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研究成果の概要（和文）：老人斑はアルツハイマー病脳に特異的であり、その主たる構成成分は

アミロイドベータ(Aβ42)である。従って Aβ42 の産生及び分解機構を解明することは AD の治

療に直接結びつく可能性がある。我々はアミロイドベータ前駆体蛋白(βAPP)から、ガンマセク

レターゼの基質であるCTF-βを切り出すβセクレターゼ(BACE)がAβ42自体を基質として認識

し、より凝集しにくい分子種に分解することを発見した。また、並行して AD の病原性分子と考

えられている Aβ42 の産生機構についても研究を進めた。 

 
研究成果の概要（英文）：Senile plaque is a pathological hallmark of Alzheimer’s disease. 
The  major component is amyloid-beta 42(Aβ42). Inhibition of Aβ42 generation or 
enhancement of Aβ42 degradation is fundamental approach in developing methods to treat 
AD. We found that BACE, which sheds beta-amyloid protein precursor (βAPP) to generate 
CTF-β, cleaves Aβ42 at two sites into species with much less toxicity and hydrophobicity. 
We also investigated the generation mechanism of Aβ42. 
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１．研究開始当初の背景 

アルツハイマー病(AD)脳の主たる構成成
分はアミロイドベータ(Aβ）である。 その
産生を阻害したり分解やクリアランスを促
進することで AD の発症を防ぐことが出来る
可能性がある。 Aβは前駆体であるβAPP が
BACE による細胞外シェディングを受け、引き
続いてプレセニリンγセクレターゼによる
膜内蛋白分解を受けて産生される。 我々は
BACE が Aβそのものを基質として認識し、少

なくとも２箇所で切断することを明らかに
した。 切断された短縮型 Aβは Aβ全長に
比べて凝集しにくかった。 つまり BACE は A
βの分解を促進している可能性があること
を示した。  
 
２．研究の目的 
我々は BACE がアミロイドベータ自体を基

質として認識し、少なくとも２箇所で切断す
ることを見出した。 BACE が主として細胞内



でアミロイドベータを Y10 と E11 部位の間お
よび L34 と M35 部位の間で分解することを
cell-free ガンマセクレターゼ assay 及びリ
コンビナント BACE を用いた in vitro assay
の両者の系で明らかにした。この BACE の性
質を利用し、 Aβの分解促進を図る方法の開
発を目指した。 また近年 BACE が末梢神経
の 髄 鞘 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た す
Neuregulin を切断することが明らかになっ
た。 BACE 活性を阻害することは AD 治療薬開
発の主軸のひとつである。 従って BACE が
どのような生理活性を担っているかどうか
を調べることは重要である。 本研究ではこ
の点も併行して進めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)BACE に修飾を加え、Aβの切断活性は保持
するがβAPP 切断活性を阻害することができ
るか？ 
BACE はプロドメインと２つの活性中心なら
びに膜貫通領域が１つあり、細胞内で成熟す
るに従ってプロドメインが切り離され、いく
つかのシステイン残基による S-S結合を介し
てフォールディングする。 これらの知見を
基に BACE の人工変異体を数十種類作製し、
各々をスウェーデン型βAPP 発現細胞に恒常
的に発現させる。  この細胞を一定時間
S35 でラベルする。 BACE がβAPP を切断す
る活性は分泌される sAPPβの量で評価する。 
BACE による Aβ切断活性は分泌された Aβ各
分子種を Bicine Urea ゲルで泳動する。 こ
のシステムを用いれば Aβ各分子種が同定さ
れる。 これらプロドメインや膜貫通領域を
欠いた変異体の他に、エンドサイトーシスを
受けるモチーフなどさまざまなドメインを
欠いた変異体を作製する。 変異体による A
βとβAPP の分解効率を評価するには、それ
らの発現レベルを正確に評価する必要があ
る。 この目的で各種変異体の C末に
Flag-tag を融合させる。 されにそれら変異
体を恒常的に発現する細胞をそれぞれ準備
する。 
βAPP の切断効率は低下するが、Aβ切断効
率は低下しない変異体が得られれば、次の段
階として BACE の他の基質切断効率を調べる
必要がある。 近年、BACE により細胞外シェ
ディングを受ける他の基質に関する知見が
蓄積しつつある。 BACE の基質にはβAPP や
Aβ以外にも APLP1,2 や糖転移酵素の一種が
同定されているが、中でも中枢神経系におい
てミエリンの形成に重要な役割を果たすニ
ューレギュリンが BACE により切断されるこ
とがわかってきた。 重要なことに BACE を
ノックアウトしたマウスではミエリンの形
成が抑制されていることがわかった。 この
ことは BACE 阻害剤を開発する上で留意・検
討すべき重要事項である。 BACE によるニュ

ーレギュリンの切断を定量的に評価できる
アッセイ系を立ち上げる。 この系を用いて
スクリーニングで候補として得た変異体が
ニューレギュリンを切断するかどうかを評
価する。 
 
４．研究成果 
重要なことに我々は BACE が病原性・凝集

性が極めて高い Aβ42も切断することを明ら
かにした。 下の図はリコンビナント BACE
が in vitro で Aβ42 を切断し凝集性がより
低い Aβ1-34 に分解していることを示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

しかしながら、BACE は Aβ42 の前駆体である
βAPP を細胞外で切断するため単純にその活
性を上昇させると、Aβ産生そのものが亢進
する。 そこで、BACE に修飾を加え、Aβの
切断活性は保持するがβAPP 切断活性を阻害
することが可能かどうか、検討を試みた。 
しかしながら、両者を完全に分離することは
不可能であった。 従って現時点では BACE
による Aβ42分解能を促進することによって、
AD の根本治療法を開発することは困難であ
ると判断した。 
しかしながら、本研究を遂行することで新

たにいくつかの発見をし、技術的進展を得る
ことが出来た。 まず第一に BACE やγセク
レターゼの活性を変化させることなしに、A
β産生を阻害する化合物を見出し、その作用
点を明らかにした（文献８）。 この化合物
（Destruxin E）は in vitro および培養細胞
において BACE 活性を全く下げることなしに
BACE によるβAPP の shedding を減じた。  
Destruxin E が BACE とβAPP の細胞内局在を
変化させることで、BACE によるβAPP の
shedding を減じている可能性が示唆された。 
 さらに、さらに新たなアルツハイマー病治
療薬ターゲット開発のため、アミロイドベー
タの分解および中枢から末梢へのクリアラ
ンスを促進する因子の探索を行った。具体的
には Macrophage colony stimulating factor 
(MCSF)ノックアウトマウスの解析を行い、
MCSFノックアウトマウスでは末梢血中の Aβ
40 の濃度がコントロールマウスに比べて低
いことを明らかにした。（文献 11） 
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Aβ 1-34 
Recombinant BACE+Aβ42 peptide 
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