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研究成果の概要（和文）：本研究では、認知症の原因となるアミロイドβ（Aβ）ペプチドを産生するヒトγセ
クレターゼ複合体を酵母に再構成し、γセクレターゼのAph1サブユニットと基質であるアミロイド前駆体タンパ
ク質（APP）から、切断効率を上昇させる変異を同定した。酵母と哺乳類細胞を使った生化学的解析の結果、
Aph1の変異は切断効率を上昇させ、Aβの総量を増加させた。Aph1がγセクレターゼの活性調節機能を持つこと
を初めて明らかにした。一方、APPの変異のいくつかはAβのトリミングに作用し、認知症発症に関わる長鎖Aβ
42を減少させた。高毒性Aβ42の生成を減少させる認知症治療薬開発において重要な知見となった。

研究成果の概要（英文）：γ-secretase generates amyloid β peptide (Aβ) from amyloid precursor 
protein (APP) through multi step cleavage, such as endoproteolysis and trimming. In the study, we 
reconstituted human γ-secretase complex and APP in yeast and identified cleavage-enhancing 
mutations in APP and the scaffold subunit of γ-secretase Aph1aL. We introduced these mutants in 
yeast and mammalian cells and found that the Aph1 mutations increase cleavage efficiency and 
increased the total amount of Aβ. We clarified that Aph1 has regulatory function directly acting on
 catalytic subunit, PS1.APP mutations acted on Aβ trimming activity and decrease long-chain Aβ42. 
It has become an important finding in the development of antidementia drugs that reduce the 
production of highly toxic Aβ42 involved in the development of dementia.

研究分野：機能生物化学

キーワード： 酵素　脳神経疾患　神経科学　応用微生物　バイオテクノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜内切断プロテアーゼは、疎水的な膜内で加水分解を行う特殊なタンパク分解酵素である。立体構造が解明され
研究が進んできたが、どのようにして反応を遂行するのかについて、メカニズムの詳細が分かっていない。γセ
クレターゼは、アルツハイマー病の原因となる脳内アミロイドを作り出す、認知症治療において重要なターゲッ
ト分子である。本研究では、モデル生物である出芽酵母を使った独創的な解析手法をとり入れ、γセクレターゼ
による分解機構を解析した。私達の研究成果は、膜内タンパク分解機構を解明する重要な知見であり、γセクレ
ターゼの活性調節機構を解明することにより認知症治療薬の開発に向けた新たな戦略を提案する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜を介して情報を伝達することは、細胞の生理と恒常性の維持に重要である。膜内におけ

るタンパク質限定分解（RIP）は、ストレス応答や細胞分化の過程で情報を伝達する分子機構と

して、大腸菌などの原核生物からヒトまで、生物種を超えて保存されている。基質となる膜貫通

タンパク質は、膜内で切断され、膜から遊離した断片が情報伝達、遺伝子発現、細胞内輸送など

において様々な細胞機能を担う。ヒトの膜内切断プロテアーゼとしては、アスパラギン酸プロテ

アーゼ（γ セクレターゼとシグナルペプチドペプチダーゼ（SPP））、メタロプロテアーゼ（Site-2

プロテアーゼ）、セリンプロテアーゼ（ロンボイド）等が知られている。近年、親水性のポア（細

孔）に触媒中心を持つチャネル状の立体構造が明らかになってきたが、酵素学的性質については

未知なことが多く、疎水的な膜内での加水分解機構や活性の調節機構についての基本的な疑問

が未解決である。 
 
２．研究の目的 
 膜内でタンパク質を限定分解する膜内切断プロテアーゼは膜領域で特殊な加水分解反応を行

うため、精製と活性の評価が難しく、活性調節のメカニズムが明らかではない。研究代表者は、

膜内切断プロテアーゼを酵母に導入し、活性を評価する独自の系を開発した。酵母に構築したモ

デル系は変異や活性調節因子を発見する系として極めて有用である。本研究の目的は、認知症の

原因となるアミロイド β ペプチドを生成するγセクレターゼ複合体と基質であるアミロイド前

駆体タンパク質（APP）、さらに、γセクレターゼのモデルとなる単量体膜内切断プロテアーゼ

（Site-2 プロテアーゼとロンボイド）について、基質認識、活性調節、切断部位決定に必要な領

域を同定し、膜内切断プロテアーゼの活性制御を解明することである。 
 
３．研究の方法 
 酵母に、ヒトγセクレターゼ複合体を構成するプレセニリン（PS1）、ニカストリン（NCT）、

Aph1、Pen2 と、アミロイド前駆体（APP）もしくは Notch に Gal4転写因子を融合した人工基質

を導入した（参考文献①，②）。基質の切断に伴う Gal4 レポーター遺伝子の転写活性化を、酵母

の生育と β-ガラクトシダーゼ活性で評価することができる。この酵母発現系を用いて、①酵母

の生育を指標に、APP と Aph1 の変異体、さらに活性調節タンパク質を同定し、②酵母膜画分を

用いて酵素学的解析を行い、膜内切断プロテアーゼの酵素機能・反応機構を明らかにする。遺伝

子変異は、error-prone PCR で導入した。さらに、酵母での結果を確認するため、③哺乳類細胞

（Aph1a/Aph1b/Aph1c TKO ノックアウトマウス胚性線維芽（MEF）細胞，ヒト神経芽細胞腫（SH-

SY5Y）細胞, もしくはチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞）において変異体の切断活性

