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研究成果の概要（和文）： 

われわれは、γセクレターゼによる APP (ßCTF) の切断は、ε切断が起こったあとに、TMD のαへリッ

クス構造 (1ターンは3.6残基) にそって3残基ごとに連続的に起こり、その結果Aßが生じると考えた。

CHAPSO-reconstituted -secretase assay system では、5 種類のトリペプチド、IAT、VIV、ITL、TVI、

VIT がγセクレターゼによって特異的に遊離してくることを LC-MS/MS にて確認した。さらに、Aß42 産

生経路においては Aß42 から tetrapeptide, VVIA が除かれて Aß38 に行く経路があることを見いだした。

以上からγセクレターゼによる CTF からの Aß 産生はε部位から stepwise にγ部位に進むと結論され

た（下図参照）。 
 
研究成果の概要（英文）： 

How the cleavage proceeds within the membrane has long been enigmatic. We previously hypothesized 

that CTF is cleaved first at the membrane-cytoplasm boundary, producing two long As, A48 and 

A49, which are processed further by releasing three residues at each step to produce A42 and A40, 

respectively. To test this hypothesis, we used LC-MS/MS to quantify the specific tripeptides that are 

postulated to be released. Using CHAPSO-reconstituted -secretase system, we confirmed that A49 is 

converted to A43/40 by successively releasing two or three tripeptides, and that A48 is converted to 

A4238 by successively releasing two tripeptides or these plus an additional tetrapeptide.  
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１．研究開始当初の背景 

APP 切断が、そして Aß産生が presenilin 1

欠失細胞にて非常に減弱し、γsecretase の

直接の基質である C99, 83 が蓄積することか

ら、presenilin 1がγsecretase の活性に必

須の分子であることが判明した。さらに、

presenilin 1 knockout mice は Notch 

knockout の phenotype に類似していること

から多くの発生生物学者の興味をひき、

presenilin 1 欠失細胞では、Notch の site 3 

cleavage が起こらないことが突き止められ

た。この発見は、今まで、APP からの Aß産生

を説明するために仮定されていたγ

secretase が突然に実体化してきた。Notch 1

は、type 1 membrane proteinとして合成さ

れ、Golgi 体にて furin によって大きな

ectodomain が切断されるが、切断された２つ

の断片は、結合したまま receptor として機

能する。リガンドが結合するとTMで切断が

起こり(site 3 cleavage)、  生じた NICD 

(Notch intracellular domain)は核内に移行

し、転写を制御する。この site 3 は

TMD(transmembrane domain)内細胞質境界か

ら数残基の部位に存在する。APP のγ

cleavage および Notch の site 3 cleavage

がいずれも presenilin-dependent であるこ

とが示されたとき、おそらく多くの研究者は

その TM内における切断部位の違いにとまど

ったことと思う。APPのγcleavage部位はTMD

のちょうど真ん中に位置し、Notch の切断部

位は膜の細胞質境界の近くに存在する。 

 2000 年の暮れから私の研究室では、γ

secretase の研究に入り、まず cell-free 

assay systemを立ち上げることに全力をそそ

いだ。ヒト胎児脳で Aß濃度が非常に高いと

いう事実に基づき、成熟ラットではなく、day 

1 fetal brain を用いて膜画分の調製をおこ

なった。Cell-free 系で CTFγ（と考えられ

る断片の）産生が見られるようになり、さら

にその産生が Aßのそれとパラレルであり、

かつ現在知られている最も特異性の高い阻

害剤の一つ、L-685,458、にてブロックされ

ることを確認した後に、産生される CTFγの

検討にはいった。分子量は約 6,000 ほどで、

可溶性画分、膜画分とも同じように、L49, V50

から始まる CTFγが得られた。理論的には、

γcleavage の後、I41, T43からのペプチド

が回収されるはずであり、得られた結果に直

ちには納得がいかなかったが、Notchの切断

部位の部位に気づくにおよび CTFγ精製時に

生じた分解ではないと思うに至った。さらに

この見方を強くしたのは、APLP (amyloid 

precursor like protein)1, APLP2 が同じ抗

体で免疫沈降されてきており、同様の部位で

切断されていたという事実であった。APP, 

APLP1, APLP2, Notch 1 が細胞質側の数残基

の部位で切断されているとすると、この部位

が type1 membrane proteinの共通の切断部

位ではないかと考えるのが普通であろう。こ

の切断を K Beyreuther にならって、ε切断

と呼ぶとすると以下の特徴が挙げられる。 

１ presenilin-dependent である。これまで

に知られている、または開発されたγ阻害剤

によってεcleavage は阻害される。 

２ ほとんどの場合、CTFγと Aßの産生はパ

ラレルである。すなわち、γcleavage とε



cleavage はリンクしているらしい。 

３ これまでの基質の特徴は、1) type 1 

membrane proteinであること; 2) ectodomain

は、切断を受け shedding される；2) 

stop-transfer シグナルがあること 

 

２．研究の目的 

本研究は、このようにε切断とγ切断の関係、

すなわちγsecretase による CTFß の切断様

式、を明らかにすべく企画された。その切断

様式は他の多くの基質にも適用できる。この

ことはこれまで全く未知であった膜蛋白質

の分解様式を解明することでもある。 

 

３．研究の方法 

主として培養細胞、stable tranfectant を用

いて検討した。技術的には Long Abeta を分

離・同定するために、１残基の違いで分離で

きる SDS/urea gel electrophoresis を開発

した。仮説の最終的検証、遊離されたトリペ

プチドのためには LC-MS/MS (Waters)を用い

た。 

 

４．研究成果 

概要に述べたごとくである。γsecretase の

CTFß 分解様式を図示すると下図のようにな

る。この stepwise processing model は脳内

アミロイド蓄積におけるmutant presenilin、

さらには wild presenilin の役割を検討する

上で重要な基盤となるであろう。一般生物学

的には、膜内蛋白質分解機構解明の第１歩と

なるだろう。 
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