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研究成果の概要（和文）：先行研究でiPS細胞から神経細胞へ分化誘導する際、分化誘導期間依存的にAβ42/Aβ40産生
比が低下することを見出した。γ-セクレターゼ構成成分の発現レベルは変化していないことから、γ-セクレターゼ活
性を修飾しAβ42/Aβ40比を低下する因子が存在することが示唆された。そこで、分解誘導期間に依存した遺伝子発現
プロファイルを解析し、γセクレターゼ活性修飾因子の候補を絞り込み、これらの遺伝子を株化細胞に遺伝子導入して
、分泌されるAβのAβ42/Aβ40 比を測定した。その結果、現在までにγセクレターゼ活性修飾因子として先ず亜鉛ト
ランスポーターを同定することに成功している。

研究成果の概要（英文）：We previously found that a production ratio of Aβ42/Aβ40 was decreases in a 
differentiation day-dependent manner when we differentiated human iPS cells to neuronal cells, suggesting 
that a γ-secretase-modulating factor may be expressed in the cells, because gene expression of any 
component of the γ-secretase complex was not changed. So, we analyzed a neuronal differentiation 
day-dependent gene expression profile and selected some genes as a tentative candidate gene of 
γ-secretase-modulating factor. We cloned the tentative candidate genes, transfected them into neuronal 
cells, and measured a production ratio of Aβ42/Aβ40 in cultured medium. To date, we identified one of 
zinc transporter as γ-secretase-modulating factor. Now, we are planning to confirm this function of the 
zinc transporter using some different experimental paradigms.

研究分野： 神経薬理学
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１．研究開始当初の背景
(1) 研究の学術的背景

アルツハイマー病の発症には脳内
βペプチド
Aβ40
42 がより凝集性が高く神経病理の形成に中核
的役割を果たす。
前駆体タンパク質
出しに関わる酵素でプレセニリン
ン、Aph1
パク質複合体
特異性の
様性を
APP 以外にも
が存在するため、直接的な阻害剤は副作用が
多く、アルツハイマー病の治療目的に
きない。そのため、
β42
レターゼ調節薬の
に関連した
おける切断部位の特異性を変化させることは
く知られている
については全くと言って良いほど明らかにされて
いない。
から、
予想通り研究が進めば、今後の
成果につながると考え
 
(2) 当該分野における本研究の学術的な特色及

び予想される結果と意義
従来の研究では、免疫沈降などの方法で

分子または
る分子をスクリーニングし、活性調節因子（必ず
しも切断部位調節因子ではない）を同定する戦
略が取られていた。申請者の研究は、最初に切
断特異性の変化（
象として見出しており、この発見が
（広く周知されている技術であるが、実際に実行
し応用できるのは限られた研究室である）の応用
によって得られたことは独創性が高いと言える。
上述のように
多くの内在性基質の切断に関与する
酵素活性の切断特異性の変化が神経分化に深
く関わる可能性を示唆し、
な機能を付与する研究につながると考えられる。
一方、
定できれば、アルツハイマー病の創薬に新たな
作用点を提供することになり、これは学術的意
義のみならず、臨床的・経済的にも大きな意義
を持つ
 
２．研究の目的

iPS
化誘導期間の時期特異的に
切断特異性が調節を受け、培養上清中に分泌
された
見出した
切断変化が起きる前後の細胞を用いて、
イクロアレイを行い、発現変化が起きる複数の遺
伝子を同定した。本研究では、これらの遺伝子
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独立して起こる現象である可能性も否定できず、
その意味ではチャレンジングな研究と言える。そ
の場合でも、これらの遺伝子が神経細胞への分
化へ深く関わることが明らかにできれば、発生学
的な重要な知見となり、萌芽的な研究になると
考えた。 
 
本研究の期待される発展性および波及効果 

本研究が成功裏に進んだ場合、以下の成果
が期待される。 

 
i. γセクレターゼ活性調節分子の同定と調節

メカニズムの解明 
ii. AD 創薬に向けた新規標的分子の同定 
iii. 孤発性 AD の発症メカニズムの解明 
iv. γセクレターゼ活性の変化が神経分化に及

ぼす役割の解明 
v. 神経分化メカニズムの解明 
 
本研究では扱う候補遺伝子は iPS 細胞から分

化させた神経細胞で同定されたものであり、この
遺伝子をH4やHEKなどのいわゆる株化細胞に
遺伝子導入した場合にはγセクレターゼ活性を
変化するような効果が得られず、iPS 細胞由来神
経細胞でのみ効果が得られるなら、今後 iPS 細
胞をアルツハイマー病の研究に使用していく意
義が強まるのではないかと考えた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 候補遺伝子のクローニング 
入手可能な候補遺伝子の cDNA クローンは、理
化学研究所バイオリソースセンター（RBC）から
入手した。 
 
(2) 動物細胞発現ベクターの構築 
候補遺伝子 cDNA は、各々のエピトープタグ配
列（N 末端, 3×Flag タグ; C 末端, HA タグ）を組
込んだ動物細胞発現ベクターpcDNA3.1 を用意
し、それぞれ制限酵素配列を含むプライマーと
PrimeSTAR® DNA Polymerase （タカラバイオ）
を用いて、翻訳領域をポリメラーゼ連鎖反応 
（polymerase chain reaction; PCR）で増幅後、マ
ルチクローニングサイトに挿入した。選択した制
限酵素サイトは以下の通りである。これらのベク
タープラスミド挿入された cDNA の配列は DNA
シークエンスで確認後、Endotoxin Free Plasmid 
DNA Midi Kit(QIAGEN)で精製し、トランスフェク
ション用プラスミドとした。 
 
