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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病は、γセクレターゼによって産生されるAβの蓄積

を特徴とする。先行研究において、ERストレス応答機構である小胞体関連分解(ERAD)に関わる

因子（Herp、Synoviolin(Syn)）がAβ産生を増加させることが示唆されたが、そのメカニズム

は明らかではない。本研究では、Synが、γセクレターゼの複合体形成を負に制御しているRer1

を分解へと導くことによって、γセクレターゼ複合体形成を促進し、Aβ産生を増加させること

を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the deposition of 
A, which is generated by -secretase. We previously reported that synoviolin and/or 
Herp, which are involved in ER-associated degradation (ERAD), enhance A generation, 
but the mechanism is unknown. In this study, we clarified that Syn regulates the assembly 
of the -secretase complex via the degradation of Rer1, which results in the generation 
of A. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病（AD）は、アミロイド
βタンパク質（Aβ）の蓄積による老人斑
の形成を特徴とする神経変性疾患である。
発症の原因である Aβは、アミロイド前駆
体（APP）から、βセクレターゼとγセク
レターゼによる連続的な切断によって産
生される。 

 
(2) γセクレターゼは、活性中心である
presenilin（PS）、基質認識部位である
nicastrin（NCT）に加え、anterior pharynx 
defective 1(APH-1)、PS enhancer 2(PEN-2)
の4分子複合体から成る。この複合体は小

胞体（ER）におけるAPH-1とNCTの会合か
ら始まり、これにPS、PEN-2が結合し、分
子内切断によって PSが活性型に変わり、
トランスゴルジへと輸送される。そこでさ
らに NCTの糖鎖修飾による成熟化を経て、
活性のあるγセクレターゼ複合体となる
（Dries D.R., et al., Curr. Alzheimer 
Rer. 5:132-146, 2008 ）。このほとんどは
ER/ゴルジ間に存在し、一部がエンドソー
ム、リソソーム、エクソソームへと輸送さ
れ、基質を切断する。この一連の過程にお
いて、γセクレターゼ複合体を形成できな
かった因子は、ERへの逆行輸送や、プロテ
アソームによる分解によって制御されて
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いる。 
 
(3) 先行研究において、ERストレス誘導性膜
タンパク質であるHerpが、PSとの相互作
用を介して Aβ産生を促進することを明ら
かにした（Sai X. et al., J. Biol. Chem. 
277:12915-20, 2002）。また、Herpが糖鎖
修飾の不完全な未成熟型 NCT(imNCT)の分
解促進にも関与していることを示した。ER
に蓄積した異常タンパク質が細胞質へ逆
行輸送され、プロテアソームによって分解
されるという小胞体関連分解（ERAD）とい
う分解機構があるが、Herpが ERADの促進
に関与するという報告から（Schulze A. et 
al., J. Mol. Biol. 354:1021-1027, 2005）、
ここで見られたimNCTの分解は、ERADによ
るものであると考えられた。さらに我々は、
Herpに結合し、ERADに関与するユビキチ
ンリガーゼ（E3）であるSynoviolin（Syn）
もまた、imNCTの分解に関与することを見
出した(Maeda T., Marutani T., Zou K., 
Araki W., Tanabe C., et al., FEBS J. 
276(20):5832-5840, 2009)。さらに Aβ産
生に対する Synの影響を検討したところ、
Synの過剰発現によって Aβ産生の増加が
見られた。 

 
２．研究の目的 
我々は、γセクレターゼによる Aβ産生制

御を目的として、その活性調節機構を明らか
にしたいと考えている。 
先行研究において、ERAD関連因子（Herp、

Syn）による imNCTの直接的な分解を介した
γセクレターゼの活性化が示唆された。しか
し、imNCTが分解されるにもかかわらず、A
β産生の増加が引き起こされる詳細なメカ
ニズムは明らかではない。そのメカニズムと
して、以下の2つが考えられ、これらを明ら
かにすることを目的とした。 
 
(1) ERAD関連因子によるimNCTの積極的な分
解により、成熟型 NCT(mNCT)のγセクレタ
ーゼ複合体が効率良く形成された可能性 

(2) Synの別の基質のユビキチン化などによ
る、間接的な制御である可能性 

 
NCTの細胞膜貫通ドメインに存在する APH-1
結合部位に、ゴルジ体から ERへの逆行輸送
に関与するretrieval to ER 1 protein (Rer1)
が結合し、APH-1と複合体を形成しない NCT
の ERへの引き戻しを制御しているという興
味深い報告がある（Spasic D., et al., J. 
Cell. Biol. 176:629-640, 2007）。また、複
合体を形成しないPen2もまたRer1によって
ERに戻されるという報告がある（Kaether C. 
et al., EMBO. Rep. 8:743-748, 2007）。以
上の報告から、Synによる間接的な制御とし

て、Rer1がSynの基質となっているのではな
いかと考え、Rer1に着目した。 
 
３．研究の方法 
(1) Aβ産生への影響 
APPを安定発現したマウス線維芽細胞に

SynのRNAiを行い、あるいはSynのdominant 
negative mutant C307Aを過剰発現し、分泌
されるAβをELISAによって定量した。 
 

