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研究成果の概要（和文）： 

 γセクレターゼはアルツハイマー病原因物質として知られるアミロイドβタンパク質（Aß）
を産生するアスパラギン酸プロテアーゼである。最近、培養細胞においてホスフォイノシチド
[PI(4,5)P2]の上昇が Aß 分泌を低下させることが報告された。本研究ではホスフォイノシチド
によるγセクレターゼ活性の影響を検討した。その結果、CHAPSO可溶化膜や免疫沈降γセクレ
ターゼ、さらに培養細胞において、PI(4,5)P2濃度依存的に Aß 産生が抑制することを見いだし
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 

γ-Secretase is an aspartic protease to hydrolyze type I transmembrane protein in 
hydrophobic environment of lipid bilayer. In this study, we analyzed effects of 
phosphoinositides on γ-secretase activity. We found that phosphoinositides inhibited
γ-secretase activity in the CHAPSO-solubilized assay system and detergent insoluble 
fraction, in dose dependent manner.  
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病は神経変性疾患の一つ
で、８０歳から患者数が急増する老人性認知

症である。世界の８０歳以上の人口が５０年
後には４億人近くにも達すると推定されて
いることから、人類の発展にとってアルツハ
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イマー病の克服が避けられないものとなっ
た。アルツハイマー病は脳内のアミロイドベ
ータタンパク質（以下、A）の沈着が原因と
考えられており（アミロイドカスケード仮
説）、Aはアミロイド前駆体タンパク質（以
下 APP）がベータセクレターゼとガンマセク
レターゼによる二段階の切断で生じるペプ
チドである。ガンマセクレターゼによる APP

膜貫通ドメインの切断（ガンマ切断）部位の
違いから主に４０残基の Aと４２残基の
Aを生じ、Aがより強い細胞毒性と凝
集性を示し脳に沈着する。 

 ガンマセクレターゼは Presenilin 等を含
む膜に存在する巨大な複合体で、家族性アル
ツハイマー病では Presenilin に変異が多数
報告され、A産生比を上昇させることが知
られている。生体膜の主な構成成分であるホ
スファチジルコリンやホスファチジルエタ
ノールアミンをガンマセクレターゼに添加
すると酵素活性を上昇させ、ホスファチジル
イノシトール（以下 PI）の添加では活性に変
化が無かった。しかし、リン酸基の付加した
ホスファチジルイノシトールリン酸（以下
PIP）を添加する活性が低下することがわか
った。近年、PIP2や PIP3 は脂質ラフトにも
存在することが報告され、受容体やリン酸化
酵素等などと共局在し効率のシグナル伝達
の場を構成していると考えられる。さらに、
ガンマセクレターゼ自身も脂質ラフトに存
在することが報告され、当研究室においても
脂質ラフト分画でのガンマセクレターゼを
確認した。以上のことから生体内においても
ガンマセクレターゼ活性が PIP などにより
制御されている可能性が充分にあると考え、
本研究を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

 Aはアミロイドカスケード仮説の最上流
に位置する分子で、これの産生を抑えること
がアルツハイマー病の発症を阻止する最も
有効な方法と考えられる。Aの産生抑制には
その産生機構の解明が不可欠で、本研究では
A産生を担うガンマセクレターゼの活性制
御因子の探索と制御機構の解明を目的とし
ている。応募者はガンマセクレターゼ活性が
脂質組成によって変化することを見いだし、
さらに PIP がガンマセクレターゼ活性を低
下させることをつきとめた。本研究はまず、
（１）膜可溶化分画などにおいて各種 PIP の
ガンマセクレターゼ活性への影響を検討す
る。同時に Aや A産生の産生比も検討
し、A産生に影響のある PIP 種を同定す
る。PIP は脂質二重層の細胞質側に存在する
ことから、ガンマ切断よりも細胞質側に近い
イプシロン切断に影響する可能性がある。
（２）ガンマ切断とイプシロン切断の PIP に
対する感受性を検討するために、既にイプシ