(3) 細胞培養および遺伝子導入 
スウェーデン型変異を持つヒト APP695 を安定過
剰発現するヒト神経膠腫H4細胞株 H4 1-NLを
5×104  cells/well になるように 24 well プレート
に撒き、10％ FBS、ペニシリン＋ストレプトマイ
シン (P/S) を添加したDMEM中で培養した。24
時間後 X-treme GENE HP DNA Transfection 
Reagent (Roche) を用いたリポフェクション法で
行い、候補遺伝子を挿入した pcDNA3.1 および
コントロールとして pcDNA3.1 (mock) でトランス
フェクションした。各プラスミドは１ μｇ/100 μL

となるように OPTI-MEN で希釈後、DNA とトラン
スフェクション試薬が 1:1 となるよう混合し、50 μ
L を細胞に添加した。この時、10％ FBS を添加
した DMEM に培地を交換し、37℃、5% CO2濃度
で培養した。 
 
(4) サンプル調製 
トランスフェクション後 48 時間で、培地を全量

回収し、遠心分離(4,000 ×g、10 min、4℃) を
行い、上清を medium サンプルとした。細胞は
0.8 mLのPBS中に回収し、遠心分離 (4,000 ×
g、10 min、 4℃) を行い上清を取り除いた後、
HBST (0.5% Tween 20) バッファーで可溶化し、
遠心分離 (173,000 ×g, 10min, 4℃) を行い上
清を lysate サンプルとした。 
 
(5) ウエスタンブロッティングによる候補タンパク質の
発現確認 
 BCA Assay Kit を用いて、cell lysate のタンパ
ク量を測定した。cell lysate はその測定値をもと
にタンパク量が 0.5μg/μL になるように lysis 
buffer と 2×サンプルバッファーを加えてウエス
タンブロッティング用サンプルを調製した。またｐ
ｐｔサンプルは、2×サンプルバッファーを等量
(25 µL) 加え、同様に調製した。サンプル調製
後は 5 分間煮沸処理を行った。 
 
(6)-1. Aβの定量: ELISA 法 
 細胞培養後に回収した medium サンプルにつ
いて、Aβ11-28 に特異的な BNT77 抗体および
Aβ40 のC 末端に特異的である BA27 もしくは A
β42 の C 末端に特異的な BC05 抗体を組み合
わせたサンドイッチ ELISA を用いて Aβの定量
を行った。 
 
(6)-2. Aβの定量: 定量的ウエスタンブロット(WB) 
Aβ38, Aβ40, Aβ42, Aβ43 を尿素を含む
SDS-ポリアクリルアミドゲルにて分離し、抗
pan-Aβ抗体(6E10)を用いた WB を行い定量化
する。この方法は、Aβ40 および Aβ42 のみな
らず、Aβ38, Aβ43 の量的変化を目視で確認
できる。最近明らかにされた 3 アミノ酸残基切断
仮説に従えば、Aβ40 と Aβ43 および Aβ38 と
Aβ42 はそれぞれ独立した経路によって産生す
る。従って、γセクレターゼ活性が変化を受けた
場合、Aβ40 と Aβ43 の産生量は逆比例し、A
β38 と Aβ42 についても同様なことが起こる。申
請者の研究グループで最近明らかにしたように、
Aβ40 が低下した場合、凝集性の高いAβ43 の
上昇が起こり、アミロイドの蓄積が促進することが
あるため、これらの現象を注意深く観察する必要
がある（Nature Neuroscience 14(8): 1023-1032. 
2011）。これらの Aβの分離には、20 cm 以上の
長さの分離ゲルを用いる必要があるため、本申
請予算で大型ゲル電気泳動装置を購入する
（図 2）。Aβ分子種の比がγセクレターゼの機
能変化であることを示すために、APP や-セクレ
ターゼ構成成分を WB にて解析し、発現量は変
化していないことを確認した。 
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VAT1L-HA cDNA を細胞にトランスフェクション
し、一定期間後に細胞を回収してウエスタンブロ
ッティングを行い(図 7A)、そのシグナル強度を定
量した(図 7B)。この実験結果から、培地交換を
行わない条件(1～4) でVAT1L-HA発現が高い
が、培地交換を行った場合(4,5)でも発現量は 7
～9 割程度にしか低下しなかった(条件 2 vs 4, 3 
vs 5)。培地を無血清培地に交換した場合にお
いても、血清含有の培地と比べて候補遺伝子の
発現量にはあまり差がないことがわかった (条件
A vs C, B vs D)。今回の結果と以上の考察から、
今後は Aβ 各分子種の定量は図 7 の実験で示
した条件 C の条件がベターであると考えた。し
かしながら、この条件で medium 中に含まれるト
ランスフェクション前の内在性の Aβ量をリセット
すると、Aβ EKISA によって検出するレベルが
極端に小さくなるため、培養する細胞数を増や
し、かつ使用するmedium量を最小限に少なくす
るなど工夫が必要である。 
 
 本研究期間は終了するが、これまでの研究で
得られた成果を基にして、今後さらに研究を発
展させていく予定である。 
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