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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の原因として、アミロイド前駆蛋白(APP)のβ/γ位における切断により産
生されたAβが神経細胞内に凝集・沈着した結果、神経細胞死を引き起こすアミロイド仮説が広く支持されている。β/
γ位の間に位置するα位での切断はAβ産生を抑制するためα位切断の活性化が治療の標的として注目されている。
　我々は、HB-EGFの結合蛋白質として同定したメタロプロテアーゼnardilysin (NRDc)が、ADAM10と複合体を形成し、A
PPのα切断を増強させた結果、アルツハイマー病モデルマウスの脳内におけるAβの蓄積を抑制することを明らかにし
た。成果をNeurobiol. Aging誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：Amyloid beta peptide, the main component of senile plaques in patients with Alzhei
mer's disease (AD), is derived from proteolytic cleavage of amyloid precursor protein (APP) by beta- and g
amma-secretases. Alpha-cleavage of APP has a potential to preclude the generation of A-beta because it occ
urs within the A-beta domain. We reported that a metalloendopeptidase, nardilysin (N-arginine dibasic conv
ertase; NRDc) enhances alpha-cleavage of APP, which results in the decreased generation of A-beta in vitro
. To clarify the in vivo role of NRDc in AD, we intercrossed transgenic mice expressing NRDc in the forebr
ain with an AD mouse model. Here we demonstrate that the neuron-specific overexpression of NRDc prevents A
-beta deposition in the AD mouse model. The activity of alpha-secretase in the mouse brain was enhanced by
 the overexpression of NRDc, and was reduced by the deletion of NRDc. Our results indicate that NRDc contr
ols A-beta formation through the regulation of alpha-secretase.
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病は難治性の認知症であ
り、わが国でも患者数が増加し社会問題とな
っている。本邦でも数種類の認知症治療薬が
使用可能となったものの、依然疾患の発生機
序については未知の部分が多く、さらなる病
因究明と治療法開発が切望される。アルツハ
イマー病の発症機序には諸説あるが、アミロ
イド前駆蛋白(APP)のβ位とγ位における切
断によって産生されたアミロイドβ(Aβ)が
神経細胞内に凝集・沈着することで、神経細
胞死を引き起こすというアミロイド仮説が
広く支持されている。また、β位とγ位の間
に位置するα位での切断は Aβ産生を抑制す
るため、治療薬のターゲットとしては、β・
γ位切断の抑制、α位切断の活性化が挙げら
れる。 
 我々は膜型増殖因子 HB-EGF の結合蛋白
質として同定したメタロプロテアーゼ
nardilysin (NRDc)が、ADAM プロテアーゼ
の活性化を介して HB-EGF のシェディング
を増強すること、NRDc のシェディング増強
効果は HB-EGF に限定されず、APP を含む
広範な膜蛋白質に及ぶことを明らかにして
きた (Nishi 他  EMBO.J,2001, Nishi 他 
JBC,2006、Hiraoka 他 J.Neurochem,2007、
Hiraoka 他 BBRC,2008)。NRDc の生体内に
おける生理的役割を検討するため、NRDc 欠
損マウス(NRDc-/-)の作製及び解析を行った。
NRDc-/-は、異常反射の残存や、協調運動障
害、作業記憶障害などの行動異常を呈し、組
織上著明な大脳皮質の菲薄化と側脳室の拡
大を認めた。さらに詳細な検討の結果、これ
らの中枢神経系表現型は神経細胞死による
ものではなく、軸索、髄鞘の低形成が原因で
あることが明らかになった。また、前脳の神
経 細胞特異 的な (CAMKII プロモ ー タ
ー)NRDc 過剰発現マウス(NRDc-Tg)を作製
し解析したところ、NRDc-Tg では前脳にお
ける脳梁の髄鞘過形成を呈したことから、
NRDcは発現量依存的に髄鞘形成を制御して
いることが判明した。 
 NRDcにおける髄鞘形成制御機構を考える
上で、アルツハイマー病の原因である Aβ産
生に関わるβセクレターゼ(BACE1)の欠損
マウスが、NRDc-/-と酷似した髄鞘低形成の
表現型を呈することに注目し、細胞実験系で
NRDc と BACE1 の機能的関連を検討した。
その結果NRDcはBACE1と複合体を形成し、
髄鞘形成の主要制御因子ニューレギュリン
1(NRG1)のシェディング増強に関与してい
ることが明らかになった。NRG1はADAM17
（αセクレターゼ）と BACE1 の両方に切断
されることが報告されていたが、NRDc は両
切断酵素と各々複合体を形成し、NRG1 のシ
ェディング増強に関与していることが明ら
か と な っ た 。（ Ohno 他  Nat. 
Neurosci.2009）。以上の結果は、NRDc が既
に報告したαセクレターゼ (Hiraoka 他 
J.Neurochem,2007)のみならず、βセクレタ

ーゼ活性の制御にも関わっていることを示
唆しており、NRDc のアルツハイマー病病態
生理への関与が推測された。 
  
２．研究の目的 
本研究では、 
1)アルツハイマー病におけるNRDcの病態生
理学的意義の解明、2) NRDc による ADAM・
BACE1 活性制御の分子機構解明、3) NRDc
の神経疾患バイオマーカーとしての可能性
の検討、を目的とした。 
1）では、疾患モデルマウスを用いて、NRDc
の過剰発現が病態に及ぼす影響を明らかに
した。2）では、組み替え蛋白レベルおよび
細胞レベルにおける NRDc と ADAM10/17
及び BACE1 の機能的関連を明らかにし、さ
らに NRDc の BACE1 翻訳後修飾、細胞内分
布における役割を検討した。3）では、アル
ツハイマー病患者血清並びに髄液中のNRDc
濃度を、既に開発した好感度 ELISA システ
ムを用いて測定し、病態との関連を検討する
方針であった。 
 