を解析し、細胞機能に与える影響を明らかにする。この３つの手法を用い、γ セクレターゼ複合

体の活性調節と基質認識の分子機構を解明し、認知症発症に関わる長鎖 Aβ42 の生成との関連を

明らかにする。また、単量体膜内切断プロテアーゼのうちヒト Site-2 プロテアーゼ（S2P）とロ

ンボイド（RHBDD1）について、酵母の系を構築し、変異体の相関解析から、基質が疎水環境か

ら親水性の活性中心に導入される機構を明らかにする。また、酵母の小胞輸送関連遺伝子等の破

壊株を用いた解析から、小胞輸送を介したγセクレターゼの調節機構についても解析する。 
 
４．研究成果 

（１）γ セクレターゼ Aph1 活性化変異の同定と解析 

酵母 γ セクレターゼ発現系を用いて、ヒト γ セクレターゼの Aph1aL サブユニットの変異



 

 

体をスクリーニングした。Aph1 は他のサブユニット（PS1 と NCT）と相互作用する足場タ

ンパク質と考えられている。NCT を含まない複合体では活性が著しく低下するが、その条

件でも活性を持つ Aph1 変異を同定することに成功した。NCT を含む完全な複合体での活

性を測定したところ、L30F/T164A 変異は、野生型よりも活性が高く、活性化変異であるこ

とが明らかとなった。酵母の膜画分を用いた酵素

学的解析、哺乳類細胞（Aph1 TKO ノックアウト

MEF）に Aph1 変異体を導入した解析により Aβ の

生成量と分子種を解析したところ、Aph1aL の活

性化変異により、Aβ の生成総量が増加し、認知症

の発症に関わる長鎖 Aβ の生成割合には変化が見

られなかった。一方、Aph1 の複合体形成能には変

化が見られなかった。Aph1 の変異は触媒サブユ

ニットである PS1 の近傍に存在することから（図

１）、PS1 の構造を変化させ、活性を上昇させたと

考えられる（引用文献 ③）。従来、足場タンパク

質と考えられていた Aph1 が、触媒部位に作用し

て活性を調節することが初めて示された。Aph1

を標的にしたγセクレターゼ阻害剤の開発につ

ながる成果である。 

 

（２）APP の切断感受性変異の同定と解析 

酵母 γ セクレターゼ発現系を用いて、アミロイド前駆体（APP）の変異体をスクリーニン

グした。APP の中に見つかっている家族性アルツハイマー病（FAD）変異を解析した結果、

切断効率が低下することが明らかとなった。この FAD 変異の切断効率を回復させる変異を、

APP の切断部位近傍からスクリーニングした結果、プロリンやアスパラギン酸を含む変異

を多数同定した。同じ変異を野生型の APP に導入したところ、切断活性が上昇し、APP の

切断感受性を上昇させる変異であることが明らかとなった。この変異体を、ヒト神経芽細胞

腫（SH-SY5Y）細胞、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞に導入し、Aβ の生成量と分子

種を解析したところ、認知症の発症に関わる長鎖 Aβ の生成量に関わる変異が取れているこ

とが明らかとなった。これらの成果は、現在、投稿準備中である。長鎖 Aβ の生成量を減少

させるγセクレターゼ調節剤の開発に向けた基盤的な知見となる。 

 

（３）小胞輸送によるγセクレターゼ活性調節機構の解析 

アルツハイマー病リスク因子として知られる小胞輸送関連因子について、酵母ホモログ遺伝子

破壊株を使って、γセクレターゼ活性への影響を解析した。その結果、PICALM, CD2AP, BIN1 の

ホモログ遺伝子破壊により切断活性が低下し、多胞エンドソームの形成に関わる ESCRT の遺伝

子破壊によっても切断活性が低下した。切断活性の低下がトリミング活性に作用し、長鎖 Aβ の

生成量を上昇させていると考えられた。また、Aβ産生を抑制することが知られている

Curcumin の誘導体、GT863 について、酵母の膜画分を用いた試験管内アッセイ系を用いて、

酵素学的解析を行った。GT863 はγセクレターゼの活性を直接阻害しないという結果が得

られ、γセクレターゼの小胞輸送を阻害することによって、Aβの産生を抑制するメカニズ



 

 

ムが明らかになった（引用文献④）。小胞輸送がγセクレターゼの活性制御に重要な役割を

果たすことを明らかにした。 

 

（４）単量体プロテアーゼの解析 

ヒト Site-2 プロテアーゼ（S2P）とヒトロンボイド（RHBDD1）による、基質タンパク質（SREBP, 

ATF6, Spitz）の切断を酵母内で再構成した。Gal4 レポーター遺伝子 lacZ の転写活性化をβガラ

クトシダーゼ活性で評価した結果、S2P による SREBP の切断を検出することに成功したが、そ

のほかの組み合わせでは再構成できなかった。ATF6 と Spitz の切断では内在性プロテアーゼに

よる切断が障害となっていたため、酵母の膜局在性プロテアーゼの遺伝子破壊株を作製して解

析に用いた。しかし、単一の遺伝子破壊によって内在性の切断が大きく低下することはなかった。

再構成がうまく行った S2P の解析でも、生育を指標にした変異体の活性評価は困難であり、変

異体のスクリーニングは行えなかった。APP や Notch とは異なり、SREBP, ATF6, Spitz は酵母の

内在性プロテアーゼで切られやすく、膜タンパク質のプロテアーゼ感受性が一次構造で規定さ

れることを示す新たな知見となった。 
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