ロン切断された Aを基質としてガンマセ
クレターゼ活性を調べる。ガンマセクレター
ゼ活性に影響を与える PIP 種が決定されれ
ば、（３）生体膜で PIP とガンマセクレター
ゼが相互作用しているか否か検討する。一方、
ガンマセクレターゼ活性に対する PIP の効
果を生体膜でも再現するために、（４）PIP

導入キャリアーまたは PIP 産生経路を活性
化させて、ガンマセクレターゼ活性を低下さ
せる実験を試みる。（５）最後に生細胞で PIP

上昇とガンマセクレターゼ活性に負の相関
があるか否か検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）膜可溶化分画に各種 PIP を添加して、
ガンマセクレターゼ活性を産生 A量と他の
基質として Notch の切断から検討した。また、
Aや Aの産生も特異抗体を利用して定
量する。 

 

（２）Aを基質としてガンマセクレターゼ
活性を調べ、ガンマセクレターゼ活性に影響
を与える PIP 種を同定する。 

 

（３）生体膜で PIP とガンマセクレターゼが
相互作用しているか否か検討する。 

 

（４）PIP 導入キャリアーまたは PIP 産生経
路を活性化させて、ガンマセクレターゼ活性
を低下させる実験を試みる。 

 

（５）生細胞に PIP 特異的 PLC 阻害剤を投
与し、PIP 上昇とガンマセクレターゼ活性を
検討する。 

 
４．研究成果 
（１）CHAPSO 可溶化膜や免疫沈降γセク
レターゼにおいて、PI(4,5)P2の添加により濃
度依存的に A産生が抑制することを見いだ
した。さらに PI(4)P や PI(3,4,5)P3など他の
ホスフォイノシチド添加でも A産生が抑制
され、イノシトール環のリン酸基の増加に伴
い A産生に対する抑制が強くなる傾向が認
められた。しかし、PI や IP3の添加では抑制
が見られないことから、A産生抑制にはイノ
シトール環に脂肪酸部分が結合しているこ
とが必要だと考えられる。いずれのホスフォ
イノシチドを添加しても、Aと Aの産
生は同程度に抑制され、γ切断部位の変化に
は影響がないことがわかった。また、ガンマ
セクレターゼの直接的な基質となる短縮型
の Notch 受容体断片（N 末端と C 末端の短
縮型、∆E Notch-FLAG）を調整した。∆E 

Notch-FLAG がガンマセクレターゼによる
切 断 で 短 縮 型 の 細 胞 質 ド メ イ ン
（sNICD-FLAG）に変換されることを確認後、
ホ ス フ ォ イ ノ シ チ ド 存 在 下 で 再 び



 

 

sNICD-FLAG 産生について評価した。その
結果、APP の場合と同様に Notch もホスフ
ォイノシチド添加によりガンマセクレター
ゼによる切断が抑制されることがわかった。


（２）ホスフォイノシチドは切断とγ切断
の双方に影響していることがわかった。



（３）ホスフォイノシチドは CHAPSO 不溶
性のγセクレターゼや、生体膜のγセクレタ
ーゼの活性も抑制することがわかった。 

 

（４）生細胞におけるホスプォイノシチドの
γセクレターゼに対する影響を検討するた
めに、細胞に PIP２の導入を試みた。PIP2の
キャリアにはヒストンタンパク質を用いた
が、導入に適切な条件を見いだすには至らな
かった。この手法によりγセクレターゼ活性
を評価するのは困難と判断した。 
 
（５）ホスフォイノシチド特異的 PLC 抑制
剤Edelfosineを細胞に添加すると、PI(4,5)P2

の産生を抑え分泌 A量を減少させた。以上
のことから生体でホスフォイノシチド濃度
がガンマセクレターゼ活性を制御している
ことを示唆した。 
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