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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の一次原因物質であるアミロイドβペプチド産生を制御するために前駆体
タンパク質のリン酸化を制御する分子の同定を試みた。ダウン症でトリソミーとなっている21番染色体に存在するDYRK
1AおよびRCNA1に着目した結果、前者の過剰発現は有意にリン酸化が亢進したが、後者の過剰発現では変化がなかった
。タウのリン酸化に対しては両者の過剰発現で亢進が見られた。さらにアミロイドβペプチドの分解酵素であるネプリ
ライシンの活性低下を誘導した。DYRK1Aの阻害剤で処理すると、培養上清中のアミロイドβペプチド量が低下した。DY
RK1Aはアルツハイマー病治療の新しい標的分子になり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To treat Alzheimer's disease, it is required to reduce the amount of amyloid-β 
peptide in the brain. γ-Secretase prefer phosphorylated C-terminal fragments of precursor protein of 
amyloid-β peptide (APP) as a substrate. To identify the molecules related with APP phosphorylation, 
DYRK1A (dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation-regulated kinase 1A) and RCAN1 (regulator of 
calcineurin 1) on chromosome 21 were focused. Overexpression of DYRK1A leaded to APP and tau 
phosphorylation, while overexpression of RCAN1 leaded to tau phosphorylation, but not APP. Moreover, 
overexpression of either or both leaded to decrease in the peptidase activity of neprilysin and increase 
in of the phosphorylation of neprilysin. Treatment of a DYRK1A inhibitor reduced Aβ levels in the 
medium. These results suggest that DYRK1A and RCAN1A are potential targets of drug development to 
treatment of Alzheimer's disease.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病患者の脳内には老人
斑および神経原線維変化といった特徴的な
構造物が観察される。それぞれの主成分は前
者がアミロイドβペプチド（amyloid-β ペ
プチド）、後者が過剰リン酸化されたタウで
ある。 
 
(2) アルツハイマー病の根本的治療には脳
内の Aβを取り除くことが必要である。Aβは
アミロイド前駆体タンパク質（amyloid 
precursor protein, APP）からβおよびγセ
クレターゼによって産生される。産生された
Aβは主にネプリライシン（neprilysin, NEP）
によって分解される。脳内 Aβ量は産生と分
解によって一定に保たれている。 
 
(3) βおよびγセクレターゼに対する阻害
剤が開発されたが、その多くは臨床試験まで
進んだものの、副作用などの問題で開発中止
となっている。βおよびγセクレターゼは
APP 以外の分子を生理的な基質とするので、
阻害開発には基質特異性が求められている。
また、長期服用が予想されるアルツハイマー
病治療薬として副作用の少ない薬剤開発が
望まれている。 
 
(4)γセクレターゼは APP の C 末端断片
（C-terminal fragment, CTF）を切断する際
に細胞内領域の 668番目の Thrがリン酸化さ
れた CTF を優先的に切断する（Ref. ①）。APP
の細胞内領域の Thr668 のリン酸化の制御は
セクレターゼに直接作用せずに Aβ産生を減
少させるアルツハイマー病の新しい治療戦
略になることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
(1) APP の細胞内領域 Thr668 のリン酸化を担
うキナーゼを同定し、γセクレターゼの APP
以外の分子の切断に影響を及ぼさないリン
酸化阻害剤を開発する。特にダウン症患者は
早期からアルツハイマー病様病理を示すこ
とから、ダウン症患者でトリソミーになって
いる 21 番染色体上に存在し、タンパク質の
リン酸化や脱リン酸化に関与し得る DYRK1A
（ dual-specificity 
tyrosine-(Y)-phosphorylation-regulated 
kinase 1A ） や RCAN1 （ regulator of 
calcineurin 1）に注目する。 
 
(2) 同定したキナーゼや DYRK1A、RCAN1 がア
ルツハイマー病の発症に関係する分子と相
互作用があるか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ベクターpOTB7 に挿入された RCAN1 のク
ローン（IRAL015A23）を理研バイオリソース
センターから入手した。IRAL015A23 を鋳型と
してポリメラーゼ連鎖反応を行って RCNA1 
cDNA を増幅し、哺乳類細胞発現用ベクター

pcDNA3.1 に組み込んだ。DYRK1A の哺乳類細
胞発現用プラスミドは京都大学大学院生命
科学研究科の宮田愛彦先生に分与していた
だいた（Ref. ②）。NEP の哺乳類細胞発現用
プラスミドは長崎大学大学院医歯薬学総合
研究科の岩田修永先生に分与していただい
た。 
 