(2) Syn欠失型線維芽細胞におけるRer1蓄積 
細胞は、Syn欠失型(-/-)と野生型(WT)マ

ウス線維芽細胞を用い、Rer1レベルをウェ
スタンブロット法により定量した。 
また、Rer1のmRNAレベルをリアルタイム

RT-PCR法により定量した。 
さらに、タンパク質合成阻害剤であるシ

クロヘキシミドを用いて、Rer1の安定性を
比較した。 
 
(3) SynによるRer1の分解 
Syn(-/-) マウス線維芽細胞に、Synある

いはSynのdominant negative mutantであ
るC307Aを過剰発現し、Rer1レベルをウェ
スタンブロット法で比較した。 
また、SynとRer1の結合について、免疫

沈降法を用いて調べた。 
さらに、プロテアソーム阻害剤であるラ

クタシスチン、リソソーム分解阻害剤であ
るクロロキンを用いて、Synのユビキチンリ
ガーゼ活性依存的にユビキチン化Rer1レベ
ルが増加するか免疫沈降法を用いて調べた。 
 

(4) Syn(-/-)における細胞表面に局在する
NCTとセクレターゼ複合体レベルの減少 

  Syn(-/-)とWTマウス線維芽細胞を用い
て、Iodixanol密度勾配遠心法により細胞
内分画を行い、ウェスタンブロット法によ
ってRer1、NCTの細胞内局在を調べた。 

  また、細胞表面タンパク質をビオチン化
して単離し、細胞表面に局在するNCTレベ
ルを調べた。 

  さらに、Blue-Native PAGEによって、
セクレターゼ複合体レベルを比較した。 

 
４．研究成果 
研究の方法に対応して番号を用いた。 
(1) Aβ産生への影響 

Synの RNAi、また Synの dominant 
negative mutant C307Aを過剰発現した結
果、分泌される Aβが減少したことから、
Synがユビキチンリガーゼ活性依存的に A
β産生を増加させることが示唆された。 

 
(2) Syn欠失型線維芽細胞におけるRer1 

Syn欠失型(-/-)と野生型(WT)繊維芽細
胞で Rer1レベルを比較した結果、欠失型



 

 

において Rer1の分解が低下し、蓄積がみ
られた。 

 
(3) SynによるRer1の分解 

Syn(-/-)に、Synあるいは C307Aを過剰
発現した結果、Synのユビキチンリガーゼ
活性依存的にRer1レベルが減少していた。
そこで、Synが Rer1を基質として結合し、
ユビキチン化しているのではないかと考
え、その結合を調べた結果、結合が認めら
れた。さらに、プロテアソーム阻害剤ある
いはリソソーム分解阻害剤を用いて、ユビ
キチン化Rer1を検出したところ、Synのユ
ビキチンリガーゼ活性依存的にユビキチ
ン化 Rer1レベルの増加がみられた。これ
らの結果から、SynはRer1をユビキチン化
し、プロテアソーム系、リソソーム系の両
経路における分解へと導いていることを
示唆した。 

 
(4) Syn(-/-)における細胞表面に局在する
NCTとγセクレターゼ複合体レベルの減少 
Syn(-/-)と WTマウス線維芽細胞を用い
て、細胞内分画、細胞表面ビオチン化アッ
セイを行った結果、細胞膜に局在する NCT
レベルが、Syn(-/-)において減少していた。 

 また、γセクレターゼ複合体形成への影響
を調べた結果、γセクレターゼ複合体の形
成もまた、Syn(-/-)において減少がみられ
た。 

 
(1)-(4)の結果から、Synが Rer1を分解へ

と導くことによってγセクレターゼ複合体
形成を促進し、Aβ産生を増加させることが
示唆された(図1)。 
 
図1: SynがRer1分解によってγセクレター
ゼ複合体形成を促進し、γセクレターゼを活
性化へ導くモデル 

 SynはERの品質管理に重要なERADにおけ
る E3ユビキチンリガーゼであり、ERストレ
スによって誘導され、ERに蓄積したタンパク
質を分解へと導くことによって ERストレス
の抑制に寄与している。 
 本研究において、SynがRer1を分解へと導
くことを示した。Rer1は膜タンパク質の膜貫
通ドメインの極性アミノ酸を認識し、ERにお
いて複合体を形成していないサブユニット
の局在を調節している。Rer1レベルが減少す
ることによって、その標的膜タンパク質を分
泌経路へ移行させることから、Rer1が
ER-Golgi品質管理に機能している可能性が
示唆される。 
 また、通常ユビキチン化タンパク質はプロ
テアソーム経路で分解されるが、ユビキチン
化 Rer1がリソソーム経路においても分解さ
れたことから、ユビキチン化タンパク質がリ
ソソーム経路においても分解されうること
が示唆された。最近の報告において、オート
ファジー経路がユビキチン-プロテアソーム
系の代償として機能する報告があることか
ら、オートファジー-リソソーム系との関連
性について、今後展開していきたい。 
 本研究において、Rer1が ERADに関与する
Synによる Aβ産生制御に重要であることが
明らかとなった。本研究成果は、ERADとAβ
産生の関連性を示す新たな証拠となり、アル
ツハイマー病の新たな診断法や治療への応
用に期待できる。 
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