３．研究の方法 
1)アルツハイマー病におけるNRDcの病態生
理学的意義の解明：①前脳特異的 NRDc 過剰
発現マウス(NRDc-Tg)とアルツハイマー病
モ デ ル マ ウ ス (APP-Tg) と の 交 配 。 ②
APP/NRDc-Tg と APP-Tg マウスの脳切片に
おける、Aβの沈着量の検討。③ELISA によ
る Aβ42 の定量。④同マウスの脳切片におけ
る抗 Aβ抗体、抗 NRDｃ抗体、抗 GFAP 抗
体、抗 F4/80 抗体を用いた免疫染色法。⑤α
位切断を受けた APP(sAPPα)やβ位切断を
受けた APP(sAPPβ)を特異的に認識する抗
体を用いた、ウエスタンブロッティング。 
2) NRDc による ADAM・BACE1 活性制御の
分子機構解明：  ①APP を発現させた
HEK293 細胞に ADAM/BACE1、NRDc を過
剰発現させて免疫沈降を行う。②同細胞にお
ける内因性 NRDc をノックダウンし、培養上
清に分泌される sAPPα、sAPPβに対するウ
エスタンブロッティングを行う。 
3) NRDc の神経疾患バイオマーカーとして
の可能性の検討：ヒト NRDc 測定用 ELISA
法の開発と臨床検体を用いた測定系の確立。 
 
４．研究成果 
1)アルツハイマー病におけるNRDcの病態生
理学的意義の解明： 
①前脳特異的 NRDc 過剰発現マウス
(NRDc-Tg)とアルツハイマー病モデルマウ
ス (APP-Tg) との交配を行い、得られた
APP/NRDc-Tg と APP-Tg マウスの脳におけ
る、Aβの沈着量について検討した。 
②抗 Aβ抗体を用いて一年齢のマウス脳切片
に 対 し 免 疫 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、
APP/NRDc-Tg で Aβの著明な減少を認めた。
③さらに、TBS-insoluble fraction における
Aβ42 について ELISA を用いて定量したと



ころ、3 ヶ月齢では、両群の Aβ量に有意差
を認めなかったが、一年齢の APP/NRDc-Tg
群における Aβ42 量は有意に減少していた。
④Aβ周囲に集簇する炎症細胞について、
F4/80 や GFAP に対する抗体で検討したが、
両群で差を認めなかった。⑤また、α位切断
を受けた APP(sAPPα)やβ位切断を受けた
APP(sAPPβ)を特異的に認識する抗体を用
いて、ウエスタンブロッティングを行ったと
ころ、APP/NRDc-Tg の前脳由来脳タンパク
では sAPPαが増加し、sAPPβには変化を認
めなかった。さらに、NRDc-/-の前脳由来タ
ンパクでも同様に検討したところ、野生型と
比較して、sAPPαが減少し、sAPPβには変
化を認めなかった。よって、NRDc を過剰発
現するとα位切断が増強すること、NRDc を
ノックアウトするとα切断が減少すること、
両者においてβ切断に変化を認めなかった
ことから、APP を基質とした際には、NRDc
はβセクレターゼよりも、αセクレターゼ活
性制御を行うことが示唆された。 
2) NRDc による ADAM・BACE1 活性制御の
分子機構解明：APP を基質蛋白とした場合、
NRDc は ADAM( α セ ク レ タ ー ゼ ) と
BACE1(βセクレターゼ)のどちらとより複
合体を形成するのか、細胞実験系を用いて検
討した。NRDcがADAM17とBACE1と各々
複合体を形成することは免疫沈降にて確認
済みであるが、APP 切断に特に重要であると
報告されているαセクレターゼ(ADAM10)に
おいても同様の系を用いて NRDc との複合
体形成の有無を確認した。①APP を過剰発現
させた HEK293 細胞に ADAM10、NRDc を
過剰発現させ免疫沈降を行ったところ、両者
は複合体を形成した。②さらに、同細胞につ
いて内因性 NRDc をノックダウンし、培養上
清に分泌される sAPPα、sAPPβについてウ
エスタンブロッティングにて検討したとこ
ろ、NRDc をノックダウンした際には、培養
上清中の sAPPβは変化を認めず、sAPPαが
減少することが明らかとなった。さらに total 
cell lysate 中の切断型 APP についても同様
の検討を行い、NRDc をノックダウンすると
APP のα位切断が減少することが明らかと
なった。 
以上の結果から、NRDc は ADAM10 と複合
体を形成し、APP のα切断を増強させ、その
結果 Aβが減少することが示唆された。 
3) NRDc の神経疾患バイオマーカーとして
の可能性の検討：我々は、ヒト NRDc に対す
る複数のマウスモノクローナル抗体を作製
し、ヒト血清 NRDc を高感度で検出できる
ELISA の開発に成功している。健常人ボラン
ティアにおける血清 NRDc 値の測定結果か
ら、正常値を 800pg/ml と設定し、当院循環
器内科患者における血清 NRDc 値を測定し
たところ、急性冠症候群やたこつぼ型心筋症
で、正常値と比較して有意な上昇を認めた。
さらに、本研究課題であるアルツハイマー病
患者においても、血清並びに髄液中の NRDc

濃度を測定し、病状・予後との相関を検討す
ることにより、バイオマーカーとしての可能
性を検討する予定であったが、研究機関中に
解析に必要な検体数が集まらなかったため、
十分な検討には至らず、今後の課題としたい。 
なお、以上の 1)～2)の結果は、Neurobiol 
Aging 35(1):213-22, 2014.に投稿し受理・
掲載された。 
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