(2) スウェーデン型変異APPを安定形質的に
発現するヒト神経膠腫細胞H4細胞（APPsw-H4
細胞）および野生型 APP を安定形質的に発現
する H4 細胞（APP-H4 細胞）は埼玉医科大学
医学部の丸山敬先生に分与していただいた
（Ref. ③）。タウを安定形質的に発現するマ
ウス神経芽細胞腫Neuro2A細胞（Tau-Neuro2A
細胞）は新潟大学脳研究所の池内健先生に分
与していただいた（Ref. ④）。ヒト神経芽細
胞腫 SH-SY5Y 細胞に NEPの哺乳類細胞発現用
プラスミドを遺伝子導入試薬を用いて導入
し、G418 を含む培地で選別した（NEP-SH-SY5Y
細胞）。同様に、APPsw-H4 細胞に DYRK1A また
は RCAN1の哺乳類細胞発現用プラスミドを遺
伝子導入試薬を用いて導入し、G418 を含む培
地で選別した（DYRK1A-APPsw-H4 細胞または
RCAN1-APPsw-H4 細胞）。これらの細胞はダル
ベッコ改変イーグル培地（Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium, DMEM）に 10% ウ
シ胎児血清（fetal bovine serum, FBS）お
よび 100 U/mL ペニシリンと 100 μg/mL スト
レプトマイシンを含む培地で培養した。健常
者由来皮膚線維芽細胞 Hs68、TIG-119、
TIG-120 およびダウン症患者由来皮膚線維芽
細胞 Detroit 532、Detroit 539 は医薬基盤
研究所から入手した。Hs68 は DMEM に 10% FBS
および 100 U/mL ペニシリンと 100 μg/mL ス
トレプトマイシンを含む培地で培養した。
TIG-119 および TIG-120 はイーグル最小必須
培地（minimum essential medium, MEM)に 10% 
FBSおよび100 U/mLペニシリンと100 μg/mL
ストレプトマイシン、2 mM L-glutamine を含
む培地で培養した。Detroit 532 および
Detroit 539は MEMに 10% FBSおよび100 U/mL
ペニシリンと 100 μg/mL ストレプトマイシ
ン、2 mM L-glutamine、非必須アミノ酸溶液、
1 mM ピルビン酸ナトリウム、0.1% ラクトア
ルブミン加水分解物を含む培地で培養した。 
 
(3) 培養した細胞は培養上清と細胞に分け
て回収し、使用時まで-80℃で保存した。培
養上清は全量をチューブに回収し、4℃
/4,000×g/10 分間遠心後、上清 80%を新しい
チューブに移して保存した。細胞は氷冷した
リン酸緩衝生理食塩水で 2回洗浄し、セルス
クレーパーを用いて細胞を剥離した。剥離し
た細胞をチューブに回収し、4℃/4,000×
g/10 分間遠心後、上清除去して保存した。
-80℃で保存した細胞は 1%または 0.5% 
Triton X-100 を含む溶液で可溶化し、タンパ
ク質濃度を定量して可溶化溶液で調整した。 
 



(4) ポリアクリルアミドゲルを用いた電気
泳動でタンパク質を分離し、メタノールで活
性化後親水化したポリフッ化ビニリデン膜 
に分離したタンパク質を転写した。転写した
膜を 0.5% カゼインを含む溶液でブロッキン
グ処理を行った後、適切な濃度に希釈した一
次抗体と 4℃で一晩反応させた。一次抗体と
の反応後、Tween 20 を含む溶液で洗浄し、適
切な濃度に希釈した二次抗体と室温で一時
間反応させた。二次抗体との反応後、Tween20
を含む溶液で洗浄後、化学発光試薬を用いて
転写膜を処理し、電子とメーターでバンドを
検出した。 
 
(5) 可溶化膜画分に含まれるNEP依存的中性
エンドペプチダーゼ活性は、間接的共役酵素
アッセイ法を用いて蛍光定量的に測定した
（Ref. ⑤）。タンパク質 1～3 μg を蛍光性
人 工 基 質 
Succinyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Phenylalan
ine 4-methyl-coumaryl-7-amide
（Suc-Ala-Ala-Phe-MCA）と反応させ、産生
したPhe-MCAからアミノペプチダーゼによる
フェニルアラニン残基の切り出しを行って
遊離する 7-amino-4-methylcoumarin の蛍光
強度をマイクロプレートリーダーを用いて、
励起波長 390 nm、蛍光波長 460 nm にて測定
した。NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ活
性は、NEP 特異的阻害剤である Thiorphan に
よる活性の低下に基づいて決定した。 
 
