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研究成果の概要（和文）：γ-セクレターゼ非依存的なアミロイドβ前駆タンパク（βAPP）の膜内切断機構を調
べるため、CRISPR/Cas9法でプレセニリン1と2をダブルノックアウトした細胞を作製した。この細胞に様々なプ
ロテアーゼ阻害剤を作用させ、βAPPが膜内で分解されたときに生成すると考えられるオリゴペプチドを質量分
析装置で定量した。その結果、リソソーム酵素阻害剤のクロロキンで8種類の3アミノ酸のペプチドが減少してい
た。これらのペプチドはリソソームの主要なプロテアーゼであるカテプシンの阻害剤では減少しない事から、タ
ンパクを3アミノ酸ずつ切断するトリペプチジルペプチダーゼ1によって生成していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the γ-secretase independent intramembrane cleavage mechanism
 of amyloid β precursor protein (βAPP), we generated presenilin 1 and presenilin 2 double knockout
 (PSDKO) cells by CRISPR/Cas9 system. PSDKO cells were treated with various protease inhibitors and 
intracellular oligopeptides derived from transmembrane domain of βAPP were quantified by LC-Ms/Ms. 
As a result, eight tripeptides were decreased by treatment of lysosomal enzyme inhibitor 
chloroquine. Since these peptides were not decreased by inhibition of cathepsins, the major 
lysosomal proteases, it was suggested that intramembrane domain of βAPP was degraded by tripeptidyl
 peptidase 1, which releases tripeptides from N-termini of proteins. 

研究分野： アルツハイマー病

キーワード： アルツハイマー病　γ-セクレターゼ　CRISPR/CAS9
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１．研究開始当初の背景 
アミロイドβ（Aβ）はアルツハイマー病
（AD）の原因物質の一つと考えられている。
Aβはアミロイド前駆体タンパク（βAPP）
がβ-セクレターゼで細胞外ドメインが切断
された後に、γ-セクレターゼ複合体によって
膜貫通ドメインが切断されて生成する。γ-
セクレターゼを阻害すると細胞外に分泌さ
れる Aβが減少する事から、γ-セクレターゼ
阻害剤が AD の治療薬として研究されている。
しかし、Notch 等他の基質の切断も止めてし
まうので副作用が大きく、実用化には至って
いない。またγ-セクレターゼを阻害すること
により増加する、βAPP がβ-セクレターゼ
で切断された断片（β-CTF）の方が Aβより
も毒性が強く、マウスの認知機能を低下させ
るという報告もある（Oster-Granite ら 1996, 
Mitani ら 2012）。γ-セクレターゼ阻害剤に
よりβ-CTF は増加するが、ある程度まで増
えるとそれ以上は増加しない事から、我々は
γ-セクレターゼ以外にもβAPP の膜貫通ド
メインを切断し、分解するメカニズムがある
のではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
βAPP はγ-セクレターゼ複合体によって膜
貫通部位の膜内で 3-5 アミノ酸ずつ切断され
て Aβを産生する（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
我々はβAPP が細胞膜内で切断された時に
生成する 3-5 アミノ酸の膜内ペプチドを
LC-Ms/Ms で定量する方法を確立した（大河
内ら 2013）。この方法でγ-セクレターゼの主
要な構成タンパクであるプレセニリン（PS）
1とPS2を欠損したマウス由来の細胞の膜内
ペプチドを定量すると、γ-セクレターゼによ
って切断されて生成した膜内ペプチドはほ
ぼ検出されず、他の酵素で切断されて生成し
たと考えられる膜内ペプチドが検出された。
γ-セクレターゼと同様に、シグナルペプチド
ペプチダーゼやロンボイドプロテアーゼが
膜内でタンパクを切断する事が知られてい
るが、これらはβAPP を切断しない。このこ
とから未知の膜内分解経路が存在する事が
考えられる。 
本研究では PS1 と PS2 を欠損したヒト由来
の細胞を、新しく開発されたゲノム編集技術
である CRISPR/Cas9 法を用いて作製し、γ-
セクレターゼ非依存的な膜内切断のメカニ
ズムを解明することを目的とする。γ-セクレ

ターゼ非依存的な膜内分解に関与するタン
パクを同定し、活性化させることにより、A
βを産生せずにβAPPを分解する新しいAD
の治療法につながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）CRISPR/Cas9 法による PS1/PS2 ダブ
ルノックアウト細胞の作製 
PS1 と PS2 の Exon3 または Exon4 の中で
Cas9 が認識する PAM モチーフを含む 23 塩
基をそれぞれ 4 カ所選んだ。この DNA 配列
に相補的な RNA と Cas9 タンパクを同時に
発現させるプラスミドと、ターゲット配列が
Cas9で切断されるとGFPが発現するプラス
ミドを作成した（Mashiko ら 2013）。これ
らのプラスミドをスウェーデン変異型β
APP を恒常的に発現させた HEK293 細胞
（swAPP/HEK 細胞）にトランスフェクショ
ンし、最も GFP の発現が多いプラスミドを
選択した。このプラスミドをトランスフェク
ションした細胞の中から GFP が発現してい
る細胞を FACS で分取した。希釈して 6 ウェ
ルディッシュに播種し、増殖した細胞のコロ
ニーから 48 個のクローンを選択した。ター
ゲット配列をシークエンスして DNA の二本
鎖切断が見られ、フレームシフトが起こって
いる細胞を選ぶ。この細胞で PS1 が発現して
いないことをウェスタンブロット法で確認
した（swAPP/HEK PS1KO 細胞）。swAPP/ 
HEK PS1KO 細胞の PS2 を同様の方法でノ
ックアウトし、培養上清中の Aβを ELISA
で定量して Aβの産生が無い事を確認した
（swAPP/HEK PSDKO 細胞）。 
 
