが明らかにな
った（Yonemura et al., 2011, J. Biol. Chem）。
続けて、Aph-1アイソフォーム（Aph-1a, Aph1-b, 
Aph1-c）を比較したところ、PS2とAph1-cと組
み合わせることで、活性の高いγセクレター
ゼ複合体となることが明らかとなった
（Yonemura et al., 投稿中, J. Biol. Chem）。 

③ γセクレターゼモジュレーター
（NSAIDs）の作用機構を解析した。酵母A
β生成系へのNSAIDs添加では、Aβ生成活
性が著しく阻害された。また、APPを導入
したチャイニーズハムスター卵巣（CHO）
細胞の培地にNSAIDsを投与する実験を行
ったところ、NSAIDsはAβ分子種のうち、
毒性の高いAβ42の生成量を大きく下げる
ことが明らかとなった。野生型APPからは、
Aβ40が９割程度、Aβ42が１割程度生成す
る。様々なAPP断片から生成するAβ分子種
を解析した結果、C末端を欠失する断片では、
Aβ42のみが生成する一方で、NSAIDsが効
かなくなることが明らかとなった（Watahiki 
ea al., 2012, Neurosci. Lett.）。 

（２）γセクレターゼ再構成系−２ 

① 酵母内に再構成したγセクレターゼの切
断活性は、酵母の生育を指標に評価すること
も可能であるため、スクリーニング系として
も有用である。γセクレターゼの活性中心を
担うプレセニリンに見出されているアルツハ
イマー病変異体を解析し、アミロイド前駆体
（APP）の切断活性は著しく低下する一方で、
Notchの切断活性はあまり影響を受けておら
ず、基質認識に影響がでていることが明らか
となった。そのため、家族性アルツハイマー
病プレセニリン変異体に、さらに変異を導入



することによって、低下したAPP切断活性を回
復させる復帰変異体を同定した。この復帰変
異体は、アルツハイマー病におけるプロテア
ーゼ活性変化を解析する上で、重要な変異体
である。 

② さらに、１）切断活性に影響を与える調
節因子をヒトcDNAライブラリーから、２）活
性を阻害する薬剤を天然物ライブラリー 
から、それぞれ探索している。この内、天然
物ライブラリーを用いた探索では、抗生物質
を母核とした誘導体78個、天然物抽出物から
の単離品1344個から、γセクレターゼに阻害
薬剤1種の同定に至った。今後、周辺化合物の
解析を行いたい。 

（３）site-2プロテアーゼ再構成系 

 膜内切断プロテアーゼのうち、ヒトsite-2
プロテアーゼの活性評価系の開発を行った。
Site-2プロテアーゼはコレステロール調節因
子結合タンパク（SREBP）や、ATF6などの小胞
体ストレスセンサーを基質として切断する。
細菌のホモログについては立体構造も解明さ
れているが、ヒトsite-2プロテアーゼの立体
構造は不明で、基質切断を解析するアッセイ
系も充分整備されていない。SREBPやATF-6と
酵母の転写因子Gal4を融合した人工基質を酵
母細胞の中に導入し、切断を簡便に測定でき
る系の構築を行った。 
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