(6) すべての実験データの数値は平均値±
標準偏差で表した。平均値の比較は分散を比
較し、分散が等しいと仮定できる場合はスチ
ューデントの t検定を行い、分散が等しいと
仮定できない場合はウェルチのt検定を行っ
て各群間の平均値を比較した。また多重比較
の場合はDunnett法による多重検定で統計解
析を行った。それぞれ p < 0.05 で有意とし
た。 
 
４．研究成果 
(1) APPsw-H4 細胞に DYRK1A または RCAN1 の
発現プラスミドを一過性に導入し、ウエスタ
ンブロット法で全長型 APPまたは CTFおよび
細胞内領域の Thr668 がリン酸化した全長型
APP または CTF を検出し、リン酸化の割合を
全体量との比として算出した。その結果、
DYRK1A を一過性に過剰発現させると、APP の
細胞内領域の Thr668 のリン酸化が有意に亢
進した。一方、RCAN1 の一過性の過剰発現で
は APP の Thr668 のリン酸化は亢進しなかっ
た。 
 
(2) Tau-Neuro2A 細胞に DYRK1A または RCAN1
の発現プラスミドを一過性に導入し、ウエス
タンブロット法でタウおよびリン酸化タウ
（Thr212 および Ser396）を検出し、リン酸
化の割合を全体量との比として算出した。そ
の結果、DYRK1A または RCNA1 を一過性に過剰

発現させると、タウの Thr212 および Ser396
のリン酸化が有意に亢進した。 
 
(3) DYRK1A-APPsw-H4 細 胞 ま た は
RCAN1-APPsw-H4 細胞で培養上清中に分泌さ
れる Aβ量を定量的ウエスタンブロット法で
定量した。その結果、APPsw-H4 細胞と比較し
て DYRK1A または RCNA1 を安定形質的に発現
させると、有意に Aβ量が増加した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. DYRK1A または RCAN1 の発現 
細胞における Aβの分泌量 

 
 
(4) APP-H4 細胞に DYRK1A または RCAN1 の発
現プラスミドを一過性に導入し、NEP 依存的
中性エンドペプチダーゼ活性を間接的共役
酵素アッセイ法で測定した。その結果、
DYRK1AまたはRCNA1を一過性に過剰発現させ
ると NEP の活性が有意に低下した。 
 
(5) NEP-SH-SY5Y 細胞に DYRK1A または RCAN1
の発現プラスミドを一過性に導入し、NEP 依
存的中性エンドペプチダーゼ活性を間接的
共役酵素アッセイ法で測定した。その結果、
DYRK1AまたはRCNA1を一過性に過剰発現させ
ると NEP の活性が有意に低下した。 
 
(6) DYRK1A-APPsw-H4 細 胞 ま た は
RCAN1-APPsw-H4 細胞に RCAN1 または DYRK1A
の発現プラスミドをそれぞれ一過性に導入
し、NEP 依存的中性エンドペプチダーゼ活性
を間接的共役酵素アッセイ法で測定した。そ
の結果、DYRK1A または RCAN1 が単独で過剰発
現している細胞と比較して共発現によって
NEP の活性が有意に低下した。 
 
(7) NEP-SH-SY5Y 細胞に DYRK1A、RCAN1 また
は DYRK1A と RCAN1 の発現プラスミドを一過
性に導入し、ウエスタンブロット法で NEP の
細胞内領域のリン酸化を検出し、リン酸化の
割合を全体量との比として算出した（Ref. 
⑥）。その結果、DYRK1A または RCNA1 を一過
性に過剰発現させると、NEP の細胞内領域の
Ser6、Thr15、Thr25 のリン酸化が有意に亢進
した。一方、Ser4 および Thr11 に対しては変
化が見られなかった。 
 



(8) ダウン症患者由来線維芽細胞 2 例
（Detroit 532、Detroit 539）と健常者由来
線維芽細胞 3例（Hs68、TIG-119、TIG-120）
におけるNEP依存的中性エンドペプチダーゼ
活性を間接的共役酵素アッセイ法で測定し
た。その結果、ダウン症患者由来線維芽細胞
ではNEPの活性が有意に低下していた（図2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 健常者由来線維芽細胞（Hs68、TIG-119、
TIG-120）とダウン症患者由来線維芽細胞
（Detroit 532、Detroit 539）におけるネプ
リライシン活性の比較 
 
(9) APPsw-H4 細胞を DYRK1A 阻害剤で処理し
た結果、培養上清中に分泌された Aβ量が有
意に減少した。 
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