（２）薬剤処理 
swAPP/HEK PSDKO細胞にプロテアソーム、
オートファジー、メタロプロテアーゼ等の
様々なプロテアーゼを阻害する薬剤を 8時間
作用させ、細胞と培養上清を回収した。細胞
を RIPA バッファーで可溶化し、β-CTF を
ウェスタンブロット法で定量した。 
 
（３）膜内ペプチドの定量 
薬剤処理した細胞を 500μL の PBS に懸濁
し、100℃、2 分加熱する。5 秒間、3 回超音
波破砕し、100,000g、45 分超遠心する。上
清に 1/10 量のトリクロロ酢酸を加え、15 分
氷上で静置する。100,000g、45 分超遠心し、
上清を 0.2μm のフィルターに通す。さらに
逆相 HPLC（C18 カラム）で精製し、
LC-Ms/Ms で膜内ペプチドを定量した。 
 
４．研究成果 
（１）CRISPR/Cas9 法による PS1/PS2 ダブ
ルノックアウト細胞の作製 
CRISPR/Cas9法で swAPP/HEK細胞のPS1
をノックアウトし、DNA シークエンス及び
ウェスタンブロット法で PS1 の発現を確認
したところ、48 クローン中 21 クローンでノ
ックアウトが確認された。完全に PS1 が検出



されないクローンを選び、同様の方法で PS2
をノックアウトしたが、PS2 遺伝子のある 1
番染色体に異常があるためか、DNA シーク
エンスで 3 種類の塩基配列が確認され、ノッ
クアウトが確認できた細胞は 48 クローン中
1 クローンのみであった（図 2A）。 
この細胞の培養上清中からは Aβは検出され
なかったが、PS1 または PS2 遺伝子をトラ
ンスフェクションすると Aβが検出された事
から（図 2B）、オフターゲット効果ではなく
PS を欠損させたことによりγ-セクレターゼ
の活性が無くなったと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
（２）swAPP/HEK PSDKO 細胞を薬剤処理
し、βAPP の膜内分解を調べる。 
最初に主なタンパク分解経路であるプロテ
アソームとオートファジー、及び脳内の主要
な Aβ分解酵素であるネプリライシンやイン
シュリン分解酵素等のメタロプロテアーゼ
の関与について調べた。swAPP/HEK 
PSDKO 細胞にラクタシスチン（プロテアソ
ーム阻害剤）、クロロキン（オートファジー/
リソソーム酵素阻害剤）、TPEN（メタロプロ
テアーゼ阻害剤）を 8 時間作用させ、CTF を
ウェスタンブロット法で定量した。その結果、
クロロキンを作用させた細胞でβ-CTF とα-
セクレターゼで切断された CTF（α-CTF）
の増加が認められた。 
更に細胞内の膜内ペプチドを LC-Ms/Ms で
定量したところ、クロロキンでβAPP の膜貫
通ドメインのアミノ酸に相当する 8 種類の 3
アミノ酸のペプチドが減少していた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

膜内切断にオートファジーが関わっている
かを調べるため、リソソーム酵素阻害剤では
ないオートファジー阻害剤のウォルトマニ
ンを作用させたが、CTF の増加や膜内ペプチ
ドの減少は見られなかった（図 4）。この事か
らγ-セクレターゼ非依存的な膜内切断はリ
ソソーム酵素によって起こる事が示唆され
た。次にリソソームの主要なプロテアーゼで
あるカテプシンが関与しているかを調べる
ため、swAPP/HEK PSDKO 細胞にロイペプ
チン（システイン、セリン、スレオニンペプ
チダーゼ阻害剤、カテプシン B、H、L、を
阻害）とペプスタチン A（カテプシン D 阻害
剤）を作用させ、CTF と膜内ペプチドを定量
したが、クロロキンの様な作用は見られなか
った（図 4）。この事から膜内分解にはカテプ
シンは関与しない事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
以上の結果とクロロキンで減少したペプチ
ドが 3 アミノ酸であることから、リソソーム
のトリペプチジルペプチダーゼ 1（TPP1）が
関与していると考えられる。TPP1 はリソソ
ームで分解されたタンパクをN末端側から 3
アミノ酸ずつ分解する酵素である。これまで
に TPP1 がβAPP を切断するという報告は
無かったが、最近、TPP1 が繊維状に凝集し
た Aβ42 ペプチドの膜貫通ドメインを切断
するという論文が発表された
（Solé-Domènechら、2018）。残念ながら
TPP1 の特異的な阻害剤は存在しないので、
TPP1がβAPPの膜内切断に関与しているか
は明らかにできなかったが、今後は TPP1 を
CRISPR/Cas9 でノックアウトし、膜内切断
に関与しているのかを明らかにしたいと考
えている。 
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